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RESUMO

BAGATINI, Luciola. Extracdo e caracterizacdo de compostos fitoquimicos de
folhas de Campomanesia xanthocarpa (guabirobeira) e Eugenia uniflora
(pitangueira). 2021. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, 2021.

O Brasil possui a maior diversidade e variabilidade genética vegetal do planeta,
destacando-se a diversidade de plantas frutiferas nativas como € o caso da familia
Myrtaceae. A maioria dessas plantas apresenta potencial para domesticacdo, com
perspectivas para uso nas industrias alimenticia e/ou farmacéutica. Os frutos de
algumas espécies como a guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa) e a pitangueira
(Eugenia uniflora) tem sido amplamente estudados, especialmente quanto as suas
atividades biologicas, acdo antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria. No
entanto, poucos sdo os estudos realizados com fins de explorar as atividades
biolégicas das folhas destas espécies. E conhecido que o método de obtencdo dos
extratos interfere na sua composicdo e qualidade e a extragdo com liquido
pressurizado (PLE), apresenta algumas vantagens com relacdo a outros métodos,
como rapidez, menor consumo de solventes e alto rendimento, sendo uma alternativa
para extracdo e fracionamento de produtos naturais. Neste sentido o objetivo deste
trabalho foi a obtencdo de extratos por diferentes métodos (PLE e infusdo aquosa
(Al)), identificar e quantificar os compostos, e estudar a atividade antioxidante,
antimicrobiana e alelopética das folhas de pitangueira e guabirobeira. As folhas
dessas espécies foram coletadas nos pomares da Embrapa Clima Temperado em
Pelotas, RS, foram secas em estufa com circulacao de ar (72 h a 40 °C) e moidas em
um moinho de facas (30 mesh). Posteriormente foram submetidas ao processo de
extracdo por liquido pressurizado utilizando-se os seguintes solventes: 4gua destilada
(PLE-W), etanol (PLE-E) e a mistura (1:1) de agua destilada e etanol (PLE-W:E). Os
extratos e a infusdo aquosa das folhas foram submetidas a analises de compostos por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) analise por
LC-MS. Os extratos das folhas de pitangueira foram avaliados quanto a atividade
antioxidante através do ensaio com leveduras e em ensaios in vitro de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e espécies reativas de oxigénio (ROS) além
da avaliacdo da atividade antimicrobiana e alelopatica. Os extratos de folhas de
guabirobeira foram avaliados quanto a atividade antioxidante através do ensaio com
leveduras e em ensaios in vitro de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e espeécies reativas de oxigénio (ROS) e atividade antimicrobiana (Agar
Difusion Disc e CIM mg mL™1). Quanto aos extratos de folhas de pitangueira observou-
se que o extrato PLE-W:E foi o que apresentou a maior concentracéo de acido fenolico
e taninos, enquanto o PLE-E apresentou maior concentracéo de flavonoides. Todos
0S extratos proporcionaram acao antioxidante de protecdo na sobrevivéncia células
para Saccharomyces cerevisiae. Apenas 0s extratos obtidos por PLE apresentaram
atividade protetora das células de cérebro de rato utilizando TBARS. Para ROS os
extratos obtidos por Al e PLE, em todas as concentracfes testadas, apresentaram
efeito protetor nas células, assim como, atividade antibacteriana contra bactérias
Gram-positivas, e atividade alelopatica para sementes de alface. As folhas da
guabirobeira apresentaram diversos compostos fitoquimicos, dos quais os flavonoides
foram os mais abundantes e o PLE-W:E foi o extrato que apresentou maior



concentracdo total destes compostos. PLE-W apresentou maior concentracdo dos
acidos fendlicos e taninos. Todos os extratos obtidos com PLE apresentaram atividade
protetora das células de cérebro de rato utilizando TBARS e atividade antimicrobiana,
no entanto, Al nao teve agdo. Com ROS, os extratos PLE e Al apresentaram efeito
protetor nas células de cérebro de rato e PLE-W:E na concentracdo 100 pug mL%, foi
0 mais promissor apresentando ac¢do superior ao padrao acido ascorbico (AA). PLE-
W:E apresentou maior atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. As folhas de pitangueira e guabirobeira sdo uma fonte potencial de
compostos bioativos, no entanto, mais estudos sdo necessarios, para explorar as
propriedades protetoras in vitro e in vivo dos extratos, especialmente testes de
citotoxicidade.

Palavras-chaves: Espécies nativas; Myrtaceae; extracdo com liquido pressurizado;
compostos fitoquimicos; antioxidante; antimicrobiana; alelopatico



ABSTRACT

BAGATINI, Luciola. Extraction and characterization of phytochemical
compounds from leaves of Campomanesia xanthocarpa (guabirobeira) and
Eugenia uniflora (pitangueira). 2021. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) — Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, 2021.

Brazil has the greatest plant diversity and genetic variability on the planet, highlighting
the diversity of native fruit plants such as the Myrtaceae family. Most of these plants
have potential for domestication, with prospects for use in the food and / or
pharmaceutical industries. The fruits of some species such as guabirobeira
(Campomanesia xanthocarpa) and pitangueira (Eugenia uniflora) have been widely
studied, especially regarding their biological activities, antioxidant, antimicrobial and
anti-inflammatory action. However, few studies have been carried out to explore the
leaf contents of these species. It is known that the method of obtaining the extracts
interferes in its composition and quality and the extraction with pressurized liquid
(PLE), presents some advantages over other methods, such as speed, less solvent
consumption and high yield, being an alternative for extraction and fractionation of
natural products. In this sense, the objective of this work was to obtain extracts by
different methods (PLE and Al), to identify and quantify the compounds, and to study
the antioxidant, antimicrobial and allelopathic activity of the leaves of pitangueira and
guabirobeira. The leaves of these species were collected in the orchards of Embrapa
Clima Temperado in Pelotas, RS, were dried in an oven with air circulation (72 h at 40
°C) and ground in a knife mill (30 mesh). Subsequently, they were submitted to a
pressurized liquid extraction process (pressure of 1500 psi, temperature 50 ° C, 15 g
of sample, solvent discharge flow of 2 mL per minute, with static extraction of 30
minutes). For the extractions, the following solvents were used: distilled water (PLE-
W), ethanol (PLE-E) and the mixture (1:1) of distilled water and ethanol (PLE-W: E).
Afterwards, the extracts were dried by oven (vacuum 50 °C) and lyophilization. The
extracts and the aqueous infusion of the leaves (1:50 m/v of dried leaves and ground
in water 80 +1 ° C for 10 min) were subjected to compound analysis by Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) LC-MS analysis. The
extracts of the leaves of pitangueira were evaluated for antioxidant activity through the
assay with yeasts and in in vitro assays of substances reactive to thiobarbituric acid
(TBARS) and reactive oxygen species (ROS) in addition to the evaluation of the
antimicrobial activity (Agar Difusion Disc and MIC mg mL™) and allelopathic. The
extracts of guabirobeira leaves were evaluated for antioxidant activity through the
assay with yeasts and in in vitro tests of substances reactive to thiobarbituric acid
(TBARS) and reactive oxygen species (ROS) and antimicrobial activity (Agar Difusion
Disc and MIC mg mL -1). As for extracts of pitangueira leaves, it was observed that
PLE-W: E extract had the highest concentration of phenolic acid and tannins, while
PLE-E had the highest concentration of flavonoids. All extracts provided antioxidant
protective action on cell survival for Saccharomyces cerevisiae. Only extracts obtained
by PLE showed protective activity of rat brain cells using TBARS. For ROS, the extracts
obtained by Al and PLE, in all concentrations tested, showed a protective effect on the
cells, as well as antibacterial activity against Gram-positive bacteria, and allelopathic
activity for lettuce seeds. The leaves of guabirobeira presented several
phytochemicals, of which flavonoids were the most abundant and PLE-W: E was the
extract that presented the highest total concentration of these compounds. PLE-W



showed a higher concentration of phenolic acids and tannins. All extracts obtained with
PLE showed protective activity of rat brain cells using TBARS and antimicrobial activity,
however, Al had no action. With ROS, the extracts PLE and Al showed a protective
effect on rat brain cells and PLE-W:E in the concentration 100 pg mL™, it was the most
promising, presenting an action superior to the AA standard. PLE-W: E showed greater
antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria. Pitangueira
and guabirobeira leaves are a potential source of bioactive compounds, however,
further studies are needed to explore the protective properties in vitro and in vivo of
the extracts, especially cytotoxicity tests.

Keywords: Native species; Myrtaceae; extraction with pressurized liquid;
phytochemical compounds; antioxidant; antimicrobial; allelopathic
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1. INTRODUCAO

Extratos de plantas como fontes de compostos bioativos € um tema que tem
despertado o interesse cientifico atual. Diversos estudos tém sido desenvolvidos
nessa area, visando, especialmente, otimizar os processos de extracdo (RODRIGUES
et al., 2020; KIM & LIM, 2020), investigar a presenca dos compostos e 0 putativo
potencial bioativo (ZANDONA et al., 2020, DE LIMA et al., 2020; GIOMBELLI et al.,
2020; RODRIGUES et al., 2020), bem como os potenciais beneficios a saude (SOBEH
et al, 2020; MEIRA et al., 2020) e/ou a aplicagdo em tecnologia de alimentos
(LORENZO et al., 2018).

O Brasil caracteriza-se como um dos principais centros de diversidade e
variabilidade genética vegetal do planeta (ARAUJO et al.,, 2019; REISSIG &
ROMBALDI, 2017), representada por plantas nativas que tém sido cada vez mais
apreciadas e estudadas (HOFFMANN et al., 2018; PEREIRA et al., 2018(a)),
especialmente por apresentarem compostos de interesse nutricional, funcional e
tecnologico. Toda essa diversidade vegetal se distribui nos biomas Pampa, Mata
Atlantica, Cerrado, Pantanal e Amazénico (REISSIG & ROMBALDI, 2017, PEREIRA
etal., 2012). De modo geral, o bioma mais pautado e reconhecido internacionalmente,
€ 0 Amazonico (PEREIRA et al., 2012), no entanto as particulares caracteristicas de
cada um tém sua importancia e relevancia cientifica e muitas espécies tém despertado
o interesse cientifico e tecnoldgico nos cenarios nacional e internacional (LAZARINI
et al., 2020; SOBEH et al., 2020; CASTRO et al., 2020).

No caso especifico dessa pesquisa, o foco estd em espécies presentes em
varios desses biomas, mas mais concentradas no Bioma Pampa. Esta-se tratando de
espécies da familia Myrtaceae, representada por 43 espécies (BRACK et al, 2020). A
maioria dessas plantas apresenta potencial para domesticacdo, com perspectivas
para uso nas industrias alimenticia e/ou farmacéutica (DACOREGGIO, MORONI,
KEMPKA, 2019; DE LIMA et al., 2020; MEIRA et al., 2020; ZANDONA et al., 2020). A

seguir, faz-se um breve descritivo dessas espécies.
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A Guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa), pertencente a familia botanica
da Myrtaceae, € uma arvore nativa do sul do Brasil (PEREIRA et al., 2015), seus frutos
tém poucas sementes e possuem sabor citrico, as vezes pungente. Extratos obtidos
das folhas de guabirobeira sdo ricos em compostos fendlicos (SANT'ANNA et al.,
2017; KATAOKA & CARDOSO, 2013) e sao usadas empiricamente por seu efeito
potencial na reducédo de niveis de colesterol no sangue (KLAFKE et al., 2016; VIECILI
et al.,, 2014). Ademais, destacam-se, também, as atividades antioxidante e
antibacteriana (PEREIRA et al., 2018(b); KLAFKE et al. 2016; CZAIKOSKI et al., 2015)
desses extratos, reducéo de processos inflamatérios (VIECILI et al., 2014), perda de
peso (DICKEL et al., 2007), potencial antidiabético (VINAGRE et al., 2010; TROJAN-
RODRIGUES et al., 2012), tratamento de Ulceras gastricas (MARKMAN, BACCHI E
KATO, 2004) e efeito antiplaquetario (OTERO et al., 2017).

A pitangueira, também pertencente a familia botanica Myrtaceae, ocorre em
todo o territério nacional. A polpa dos frutos é rica em calcio, fosforo e compostos
potencialmente bioativos como as antocianinas, flavonoides e carotenoides
(MASSARIOLI et al., 2013; MOURA et al., 2011). Os extratos obtidos a partir das
folnas de pitangueira apresentam em sua composi¢cdo, antocianinas, flavonoides,
taninos e compostos fendlicos (LORENZONI et al., 2013; FIUSA et al.,, 2008) e
apresentam diversas acfes bioldgicas como, por exemplo, acdo antimicrobiana
(MENDONCA et al., 2016; LORENZO et al., 2018), atividade antioxidante
(SCHUMACHER et al., 2015; LORENZO et al., 2018; VINHOLES et al., 2017), anti-
inflamatéria (SCHUMACHER et al., 2015; SOARES et al.,, 2014) e efeito anti-
hiperglicémico (CARDOSO et al., 2017; SOBEH et al, 2020).

Sabe-se que a forma de obtencdo dos extratos determina a composicao,
qualidade e funcionalidade, jA que interfere nos compostos extraidos e na
concentragcédo (MARTINEZ-CORREA et al., 2011). Nessa perspectiva, a extragdo com
liguido pressurizado (PLE), técnica baseada na utilizagdo de solventes liquidos em
temperatura e pressao elevadas, tem demonstrado boa eficiéncia e confiabilidade
quando comparadas com as técnicas tradicionais (CARABIAS-MARTINEZ et al.,
2005; MUSTAFA E TURNER, 2011; WIINGAARD et al., 2012; JUSOH et al., 2019),
uma vez que as condi¢des de extracdo permitem um aumento da solubilidade e das
propriedades de transferéncia de massa (MUSTAFA & TURNER, 2011; CARABIAS-
MARTINEZ et al., 2005; NASTIC et al., 2018 (a)). Essa é considerada uma tecnologia
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mais ecoldgica, em comparacao com as técnicas convencionais, ja que se caracteriza
por ser uma extracdo com maior rapidez, menor consumo de solvente e menor
producdo de residuos téxicos e poluentes (ANDRADE et al, 2017; MUSTAFA &
TURNER, 2011). Ademais, a extracdo com liquido pressurizado (PLE) tem se
destacado como mais adequada para a extracdo de compostos fendlicos (KOCAK &
PAZIR, 2018).

Desse modo, objetivou-se com este trabalho, prospectar os compostos
quimicos presentes nas folhas guabirobeira e pitangueira, utilizando-se PLE como
método de extracdo, tanto para o conhecimento dessas espécies nativas, como para
verificar o potencial bioativo e proposicéo de aplicagdo em alimentos, farmacos entre
outros.

Trata-se de uma pesquisa descritiva e experimental. Ela tem a caracteristica
descritiva por buscar descrever o perfil fitoquimico dos extratos. Em seguida, assume
a caracteristica experimental, ao comparar os métodos de extracdo e, a partir do
conhecimento das respectivas concentracdes de compostos fitoquimicos, propor

possiveis respostas bioldgicas.
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2. HIPOTESES

2.1 Na etapa da pesquisa descritiva

Trata-se de uma pesquisa tipicamente com a caracteristica descritiva e de
bioprospecc¢édo. Nesse caso, a emissado de hipétese ndo € pertinente, tendo em vista
gue nao se tem, a priori, uma potencial explicacdo para um fenémeno, tampouco se
tem elementos cientificos para antecipar um provavel resultado, seja ho que tange a
composicdo, seja em relagcdo a potenciais propriedades, se ndo aquelas de

conhecimento empirico-popular.

2.2 Na etapa de pesquisa experimental

Quando testaram-se as condicdes de extracdo e de estudo das principais

respostas, as hipéteses eram:

a) Se espera que o uso de PLE, com a associacdo dos solventes agua e
etanol, se espera uma maior diversidade e concentragcdo de compostos
fitoquimicos; e,

b) peladiversidade de compostos fitoquimicos polares nos extratos obtidos por
PLE, se espera obter respostas biolégicas de interesse em alimentos e

numa perspectiva de saude.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Obter extratos por diferentes métodos, identificar e quantificar os compostos, e
estudar a atividade antioxidante, antimicrobiana e alelopética das folhas de

guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa) e pitangueira (Eugenia uniflora).

3.2 Objetivos especificos

1) Obter extratos a partir de folhas guabirobeira e pitangueira, através dos métodos
de extracao por PLE e por infusdo em agua,;

2) caracterizar os extratos obtidos por PLE e infusdo aquosa através da analise dos
compostos fitoquimicos;

3) avaliar a atividade antioxidante, alelopatica e antimicrobiana dos extratos; e,

4) prospectar, a partir da composicao dos extratos, possibilidades de aplicacado dos

mesmaos.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Espécies Nativas

O Brasil é conhecido por ter a maior diversidade e variabilidade genética
vegetal no planeta. Em estudo realizado por Brack et al, (2020) sobre espécies nativas
do Rio Grande do Sul, foram encontradas 213 espécies consideradas frutiferas,
englobando 48 familias e 102 géneros e, dentre as familias com maior nimero de
espécies, destaca-se a Myrtaceae com 43 espécies. Muitas dessas espécies frutiferas
tém potencial de domesticacdo e / ou utilizacdo desde o consumo direto (frutas
frescas) ou processadas até a utilizacdo de extratos vegetais na industria cosmética,
farmacéutica e nutricional (ARAUJO et al., 2019; CARDOSO et al., 2018; MEDINA et
al., 2011; REISSIG & ROMBALDI, 2017).

4.1.1 Pitanga

A pitangueira (Eugenia uniflora) pertence a familia Myrtaceae e € encontrada
desde o Brasil Central até o norte da Argentina. Apresenta-se como uma arvore de
copa estreita, de tronco liso de cor pardo-clara, cuja altura pode atingir entre 4 a 5 m,
podendo, raramente, alcancar 8 a 12 m. As folhas sdo descritas como simples,
cartaceas, com comprimento de 3 a 7 cm. Os frutos sdo do tipo drupa, globosos e
sulcados, de cor vermelha, amarela ou preta, com polpa carnosa de sabor equilibrado
entre doce e acido, contendo 1 a 2 sementes (Figura 1). Podem ser consumidos in
natura ou utilizados para o processamento, principalmente para o preparo de polpas
e sucos (FRANZON, 2013).

A polpa dos frutos € rica em célcio, fosforo (MOURA et al, 2011) e compostos
potencialmente bioativos como compostos fendlicos, antocianinas, flavonéis e
carotenoides (BASTOS 2019; GARMUS, 2014; LORENZONI, et al., 2013; MOURA et
al, 2011), apresentando capacidade antioxidante (BAGUETI et al., 2011, LIMA, MELO
& LIMA, 2002), e potencial efeito anti-hiperglicémico, anti-hiperlipidémico, efeito tipo
antidepressivo (OLIVEIRA et al., 2017) e anti-inflamatério (SOARES et al, 2014).

As folhas da pitangueira, assim como relatado para as folhas de guabirobeira,

séo utilizadas na medicina popular sendo relatados efeitos como agéo hipotensora,
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anti - diarreica, diurética, antigotosa e hipoglicemiante (BASTOS, 2019; AURICCHIO
& BACCHI, 2003). Os extratos obtidos a partir das folhas de pitangueira apresentam
em sua composi¢cdo, antocianinas, flavonoides, taninos e compostos fendlicos,
(LORENZONI et al.,, 2013; FIUSA et al., 2008), dos quais 0s majoritarios sdo o
kaempferol e a quercetina (SOBEH et al.,, 2020; MASSARIOLI et al., 2013). No
entanto, a forma de obtencdo dos extratos interfere na sua composicao e,
consequentemente, na sua funcionalidade (MARTINEZ-CORREA et al., 2011).

Figura 1. Folhas e Frutas de Pitangueira (Eugenia uniflora)
Fonte: Foto de Julcéia Camillo em BEZERRA et al., 2020.

Os extratos da folha de pitangueira apresentam acdo antimicrobiana
(MENDONCGCA et al., 2016; LORENZO et al., 2018; COUTINHO et al, 2010), contra
bactérias patogénicas destacando-se cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Pseudomonas sp (MENDONCA et al., 2016), apresentando potencial de
aplicacdo em produtos alimenticios (LORENZO et al., 2018). Estudos também relatam
outras atividades biolégicas, como, por exemplo, a atividade antioxidante (KADE et
al., 2008; SCHUMACHER et al., 2015; LORENZO et al., 2018; MARTINEZ-CORREA
et al., 2011; VINHOLES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2015),
anti-inflamatéria (SCHUMACHER et al., 2015; SOARES et al., 2014), efeito anti-
hiperglicémico (OLIVEIRA et al., 2017; CARDOSO et al., 2017; SOBEH et al., 2020)

e possivel terapia adjuvante para doencas renais (MEIRA et al., 2020). Além dos
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extratos, o Oleo essencial extraido das folhas também tem demonstrado diversas
atividades como acao antioxidante (DA COSTA et al., 2020; VICTORIA et al., 2012),
antimicrobiana (VICTORIA et al., 2012) e antidepressiva (VICTORIA et al., 2013; DA
COSTA et al., 2020).

Sabe-se que as propriedades biologicas atribuidas a essas espécies dependem
da composicdo dos extratos, o que, por sua vez, esta relacionado com fatores
atribuidos a proépria espécie, ao ambiente e ao método e parametros utilizados na
extracdo. Por esse motivo esse trabalho busca investigar potencialidades dos extratos
obtidos das folhas dessas plantas com método usando elevada pressdo de solvente

e comparado com a infusdo que € um método tradicional de uso.

4.1.2 Guabiroba

A guabiroba (Campomanesia xanthocarpa O.Berg) € uma espécie nativa do sul
do Brasil pertencente a familia Myrtaceae (PEREIRA et al., 2015). Pode ser
encontrada em diversos estados do Brasil, desde Minas Gerais, se estendendo para
Séo Paulo, Mato Grosso do sul chegando ao Rio grande do Sul (LORENZI, 1992).
Sendo observada também na Argentina, Bolivia e Paraguai (TODA FRUTA, 2020).

E uma arvore de pequeno a médio porte com 5 a 8 metros de altura com
periodo de frutificacdo ocorrendo de setembro a dezembro, podendo se estender até
fevereiro. Apesar da pouca exploracao industrial e comercial dessa planta, seus frutos
gue possuem poucas sementes, sabor citrico e sdo bastante consumidos pelas
comunidades locais (Figura 2) (TODA FRUTA, 2020).
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Figura 2. Folhas e Frutas de Guabirobeira.
Fonte: Frutiferas, 2020

Alguns estudos investigam potencial tecnoldgico do fruto (BARBIERIA, 2018;
SANTOS et al., 2013; SANTOS et al.,, 2012) no entanto, a maioria das pesquisas
apontam para investigacdo dos compostos com acéo bioldgica, j& que os frutos sdo
ricos em compostos fendlicos e flavondides (PEREIRA et al., 2018(b); LIMA et al.,
2016; CZAIKOSKI et al., 2015; ALVES et al., 2013), destacando-se o acido galico,
epicatequina, acido elagico, ferulico, e &cido p-cumarico (PEREIRA, et al., 2015), além
de saponinas e taninos (MARKMAN, BACCHI E KATO, 2004). Haja vista a
composicdo desses frutos, destacam-se suas agdes bioldgicas, como, por exemplo, a
acdo antioxidante e acédo antibacteriana (PEREIRA et al., 2018(b); LIMA et al, 2016;
PEREIRA et al., 2015; CZAIKOSKI et al., 2015; ALVES et al., 2013).

Além dos frutos, outras partes da planta vém ganhando interesse, como é o
caso do oOleo essencial das sementes de guabiroba, rico em terpendides e flavonoides,
demonstrando atividade antimicrobiana e antioxidante (CAPELETO et al., 2016).
Ademais, o uso das folhas de guabirobeira é bem difundido na medicina popular e ha
relatos de uso terapéutico (OTERO et al., 2017). Extratos obtidos a partir das folhas
tém se destacado por apresentarem uma série de compostos como fendis, flavonoides
e taninos, (KATAOKA & CARDOSO, 2013; SOARES DA SILVA, 2016; SANT'ANNA
et al., 2017).

Na infusdo aquosa a presencga de compostos como &cido clorogénico, acido

galico e quercetina € destacada (SANT’ANNA et al., 2017), no entanto, de forma geral,
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0s extratos hidroetandlicos parecem apresentar teores maiores de fendis e
flavondides quando comparados a infusdo (KATAOKA & CARDOSO, 2013). A
presenca desses compostos atribui algumas caracteristicas aos extratos, como a
atividade antioxidante e antibacteriana (KLAFKE et al.,2016; PEREIRA et al., 2018
(b)), assim como efeitos anti-inflamatoérios e antinociceptivos (SOARES DA SILVA,
2016) e é relatada auséncia de toxicidade (SOARES DA SILVA, 2016; MARKMAN,
BACCHI E KATO, 2004).

As folhas de guabirobeira sdo usadas empiricamente por seu efeito potencial
na reducdo de niveis de colesterol no sangue (VIECILI et al., 2014). Estudo
desenvolvido por Klafke et al, (2016) utilizando pacientes com diferentes niveis de
colesterol obteve resultados que demonstraram uma diminuigdo significativa nos
niveis de colesterol total e LDL, confirmando uso popular dessa planta para essa
finalidade. Além de seu efeito no nivel de colesterol também reduz o estresse oxidativo
(KLAFKE et al., 2016) e processos inflamatérios em individuos hipercolesterolémicos
(VIECILI et al., 2014). Seu uso € também associado a perda de peso e por seu efeito
no controle de outras condi¢cdes associadas a obesidade, como a hiperlipidemia
(DICKEL et al.,, 2007) além do potencial antidiabético (VINAGRE et al., 2010;
TROJAN-RODRIGUES et al., 2012), tratamento de Ulceras géastricas (MARKMAN,
BACCHI E KATO, 2004) e efeito antiplaquetério (OTERO et al., 2017).

4.2 Compostos Fitoquimicos

Durante o crescimento e desenvolvimento, as plantas produzem uma ampla
gama de metabdlitos. Um grupo € comumente classificado como o dos metabdlitos
primarios: aqueles que estdo diretamente envolvidos nos processos fisiologicos
basais das plantas, como carboidratos, proteinas e lipidios; outro, como metabdlitos
secundarios ou especializados, conhecidos como fitoquimicos, que frequentemente

desempenham papéis importantes na plasticidade de plantas (GURBUZ et al., 2018).

Embora as funcdes desses compostos ndo sejam ainda totalmente
compreendidas, estdo relacionadas aos processos de interacdo entre a planta e os
organismos vivos circundantes contribuindo no processo de adaptacao e resisténcia
dessas plantas ao meio ambiente (MAZID, KHAN & MOHAMMAD, 2011,
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HARTMANN, 2007). De modo geral, apresentam funcdo de protecdo contra
predadores e patdogenos microbianos e também estdo envolvidos em defesa contra
estresse abidtico (por exemplo, exposicdo a UV-B, falta d"agua, variacdes de
temperatura, salinindade, outros) e comunicacao das plantas com outros organismos
(SCHAFER & WINK, 2009). Os metabdlitos secundarios, geralmente s&o
categorizados como fendlicos, terpendides, alcaldides contendo nitrogénio e
compostos contendo enxofre (MAZID, KHAN & MOHAMMAD, 2011, LIU. 2004).

O grupo dos compostos fendlicos sao definidos quimicamente como
substancias que possuem um ou mais grupos hidroxila diretamente ligados a um anel
aromatico. Esses compostos englobam desde moléculas simples até moléculas com
alto grau de polimerizagéo e estédo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
acucares (glicosidios) e proteinas (BRAVO, 1998). Sao classificados de acordo com
0 numero de aneéis aromaticos e destacam-se os flavonoides, &cidos fendlicos,
cumarinas, taninos, ligninas e tocoferois (LIU, 2004).

Os flavonodides sdo compostos fendlicos cuja estrutura quimica consiste em
dois anéis aromaticos ligados por 3 carbonos que, geralmente, estdo em um anel
heterociclico oxigenado. Diferencas na estrutura do anel heterociclico classifica-os
como flavondis (ex. quercetina, kaempferol e mirecetina), flavonas (ex. luteolina e
apigenina), flavondis catequinas (ex. catequinas, epicatequina, epigalocatequina,
galato de epicatequina e galato de epigalocatequina), flavanonas (ex. naringenina),
antocianidinas, e isoflavondides (MARTINS et al., 2011; LIU, 2004). Esses compostos
tém sido relatados como inibidores da peroxidacao lipidica (HAMINIUK et al., 2012;
HOLLMAN & KATAN, 1999) e apresentam propriedades anti-inflamatorias e antivirais.

Os acidos fendlicos sao classificados como acidos hidroxibenzdicos (incluem
os acidos p-hidroxibenzoico, protocatechuic, vanilico, siringico e galico) e, acidos
hidroxicinamicos que incluem p-cumarico, caféico, feralico (encontrados com
frequéncia nos alimentos sob a forma de ésteres simples) e sinapico (SOARES, 2002;
BRAVO, 1998). Caracterizam-se por possuirem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula
(BRAVO, 1998). Esses compostos, em geral, em geral, derivados de acidos
hidrocinamicos, devido a capacidade de estabilizar radicais livres, possuem maior
atividade antioxidante quando comparados aos derivados de acidos hidroxibenzoicos
(BRAVO et al., 1998; MARTINS et al., 2011).
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Os taninos apresentam-se normalmente na forma de polimeros; sdo compostos
de alto peso molecular, e podem formar complexos insolliveis com carboidratos e
proteinas. Os taninos classificam-se em dois grupos: taninos hidrolisaveis que contém
um nucleo central de glicose ou um &lcool poliidrico, esterificado com &cido galico ou
elagico, e taninos condensados: polimeros de catequina e/ou leucoantocianidina. As
ligninas sé@o polimeros rigidos e sua hidrolise libera derivados dos acidos benzéico e
cinamico (SOARES, 2002).

O interesse recente nos compostos fenolicos tem ganhado destaque devido a
suas acbes como antioxidantes (HAMINIUK et al., 2012; SOARES 2002),
antimicrobiano (HE et al., 2014; CUSHNIE & LAMB 2011; MARTINI; KATERERE;
ELOFF, 2004) e suas implicacdes na prevencao de algumas doencas associadas ao
estresse oxidativo (HAMINIUK et al, 2012), como por exemplo propriedades anti
cancer (ROLEIRA et al, 2015; LIU, 2004) e doencas cardiovasculares (STRACK & DE
SOUZA, 2011).

Quanto ao mecanismo de acdo antioxidante, os compostos fendlicos atuam
como interruptores de radicais livres, sendo muito eficientes na prevencdo da
autoxidacéo, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo
oxidativo (SHAHIDI et al., 1992). Esse mecanismo de acdo dos antioxidantes, além
de reduzir a oxidacéo lipidica dos tecidos conservando a qualidade dos alimentos,
guando ingeridos, também atuam na reducédo de doencas (HAMINIUK et al., 2012).

A acado antimicrobiana de alguns compostos fendlicos tem sido relatada em
alguns estudos. A inibicdo de Staphylococcus aureus pode ocorrer através da acao
da mirecitina na atividade da topoisomerase, enzima responsavel por conservar a
energia de ruptura da ligacdo fosfodiéster do DNA para realizar a replicacdo do
microrganismo (CONSTANTINOU et al., 1995), e a inibicdo da helicase, enzima que
atua na quebra de ligacdes de hidrogénio, essencial para a replicacdo do DNA e
sobrevivéncia bacteriana (HUANG et al., 2015). A atividade antibacteriana do acido
galico e acido clorogénico também é conhecida. Estudo de Liu et al. (2017), mostraram
0 acido galico com acao inibidora da expressdo do gene responsavel pela producao
de adeséo de polissacarideo intercelular (PIA) responsavel pela formacao de biofilmes
por Staphylococcus aureus (LIU, et al., 2017). O acido clorogénico demostra atividade
antibacteriana, inibindo a formacéo de biofilme, capacidade de enxame e fatores de
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viruléncia, incluindo atividade de protease, atividade de elastase e producdo de

ramnolipideo da Pseudomonas aeruginosa, (WANG et al., 2019).

A principal fonte de fendlicos na dieta sdo frutas e vegetais, e o0 aumento do
consumo regular desse tipo de alimento é frequentemente associado a beneficios
para a saude, principalmente aqueles relacionados com efeitos anticancer (ROLEIRA
et al, 2015; LIU, 2004). Sdo compostos que pertencem a categoria de espécies
reativas de oxigénio (ROS) o que impede a transformacédo de células normais em
células cancerosas (CHANDER, 2018). Ademais esses compostos contribuem em
varias atividades celulares como a apoptose, adesdo, migracdo, proliferacdo ou
diferenciacao celular (AMIN et al., 2009). As antocianinas, catequinas e quercetinas
sao relacionadas a tratamento das doencgas cardiovasculares pela reducao da presséo
arterial e dano oxidativo (STRACK & DE SOUZA, 2012).

Tendo em vista essas caracteristicas dos compostos fitoquimicos, diversos
estudos recentes tém buscado extratos obtidos de plantas como fontes de compostos
fendlicos e buscado investigar o potencial e bioatividade dos mesmos (SOBEH et al.,
2020; RODRIGUES et al.,, 2020; GIOMBELLI et al.,, 2020; KIM & LIM, 2020;
CVETANOVIC et al., 2018; NASTIC et al., 2018 (b); LEYVA-JIMENEZ et al., 2018;
LORENZO et al., 2018; VINHOLES et al., 2017; MENDONCA et al., 2016; SOARES
DA SILVA, 2016; SCHUMACHER et al., 2015; SANTOS et al., 2015; AMMAR et al,
2014). Nesse sentido que esse estudo busca também conhecer as caracteristicas e
potencialidades dos extratos obtidos das folhas de pitangueira e guabirobeira através

da extracao com liquido pressurizado.

4.4. Extracdo de Compostos Bioativos

Os processos de extracao sao utilizados com o objetivo de separar algumas
substéancias a partir de suas matrizes que podem ser soélidas, semi sélidas ou liquidas
(CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005). Um dos objetivos € a recuperagdo de
compostos fitoquimicos de interesse como, por exemplo, os polifendis, corantes,
esteroides, aromatizantes e compostos farmacologicamente ativos (KIM & LIM, 2020;
CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005) e de grande interesse na atualidade. A
composicao, qualidade e rendimento de um extrato s&o influenciados diretamente pelo

tipo de solvente, qualidade e origem do material e pela técnica de extracdo
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empregada, que deve ser definida em funcdo da familia de compostos a ser extraida
e 0 objetivo da extracdo: qualitativo ou quantitativo (MUSTAFA E TURNER, 2011).

Algumas técnicas usadas para a obtencdo de extratos de plantas necessitam
grandes quantidades de solventes organicos, que além de serem poluentes, exigem
a separacdo desses compostos do extrato obtido. Além disso, muitos desses
processos sao geralmente mais demorados e/ou utilizam faixas de temperaturas mais
elevadas podendo levar a degradacao dos compostos de interesse durante a extracao
(PESSOA et al., 2015, CASTRO & CAPOTE, 2010).

Na tentativa de superar essas limitacfes, algumas técnicas de extracdo e
recuperacdo de compostos bioativos tem se destacado nos ultimos anos,
principalmente pelo menor consumo e residuos de solventes toxicos e poluentes
(ANDRADE et al, 2017). Técnicas utilizando solventes com faixa de pressdo mais
elevada tém sido estudadas recentemente e vem se destacando pela sua eficiéncia e
confiabilidade quando comparadas com as técnicas tradicionais. Entre elas, a
extracdo com fluido supercritico (SFE) e a extracdo com liquido pressurizado (PLE),
que demonstram ter boa eficiéncia (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005; MUSTAFA E
TURNER, 2011; WIINGAARD et al., 2012; JUSOH et al., 2019). Ademais, a extracéo
de liquido pressurizado (PLE) tem se destacado como mais adequada para a extracao
de compostos fendlicos (KOCAK & PAZIR, 2018), sendo uma tecnologia mais
ecolégica em comparacdo com as técnicas convencionais, especialmente quando
utiliza agua como solvente (MUSTAFA, & TURNER, 2011).

4.4.1 Extracdo por Liquido Pressurizado

O processo de extracdo por liquido pressurizado (PLE) € uma técnica que se
baseia na utilizacdo de solventes liquidos em faixas de temperatura e pressao que
ampliam, dessa forma a eficiéncia da extragdo, uma vez que essas condicbes
aumentam a solubilidade e as propriedades de transferéncia de massa (MUSTAFA, &
TURNER, 2011; CARABIAS-MARTINEZ et al.,2005; NASTIC et al., 2018 (a)).

O processo de extracado de substancias a partir de uma matriz sélida requer
algumas etapas basicas. Inicialmente ocorre a absor¢cdo do solvente pela matriz
causando o inchamento da estrutura e a dilatacdo das membranas celulares e dos
canais intercelulares. Esse processo reduz a resisténcia a transferéncia de massa. O
composto € dessorvido e entdo difundido pela parte organica da matriz, alcancando a

interface matriz-fluido, difundindo-se através da fase de extragdo. A partir desse ponto
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a extracao € afetada pela conveccéo. A etapa final do processo de extracao é a coleta
dos compostos removidos com o solvente (LOU, JANSSEN E CRAMERS, 1997,
PAWLISZYN, 2003).

O preparo da amostra empregada na extragdo, fundamental para a eficiéncia
do processo, envolve etapas de secagem, uma vez que a umidade pode interferir,
especialmente quando se utilizam solventes nao polares, além disso, as etapas de
trituracdo e peneiramento que contribuem consideravelmente para a redugédo do
tamanho das particulas, o que facilita a difusdo dos compostos da amostra para o
solvente (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005).

Além das caracteristicas e tamanho das particulas da amostra, outros fatores
como a natureza e fluxo de solvente, bem como a relagdo de solvente/soluto,
temperatura e tempo de extragdo demonstraram influenciar na eficiéncia da extragéo
de compostos bioativos (DE OLIVEIRA et al., 2018; MACHADO et al., 2014; JAQUES
et al, 2008), uma vez que interferem nos parametros fundamentais como a taxa de
transferéncia de massa e o equilibrio da concentragdo entre o interior do vegetal e
meio extrativo (MUSTAFA, & TURNER, 2011).

O aumento da temperatura favorece o rompimento das interacdes, causadas
pelas forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e atra¢des dipolo-dipolo, entre
0s analitos e a matriz vegetal, o que resulta numa diminuicdo da energia de ativacao
necessaria para o processo de dessor¢cao. Ademais, elevadas temperaturas reduzem
a viscosidade e a tenséo superficial dos solventes, permitindo maior penetracdo do
fluido no interior da matriz, bem como a dissolugdo mais rapida dos solutos
aumentando a taxa de transferéncia de massa (MUSTAFA E TURNER, 2011,
MARKOM et al, 2007). Nos processos por PLE as temperaturas usadas variam de
temperatura ambiente a 200°C (MUSTAFA & TURNER, 2011).

Maiores rendimentos de extracdo sdo relatados quando temperaturas mais
elevadas sdo aplicadas ao processo (KO, CHEIGH E CHUNG, 2014; LEYVA-
JIMENEZ et al., 2018; JOKI'C et al., 2018; NASTIC, et al., 2018 (a); DE OLIVEIRA et
al., 2018), no entanto temperaturas muito elevadas podem ocasionar a perda de
compostos bioativos sensiveis (ESSIEN, YOUNG & BAROUTIAN, 2020; KO, NAM &
CHUNG, 2020; KO, CHEIGH E CHUNG, 2014; LEYVA-JIMENEZ et al., 2018), e a

extracdo de compostos nao desejaveis (JOKI'C et al., 2018).
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A eficiencia também ¢é alcancada com a selecdo do solvente correto e
otimizacao das condi¢cfes de processo. A escolha do solvente deve considerar, além
da eficdcia da extragdo dos compostos (GIACOMETTI et al.,, 2018), o impacto
ambiental negativo que pode ocasionar o uso de solventes organicos, dependendo do
tipo e quantidade utilizados. Nos processos com liquido pressurizado, a quantidade
de solvente necessaria € muito inferior quando comparado aos processos
convencionais, 0 que atende aos critérios para ser considerada adequada como
“tecnologia de extragédo ecoldgica” (ESSIEN, YOUNG & BAROUTIAN, 2020, AZMIR
et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; PERES et al., 2006).

Nessa perspectiva, a utilizacdo de agua e etanol como solventes, que é a
proposta do presente trabalho, é propicia, uma vez que esses sao solventes GRAS
(Geralmente Reconhecidos como Seguros). A polaridade do liquido extrator e uma
temperatura de extracdo aumentada podem melhorar a solubilidade de compostos

organicos e facilitar a sua liberacdo da matriz de plantas (JAQUES et al, 2008).

A agua é considerada um dos solventes mais importantes da natureza. A
aplicacdo de Pressdo e temperaturas elevadas resulta em mudancas nas
propriedades fisico-quimicas de agua, aumentando sua eficiéncia como solvente.
Ocorre a reducdo da viscosidade em funcdo da menor constante dielétrica da agua.
Isso resulta em uma diminuicdo da tensdo superficial e, consequentemente, maior
difusividade da agua no soluto (PLAZA & TURNER, 2017; CARABIAS-MARTINEZ et
al., 2005; HERRERO et al., 2013). A reducdo na constante dielétrica da agua
possibilita que seja usada para extrair compostos de média ou baixa polaridade
(CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005).

Portanto a extracdo com fluido em estado subcritico apresenta algumas
vantagens consideraveis sobre outras técnicas de separa¢cao uma vez que compostos
termolabeis podem ser separados a temperaturas mais baixas, pode se utilizar
solventes GRAS o0 que possibilita 0 uso dos extratos em alimentos, medicamentos,
etc. Também, apresenta menor necessidade energética quando comparada a outras
técnicas e possibilita uma extracdo mais rapida devido a baixa viscosidade e alta

difusividade do solvente.

4.4.2 Cinética de Extracao
O estudo dos parametros cinéticos do processo ou da cinética de extracao,

possibilita melhor compreensdo do processo de extracdo e 0S mecanismos
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fenomenoldgicos presentes. Avalia-se a variacao da obtencéo de extrato com o tempo
em termos de rendimento global que é a quantidade de material que pode ser extraido
de uma matriz em determinada condicdo de temperatura e pressédo. Esse rendimento
€ expresso como a razao entre a massa de extrato e a massa de matéria-prima. O
grafico esquematizado na Figura 3 mostra o comportamento tipico de um processo de

extracdo com fluido supercritico.

DC

FER

Rendimento

CER

L

Tempo

Figura 1. Grafico esquematizado de Tempo e Rendimento de um processo de extracéo.
CER - constant extraction rate (taxa de extragcéo constante), FER — falling extraction rate (taxa
de extracdo decrescente) e DC — diffusion controlled (difuséo controlada).

Essa curva de extracdo pode ser dividida em 3 diferentes regides ou etapas

conforme descrito por Braga (2005):

a) Etapa de taxa de extracao constante (CER — constant extraction rate): nessa
etapa predomina a transferéncia de massa por convecc¢ao (escoamento do solvente)
predomina. Nesta etapa ocorre a extracdo do soluto que recobre a superficie externa
das particulas e também daqueles que foram liberados através do rompimento das

paredes celulares no pré-tratamento (moagem).

b) Etapa de taxa de extragao decrescente (FER — falling extraction rate): nessa
fase a taxa de transferéncia de massa decresce rapidamente tendo em vista que ha
reducdo da area e passa a ocorrer 0 processo de transferéncia de massa por difuséo.

Nessa etapa tanto os processos de difusdo quanto de conveccédo passam a ser
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importantes na extracao ja que a resisténcia a transferéncia de massa encontra-se em

ambas as fases.

c) Etapa controlada pela difuséo (DC — diffusion controlled): nessa etapa a taxa
de extracdo € determinada apenas pela difusdo do solvente para o interior das

particulas sélidas.

4.4.3 Infuséo

A infusdo é um processo conhecido por envolver a imersédo de material vegetal
em agua ou agua fervente por um determinado periodo de tempo, e posteriormente
filtrado. Esse processo permite a extracdo de seus compostos fitoquimicos,
aromaticos e sabores. Os Fitoquimicos podem ser categorizados em metabdlitos
(monossacaridos, dissacéaridos, acidos organicos e aminoacidos), metabdlitos
secundéarios (fendlicos e 6leos essenciais e biopolimeros) e biopolimeros (proteinas,
lipidios e polissacarideos) (THIAGARAJAH et al., 2019).

O cha (Camellia sinensis) e o mate (llex paraguariensis) estdo entre as bebidas
mais populares e amplamente consumidas no mundo. Sao usadas normalmente a
infusdo ou decoccdo aquosa de suas folhas e os beneficios atribuidos ao consumo
destas bebidas, possivelmente, estejam associados aos compostos polares que
podem ser extraidos em condi¢cdes aquosas (SANTOS et al.,, 2018). Dentre eles
destacam-se o alto teor de compostos fendlicos, por exemplo, flavonas, flavanonas,
antocianinas, isoflavonas e catequinas, bem como compostos e antioxidantes como
os carotenoides (provitamina A), tocotriendis e tocoferéis (vitamina E) e acido
ascorbico (vitamina C) o que atribui atividade antioxidante e antiproliferativa (SANTOS
et al., 2018).

Dentre as atividades biolégicas proporcionadas pela erva mate, uma das
principais e mais conhecidas € a atividade antioxidante, a qual possui a propriedade
de combater os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio (SANTOS et al.,
2018; RIACHI & DE MARIA, 2017). Ademais, sao normalmente usadas pela funcao
diurética e estimulante (RIACHI & DE MARIA, 2017), além da acdo antimicrobiana
(SANTOS et al., 2018).

Por ser a infusdo uma técnica amplamente utilizada, inclusive popularmente, foi

também usada nesse trabalho como comparativo a técnica de PLE.
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4.5 Atividade Alelopéatica

A atividade alelopéatica € um mecanismo natural da planta, através do qual
produz substancias que, quando liberadas no ambiente, podem interferir no
desenvolvimento da vegetacdo proxima (FERREIRA & AQUILA, 2000; SOUZA FILHO
et al.,, 2009; RODRIGUES et al.,, 1999). Esses compostos séo, essencialmente,
metabdlitos secundarios, denominados aleloquimicos, produzidos pelas plantas e
capazes de interferir no crescimento, desenvolvimento e até germinacdo das
sementes de outras espécies vegetais (FERREIRA & AQUILA, 2000; RODRIGUES et
al., 1999). Eles podem ser liberados na atmosfera ou no solo por exsudagéo radicular,
lixiviacdo, volatilizacdo e decomposicdo dos residuos da planta (RIZVI; RIZVI, 1992
apud SILVA, 2012)

A producdo desses compostos pode variar em quantidade e qualidade
dependendo da espécie, do local de ocorréncia ou ciclo de cultivo (FERREIRA &
AQUILA, 2000). Fatores como a temperatura, disponibilidade de agua e nutrientes,
intensidade luminosa, caracteristicas do solo etc., regulam a produ¢cédo dos compostos
(MACIAS et al., 2007). Outros fatores como radiac&o ultravioleta, doencas e ataques
de insetos também influenciam e modificam diretamente a taxa de producéo desses
compostos (FORMAGIO et al., 2010).

O modo de acédo dos aleloquimicos pode ser classificado em acéo direta e
indireta. As propriedades do solo séo classificadas como ag¢des indiretas enquanto as
acOes diretas estédo relacionadas a ligacdo do composto nas membranas da planta
receptora, interferindo diretamente no seu metabolismo (FERREIRA & AQUILA,
2000).

Entre os aleloquimicos comumente citados como responsaveis por causarem
efeitos diretos e indiretos estdo os terpenos, alcaléides, compostos fendlicos,
esterdides, acidos graxos de cadeia longa e lactonas insaturadas (MALHEIROS &
PERES, 2001). O efeito deles sobre a germinacéo e/ou desenvolvimento da planta
demonstram manifestacdes secundarias decorrentes dos efeitos a nivel molecular e
celular inicialmente (FERREIRA & AQUILA, 2000).

A presenca desses compostos pode levar a redugéo e/ou inibigdo no processo
germinativo das sementes e interferir no desenvolvimento e crescimento radicular e

da parte aérea da planta (IMATOMI et al., 2012). A germinagdo é menos sensivel a
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presenca dos aleloquimicos, quando comparada ao crescimento da radicula que pode
desenvolver algumas anormalidades como a necrose, um dos sintomas mais comuns
que afeta o crescimento das raizes (FERREIRA & AQUILA, 2000; BOIAGO et al.,
2018). Ja a parte aérea da planta demostra ter menor sensibilidade a presenca desses
compostos do que a raiz (GATI et al., 2008).

As caracteristicas alelopaticas, encontradas em algumas plantas, podem ser
usadas como controle natural de ervas daninhas. Além do mais, em funcao do seu
potencial bioativo podem ser usadas na producao de herbicidas naturais e inseticidas
(SILVA, 2012). Diversos estudos tém demonstrado a atividade alelopatica em extratos
obtidos a partir de folhas de plantas (PELEGRINI & CRUZ-SILVA et al.,, 2012;
IMATOMI et al., 2015; DACOREGGIO et al., 2019; SOUZA FILHO et al., 2009; RIZZI
et al., 2016; BOIAGO et al., 2018;). Alguns fatores relacionados a obtencdo dos
extratos podem interferir na acdo como época de coleta das folhas (DACOREGGIO et
al., 2019; PELEGRINI & CRUZ-SILVA, 2012), forma de preparo e concentracdo dos
extratos (PELEGRINI & CRUZ-SILVA, 2012). Dentre as espécies estudadas, o0s
extratos de folhas de Myrtaceae mostram potencial alelopético sobre a germinacgéo de
sementes e sobre o desenvolvimento e crescimento das plantulas de diferentes
espécies (IMATOMI et al., 2015; DACOREGGIO et al., 2019, CHAPLA & CAMPOS,
2010), demonstrando potencial para isolamento de compostos ativos e uso na
producéo de herbicidas naturais (IMATOMI et al., 2015).

E nesse contexto que esse trabalho se insere, numa perspectiva de avaliar
potencialidades dos extratos das folhas de guabirobeira e pitangueira obtidos por PLE
e infusdo, uma vez que estas espécies nativas demonstram possibilidades de cultivo
e de novas pesquisas de exploracdo das suas potencialidades, especialmente com
relacdo aos compostos fitoquimicos com conhecida acéo bioldgica.
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RESUMO

BAGATINI, Luciola. Folhas de aracazeiro (Psidium cattleianum), butiazeiro (Butia
odorata), guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa) e de pitangueira (Eugenia
uniflora): prospeccédo de propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-
inflamatdrias. 2021. Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Programa
de Pos-graduacéo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

O Brasil caracteriza-se como um dos principais centros de diversidade de
plantas frutiferas e, atualmente, as espécies nativas tém sido cada vez mais
apreciadas e estudadas, principalmente por apresentarem compostos de interesse
nutricional e tecnoldgico. Os frutos de algumas espécies como o aragazeiro (Psidium
cattleianum), o butiazeiro (Butia odorata), a guabirobeira (Campomanesia
xanthocarpa) e a pitangueira (Eugenia uniflora) possuem potencial para exploracgao, e
muitos estudos tém destacado suas caracteristicas como acdo antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatéria e antiproliferativa. No entanto poucos séo os estudos
realizados com fins de explorar as atividades biol6gicas das folhas destas espécies.
Portanto o presente trabalho tem como objetivo a prospeccdo da atividade
antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria das folhas destas espécies. Tendo em
vista que a composicdo e qualidade dos extratos de plantas dependem dos
procedimentos de extracdo utilizados, o tipo de solvente, qualidade e origem do
material, neste trabalho busca-se utilizar a técnica de liquido pressurizado (PLE), que
€ uma alternativa para extracdo e fracionamento de produtos naturais ja que, permite
uma extracdo mais rapida, reduz o consumo de solventes (tecnologia “verde”)
apresentando alto indice de rendimento. Além disso, serdo utilizados também extratos
obtidos por infuséo das folhas. Este trabalho esta dividido em trés estudos. O primeiro
estudo, consiste na obtencéo dos extratos por liquido pressurizado e infusdo aquosa
e caracterizacdo. No segundo estudo, a partir da composi¢cao quimica, os extratos
com maior abundancia de compostos fendlicos serdo avaliados quanto seu potencial
bioativo (antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatério). O terceiro estudo consiste
na aplicacao do(s) extrato(s) definido(s) a partir da caracterizacao quimica.

Palavras-chaves: Espécies nativas; extragdo subcritica; compostos fendlicos;
potencial bioativo.

5.1 Introducéo

O Brasil caracteriza-se como um dos principais centros de diversidade de
plantas frutiferas cujos frutos podem ser utilizados na alimentagdo, demonstrando
potencial para exploragdo na agricultura, e nas indastrias alimenticia e farmacéutica
(DENARDIN et al., 2015; MEDINA et al., 2011). As espécies nativas tém despertado
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interesse, uma vez que atualmente apresentam compostos de interesse nutricional e

tecnoldgico.

Extratos de plantas e 6leos essenciais, ricos em compostos fendélicos, como
acidos fendlicos, flavondides, tocoferois, acido ascoérbico e carotenos (MEDINA,
2011), tém sido usados ha muito tempo em funcéo de seus beneficios a saude. Alguns
exemplos sdo a acado antisséptica, antioxidante, e anti-inflamatoria (AMORATI et al,
2013), o que tem despertado o interesse cientifico atual.

Muitos estudos tém sido realizados demonstrando o potencial de frutos de
arvores nativas de clima temperado (BESKOW et al., 2014; HOFFMANN et al., 2018;
PEREIRA et al.,, 2018 (a)), porém, as potencialidades das folhas de aracazeiro
(Psidium cattleianum), butiazeiro (Butia odorata), guabirobeira (Campomanesia

xanthocarpa) e pitangueira (Eugenia uniflora) ainda carecem de maior exploracao.

O Araca (Psidium cattleyanum Sabine) uma espécie nativa brasileira,
pertence a familia das mirtaceas, que se destacam por produzirem frutos pequenos,
encontradas desde o Amazonas até a regido Sul do Brasil. (SANTOS et al., 2007;
MEDINA et al., 2011). Seus frutos sao particularmente ricos em minerais, possuem
elevado teor de compostos fendlicos tais como epicatequina e acido galico e também
guantidades significativas de licopeno, betacaroteno e vitamina C. Muitos estudos tém
destacado algumas caracteristicas desta espécie como atividade antioxidante dos
frutos (CORREA et al, 2011, DENARDIN et al, 2015) e extratos das folhas
(ALVARENGA et al, 2013) assim como, propriedades antimicrobianas dos frutos
(MEDINA et al., 2011) e também das folhas (SOLIMAN et al., 2016, BRIGUENT!I et al,
2008).

A Guabiroba (Campomanesia xanthocarpa) é uma arvore nativa do sul do
Brasil, pertencente a familia botanica da Myrtaceae (PEREIRA et al., 2015). As frutas
tém poucas sementes e possui sabor citrico. Além do consumo e utilizagéo das frutas
frescas, alguns estudos apresentados na literatura relatam efeitos benéficos da
utilizacdo dos extratos das folhas e das frutas na prevencédo da ulceracéo gastrica,
atuacao no colesterol e diabetes mellitus. Extratos obtidos por hidrodestilacdo e
maceragao apresentam atividade antioxidante e antibacteriana (CZAIKOSKI, et al.,

2015). Os principais compostos fendlicos presentes na fruta de guabiroba s&o
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epicatequina, acido galico, acido ellagico, ferulico, e acido p-coumarico (PEREIRA, et
al., 2015).

O butia é considerado um fruto nativo da América do Sul com predominio da
espécie Butia odorata na regido Sul do Brasil (HOFFMANN et al., 2014; BESKOW,
2012). Esse fruto é rico em compostos bioativos, como os compostos fendlicos, a
vitamina C e os carotenoides (BESKOW et al., 2015). Alguns estudos sobre a fruta
destacam a acdo Antihiperglicémica, antioxidante (VINHOLES et al, 2017), assim
como a investigacao de citotoxicidade, acdo antimicrobiana (PERALTA, 2017). Além
da fruta também destaca-se capacidade antioxidante e antimicrobiana da semente
(CRUZ et al, 2017) e efeitos antioxidantes, atividades anti-inflamatorias do extrato das
folhas (AMMAR et al, 2014).

A pitangueira ocorre em todo o territério nacional. A polpa dos frutos € rica em
calcio, fésforo e compostos potencialmente bioativos como as antocianinas,
flavonoides e carotenoides (MOURA et al., 2011). Os compostos fendlicos majoritarios
na pitanga sédo o campferol e a quercetina, que apresentam elevada capacidade
antioxidante (MASSARIOLI et al., 2013). Em suco de pitanga, dois compostos
presentes o0 caracterizam como potencial anti-inflamatério, sendo a antocianina
cianidina-3-glicosideo (antocianina) e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (composto
volatil) (SOARES et al, 2014). As folhas da pitangueira apresentam acao hipotensora,
antidiarréica, antigotosa e hipoglicemiante, por isso sdo muito utilizados na medicina
popular (AURICCHIO; BACCHlI, 2003).

A composicdo e qualidade dos extratos de plantas dependem dos
procedimentos de extracdo utilizados, o tipo de solvente, qualidade e origem do
material. Alguns métodos podem degradar compostos em funcdo da exposicdo a
temperaturas elevadas e o uso de grandes quantidades de solventes organicos
(PESSOA et al, 2015).

Algumas técnicas para obtencdo de extratos de plantas exigem grandes
guantidades de solventes organicos, que além de serem poluentes exigem a
separacao destes compostos do extrato obtido. Além disso, em funcdo de serem
geralmente demorados podem levar a degradacdo dos compostos de interesse
durante a extracao (PESSOA et al, 2015).
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A utilizacdo de extracdo com liquido pressurizado (PLE) é uma alternativa para
produtos naturais, tendo em vista que permite uma extracdo mais rapida, com menor
consumo de solventes (tecnologia “verde”) e apresentando alto indice de rendimento.
Esta técnica utiliza solventes em altas pressdes, onde pode permanecer em estado
liquido (denominado subcritico), mesmo quando levado a temperaturas muito acima
de seus pontos de ebulicdo. Assim, PLE pode operar a altas temperaturas, onde a
solubilidade dos compostos alvo e cinética de dessor¢cdo da matriz sdo otimizados
(PERES et al, 2006). A utilizacdo de agua e etanol como solventes € propicio, uma
vez que estes sdo solventes GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros). As
propriedades dos analitos, a composi¢cao quimica da amostra, o tamanho de particula
da amostra, temperatura e pressao e a escolha do solvente podem afetar a eficiéncia
da extracao (JAQUES et al, 2008).

Diante do exposto percebemos que estudos para elucidar os compostos
quimicos presentes nas folhas de aragazeiro, butiazeiro, guabirobeira e pitangueira
sdo relevantes tanto para o conhecimento destas espécies nativas, como para

verificar o potencial de aplicacdo para alimentos, farmacos entre outros.
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5.2 Hipotese

5.2.1 Na etapa da pesquisa descritiva

Trata-se de uma pesquisa tipicamente com a caracteristica descritiva e de
bioprospeccéo. Nesse caso, a emissao de hipotese néo é pertinente, tendo em vista
gue nao se tem, a priori, uma potencial explicacdo para um fenémeno, tampouco se
tem elementos cientificos para antecipar um provavel resultado, seja no que tange a
composicdo, seja em relacdo a potenciais propriedades, se nao aquelas de

conhecimento empirico-popular.

5.2.2 Na etapa de pesquisa experimental

Testando-se as condicdes de extracdo e de estudo das principais respostas, as
hip6teses sao:
c) o uso de PLE, com a associacao dos solventes agua e etanol gera maior
diversidade e concentracdo de compostos fitoquimicos; e,
d) pela diversidade de compostos fitoquimicos polares, se espera obter
respostas biolégicas de interesse em alimentos e numa perspectiva de
saude.
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5.3. Objetivos

5.3.1 Objetivo geral

Prospectar a atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria das

folhas de aracgazeiro (Psidium cattleianum), butiazeiro (Butia odorata), guabirobeira

(Campomanesia xanthocarpa) e pitangueira (Eugenia uniflora).

5.3.2 Objetivos especificos

5.4 Metas

1) Obter extratos a partir de folhas de aracazeiro, butiazeiro, guabirobeira
e pitangueira, através dos métodos de extracao por PLE e por infusdo em
agua;

2) caracterizar os extratos obtidos por PLE e infusdo aquosa através da
analise dos compostos fitoquimicos;

3) avaliar a atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria dos
extratos;

4) prospectar, a partir da composicdo dos extratos, possibilidades de

aplicacao dos mesmos.

1) Obtencédo de extratos das folhas de cada uma dessas espécies em 3
diferente solventes e avaliagcdo das suas caracteristicas quimicas (12
extratos);

2) Selecionar o método de extracdo e o material vegetal com maior
potencial antioxidante, anti-inflamatério e antimicrobiano e aplicacao
tecnolégica de no minimo um extrato selecionado;

3) Publicacdo de no minimo um artigo em periodicos Qualis A na area de

Ciéncias de Alimentos.



41

5.5 Reviséo Bibliografica

5.5.1 Espécies nativas

5.5.1.1 Guabirobeira

A Guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa) € uma arvore nativa do
sul do Brasil, podendo também ser encontrada em varios estados brasileiros, com
maior concentracdo no Estado de Goias pertencente a familia botanica da Myrtaceae.
E uma Arvore de pequeno a médio porte tendo de 5 a 8 metros de altura (PEREIRA
et al., 2015, TODA FRUTA, 2019) e seu florescimento ocorre de agosto a novembro,
e a frutificacdo, de setembro a dezembro, podendo estender-se até fevereiro (ALVES
et al., 2013). Suas folhas sao simples, opostas, ovalado-oblongas, raramente
arredondadas. Medem de 3,5 a 8 cm de comprimento por 2,5 a 4,5 cm de largura e

sao fortemente aromaticas quando maceradas (RASEIRA et al., 2004)

O fruto da gabirobeira caracteriza-se por ser um fruto arredondado, de
coloracdo amarelo-esverdeada do tipo baga globosa, casca fina e polpa carnosa,
comestiveis e bem aceitos sensorialmente (ALVES et al., 2013, TODA FRUTA, 2019).
As frutas tém poucas sementes e possui sabor citrico, alto teor de compostos
fendlicos, vitamina C e carotenoides (ALVES et al., 2013, PEREIRA et al., 2012). Os
principais compostos fendlicos presentes na fruta de guabiroba sdo epicatequina,

acido galico, acido ellagico, ferulico, e acido p-cumarico (PEREIRA et al., 2015).

Alguns estudos realizados com a Guabiroba abordam caracterizacao da polpa
(ALVES et al.,, 2013; LIMA et al., 2016), propriedades biol6gicas como atividade
antioxidante e antimicrobiana (PEREIRA et al., 2018(b); PEREIRA 2015),
determinacdo de compostos fendlicos nas frutas (ALVES et al., 2013) e sementes
(CAPELETO et al., 2016). Ademais, relatam-se efeitos benéficos da utilizacdo dos
extratos das folhas e das frutas na prevencdo da ulceracdo géstrica, atuacdo no
colesterol e diabetes mellitus (CZAIKOSKI et al., 2015), assim como propriedade

antinociceptiva e anti-inflamatoria dos extratos das folhas (FERREIRA et al., 2013).
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5.5.1.2 Pitanga (Eugenia spp)

A pitangueira (Eugenia uniflora L.) pertence a familia Myrtaceae e também é
conhecida como cereja do Brasil. Encontra-se amplamente distribuida ao longo das
diversas regides do Brasil e em outros paises da América do Sul, como Argentina,
Paraguai e Uruguai (DENARDIN et al., 2015, RAZEIRA et al, 2004, TODA FRUTA,
2019).

E uma arvore com 2 a 15 m de altura, com copa arredondada, o fruto é do tipo
baga, globoso, com 7 a 10 sulcos, no sentido longitudinal, e pesa entre 3 e 5g. Possui
sabor bem aceito, equilibrado entre doce e acido. Devido a sazonalidade e alta
perecibilidade, sdo bastante utilizados no processamento, principalmente para o
preparo de polpas e sucos, além de e também para sorvetes, picolés, doces, licores
e fermentados (FRANZON, 2013, TODA FRUTA, 2019).

Os frutos de pitanga séo ricos em metabdlitos secundérios entre eles os
compostos fendlicos como antocianinas e flavondides, os carotenoides e acido L-
ascorbico (LIMA et al.,, 2002; OLIVEIRA et al.,, 2014; PEREIRA et al.,, 2012,
VERGARA, et al., 2016). Diversos estudos ja demonstraram seus potenciais efeitos
biolégicos, como os efeitos antioxidante (BAGETI et al., 2011; PEREIRA et al., 2012;
VINHOLES et al., 2017), anti-inflamatério (SOARES et al., 2014), antihiperglicemico
(VINHOLES et al., 2017), antiproliferativo e antimicrobiolégico (SILVEIRA et al., 2014)

efeito em células hepaticas (DENARDI et al., 2016) de extratos de frutos.

Alguns estudos ainda indicam que extratos da folha da pitangueira pode ser
uma fonte de nutracéuticos com anti-Trypanosoma, alternativa para combater
doencas infecciosas como a doenca de Chagas (SANTOS et al., 2013), além de
efeitos antimicrobianos (MENDONCA et al., 2016). Aléem disso, constatamos estudo
relativos a toxicidade in vitro (SANTOS et al., 2013, SCHMEDA-HIRSCHMANN et al.,
1987), investigacdo dos efeitos do método de extragdo sobre as propriedades
antioxidantes (MARTINEZ-CORREA et al., 2011), demonstrando a importancia de

novos estudos.
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5.5.2 Extracbes

5.5.2.1 Extracédo por Liquido Pressurizado

A composicdo e qualidade dos extratos de plantas dependem dos
procedimentos de extracdo utilizados, o tipo de solvente, qualidade e origem do

material.

Algumas técnicas de extracao e recuperacdo de compostos bioativos tem se
destacado nos ultimos anos, principalmente pelo menor consumo e residuos de
solventes téxicos e poluentes. Dentre elas podemos destacar a utilizacdo de ultra-
som, liquido pressurizado e extracdo com fluidos supercriticos. (ANDRAD et al.,
2017). Além disso, estas técnicas utilizando solventes com pressao mais elevada tém
sido estudadas recentemente destacando sua boa eficiéncia e confiabilidade quando

comparadas com as técnicas tradicionais.

O processo de extracao liquido pressurizado (PLE) que também é conhecido
na literatura como extracao de fluido pressurizado (PFE), extracdo pressurizada de
solvente quente (PHSE) ou extracdo acelerada de solvente (ASE) é uma técnica que
se baseia na utilizagdo de solventes pressurizados em altas temperaturas (sempre
abaixo de seus pontos criticos), sob condi¢c6es nas quais 0s solventes sao mantidos
no estado liquido durante o processo de extracdo (MUSTAFA & TURNER, 2011;
CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005; CARABIAS et al., 2005). Assim, PLE pode operar
a altas temperaturas, onde a solubilidade dos compostos alvo e cinética de dessorcdo
da matriz s&o otimizados (PERES et al, 2006).

Para a obtencéo de extratos de plantas, algumas técnicas exigem grandes
guantidades de solventes organicos, que além de serem poluentes exigem a
separacao destes compostos do extrato obtido. Além disso, em funcdo de serem
geralmente demorados e/ou utilizarem temperaturas elevadas podem levar a

degradacéo dos compostos de interesse durante a extracdo (PESSOA et al, 2015).

A utilizagdo da extracdo com liquido pressurizado (ELP) € uma alternativa
produtos naturais ja que permite uma extragdo com maior rapidez e rendimento, e

menor consumo de solventes (tecnologia “verde”) (PERES et al., 2006).
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Alguns parametros que influenciam o desempenho na extracéo por PLE séo o
tamanho da amostra e composicdo; a natureza, volume e fluxo do solvente;
temperatura, tempo de extragdo, numero de ciclos e pressdo (JAQUES et al, 2008;
MACHADO et al., 2014).

O elevado desempenho nos processos de extracao pode ser atribuido a fatores
como a maior solubilidade e maior taxa de difusdo dos analitos no solvente a maior
temperatura, assim como a reducdo da interacdo do soluto na matriz. Uma das
vantagens deste processo é que permite que 0s solventes permanecam liquidos
mesmo com 0 uso de temperaturas mais elevadas e até acima de seu ponto de
ebulicdo. Na PLE os parametros do processo podem ser ajustados visando a
seletividade de um determinado grupo de compostos (CARABIAS-MARTINEZ et
al.,2005).

Fatores como o tipo de solvente, temperatura e tempo de extracao, tempo de
extracdo, relagdo de solvente para soluto e tamanho de particula da amostra
demonstraram influéncia na eficiéncia da extracdo. Alguns estudos relatam uma
relacdo positiva do aumento de temperatura com relacéo ao rendimento da extracao,
porém o uso de temperaturas mais elevadas também foi relacionado a perda de
compostos sensiveis, como por exemplo, os flavonéis (KO, CHEIGH E CHUNG,
2014).

O aumento da temperatura favorece o rompimento das interacdes, causadas
pelas forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e atracdes dipolo-dipolo, entre
os analitos e a matriz vegetal, o que resulta numa diminuindo da energia de ativacéo
necessaria para o processo de dessorcdo. Nao obstante, elevadas temperaturas
reduzem a viscosidade e da tensdo superficial dos solventes, permitindo maior
penetracdo do fluido no interior da matriz, bem como a dissolugdo mais rapida dos
solutos aumentando a taxa de transferéncia de massa (MUSTAFA E TURNER, 2011,
MAKROM et al., 2007)

A agua também é utilizada como solvente no seu ponto critico, onde se mantem
em estado liquido. A utilizacdo de agua e etanol como solventes é propicio, uma vez
gue estes sao solventes GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros). A
polaridade do liquido extrator e uma temperatura de extracdo aumentada podem
melhorar a solubilidade de compostos organicos e facilitar a sua liberacdo das
matrizes de plantas (JAQUES et al., 2008).
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Extracao com fluido subcritico apresenta, portanto, algumas caracteristicas que
se mostram vantajosas quando comparadas a outras técnicas de extracdo. Um
exemplo é a utilizacdo de solventes GRAS, possibilitando seu uso em alimentos e
medicamento, assim como 0 uso de baixas temperaturas, onde compostos

termolabeis podem ser separados.

5.6 Material e Métodos

A pesquisa dessa tese sera desenvolvida em trés fases principais: 1) Obtencéo
e caracterizacdo dos extratos; 2) Avaliacao da atividade antioxidante, antimicrobiana
e anti-inflamatoria dos extratos; 3) Prospeccao das atividades e Aplicacdes (Figura4).

= Cinética - Araga

Perfil Metabdlico

Extragdo PLE  |= Antoixidante  |— Aplicagdes

Anti-inflamatéria

={ Antimicrobiana

Perfil metabdlico

Coleta e secagem Folhas: Araca
Guabiroba, Butia e Pitanga

Antioxidante  |— Aplicagdes

Infusdo =

Anti-inflamatéria

Antimicrobiana

Figura 2. Etapas de desenvolvimento do trabalho



5.6.1 Estudo I: Obtencéo e caracterizacdo quimica dos extratos

5.6.1.1 Material vegetal
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As folhas de aracgazeiro, butiazeiro, guabirobeira e pitangueira seréo coletadas

nos pomares da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil (31 ° 42 'S, 52 ° 24’

W, Altitude: 57m). Os genotipos selecionados a partir do potencial para ser langado

como cultivar. O trabalho esta cadastrado no Sisgen com o numero: A8703BA.

Os materiais vegetais serdo secos em estufa com circulacdo de ar (Ethink

Tecnhnology®), por 72 h a 40°C, posteriormente, moidos em um moinho de facas

(Marconi M48) com peneira de 30 mesh, resultando particulas de aproximadamente

0,595-0,600 mm. O material foliar seco e moido sera armazenado em sacos plasticos

envoltos em papel aluminio a -20 °C.

5.6.1.2 Delineamento experimental

Os tratamentos realizados para o estudo | estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Delineamento experimental do estudo |

Variaveis independentes

Tratamentos L. . Método de Variaveis dependentes
Matéria-prima ~
extracdo
Perfil metabdlico por LC-
MS/MS
Compostos fendlicos totais
e individuais
1 Folha de (Espectrofotometria e LC-
2 aracazeiro MS/MS)
3 Folha de PLE H20 Flavonoides totais e
butiazeiro PLE EtOH:H20  individuais
13 Folha de PLEEIOH  (Espectrofotometria e LC-
14 guabirobeira  Infusdo aguosa MS/MS)
15 Folha de Atividade antioxidante
16 pitangueira

antimicrobiana e anti-

inflamatoéria dos extratos
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5.6.1.3 Obtencéao dos extratos por Liquido Pressurizado (PLE)

Unidade de Extracao

O processo de extracdo sera realizado no Laboratorio de Termodindmica da
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes (URI), em Erechim-
RS. A figura 5 apresenta o diagrama esquematico de extracdo por liquido
pressurizado e a figura 6 o equipamento utilizado neste trabalho.

O equipamento é composto por: uma bomba de HPLC (LabAlliance, USA), que
opera com vazdes na faixa de 0,01 — 10,0 mL/min; duas valvulas de bloqueio (VB),
responsaveis por controlar a entrada ou a passagem de fluido; um manémetro; uma
valvula micrométrica (VM), que se trata de uma valvula de regulagem de fluxo, mas
que € usada para o controle e manutencdo da pressao atras da regulagem da vazao
do solvente; um indicador e controlador de temperatura (CT); uma célula de extracéo
de aco-inox de 100 mL contendo filtro metalico na saida da célula; uma “camisa” de
aquecimento elétrico, utilizada para revestir a célula de extracéo (CE) e, assim, manté-
la na temperatura de extracdo até que a pressdo requerida fosse atingida; e um
recipiente de coleta. Todas as ligacdes dentro do sistema séo feitas de tubos de aco
inoxidavel (1/16 "e 1/8"). A Figura 6 mostra a fotografia da unidade PLE utilizada.

M T

[_*] LTl

Dl—p

VB2 VM

VB1

VC

Figura 3. Diagrama esquematico da unidade de extracao com liquido pressurizado (PLE). R - Recipiente
(solvente); B - Bomba de solvente; M - Man6metro; VB1 - Valvula de bloqueio 1; CE -Célula de extracéo
revestida com manta de aquecimento; VB2 - Valvula de bloqueio 2; VM —Valvula micrométrica; T —
Controlador e indicador de temperatura; VC — Vaso de coleta.

Fonte: adaptado de MACHADO, 2014.
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Figura 4. Unidade PLE - URI. 1- Banho termostéatico com circulagéo; 2- Controle de Temperatura; 3-
Reservatério de solvente; 4- Bomba,; 5- Valvula de Bloqueio; 6- Mandmetro; 7- Célula de extracao; 8-
Coletor do extrato.

Condicoes de extracdo

As folhas secas de aracazeiro, butiazeiro, guabirobeira e pitangueira seréo
submetidas a processo de extracdo por liquido pressurizado.

Os procedimentos de extracdo basearem-se num estudo realizado por Jaques
et al., (2008), com modificacdes. Os parametros da extracéo utilizados serdo: pressao
de 1500 psi, temperatura 50°C, 15 g de amostra, vazao de descarga de solvente de 2
mL por minuto, com extracao estatica de 30 minutos.

Os solventes (em condi¢Bes subcriticas) utilizados no processo de extragédo
serdo: agua destilada, etanol (PA 95% Dinamica) e a mistura (1:1) de agua destilada
e etanol (PA 95% Dinamica).

Para os estudos da cinética de extracdo das folhas de aracazeiro serdo
construidas curvas globais de extracdo, expressando rendimento global de extracéo
acumulado X0 (%) em funcdo do tempo de extracdo (min). Durante o processo de
PLE, serédo coletadas amostras de extratos em frascos previamente pesados e em
intervalos de tempos pré-determinados (1, 3, 5, 9, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 120 e 180).

O rendimento calculado da seguinte forma:

__ massa do extrato (g)

X0 =

x 100. (1)

massa do residuo (g)
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Com base nos resultados do rendimento sera definido o tempo padrdo de
extracdo para todas as espécies estudadas.

ApGs a extragdo por liquido pressurizado, os solventes serdo removidos: 0s
extratos obtidos com agua liofilizados (Liobras, L101). Os extratos obtidos com etanol
e agua, primeiramente, secos em estufa a vacuo (modelo Quimis Q819V2), com
temperatura de 50°C até peso constante, com intuito de remover o etanol, e
posteriormente liofilizados. Os extratos obtidos com etanol serdo submetidos a
secagem em estufa a vacuo (modelo Quimis Q819V2), na temperatura de 50 °C até

peso constante. As amostras armazenadas em ultra freezer (-60°C).

5.6.1.4 Infusao

A infusdo serd preparada numa propor¢cdo de 1:50 m/v, (folhas secas e
moidas), conforme descrito em 6.1.1. A temperatura da agua utilizada serd de 80 + 1
° C por 10 min (SANTOS et al., 2018).

5.6.1.5 Caracteriza¢cdo quimica dos extratos

A etapa de caracterizagdo quimica dos extratos foi desenvolvida pela

doutoranda do PPGCTA Giovana Paula Zandona.

5.6.1.5.1 Perfil metabdlico

Preparo da amostra, instrumentacédo, condi¢cdes analiticas e analise de dados

Para andlise do perfil metabdlico por LC-ESI-qTOF-MS, os extratos serao
pesados 100 mg de amostra e ressuspendidos em 1 mL de solug&o contendo 90% de
agua acidificada com 0,1 % de acido formico grau HPLC e 10% de acetonitrila
acidificada 0,1 % de &cido formico, as quais serdo homogeneizadas por 1 min em
vortex e, posteriormente, centrifugadas por 1 min, 4 °C, 2.655 G (Centrifuge 5420 R,
eppendorf®), as mesmas serdo diluidas para obter a concentracdo de 30 mg mL* e

filtradas em filtro de seringa de nylon de 0,22 um para posterior injegdo. Aos extratos
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serdo adicionados reserpina como padréo interno, na concentracao final de 2 ug mL-
1.

Apols o preparo do extrato, 10 pL da amostra diluida ser&o injetados em
cromatégrafo liqguido de alta eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Japdo) acoplado a
espectrometro de massas de alta resolucéo do tipo quadrupolo-tempo de voo (Maxis
Impact, BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha). Para a separacdo cromatografica sera
utilizada a pré-coluna C18 (2,0 x 4 mm) e coluna Cogent Bidentate C18 — 2.2 um 120
A — 100mm x 2,2mm. As fases médveis foram: 4gua acidificada com 0,1% de &cido
férmico (eluente A) e acetonitrila acidificada com 0,1% de acido formico (eluente B).
Para separacao sera utilizado gradiente de eluicdo de: 0 - 2 min, 10 % B; 2 - 15 min,
10 — 75 % B; 15 - 18 min, 90 % B; 18 - 21 min 90 % B; 21 - 23 min, 10% B, 23 - 30
min, 10% B. O fluxo foi de 0,2 mL min-! e a temperatura da coluna mantida a 40°C.

O espectrometro de massas sera operado nos modos de ionizacdo ESI
negativo e positivo com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z
50 a 1200, com voltagem capilar em 3.5 kV, presséo do gas de nebulizacéo (N2) de 2
bar, gas de secagem em 8 L min-t, temperatura da fonte de 180°C, colisdo de RF de
150 Vpp; transfer 70 mS e armazenamento pré-pulso de 5 mS. O equipamento é
calibrado com formiato de s6dio 10mM, cobrindo a faixa de aquisicdo de m/z 50 até
1200. Experimentos automaticos de MS/MS serdo realizados ajustando os valores de
energia de colisdo como se segue: m/z 100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV,
usando nitrogénio como gas de coliséao.

Os dados de MS e MS/MS serdo processados por meio do software Data
analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para o processamento dos dados
utilizar-se-a o software Profile Analysis 2.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha),
gerando a matriz dos dados que contém a lista dos ions detectados com o tempo de
retencdo (TR) e a intensidade de cada feature detectado. Para explorar o conjunto de
dados serdo realizadas andlises multivariadas pela analise discriminante por
quadrados minimos parciais (PLS-DA) e identificagdo putativa dos principais
compostos discriminantes que sera realizada através da comparacao dos valores da
massa exata e perfil de fragmentagédo MS"em comparacgéo com os dados da biblioteca

do equipamento e bases de dados disponiveis online como FoodB (http://foodb.ca/) e

Metlin (https://metlin.scripps.edu).
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5.6.1.5.2 Identificacdo e quantificacao de acidos fendlicos e flavonoides individuais

A identificagcdo e quantificacdo dos &cidos fendlicos e flavonoides individuais é
realizada por cromatografia liqguida (UFLC, Shimadzu, Japao) acoplada a
espectrometro de massas de alta resolucéo do tipo quadrupolo-tempo de voo (Maxis
Impact, BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha), conforme descrito no item do perfil
metabdlico. Os compostos fendlicos serdo caracterizados pelo espectro de UV/Vis
(210-800 nm) e massa exata, padrdes de fragmentacdo MS" em comparacao com 0s
dados da biblioteca do equipamento, bases de dados (padrdes, Metlin, MassBank,
KeggCompound, ChemSpider) e em comparacdo com padrdao comercial. A
quantificacdo dos &cidos fendlicos e flavonoides sera realizada através de curva de
calibracdo externa (39 a 5000 ng mL?) com padrées de acido galico, acido 4-
Hidroxibenzoico, &cido clorogénico, acido vanilico, acido cafeico, acido siringico, acido
p-cumarico, &cido eldgico, acido ferulico, (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina,
miricetina, luteolina, quercetina e kaempferol. Os resultados expressos em ug g+ de

cada composto.

5.6.1.5.3 Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais serdo determinados de acordo com o método de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1998), com
modificacdes realizadas por Mazzutti et al., (2018). Ser& preparada uma solucdo na
concentracdo de 10 mg mL?, em que uma aliquota de 10 pL de extrato e 600 pL de
agua destilada e misturados em 50 pL de reagente nao-diluido de Folin-Ciocalteu
(Sigma-Aldrich, EUA). Apds 1 min, foi adicionado 150 pL de Na2COs a 20% (p/v) e 0
volume completado até 1 mL com agua. As amostras sao incubadas por 2 horas a 25
°C no escuro. A absorbancia serd medida a 760 nm em espectrofotdmetro
(Spectramax 190, Molecular Devices®). O contetdo fendlico expresso em mg g de
acido galico (GAE) atraves de curva padrédo de acido galico, as analises serao feitas

em triplicata.
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5.6.1.5.4 Flavonoides totais

Os flavonoides totais serdo determinados segundo Zhishen; Mengcheng;
Jianming, (1999), com modificacGes. A partir do extrato preparado para oS compostos
fendlicos, foi adicionado 120 pL de agua destilada, 30 pL do extrato preparado para a
andlise de compostos fendlicos totais, 9 pL de nitrito de sédio 5% (m/v) e aguardado
por 5 minutos. Apds € adicionado 9 L de cloreto de aluminio 20% (m/v) e novamente
esperar por 6 minutos. Posteriormente, € acrescentado 30 uL de NaOH 1 mol/L e 72
puL de agua destilada. A leitura da abosbancia é realizada em espectrofotdmetro
(Spectramax 190, Molecular Devices®) a 510 nm. A quantificacdo sera realizada a
partir da curva padrédo de catequina e os resultados expressos em mg 100 g de (+)-

catequina.

5.6.2 Estudo Il: Avaliacdo da atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-

inflamatoéria dos extratos

5.6.2.1 Atividade antioxidante

5.6.2.1.1 Em leveduras

A atividade antioxidante em levedura sera desenvolvida com base no trabalho
desenvolvido por Medina et al., (2011). Primeiramente, sera realizado ensaios
preliminares para que as concentracdes dos extratos ndo sejam citotoxicas para
células. A atividade antioxidante nas leveduras serd realizada utilizando células
eucaribticas de Saccharomyces cerevisiae, em que suspensdes celulares contendo
2x10° células de levedura/mL serdo tratados com os extratos e incubados durante 1
h a 28°C, sob agitacao constante no escuro. As células serdo estressadas com 50 mM
solucédo de peroxido de hidrogénio durante 1 h a 28°C. Apos a incubacdo, as colbnias
serdo contadas e o numero total de colénias observadas na placa de controle (células

nao tratadas) sera definido como 100% de sobrevivéncia celular.
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5.6.2.1.2 ORAC

O método ORAC (Capacidade de absorcdo do radical de oxigénio), sera
realizado de acordo com o0 método por Davalos; Gomez-Cordoveés; Bartolome, (2004).
Para a reacao, os extratos serdo misturados com a solucdo tampéao fosfato 75 mM
(pH 7,0), num volume final de 200 uL. Apds aliquotas de 20 uL da amostra diluida e
120 pL de fluoresceina (70 nM) serédo colocadas, em triplicata, em uma microplaca de
fundo plano transparente de 96 pocos. A mistura sera incubada a 37 °C por 15 min
(Spectramax 190, Molecular Devices®). Seguido da adicao de 60 pL do radical peroxil
(AAPH [2'2'azobis (2-amidinopropano), na concentracdo de 32 mM. A leitura sera
realizada a cada minuto por 80 minutos. Os resultados serdo expressos a partir de

curva de padrédo (3 a 40 uM g1) equivalente de Trolox uM g*.

5.6.2.1.3 FRAP

O método FRAP (Poder antioxidante de reducao do ion férrico), sera realizado
conforme metodologia descrita por Rufino et al., (2006). A partir da obtencdo do
extrato, sera transferido uma aliquota de 90 uL de cada diluicdo do mesmo em tubos
de ensaio, em ambiente escuro e sera acrescentado 270 uyL de agua destilada.
Posteriormente, sera misturado com 2.700 pyL do regeante FRAP, homogeneizado em
agitador e mantido em banho-maria a 37°C, por 30 minutos. Apos a leitura sera
realizada em espectrofotbmetro a 595 nm (Spectramax 190, Molecular Devices®). Os

resultados serdo expressos a partir da curva de padréo de sulfato ferroso em uyM g2.

5.6.2.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos sera determinada utilizando o método
de Espectro de Acéo por Disco de Difusdo em Agar, a determinacio da Concentrac&o
Inibitéria Minima (CIM) descrito por Ostrosky et al. (2008).

Inicialmente as culturas Gram negativas e Gran positivas serdo recuperadas

em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas a 36°C overnight. Apds, as culturas
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serdo padronizadas até a concentracdo de 0,5 da escala Mc Farland, correspondente
a 108 unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC.mL-1) e diluidas em agua
peptonada de caseina até a concentracdo de 105 UFC.mL-1. As culturas serdo
inoculadas através de swabs em placas. Em seguida serdo adicionados, em cada
placa, trés discos de papel de filtro estéril com 6 mm de diametro. Sobre os discos de
papel serdo adicionados 15 pL dos extratos. O solvente utilizado na preparacédo do
extrato serd usado como controle negativo. As placas serédo incubadas.

Os diametros dos halos de inibicdo serdo medidos com o auxilio de um
paquimetro e o resultado expresso em milimetros (mm). Quanto maior o halo de
inibicdo, maior a atividade antimicrobiana do extrato contra o micro-organismo
testado. Todos os ensaios seréo realizados em triplicata.

Os extratos que apresentarem atividade antimicrobiana no teste de Disco de
Difusdo em Agar, serdo submetidas a determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) para cada uma das espécies bacterianas, sendo que CIM sera
considerada a menor concentracdo de extrato que inibiu o crescimento bacteriano
apos o periodo de incubacédo (OSTROSKY et al., 2008).

Essa avaliacdo sera realizada no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, do
DEAQ- UDESC.

5.6.2.3 Atividade anti-inflamatdria (in vitro)

Para avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro, ser& investigado o efeito dos
extratos sobre a producdo de éxido nitrico (NO), sobre as células ativadas pelo fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), as quais sdo pertinentes a condi¢ao inflamatdria,
associado a doencas cardiovasculares e sobre a interleucina (IL-1) que sera realizado
em culturas celulares da linhagem de macrofagos estimuladas por LPS
(lipopolissacarideo) e INF-y 9 (Interferon gama). A Vviabilidade celular sera
determinada pelo ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetilazol-2-il]-2,5-difenil
tetrazolio), o qual consiste em um ensaio colorimétrico para avaliar o potencial
citotoxico (GREEN et al., 1982; MACIEL et al., 2002).

5.6.3 Estudo lll: Aplicagéo dos extratos em produtos
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O estudo Il serd realizado a partir dos resultados obtidos nos estudos
anteriores com relacao, principalmente, a constituicdo e propriedades dos extratos.

Alguns exemplos de estudos que podem embasar a pesquisa para possiveis
aplicacdes séo, por exemplo, estudos sobre micro encapsulamento de extratos para
posterior aplicacdo (CHANG, et al,. 2010), aerogel para o desenvolvimento de
embalagens ativas e inteligentes, com intuito de retardar processos de oxidacéo e
deterioragdo microbiana em alimentos (CHEN; HO, 1995; OLIVEIRA et al., 2019).

Diante disso, ap0s a andlise de dados do estudo | e Il sera realizado uma
aplicacao dos extratos, com a proposta de elaborar de nanocapsulas para aplicacao
em embalagem ativa.

Outra aplicacdo estudada sera a avaliacdo de possivel efeito alelopatico de

alguns extratos.

5.6.3.1 Atividade alelopatica

O potencial alelopatico dos extratos foliares sera avaliado conforme prescrito
pelas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009), com modificagbes. Seréo
utilizadas sementes de alface (Lactuca sativa cv. Grandsrapids), obtidas
comercialmente (Chapecd, Santa Catarina, Brasil). Para o teste serdo semeadas em
placas de Petri (9 cm de diametro), 25 sementes com 4 repeticdes bioldgicas por
tratamento. Na base de cada Placa de Petri, coloca-se papel filtro umedecido com
uma quantidade de extratos equivalentes a trés vezes a massa de papel seco.
Posteriormente, as placas sao levadas para camara de germinacgéo a 25 °C, com luz
branca constante por 5 dias, quando entdo, sdo quantificadas as sementes

germinadas e a medida das raizes e parte aera da plantula.

5.5.4 Analise estatistica

O delineamento experimental serd inteiramente casualizado, organizado em
esquema fatorial entre quatro materiais vegetal (folhna de aragazeiro, butiazeiro,

guabirobeira e pitangueira e trés solventes de extracdo (H20, EtOH:H20 e EtOH). Os
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dados serdo submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e quando significativo
comparados pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software SAS (Verséao 8.0).

Para o perfil metabdlico, com intuito explorar o conjunto de dados e visualizar
as diferencas entre as amostras, sera realizada a analise discriminante por quadrados
minimos parciais (PLS-DA), o qual gera uma pontuacdo para a importancia das
variaveis (VIP score). Essas analises serdo realizadas pelo software MetaboAnalyst
3.0.
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6. RELATORIO DO TRABALHO DE CAMPO

O objetivo do presente trabalho foi produzir extratos das folhas de guabirobeira
(Campomanesia xanthocarpa) e pitangueira (Eugenia uniflora), por diferentes
meétodos, identificar e quantificar os compostos, e estudar a atividade antioxidante,
antimicrobiana, alelopatica e anti-inflamatoria.

Com o desenvolvimento do trabalho esperava-se verificar se a extragdo por
PLE, bem como o uso dos diferentes solventes poderiam exercer influéncia nas
caracteristicas quimicas, bem como nas potencialidades e caracteristicas biologicas
dos extratos, quando comparados com a infusdo, um método comum e popular do
uso das folhas. Além disso, buscava-se gerar conhecimento cientifico e tecnolégico a
respeito das espécies estudadas.

Para a execucéo, o projeto foi dividido nas seguintes etapas:

I: obtencgé&o e caracterizagao dos extratos;

Il: avaliagdo da atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoéria dos

extratos; e,

lll: prospeccao de aplicacdo dos extratos.

Esse trabalho foi desenvolvido como projeto em consércio com a participacao
da doutoranda Giovana Paula Zandona. Nesse sentido, cada um dos procedimentos
e analises foi realizado por uma das participantes do projeto, constando nos
documentos da tese de ambas as participantes. Buscou-se compartilhar as formacoes
e habilidades das pessoas e das instituicdes envolvidas (UFPEL, UDESC e URI).

6.1 Desenvolvimento do projeto

6.1.1 Etapa I: Obtencéo e caracterizacéo dos extratos.

Obtencao dos extratos por PLE

Para obtencgéo dos extratos, utilizaram-se folhas de guabirobeira e pitangueira
coletadas nos pomares da Embrapa Clima Temperado em Pelotas, RS, em acessos

listados no Sisgen com o numero: A8703BA. As folhas foram secas em estufa com
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circulacao de ar (Ethink Tecnhnology®), por 72 h a 40°C, e, posteriormente, moidas
em um moinho de facas (Marconi M48), com peneira de 30 mesh, seco e moido foi

entdo armazenado em sacos plasticos envoltos em papel aluminio a -20 °C (Figura7).

Figura 5. Folhas secas e moidas.

O processo de extracdo por PLE foi realizado junto ao Laboratorio de
Termodinamica da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes
(URI), em Erechim-RS, sob a supervisdo do professor Alexander Junges e baseado

em estudo realizado por Jaques et al., (2008), com modificacdes.

Figura 6. Frasco para recolhimento da amostra no processo de extracao por PLE.

Os parametros utilizados no processo foram: pressao de 1500 psi, temperatura
50°C, 15 g de amostra, vazdo de descarga de solvente de 2 mL por minuto, com
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extracdo estatica de 30 minutos. Para as extracdes utilizaram-se 0s seguintes
solventes: agua destilada, etanol (PA 95% Dinamica) e a mistura (1:1 v/v) de agua
destilada e etanol (PA 95% Dinamica).

Primeiramente, desenvolveu-se um estudo da cinética da extracdo utilizando-
se folhas de aracazeiro para, a partir dele, determinar-se o tempo de extracdo para
todas as espécies estudadas. A cinética fez a relacdo entre a massa total de extrato
acumulada (g) que foi determinada pela quantidade de extrato seco total nos pontos:
1, 3,5,9, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 120 e 180 minutos de extracao e pelo tempo de
extracao.

Conforme pode ser visualizado em Zandona, et al. (2020) (artigo publicado
referente a esse estudo), em 60 minutos de extracdo obteve-se em média 60% da
massa total do extrato. Além disso, 60 minutos de extracdo resultam em economia de
energia de 65% em comparacdo com 180 minutos, e a composi¢cao qualitativa é a
mesma. Por esse motivo, esse tempo foi selecionado para as extracdes. Todos 0s
extratos passaram por processo de secagem para remoc¢ao dos solventes para, dessa
forma, minimizar a influéncia destes no seu comportamento.

Os extratos obtidos com agua foram liofilizados (Liobras, L101), j& os extratos
obtidos com etanol e agua, primeiramente foram secos em estufa a vacuo (modelo
Quimis Q819V2), com temperatura de 50°C até peso constante, com intuito de
remover o etanol, e posteriormente liofilizados para remocao da agua. Os extratos
obtidos com etanol foram submetidos a secagem em estufa a vacuo (modelo Quimis
Q819V2), na temperatura de 50 °C até peso constante. Todas as amostras foram

armazenadas em ultra freezer (-60°C).

Infusdo

Com o intuito de comparacao, foram também elaborados extratos através de
infus&o, que foi preparada numa propor¢éao de 1:50 m/v de folhas secas e moidas em
agua 80 + 1 ° C por 10 min (SANTOS et al., 2018). ApOs a obtencédo dos extratos
iniciou-se a etapa de caracterizagdo através da analise dos compostos fitoquimicos.
Esta etapa foi realizada pela doutoranda Giovana Zandona no Laboratério de
Cromatografia e espectrometria de massas — LaCEM/ UFPEL. A metodologia utilizada

€ descrita a seguir.
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Analise de compostos fitoguimicos

Cem mg de extrato seco de cada condicao de extracdo (Al, PLE-W, PLE-W:
E, PLE-E) foram independentemente ressuspensos em 1 mL de uma solugao
contendo 90% de agua acidificada (0,1% de acido férmico ) e 10% de acetonitrila
acidificada (0,1% de acido férmico). A mistura foi agitada em vortex por 1 min e
centrifugada a 2,655 g (Centrifuge 5420 R, Eppendorf®) por 1 min a 4 °C. Antes da
injecdo, os extratos foram diluidos com agua acidificada/acetonitrila 9:1 para 30 mg
mL* (utilizando a solucdo de agua/acetonitrila descrita anteriormente) e filtrados
através de um filtro de seringa de nailon 0,22 ym para posterior injegao. Reserpina (2
ug mL?) foi adicionada a cada amostra como um padréo interno. 10 pL da amostra
diluida foram injetados (trés injecdes para cada extrato) em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Japdo) acoplada a um espectrometro de massa
ultrarrapido de tempo de vbéo quadrupolo (Maxis Impact, BrukerDaltonics, Bremen,
Alemanha). Para a separacdo cromatografica foram utilizadas uma pré-coluna C18
(2,0 x 4 mm) e uma coluna Cogent Bidentate C18 (2,2 um 120 A - 100 mm X 2,1 mm)
(MicroSolv Technology Corporation, Leland NC, EUA). As fases moveis foram: agua
acidificada com &cido formico 0,1% (eluente A) e acetonitrila acidificada com acido
férmico 0,1% (eluente B). Para a separacao, o gradiente de eluicao foi: 0 - 2 min, 10%
B; 2 - 15 min, 10 - 75% B; 15 - 18 min, 90% B; 18-21 min 90% B; 21 - 23 min, 10% B,
23 - 25 min, 10% B. A taxa de fluxo foi de 0,2 mL min-1 e a temperatura da coluna foi
de 40°C. As amostras foram executadas no modo de ioniza¢do negativa e o intervalo
de varredura m/z foi de m/z 50 a 1200. A voltagem capilar foi ajustada em 3,5 kV, gas
nebulizador (N2) presséo 2 bar, fluxo de gas de bainha 8 L min-t, temperatura da fonte
de ions 180 °C, colisdao RF 150 Vpp; transferir 70 ms e armazenamento pré-pulso de
5 ms. O equipamento foi calibrado com solugdo de formiato de sédio (10 mM).
Experimentos autométicos de MS / MS foram executados usando as seguintes
energias de colisdo: m/z 100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV. O nitrogénio
foi usado como gas de coliséo.

Os dados de MS e MS / MS foram processados usando o software Data
Analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). A anotacdo do composto foi
realizada por comparacdo com dados de MS de alta resolucéo, razdo de isotopos e
comparacao de fragmentos de ions detectados com padrdes de referéncia e bancos
de dados online FooDB Versédo 1.0 (https://foodb.ca/) e Metlin ™ (https: //

metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage) e dados da biblioteca de
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equipamentos. Quando boas correspondéncias foram obtidas, uma tentativa de
anotacao foi relatada, bem como o nivel de confianca da identificacdo (ou seja,
compostos identificados, compostos supostamente identificados pela classe,
compostos identificados supostamente e compostos desconhecidos) sugeridos pela
Metabolites Standards Initiative (SUMNER et al., 2007).

Para andlise quantitativa, uma curva de calibracdo para cada padrao comercial
fendlico disponivel (&cido gélico, &cido 4-hidroxibenzdico, &cido clorogénico, &cido
vanilico, acido cafeico, acido singarico, acido p-cumarico, acido elagico, &cido ferulico,
(+) - catequina , miricetina, luteolina, quercetina e caempferol) (0,039 a 10 ug mL™1).
Os resultados foram expressos em pg g como média = erro padrdo de trés
repeticdes. Para os compostos fendlicos para os quais ndo havia padrao comercial
disponivel, a quantificagdo foi realizada usando a area de compostos e os resultados

expressos como média * erro padréo de trés repeticdes.

6.1.2 Estudo II: Avaliag&o da atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos.

Nessa segunda fase dos estudos buscou-se avaliar o potencial dos extratos
frente a diferentes atividades biologicas. As analises antioxidantes ROS e TBARS
foram realizadas no Laboratério de Biomarcadores, Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, enquanto os ensaios
com leveduras foram realizados no Instituto Tecnoldgico em Alimentos para a Saude
da Universidade do Vale do Rio dos Sinos, Sédo Leopoldo, RS. Segue a descricao das

metodologias utilizadas nas analises.

Atividade antioxidante - Modelo de cérebro de rato

Ratos Wistar machos (trinta e cinco com 35 dias) foram mantidos em
temperatura, umidade e iluminagdo constantes, com racdo e agua ad libitum. Todo
protocolo experimental foi previamente aceito pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da instituicdo (CEEA 5747-2015) e foi realizado com o Guia
do NIH para Cuidado e Uso de Animais de Laboratério. Os ratos foram sacrificados
por decapitacdo e os cérebros foram dissecados (imediatamente ap0s o sacrificio) e
homogeneizados em tampao fosfato de sddio (20 mM, pH 7,4) contendo KCI (140 mM,
1:10, p/v). Os homogenatos foram centrifugados a 800 g por 10 min a4 ° C e o

sobrenadante foi usado para medi¢des bioquimicas. Dez microlitros de peroxido de
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hidrogénio (5 mM) e 5 uL de sulfato ferroso (20 uM) foram adicionados a 225 pL de
homogenatos cerebrais para induzir dano oxidativo. 10 microlitros de diferentes
concentracOes de extratos de folhas de aracazeiro (Al, PLE-W, PLE-E e PLE-W: E
nas concentracdes finais de 25, 50, 100, 250 ug mL?) foram adicionados a mistura e
incubados por 1 h a 37 °C. O acido ascorbico (AA) a 100 puM foi usado como um
antioxidante padréo. Substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) e espécies
reativas de oxigénio (ROS) foram entdo medidas em homogenatos de tecido. A
peroxidagdo lipidica foi medida com base nos niveis de TBARS relatados como
proteina nmol TBARS mg? (ESTERBAUER & CHEESEMAN, 1990). A formacédo de
ROS foi determinada com base na oxidacdo do diacetato de dicloro-di-hidro-
fluoresceina (DCFH-DA) a diclorofluoresceina fluorescente (DCF) e expressa como
uma porcentagem do controle (ALI, LEBEL, & BONDY, 1992). O conteudo de proteina
foi determinado usando albumina de soro bovino como padrdao (BRADFORD, 1976)
para estimar os marcadores oxidativos. Esse teste foi conduzido com o auxilio da

equipe da Professora Francieli Moro Stefanello, do CCQFA da Ufpel.

Ensaio de levedura

A atividade antioxidante também foi determinada usando células eucaridticas
da levedura Saccharomyces cerevisiae XV 185-14C (MATa, ade 2-1, arg 4-17, his 1-
7,lys 1-1, trp 1-1, trp 5-48, hom 3-10) (MEDINA et al., 2011). Um estoque desta cepa
foi mantido em meio soélido de levedura-batata-dextrose (YPD), é o meio geral usado
para cultivar levedura, contendo extrato de levedura (1% p/v), glicose (2% p/v),
peptona (2 % p/v) e agar (2%, p/v). As células foram entéo transferidas para um caldo
(a mesma composicao de meio soélido sem &gar) e colocadas em um agitador orbital
a 28 ° C e 160 rpm. Suspensdes celulares contendo 2 x 106 células de levedura/mL
foram entéo tratadas com extratos de folhas (Al, PLE-W, PLE: WE e PLE-E) diluidos
a 25, 50, 100, 250 e 500 pg mL* (extrato: 4gua) e incubado por 1 h a 28 °C sob
agitacdo constante no escuro. As células foram entédo centrifugadas (2.000 g a 28 °C
durante 5 min) e lavadas com uma solucao de cloreto de sodio a 0,9% (p/v) (duas
vezes). As células foram entdo submetidas a estresse com solucdo de peroxido de
hidrogénio 50 mM por 1 h a 28 °C. As amostras foram entéo diluidas com solugéo de
cloreto de sddio (0,9% p/v), semeadas em meio de cultura YPD completo e incubadas
a 28 °C por 48 h. Apos a incubacéo, as colonias foram contadas e o numero total de
coldénias observadas nas células nédo tratadas foi definido como 100% de
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sobrevivéncia celular. As células de controle foram tratadas com meio de cultura sem
tratamento com peroxido de hidrogénio (C), controle com meio de cultura e com
tratamento com peréxido de hidrogénio (IC) e &cido ascérbico (AA) a 100 pg mL™,
quercetina (Q) a 100 ug mL™1, e kaempferol (K) a 100 ug mL™* foram utilizados como

padrdes.

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi investigada em parceria com a professora Liziane
Schittler Moroni, no laboratério de microbiologia da Universidade Estadual de Santa

Catarina, UDESC, Pinhalzinho, SC. Segue a descri¢cdo do método utilizado.

Para a determinagdo da atividade antibacteriana dos extratos foi utilizado o
método Agar Diffusion Disc Action Spectrum e determinando a Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) dos extratos (OSTROSKY et al., 2008). Os testes antibacterianos foram
realizados com cepas bacterianas escolhidas em fun¢éo sua importancia na ciéncia e
seguranca alimentar e pelas caracteristicas estruturais (Gram-negativas e Gram-
positivas). Foram testadas: Staphylococcus aureus Gram-positivo ATCC 25923 e
Listeria monocytogenes Scott A e Pseudomonas aeruginosa Gram-negativa ATCC
9027, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Enteritidis ATCC13076 e Shigella
flexeri ATCC 1202.

As culturas bacterianas foram incubadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a
36°C por 18 h. A concentracdo de células bacterianas foi padronizada para 0,5 na
escala de McFarland, correspondendo a 108 unidades formadoras de colénias (UFC)
mL! e diluida em agua peptonada até a concentracédo de 105 UFC mLt. As culturas
foram inoculadas por swab de placa e, em seguida, trés discos estéreis de papel filtro
de 6 mm de diametro foram adicionados a cada placa e cobertos com 10 yL dos
extratos das folhas diluidos em agua destilada (1 mgmL1). O diametro do halo de
inibicdo do crescimento bacteriano foi medido e o resultado expresso em milimetros

(mm) apo6s 48 h de incubacao.

Os extratos com atividade antimicrobiana no teste do Agar Difusion Disc,
promovendo um halo de inibic&o de crescimento maior que 10 mm, foram submetidos

a determinacgédo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM mg mL?) contra cada espécie
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bacteriana. CIM foi estabelecido como a menor concentracédo de extrato que inibiu o

crescimento bacteriano apos o periodo de incubacéo (Figura 9).

Figura 7. Placa de andlise microbiol6gica das amostras.

6.1.3 Etapa lll: Prospectar aplicacdes dos extratos.

Com o intuito de prospectar possiveis aplicacdes dos extratos, foi realizado um
teste para avaliar o potencial alelopatico dos extratos das folhas de pitangueira.
Abaixo a metodologia utilizada neste teste.

O potencial alelopatico dos extratos foliares das folhas de pitangueira foi
avaliado conforme prescrito pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009),
com modificacBes. Foram realizados testes de germinacdo e comprimento das raizes
de alface (Lactuca sativa cv. Grandsrapids), obtidas comercialmente (Chapec6, Santa
Catarina, Brasil). Para o teste de germinacéao foram semeadas em placas de Petri (9
cm de didmetro), 25 sementes com 4 repetigdes bioldgicas por tratamento. Na base
de cada Placa de Petri, colocou-se papel filtro umedecido com uma quantidade de
extratos equivalentes a trés vezes a massa de papel seco. Posteriormente, as placas
foram levadas para camara de germinacao a 25°C, com luz branca constante por 5
dias, quando se quantificaram as sementes germinadas, sendo essas aquelas que
apresentaram protrusao da radicula, expressando os resultados em percentual de
germinacao (Figura 10). O tratamento controle foi realizado substituindo os extratos
por agua destilada. Foram realizados doze testes utilizando extratos obtidos com



65

diferentes solventes (Al, PLE-W, PLE-W:E, PLE-E) em 3 concentracdes (1,5 e 10 mg
mL-1). Cinco dias apés a germinacdo, mensurou-se o comprimento da radicula e da

parte aérea de cada plantula, com os resultados expressos em cm.

Figura 8. Placas usadas para analise do potencial alelopatico dos extratos das folhas de pitangueira a)
Testemunha, b) aplica¢@o de extrato de folhas de pitangueira 1%).

6.2 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados nos seguintes artigos:

1. Zandona, G. P., Bagatini, L., Woloszyn, N., Cardoso, J. de S., Moroni, L. S.,
Stefanello, F. M., Junges, A., Rombaldi, C. V. Extraction and
characterization of phytochemical compounds from aragazeiro (Psidium
cattleianum) leaf: putatives antioxidant and antimicrobial properties.
Food Research International ,Volume 137, November 2020, 109573.

Concluiu-se, com esse trabalho, que as folhas do Aracazeiro contém
uma ampla gama de compostos, principalmente flavondides (mais
abundantes), acidos fendlicos, taninos e outros. Todos os extratos geram

extratos ricos em compostos fitoquimicos e que as extracdes PLE-W e PLE-W:


https://www.sciencedirect.com/science/journal/09639969
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09639969/137/supp/C
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E proporcionam alta diversidade de compostos, conferindo alta atividade

antioxidante in vitro e antibacteriana.

2. Caracterizacdo de compostos fendlicos de extratos de folhas de Eugenia

uniflora e suas atividades antioxidante, antibacteriana e alelopatica.
Luciola Bagatini, Giovana Paula Zandona, Jessica Fernanda Hoffmann,
Liziane Schittler Moroni, Alexander Junges, Aniela Pinto Kempka, Cesar
Valmor Rombaldi-

Com a realizacéo deste trabalho concluiu-se que os extratos de folhas
de pitangueira obtidos por Al em PLE exibiram substancial capacidade
antioxidante para protegéo de leveduras em baixas concentracdes do extrato,

acao antibacteriana, e atividade alelopatica.

3. Composicdo fitoquimica, atividade antioxidante e antimicrobiana dos

extratos da folha de Guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa). Luciola
Bagatini®, Giovana Paula Zandona? Liziane Schittler Moroni¢, Alexander
Junges®, Aniela Pinto Kempka, Cesar Valmor Rombaldi®

Com este trabalho concluiu-se que os extratos de folhas da guabirobeira
obtidos por Al e PLE apresentam ampla diversidade e concentracdo de
compostos fitoquimicos, principalmente da classe dos flavonoides. O PLE-W:E
destacou-se na atividade antimicrobiana e potencial atividade antioxidante

uma vez que apresentou a maior concentracao de flavonoides.
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7. ARTIGO 1: Caracterizacdo de compostos fendlicos de extratos de folhas de
Eugenia uniflora e suas atividades antioxidante, antibacteriana e alelopatica.
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RESUMO

O Brasil é um pais com enorme diversidade e variabilidade genética vegetal e
algumas espécies tém despertado interesse da comunidade cientifica. Dentre essas
espécies destaca-se a Eugenia uniflora L, conhecida como pitangueira, cujos frutos
apresentam relevantes compostos, com diversas atividades biolégicas que podem ser
exploradas. As folhas da pitangueira s&o utilizadas na medicina popular por
apresentarem diversos efeitos benéficos na saude. O método de obtencdo dos
extratos das folhas interfere na sua composi¢céo e qualidade. A extracdo com liquido
pressurizado (PLE), apresenta algumas vantagens com relacdo a outros métodos,
como por exemplo a rapidez, menor consumo de solventes e alto rendimento, sendo
uma alternativa para extracao e fracionamento de produtos naturais. Neste contexto,
objetivou- se com esse trabalho a obtencao de extratos das folhas de pitangueira por
meio de infusdo aquosa (Al) e por liquido pressurizado com agua (PLE-W), etanol
(PLE-E) e combinacgdo da relacdo agua: etanol 1:1 (PLE-W:E). Nos extratos foram
avaliados os compostos fitoquimicos presentes através de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas, atividade antioxidante frente a leveduras e em
células cerebrais de ratos (substancias reativas ao acido tiobarbitirico - TBARS e
espécies reativas de oxigénio - ROS), atividade antibacteriana em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas e atividade alelopatica em sementes de alface. Com base
nos resultados obtidos, observa-se que PLE-W:E apresentou maior concentracéo de
acidos fendlicos e taninos. Quanto a atividade antibacteriana o Al, PLE-W e PLE-W:E
apresentaram acdo antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Referente a atividade antioxidante tanto os extratos obtidos por PLE quanto
Al exibiram substancial atividade antioxidante em ensaios in vitro de TBARS e ROS
com células de cérebro de ratos e sistemas modelo de levedura além de atividade
alelopatica para sementes de alface. Assim, as folhas de pitangueira podem ser
exploradas como uma fonte promissora de compostos bioativos.

Palavras-chave: Pitangueira; Myrtaceae; extragdo de liquido pressurizado;
compostos fitoquimicos; antioxidante; antimicrobiano; Atividade alelopéatica.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é conhecido por ter uma das maiores diversidade e variabilidade
genética vegetal do planeta (ARAUJO et al., 2019; REISSIG & ROMBALDI, 2017).
Com excecdo das espécies ja popularizadas, como é o caso do guarana, acai,
acerola, pequi, cupuacu, feijoa, por exemplo, a maioria das espécies vinha tendo
interesse praticamente local ou regional, inclusive pela comunidade cientifica (DE
LIMA et al., 2020; PEREIRA et al., 2018, VINHOLES et al., 2017). No entanto, isso
mudou. Mesmo sendo espécies dos biomas brasileiros, o interesse cientifico e
tecnoldgico se expandiu para o cenario internacional (LINDEN et al., 2020; LAZARINI
etal., 2020; SOBEH et al., 2020; CASTRO et al., 2020; BRIGHENTI et al., 2020; KADE
et al., 2008; SOLIMAN et al., 2016; ZANDONA et al., 2020). E o caso de espécies da
familia Myrtaceae, que vém sendo cada vez mais estudadas, principalmente por
apresentarem compostos de interesse nutricional e tecnologico, com perspectivas de
utilizacdo nas indastrias farmacéutica, cosmética e alimenticia (DACOREGGIO,
MORONI, KEMPK, 2019; DE LIMA et al., 2020; REISSIG & ROMBALDI, 2017; MEIRA
et al., 2020; ZANDONA et al., 2020). Esta familia possui aproximadamente 23 géneros
e 1000 espécies no Brasil (BASTOS et al., 2019). Nessa diversidade de espécies,
muitas ainda ndo sdo cultivadas comercialmente (REISSIG & ROMBALDI, 2017),
enquanto outras ja estdo sendo caracterizadas em bancos de acessos genéticos,
como € o caso da espécie Eugenia uniflora L, conhecida como pitangueira (LAZARINI
et al., 2016), como cultivar langada no mercado (“Tropicana”). Varios acessos estao
em estudo e apresentam potencial agronémico para se deslocarem para a escala de
producédo (MEIRA et al., 2020; SOBEH et al., 2020; CASTRO et al., 2020; FRANZON,
2013). Na maioria dos casos, o interesse esta na qualidade dos frutos, sejam eles
frescos ou processados (CHAVES et al., 2013), mas outras partes das plantas podem
ser fontes relevantes de compostos bioativos, como folhas e sementes (MEIRA et al.,
2020; SOBEH et al., 2020; MENDONCGCA, 2016, VICTORIA et al., 2012, GARMUS et
al., 2014).

As folhas de pitangueira sao utilizadas na medicina popular, principalmente por
seus efeitos diuréticos, anti-reumaticos, anti-febris, antiinflamatérios e como agente
terapéutico para doencas estomacais e digestivas (WEYERSTAHL et al., 1988). Além
disso, as infusdes de folhas sdo usadas como contribuintes para a agao hipotensiva,

renal e hepatoprotetora, antidiarreica, antigota e hipoglicémica (MEIRA et al., 2020;
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SOBEH et al., 2020; AURICCHIO & BACCHI, 2003). As folhas de pitangueira no Brasil
também fazem parte da Farmacopéia Brasileira, sendo considerada uma planta
medicinal, por conter taninos, flavondides e O6leos volateis (BRASIL, 2019). No
entanto, o perfil dos compostos fitoquimicos ainda néo foi descrito na sua totalidade.

Extratos obtidos de folhas, sementes e polpa de pitanga demonstram efeitos
antioxidantes (KADE et al., 2008; SCHUMACHER et al., 2015; LORENZO et al., 2018;
MARTINEZ-CORREA et al., 2011; VINHOLES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2014,
SANTOS et al., 2015), anti-inflamatério (SCHUMACHER et al., 2015; SOARES et al.,
2014), antimicrobiano (MENDONCA et al., 2016; SANTOS et al., 2015; LORENZO et
al., 2018), efeito anti-hiperglicémico (OLIVEIRA et al., 2017; CARDOSO et al., 2017),
antiproliferativo (DENARDIN et al., 2014; GOMES et al., 2020) e como possivel
adjuvante em terapia para doencgas renais (MEIRA et al., 2020) ou hepaticas (SOBEH
et al.,, 2020). Além disso, o Oleo essencial extraido das folhas tem atividade
antioxidante e antimicrobiana (VICTORIA et al., 2012) e propriedades antidepressivas
(VICTORIA et al., 2013; DA COSTA et al., 2020). Mesmo com esses avancgos, € dificil
reproduzir e comparar os resultados entre as obras, visto que dois fatores relevantes
nao sao consensuais: 1) cada obra utiliza um tipo de acesso de pitangueira, e sabe-
se da grande variabilidade genética e fitoquimica dentro das espécies; e, 2) os
métodos e condicBes de obtencdo dos extratos ou Oleos essenciais variam entre 0s
trabalhos realizados. Essas duas variaveis afetam os perfis fitoquimicos, objeto de
estudo neste trabalho.

Os compostos fitoquimicos naturais estdo em alta demanda para aplicacao
como nutracéuticos, biofarmacéuticos e aditivos alimentares (VICTORIA et al., 2012).
Dentre os compostos fitoquimicos, as classes de interesse sdo 0S compostos
fendlicos, carotendides, tocoferéis, acido L-ascorbico, Oleos essenciais, ésteres,
alcaldides e glucosinolatos (REISSIG & ROMBALDI, 2017). No entanto, o método de
extracdo desses compostos é uma das etapas principais, pois afeta a diversidade e a
gquantidade de compostos (BENTLEY et al., 2020). Além disso, em um viés da quimica
verde, no qual ha uma preocupacéo constante com a reducdo do uso e com o descarte
de solventes perigosos (BENTLEY et al., 2020), o uso de solventes como agua e/ou
etanol sédo atitudes relevantes. Portanto, a extragcdo de compostos através da infusédo
aguosa é um dos meétodos amplamente utilizados e resulta em extratos ricos em

polifendis com propriedades antioxidantes (AZEVEDO et al., 2019). O uso da extragéo
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liquida pressurizada (PLE), intensifica a extracdo de compostos polares, por meio do
uso de alta pressdo, mantendo o solvente no estado liquido (SANTOS et al., 2015).

Em geral, plantas com alta plasticidade possuem um metabolismo secundario
complexo especializado na sintese e acumulo de ampla diversidade fitoquimica
(VIGHI et al., 2019). Essa riqueza fitoquimica que confere a pitangueira tolerancia a
estressores abibdticos como variacfes de temperatura, vento, falta d'agua, excesso de
salinidade, excesso ou falta de radiacdo solar, entre outros, pode interessar a
alimentacdo e a saude humana. Também foi demonstrado que a complexidade
fitoquimica das plantas atua como meio de intercomunicacéo e defesa, como € o caso
da alelopatia (BASILE et al., 2000). Essa propriedade pode proporcionar vantagens
competitivas por meio da inibicdo de plantas concorrentes (KATO-NOGUCHI et al.,
2013), e estudos demonstram o efeito alelopatico de extratos de folhas de plantas, por
meio da atividade inibitéria na germinacdo semestral e/ou crescimento de varias
espécies (BASILE al., 2000; DACOREGGIO, MORONI, KEMPKA, 2019; KATO-
NOGUCHI et al., 2013).

Considerando os avancos ja obtidos com estudos de folhas de pitangueira, que
apontam para uma concentracdo relativamente elevada de compostos fendlicos
obtidos por extratos aquosos, hidroalcodlicos (metanol ou etanol) ou por acetona
(VICTORIA, et al., 2012; MEIRA et al., 2020; MARTINEZ-CORREA, et al., 2011), uma
hip6tese é que com a utilizacdo de um método de extracdo mais eficiente, como o
PLE, é possivel obter um extrato enriquecido nestes compostos e, com isso, com
maior potencial antioxidante, antibacteriano e alelopatico. Assim, esta pesquisa foi
realizada em duas etapas: 1) descritiva, com a identificacdo dos compostos fendlicos
em cada extrato; e, 2) experimental, comparando 0s extratos e avaliando as

propriedades funcionais putativas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das folhas de pitangueira

As folhas de pitangueira (Eugenia uniflora L.) foram coletadas (entre 8h e 10h da

manha da primeira semana de dezembro de 2018) na Embrapa Clima Temperado,
Estacao de Pesquisa, em Pelotas, RS, Brasil, (31 ° 42 'S, 52 ° 24 'W, Altitude: 57m).
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O gendtipo utilizado neste estudo foi Pit 106, e o estudo esta registrado (# A8703BA)
no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético (Sisgen) de acordo com a
regulamentacgéao federal brasileira. O material vegetal foi seco em estufa de secagem
com ar for¢cado (Ethink Tecnhnology®) por 72 h a 40°C, moido em moinho de facas
(Marconi M48), e peneirado em peneira 30 mesh, resultando em particulas com
aproximadamente 0,595-0,600 milimetros. O material foliar seco e moido foi
armazenado em sacos plasticos embrulhados em papel aluminio a -20 °C + 2 °C,

protegidos da luz.

2.2 Obtencao dos extratos

Os extratos com liquidos pressurizados (PLE) foram obtidos das folhas secas
submetidas a extracdo com agua (PLE-W), etanol (PLE-E) e agua e etanol (1:1 v/v)
(PLE-W: E). Os parametros utilizados no processo de extracao foram pressédo a 1500
psi, temperatura 50 ° C, 15 g de amostra e vazdo de descarga de solvente de 2 mL s°
1 por 1 hora de extragdo (ZANDONA et al., 2020). Ap6s a extragéo do PLE, os extratos
de PLE-W: E e PLE-E foram secos em estufa a vacuo (modelo Quimis Q819V2), a
50°C até massa constante. Todos os extratos foram posteriormente liofilizados e
armazenados em frascos ambar (a -60°C). A infusdo aquosa (lA) foi preparada na
proporcao de 1:50 m/v, (folhas secas e moidas com 13% de umidade) com agua a 80
+ 1 ° C por 10 min (SANTOS et al., 2018; ZANDONA et al., 2020).

2.3 Andlise do perfil fitoquimico por LC-MS

2.3.1 Preparacéo de amostra

O preparo da amostra foi realizado de acordo com Zandona et al. (2020).
Resumidamente: 100 mg de cada extrato seco obtido por Al, PLE-W, PLE-W: E e
PLE-E foram ressuspensos em 1 mL de uma solucdo contendo 90% de agua
acidificada com 0,1% de acido férmico e 10% de acetonitrila acidificada com 0,1% de
acido férmico. Depois foi agitado em vértice por 1 min e centrifugado a 2,655 g
(Centrifuge 5420 R, Eppendorf®) por 1 min a 4 °C, e os extratos foram diluidos com
9: 1 éagua acidificada/acetonitria a 30 mg mL* (usando a A&gua/acetonitrila

previamente descrita) e filtrada através de um filtro de seringa de nylon de 0,22 uym
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para injecdo subsequente. Reserpina (2 ug mL™?) foi adicionada a cada amostra como
um padréao interno. Foram injetados 10 pL da amostra diluida (trés injecOes para cada

extrato).

2.3.2 Analise LC-MS

Para a analise dos compostos, os extratos foram injetados em cromatografia
liguida de alta eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Jap&o) acoplada a um espectrémetro de
massa quadrupolo-tempo de vbo (Impact HD, BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha).
Os parametros de separacdo cromatografica e espectrometria de massa foram

realizados de acordo com Hoffmann et al. (2016), Corporation, Leland NC, EUA.

2.3.3 Tentativa de identificacéo

Para a identificacdo dos compostos, o0 MS e o MS/MS foram processados no
software Data Analysis 4.0 (BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha). Os compostos
foram identificados ou provisoriamente identificados com dados de MS de alta
resolucao, razao de isotopos e comparacdo de fragmentos de ions detectados com

padrdes de referéncia e bancos de dados online FooDB Verséo 1.0 (https://foodb.ca/)

e Metlin™ (https://metlin.scripps.edu/landing page.php?pgcontent=mainPage) e

dados da biblioteca de equipamentos. Uma tentativa de anotacao foi relatada, bem
como o nivel de confianca da identificacdo: compostos identificados, putativamente

identificados pela classe, compostos identificados putativamente.

2.3.4 Quantificacéo

A quantificacdo foi realizada por meio de uma curva de calibragcdo externa
(0,039 a 10 pg mLY) com padrdes comerciais de cada composto fendlico (acido galico,
acido 4-hidroxibenzoico, acido clorogénico, acido vanilico, acido siringico, acido p-
cumarico, acido elagico, acido ferudlico, (+) - catequina, miricetina, quercetina e
kaempferol). Para os compostos fendlicos para os quais nao havia padrdo comercial,
a quantificacao foi realizada por meio da curva de calibracdo de outro composto do
mesmo grupo fendlico. Os resultados foram expressos em pg g* como média + erro

padréo de trés repeticoes.


https://foodb.ca/
https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage
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2.4 Atividade antioxidante por ensaio de levedura

A atividade antioxidante por ensaio de levedura também foi determinada
usando células eucaridticas (levedura Saccharomyces cerevisiae XV 185-14C, MATa,
ade 2-1, arg 4-17, his 1-7, lys 1-1, trp 1-1, trp 5- 48, hom 3-10) (Medina et al., 2011).
A Saccharomyces cerevisiae foi mantida em meio sdlido de levedura-batata-dextrose
(YPD), contendo extrato de levedura (1% p/v), glicose (2% p/v), peptona (2% p/v) e
agar (2%, w/v). As células foram transferidas para um caldo e colocadas em um
agitador orbital a 28 ° C e 160 rpm. As suspensdes de S. cerevisiae (2 x 10° células
de levedura mL?) foram tratadas com Al, PLE-W, PLE-W: E e PLE-E diluidos a 25,
50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225 e 250 pg mL? (extrato: agua destilada) e
incubados por 1 h a 28 °C sob agitacdo constante no escuro. As células foram entéo
centrifugadas (2.000 g a 28 °C durante 5 min) e lavadas com uma solucéo de cloreto
de sédio a 0,9% (p/v) (duas vezes). Na sequéncia foram submetidas a estresse com
solucéo de peréxido de hidrogénio 50 mM por 1 h a 28 °C. As amostras foram entdo
diluidas com solucédo de cloreto de sodio (0,9% p/v), semeadas em meio de cultura
YPD completo e incubadas a 28 °C por 48 h. Apds a incubacao, as colbnias foram
contadas e o numero total de colénias observadas nas células nédo tratadas foi definido
como 100% de sobrevivéncia celular. As células de controle foram tratadas com meio
de cultura sem tratamento com peroxido de hidrogénio (C), controle com meio de
cultura e com tratamento com peréxido de hidrogénio (IC) e acido ascérbico (AA) a
100 pg mL?, quercetina (Q) a 100 pg mL-* e kaempferol (K) a 100 pg mL* foram
utilizados como padrdes.

2.4.1 Modelo de cérebro de rato

Ratos Wistar machos (trinta e cinco com 35 dias de idade) foram mantidos em
temperatura, umidade e iluminacdo constantes, com racdo e agua ad libitum. Todo
protocolo experimental foi previamente aceito pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da instituicdo (CEEA 5747-2015) e foi realizado com o Guia
do NIH para Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio.

Os ratos foram sacrificados por decapitacdo e os cérebros foram dissecados

(imediatamente apos o sacrificio) e homogeneizados em tampao fosfato de sddio (20
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mM, pH 7,4) contendo KCI (140 mM, 1:10, p/v). Os homogenatos foram centrifugados
a 800 g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi usado para medi¢cdes bioguimicas.
Dez microlitros de peroxido de hidrogénio (5 mM) e 5 pL de sulfato ferroso (20 pM)
foram adicionados a 225 pL de homogenatos cerebrais para induzir dano oxidativo.
10 microlitros de diferentes concentracdes de extratos de folhas de pitangueira (Al,
PLE-W, PLE-E e PLE-W: E nas concentragées finais de 25, 50, 100, 250 pug mL™)
foram adicionados a mistura e incubados por 1 h a 37 °C. O &cido ascérbico (AA) a
100 pM foi usado como um antioxidante padrdo. Substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico (TBARS) e espécies reativas de oxigénio (ROS) foram entdo medidas
em homogenatos de tecido. A peroxidacao lipidica foi medida com base nos niveis de
TBARS relatados como proteina nmol TBARS mg (Esterbauer & Cheeseman, 1990).
A formacao de ROS foi determinada com base na oxidag&o do diacetato de dicloro-
di-hidro-fluoresceina (DCFH-DA) a diclorofluoresceina fluorescente (DCF) e expressa
como uma porcentagem do controle (Ali, Lebel, & Bondy, 1992). O conteudo de
proteina foi determinado usando albumina de soro bovino como padrao (Bradford,
1976) para estimar os marcadores oxidativos.

2.5 Atividade antibacteriana

Os extratos de folhas de pitangueira foram avaliados quanto a capacidade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Listeria monocytogenes Scott A, Enterococcus faecalis FAIR (E77), Enterococcus
faecium FAIR (E178) e Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC 13076 e Shiguella flexeri
ATCC 1202. Além de suas caracteristicas estruturais, essas cepas bacterianas foram
selecionadas devido a sua importancia na ciéncia e seguranca alimentar.

Para os testes foram utilizadas solu¢gdes dos extratos na concentracao de 1 mg
mL1, preparadas a partir dos extratos secos (PLE-W, PLE-W: E e PLE-E) e agua
destilada. O Al foi preparado, em igual concentracdo, a partir das folhas secas e
moidas.

A atividade antimicrobiana dos extratos foi determinada usando o método Agar
Diffusion Disc Action Spectrum e a determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima
(CIM) descrita por Ostrosky et al. (2008).
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O etanol utilizado na extracdo dos compostos nao foi testado quanto a atividade

antimicrobiana (controle negativo), pois foi removido na preparacdo dos extratos.

2.5.1 Difusdo de disco

As culturas de bactérias foram recuperadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
e incubadas a 36 °C por 18 h. ApOs esse procedimento, as culturas foram
padronizadas até a concentracdo de 0,5 na escala de Mc Farland, que corresponde a
108 unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC mL), e posteriormente
diluidas em agua peptonada para uma concentragéo de 10° UFC mL?

As culturas foram inoculadas por esfregacos em placas onde trés discos de
papel de filtro estéril de 6 mm de didmetro foram adicionados a cada placa e 10 pL
das solucdes de extrato foram adicionados aos discos de papel. Os diametros dos

halos foram medidos e o resultado expresso em milimetros (mm).

2.5.2 Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), para cada uma das espécies
bacterianas, foi determinada para o0s extratos que apresentaram atividade
antimicrobiana no teste de Disco de Difusdo de Agar, com aqueles com halo de
didmetro maior que 10 mm.

CIM foi considerada a menor concentracao de extrato que inibiu o crescimento

bacteriano ap6s o periodo de incubacéo.

2.6 Atividade alelopatica

O potencial alelopatico dos extratos das folhas de pitangueira foi avaliado
conforme prescrito pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009), com
modificacdes. Foram realizados testes de germinacdo e comprimento de raizes de
alface (Lactuca sativa cv. Grandsrapids), obtidas comercialmente (Chapecd, Santa
Catarina, Brasil). Para o teste de germinacdo, 25 sementes com 4 repeticoes
bioldgicas por tratamento foram semeadas em placas de Petri (9 cm de diametro). Na
base de cada placa de Petri, foi colocado papel filtro umedecido com quantidade de

extratos equivalente a trés vezes a massa do papel seco. Posteriormente, as placas
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foram levadas a camara de germinacédo a 25°C, com luz branca constante por 5 dias,
guando foram quantificadas as sementes germinadas, aquelas que apresentavam
protrusdo da radicula, expressando os resultados em porcentagem de germinacéo. O
tratamento controle foi realizado substituindo os extratos por dgua destilada. Doze
testes foram realizados utilizando extratos obtidos com diferentes solventes (Al, PLE-
W, PLE-W: E, PLE-E) em trés concentracdes (1, 5 e 10 mg mL™?). Cinco dias ap6s a
germinacao, foi medido o comprimento da raiz e da parte aérea de cada muda, com

0s resultados expressos em cm.

2.7 Projeto Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes
bioldgicas e trés repeticdes analiticas. Cada réplica biolégica € representada por
amostras de folhas, submetidas a quatro condi¢cdes de extracdo. Esta condicdo foi
repetida trés vezes. A andlise estatistica dos resultados experimentais (perfil
fitoquimico e atividade antibacteriana) foi testada por ANOVA one-way e teste post
hoc de Tukey, sendo p < 0,05 considerado uma diferenca significativa na analise pelo
software SAS (versao 8.0). A atividade alelopatica foi testada por ANOVA one-way e
teste post hoc de Dunnett, com p < 0,05 considerado uma diferenca significativa na
analise, software SAS (verséo 8.0). Todos os tratamentos e andlises foram realizados
em triplicata. A analise de correlacdo entre acidos fendlicos, flavondides e taninos com
atividade antibacteriana foi realizada utilizando o software SAS (versdo 8.0). Os
diagramas de Venn foram construidos com dados de perfil fitoquimico usando Venny
1.0 (OLIVEROS, 2015).

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacado de compostos quimicos de extratos de folhas de pitangueira

Os compostos fendlicos foram identificados provisoriamente pela analise de
massas exatas, espectros de MS/MS e férmulas moleculares por HPLC-ESI-MS / MS.
Dentre todos os extratos, 54 compostos foram identificados putativamente (Tabela 1):
42 estavam presentes no Al, 48 no PLE-W, 50 no PLE: W-E e 49 no PLE-E. Doze

eram acidos hidroxibenzdicos (7 compostos) e acidos hidroxicinamicos (5 compostos);
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treze eram flavondides da classe dos flavondides (2 compostos), flavanonas (1
composto), flavonas (1 composto) e flavondis (9 compostos); sete eram taninos
hidrolisaveis e vinte e dois foram classificados como outros compostos (Tabela 1).

A partir dos diagramas de Venn (Figura 1), observou-se que 39 (72,2%) dos
compostos identificados putativamente sdo comuns a todos os extratos, e 6 (11,1%)
sdo comuns aos extratos obtidos por extracdo de PLE. De maneira geral, &
demonstrado que a extragdo por PLE resulta em maior diversidade de compostos
fitoquimicos. Porém, uma diversidade maior era esperada, principalmente devido a
associacdo de pressao, agua e etanol, parcialmente confirmada. Aqui, 27,8% dos
compostos foram detectados diferencialmente entre os extratos (Tabela 1). Por
exemplo, o kaempferol foi identificado exclusivamente no extrato de PLE-W; &cido
daurico exclusivamente em extrato de Al; Acido 4-hidroxibenzdico exclusivamente em
PLE-W: E; e pico numero 49 (Fragransol A ou Fragransina C1) exclusivamente em
extrato de PLE-E.

Os picos numeros 36 (*miricetina), 42 (**quercetina), 44 (*4-
desacetilneosolaniol ou 15-desacetilneosolaniol), 51 (isoleptospermona, ou [4] -
Gingerol, ou [4] -Isogingerol), 52 (*Acido Pyngenic C b), 54 (*Acido Pygenic B b) foram
compostos identificados apenas em extratos obtidos por PLE (PLE-W, PLE-W: E e
PLE-E). Existem trés compostos exclusivamente em PLE-W: E e PLE-E: picos nUmero
12 (*Sanguiin H1, ou Heterophyllin A, ou Tercatain, ou Tellimagrandin 1), 17
(Granatina A ou Casuariin), e 30 (4cido siringico) (Figura 1 e Tabela 1).



Tabela 1. Compostos fendlicos presentes nos extratos das folhas de pitangueira obtidos por infusédo e extracdo com liquido

pressurizado
Ocorréncia
Ndmero . . Férmula [M-H] .
de pico Rt (min)  Classe Descrigdo do composto quimica medido Fragmentos mSigma N PLE. PLE- PLE-
W WE E

Acidos Fendlicos

3 1,9 Acidos Acido daucico C:HsO; 203,0195 . 40,9 - - -
hidroxibenzoicos

7 2,3 Acidos . Acido galico CiHeOs 169,0138 125,0241 (100) 17,2 + o+ + +
hidroxibenzoicos
Acidos * Acido gélico 4-O- (6-galoilglucésido);

13 3.8 hidroxibenzoicos 1,6-di-0-Galoilglicose CaoHz0014 483,0777 65,3 o * *

15 5.0 A_C|dos_ _ acido 4-hidroxibenzoico CH:Os 137,0235 ) 2.6 ) ) + )
hidroxibenzoicos

16 5.1 Acidos acido clorogénico C1H1500 353,0865 - 36,5 + o+ + +
hidroxicinamicos

18 5,6 Acidos acido vanilico CsHsO4 167,0345 - 18,4 + o+ - -
hidroxibenzoicos
Acidos * Acido trans-p-cumarico 4- [apiosil- (1-> 163,0394 (100)

19 57 hidroxicinamicos 2) -glucosideo] CaoHz2601, 457,1347 1100493 31,3) >0 o * *
. . o o

23 6,5 Acidos acido clorogénico C1H1506 353,0871 - 29,4 + o+ + +
hidroxicinamicos
Acidos * Acido 4-p-coumaroilquinico; Acido 3-p-

25 6,8 hidroxicinamicos coumaroilquinico; acido p- Ci6H180s 337,0919 - 48,6 + o+ + +

coumaroilquinico

. . o _

30 7.5 Acidos acido seringico CoHi100s 197,0452 198,0531 21,5 - + +
hidroxibenzoicos

31 7.6 Acidos acido p-cumatrico CoHsOs 163,0399 164,0478 7.3 + o+ + +

hidroxicinamicos
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32 7.6 ﬁf’i?o‘fibenzoicos **Acido elégico C14HeOs 300,9984 - 23,3
Acidos * Acido daucico
hidroxibenzoicos
Flavonoides
9 2,6 Flavanols * Gallocatechin; Epigalocatequina Ci5H1407 305,0660 - 53,9
10 34 Flavanones * |sosakuranetin C12H140g 285,0609 - 38,6
14 4,6 Flavanols ** (+) - Catequina Ci5H1406 289,0715 - 24,5
27 72 Flavonois * Miricetina 3-glucosideo CotHaoOrs 479,0829 21282% 8203?) 67,5
29 7.4 Flavondis ;gg:ﬁi;ﬁig&g;gg?égdo; Miricetina 3- CaoHi1s01s 449,0731 ) 62,1
33 76 Flavondis * Miricetrina CotHaO1z 463,0889 31282;(5) 8802)) 475
34 7.9 Flavonois ggﬁssr?gé?a 3-arabindésido; Quercetina CaoH1:Om1 433,0773 ) 1006
Flavones * Luteolina 7-O-glucosideo 300,0267 (100)
35 8,0 C21H20011 447,0930 301,0338 (61,5) 27,6
151,0022 (2,9)
36 8,2 Flavonois ** Miricetina C15H100g 317,0279 - 17,7
37 8,3 Flavondis ;S:rift‘f:g%7(2(Zaloﬁ‘;f}'c'g'3‘:fjgz')d°) CasH2O16 615,0995 317,0301 (100) 8,2
39 8,6 Flavonois * 2" - Galloylastragalin C28H24015 599,1038 - 77,3
42 9,2 Flavonéis ** Quercetina C1sH1007 301,0346 - 54
47 9,9 Flavondis ** Kaempferol C1sH1006 285,0396 - 10,0
Taninos
5 2,1 Taninos hidrolisaveis *** Taninos (taninos hidrolisaveis) C7H2,015 633,0736 300,9982 (100) 13,9

275,0189 (38,6)
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Taninos hidrolisaveis

*** Taninos (taninos hidrolisaveis)

249,0393 (31,7)
633,0733 (13,0)

633,0729 (100)

8 2,5 Ca4H26023 801,0790 300,9976 (67,3) 98,8
614,0529 (48,3)
Taninos hidrolisaveis *** Taninos (taninos hidrolisaveis) 765,0573 (100)
300,9977 (66,5)
11 3,4 C34H2402, 783,0688 169,0127 (43,8) 38,9
273,0027 (40,7)
275,0183 (38,8)
12 37 Taninos hidrolisaveis Sa}nguun H:_L; Heterofilina A; Tercatain; ST 785,0838 ) 77.4
Tellimagrandin |
17 55 Taninos hidrolisaveis * Granatin A; Casuariin C34H2402, 783,0682 - 53,1
20 6,0 Taninos hidrolisaveis * Tellimagrandin I; Sanguiin H1 C3sH26022 785,0845 - 100,2
24 6.7 Taninos hidrolisaveis pllactona dq aqdo sangylssorblco, CotHioOrs 469,0051 ) 18,1
Dilactona de &cido valoneico
Outros compostos
1 1,8 Acido organico * Acido malico C4HeOs 133,0144 115,0043 (100) 12,3
5 1.9 Acido benzéico l—O—Ga'I0|Ifrutos'e;‘ Gala,tc? de 4-glucosil; CasH1s010 331,0667 ) 385
3-glucosideo de acido gélico
4 2,0 Acido quinico * Acido quinico C/H1,06 191,0562 191,0564 (100) 15,5
6 2,1 Acido quinico * Theogallin C14H16010 343,0670 - 47,3
21 6.4 Glicosideos de acil 1-Hexanol arabinosilglucosideo CiHe2010 395,1916 . 62.4
graxo
Glicosideos de acil * 2- [4- (3-Hidroxipropil) -2-metoxifenoxi]
graxo -1,3-propanodiol 1-xilosideo; Glicésido )
22 6.5 de acido 11-hidroxiasménico; Glicosideo CisHzs0s 387,1660 57,2
de acido 7-epi-12-hidroxiasménico
26 6.9 Glicosideos de acil Bernenin; 2-Succinil-5-enolpiruvil-6- CuaHisOs 327.0716 . 216

graxo

hidroxi-3-ciclohexeno-1-carboxilato
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28

38

40

41

43

44

45

46

48

49

50

51

52

7,3

8,5

8,7
8,9

9,4

9,5

9,6

9,7

10,1

10,1

10,3

10,5

10,8

Compostos O-glicosil

Estilbeno glicosideos
ou flavonoides
metilados

Quassinoides
Diterpendides
Acidos esteréides

Sesquiterpendides

Lactonas terpénicas ou

benzofuranos

Acidos linedlicos e
derivados

Acidos graxos de
cadeia longa

7,7'-epoxilignanos
Tetrahidrofuranos ou

cetoacidos de cadeia
média e derivados

Metoxifendis ou
Eudesmanolidos

Prenol lipidios
(triterpendides)

* |cariside D1; Primeverosideo de
feniletil; Alcool benzilico beta-D-
rutinésido

* Rhapontin; 2 ', 4, 6'-
Trihidroxididrocalcona 4'-glucosideo

* Glaucarubina
* Bacatina lll; Xylocarpus A
* Crispolide; Vulgarolide

* 4-desacetilneosolaniol; 15-
desacetilneosolaniol

Tatridin B; Umbelifolida

* (9R, 10S, 127) -9,10-Diidroxi-8-0x0-12-
octadecendico acido

* Acido corchorifatty F
*9,12,13-TriHOME; 9,10,13-TriHOME;
Acido pinélico

* Fragransol A; Fragransin C1

* 4-Acetoxi-2-hexiltetra-hidrofurano;
Acido 3-oxododecanoico

* |soleptospermone; [4] -Gingerol; [4] -
Isogingerol

C19H28010

C21H2409

Ca5H26010
Ca1Hzg011

C15H2005

C17 H24O7

C15H2004

C1gH3,05

C18H3405

C21H2606

C12H203

C1sH204

C3oHag0s

415,1612

419,1347

495,2227
585,2343

279,1226

339,1437

263,1284

327,2173

329,2329

373,1652

213,1486

265,1437

503,3379

257,0809 (100)
121,0285 (39,5)
153,0546 (32,6)
111,0441 (14,5)
213,0909 (12,1)

219,1384 (100)
163,0754 (30,3)
190,0995 (29,3)
125,0231 (31,0)

211,1329 (100)
171,1015 (64,7)
229,1435 (47,6)
327,2165 (27,3)

39,5

78,3

61,8
85,2

38,6

38,0

47,1

67,6

48,7

67,6

26,7

44,8

16,4
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53 11,0 Gama butirolactonas * Acido Pyngenic C b C17H2205 305,1392 - 49,3 + o+ + +

54 11,6 * Proazuleno; Naematolona C30H4505 487,3429 25,6 - + + +

Nimero de Pico = os compostos foram ordenados pelo tempo de retencédo; RT: tempo de retencdo (minutos); mSigma = mSigma, ajuste entre o padrédo
isotépico medido e tedrico (quanto menor o valor de mSigma, melhor a correspondéncia isotopica); * compostos putativamente identificados (pelo nome do
omposto); ** compostos identificados (por padrao de composto); *** putativamente identificado por classe; + presente; - ausente.
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PLE-W PLE-W:E

Kaempferol Acido 4-hidroxibenzoico

Taninos hidrolisaveis (2 compostos)

Acido Acido siringico

Vanilico

Qutros compostos
Acido Daucico

Miricetina
Quercetina
Qutros compostos (4 compostos)
39
(72.2%) .
Outros Acidos hidroxibenzoicos (3 compostos)
Compostos

Acidos hidroxicinamicos (5 compostos)
Flavanéis (2 compostos)

Flavanonas (1 composto)

Flavonéis (6 compostos)

Flavones (1 composto)

Taninos hidrolisaveis (5 compostos)
Outros compostos (16 compostos)

Figura 1. Diagrama de Venn dos compostos putativamente identifcados de extratos de folhas de pitangueira. Al: infusdo aquosa, PLE-W: extracao por liquido
pressurizado com agua; PLE-W:E: extracao por liquido pressurizado com agua e etanol; PLE-E: extragcéo por liquido pressurizado com etanol
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3.2 Quantificacdo de acidos fendlicos, flavonoides e taninos dos extratos de
folhas de pitangueira

Com base na analise dos acidos fendlicos e flavonoides por LC-MS / MS, pode-
se observar que, dependendo do solvente utilizado, houve diferenca na concentracéo
dos compostos. Em geral, os acidos fenolicos detectados em maior concentracao
foram o acido gélico, o acido siringico, o acido clorogénico e o 4cido trans-p-cumarico
4- [apiosil- (1-> 2) -glucosideo] (Tabela 2). Para o acido gélico, a maior concentracdo
esteve presente no PLE-E (410,37 ug g*) e no PLE-W:E (345,58 ug g1); para o acido
siringico a maior concentracdo foi no PLE-W (258,58 ug g?), seguido do PLE-E
(194,36 ug gt) e PLE-W: E (191,12 ug g1); para o acido clorogénico e acido trans-p-
cumarico 4- [apiosil- (1-> 2) -glucosideo] a maior concentracdo foi encontrada para
PLE-W (258,58 e 154,48 ug g, respectivamente). Por outro lado, em concentracdes
mais baixas foram detectados o &cido vanilico (20,78 ug g* em PLE-W a 0,04 pg g+
em Al), acido p-cumarico (5,59 ug g em PLE-W: E a 0,12 ug g* em Al) e o acido
elagico (32,62 ug gt em PLE-W: E a 0,22 ug g* em Al) (Tabela 2).

Para os flavonoides, o composto identificado putativamente como Quercetina
7- (6 "- acetilglucosideo) ou Quercetina 3-(2-galoilglucosideo) foi encontrado em maior
concentracdo nos extratos obtidos com PLE (265,15 pug g* no PLE- E, seguido de
PLE-W e PLE-W:E (235,90 e 243,35 ug g, respectivamente) (Tabela 2). O segundo
flavonoide encontrado em maior concentragéo foi a miricetrina no PLE-W (195,15 ug
g1), seguido por PLE-E (175,99 ug g1) e PLE-W:E (147,88 ug g*. O terceiro composto
encontrado em maior concentracdo foi o Luteolina 7-O-glucosideo (identificado
putativamente) no PLE- W (139,82 ug g*). Os compostos identificados putativamente
com Galocatequina ou Epigalocatequina, Isosacuranetina, Miricetina 3-glucosideo, 2
" - Galoilastragalina também foram encontrados em concentracées mais elevadas no
PLE-E (88,80, 63,98, 46,18, 38,12 ug g, respectivamente) (Tabela 2).
Dentre os flavonoides, a catequina foi 0 composto encontrado em maior concentragao,
com destague para o extrato obtido pelo PLE-W (35,66 ug g1), seguido pelo PLE-E
(24,57 ug gl). Para a miricetina e quercetina, as maiores concentracdes foram no
PLE-E (16,71 e 4,90 ug g1, respectivamente), e o Kaempferol foi detectado apenas
no PLE-W (1,97 ug g') (Tabela 2).

Para a classe de taninos, os compostos identificados putativamente pela

classe, numero 5 e 8 (Tabela 2), foram encontrados em concentragdes mais elevadas



87

(nimero 5: 316,37 ug gt no PLE-W: E e 313,06 pug g* no PLE-E, e o niimero 8: 113,06
ug g! em PLE-W:E e PLE-E, respectivamente). Os compostos identificados
putativamente por dilactona de acido sanguisorbico ou dilactona de &cido valoneico e
Tellimagrandina | apresentaram 127,72 e 11252 pg g! em PLE-W:E,
respectivamente.

Os resultados indicam que, para os acidos fendlicos, o PLE-W:E foi o extrato
gue apresentou a maior quantidade total dessa classe de compostos (1.034,37 ug g
1), seguido pelo PLE-E (876,34 ug g*) e PLE -W (566,45 ug g1), e o Al foi o método
que extraiu a menor quantidade desses compostos (7,98 ug gt). Para os flavonoides,
0 extrato com maior concentracdo total de compostos foi o PLE-E (895,02 ug g3),
seguido pelo PLE-W (845,67 ug g*) e PLE-W:E (651,27 ug g1), e Al extraiu a menor
concentracdo de compostos (16,76 pug g'). Para os taninos, a mistura de solventes
proporcionou maior concentracéao desta classe de compostos (PLE-W: E 853,58 ug g
1), sequido de PLE-E (788,31 ug gt), PLE-W (402,82 ug g*) e a menor quantidade foi
em Al (6,58 ug g1).



Tabela 2. Quantificacédo de acidos fendlicos, flavonoides e taninos de extratos de folhas de pitangueira obtidos por infuséo e
extracdo com liquido pressurizado

Pitangueira leaf extracts

0,00

’ Compounds Al PLE-W PLE-W:E PLE-E
Acidos Fendlicos (ug g1)
3 * 4cido daurico (1) 0,35+0,00 a nd nd nd
. e
7 ** acido galico () 1,76 + 0,01 38,57 + 0,47 3455'55;3 * b 41037+334 a
13 * 4cido galico 4-0- (6-galoilglucdsido); 0,26 + 0,00 d 36,89+0,18 b 2249+023 c¢ 3936+0,49 a
1,6-di-O-Galoilglicose nd nd 4,18+0,02 a nd
1,6-digaloil-beta-D-glucopiranose 331+001 d 25(;3'55;3 * a 193'515- * c 194,36+0,66 b
15 ** 3cido 4-hidroxibenzoico (2) 0,04+0,02 b 20,78+1,41 a nd nd
*% A~ aAni
16 ** Acido clorogénico (3) 119005 d o a4 8839:243 ¢ 11082$099 a
18 ** 4cido vanilico (4) 0,24+0,00 d 19,02+026 a 351027 «c¢ 759+004 b
19 * Acido trans-p-cumarico 4- [apiosil- (1-> 2) -glucosideo] (6) 049+002 d 21,12+0,12 a 1590+0,36 ¢ 1849+043 b
23 * acido clorogénico (3) nd 401+006 ¢ 32499+125 a 7264%+042 b
25 * 4cido 4-p-coumaroilquinico; Acido 3-p-coumaroilquinico; 0,12+0,00 ¢ 514+028 ab 559+0,02 a 464%+002 b
Acido p-coumaroilquinico (6) 022+000 d 786%x014 ¢ 32,62+001 a 1807002 b
Total 7,98 566,45 1,034,37 876,34
Flavonoides (ug g 1)
9 * Galocatequina; Epigalocatequina (8) 0,73 + 0,01 d 3141+027 b 878+015 ¢ 8880+083 a
10 * isosacuranetina (8) 0,77 £ 0,04 d 57,75+126 b 4546+184 c 6398+1,22 a
14 ** (+) - Catequina (8) 0,35+ 0,01 d 3566+0,11 a 411+0,00 ¢ 2457+0,15 b
27 * Miricetina 3-glucosideo (9) 1,14 + 0,02 d 4059+0,37 b 3262+027 c¢ 46,18+0,25 a
29 * Miricetina 3-arabindsido; Miricetina 3-arabinofuranosideo (9) 0,75+ 0,01 d 23,03+0,28 b 19,24+044 ¢ 2650%+0,23 a
33 * Miricetrina (9) 577 + 195,15 + 147,88 +
0.10 d 052 a 0.56 c 17599+183 b
34 * Quercetina 3-arabindsido; Quercetina 3-xilosideo (10) 0,50 + d 3609+039 a 2214+031 c 3044035 b



35 * Luteolina 7-O-glucosideo (10)

139,82 +
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2,69+ 0,04 d 0.75 a 8490+083 c¢ 11368+236 b

36 ** Miricetina (9) nd 5,59+ 0,01 c 11,14+0,02 b 16,71+£0,03 a
37 * Quercetina 7- (6 "' - acetilglucdsido); Quercetina 3- (2- 243.35 + 235.90 +

78 £ 0,1 ' ' 265,15+1,2
galoilglucosideo) (10) 3,78+0,10 ¢ 0,91 b 2,94 b 26515%1,25 a
39 * 2" - Galoilastragalin (10) 0,28 £ 0,01 c 3335%x0,20 b 3461+062 b 3812+0,18 a
42 ** Quercetina (10) nd 1,91+0,01 C 449+0,08 b 4,90 £ 0,06 a
47 ** Kaempferol (11) nd 1,97+0,00 a nd nd
Total 16,76 845,67 651,27 895,02

Taninos
5 *** Taninos (taninos hidrolisaveis) (8) 148,07 = 316,37 + 313,06 +
4,20 £ 0,03 c 261 b 9,60 16,45 a

8 *** Taninos (taninos hidrolisaveis) (8) 114+002 ¢ 113,06 + a 113,06 £ a 9208+193 b

e 4,42 4,42 e
11 *** Taninos (taninos hidrolisaveis) (8) nd nd 86,21+157 a 83,12+1,75 a
12 * Sanguiin H1; Heterofilina A; Tercatain; Tellimagrandin | (8) 0,49 £ 0,00 d 73,20+0,37 b 44,14+047 c¢ 7820%+098 a
17 * Granatina A; Casuariin (8) nd nd 5356+0,35 a 3292+114 b
20 * Tellimagrandin I; Sanguiin H1 (8) 049+001 d 5232+152 ¢ 112,52 + a 10350+141 b

1 - 1 1 - 1 2,88 1 - 1
24 * dilactona do acido sanguisorbico; Dilactona de acido valoneico (8) 026+000 d 1617+059 ¢ 1227,1772 t 8543+200 b
Total 6,58 402,82 853,58 788,31

Valores expressos em pg g1; média £ erro padrdo; nd: ndo detectado; médias seguidas pelas mesmas letras dentro de uma linha ndo diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Al: infusdo aquosa, PLE-W: extragdo liquido pressurizado com agua, PLE-W: E: extracao liquido pressurizado com agua e etanol, PLE-E:
extracdo liquido pressurizado com etanol. * compostos identificados putativamente; ** compostos identificados por padrdo de composto; *** compostos
identificados putativamente por classe. Quantificagdo: pg acido galico (*) g; ug acido 4-hidroxibenzdico (2) g*; ug Acido clorogénico (3) g%; ug Acido vanilico
(4) g%; pg Acido sirinico g (5); ug de acido p-cumarico g* (6); ug de acido elagico gt (7); ug (+) - Catequina g (8); ug Miricetina g (9); ug Quercetina g1 (10);

ug Kaempferol g2 (11)
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3.3 Atividade antioxidante de extratos de folhas de pitangueira (ensaio de
levedura, TBARS e ROS)

Pelo teste antioxidante com leveduras, se verificou que a aplicacéo de agente
oxidante (H202 50 mM) em células que foram cultivadas sem extratos, resultou na
letalidade de 77% das células. Somente 23% das células se mantiveram viaveis ap0s
o tratamento com H202 50 mM (Figura 2.A, 2.B, 2.C e 2.D). Quando as leveduras
foram cultivadas em presenca de antioxidantes como acido L-ascorbico, quercetina
ou kaempferol, todos na concentracdo de 100 pg mL?, a sobrevivéncia média foi de
72%. Esse achado era esperado, ja que se trata de leveduras sensiveis a oxidacao e
o cultivo das células em meio com presenca de antioxidantes previne a mortalidade
das leveduras. Em funcéo desse resultado, passou-se a testar os extratos de folhas
de pitangueira em concentragdes variando de 25 pg mL* a 250 pg mL™.

Como resultados dos testes com 0s extratos na protecdo das leveduras, de
modo geral, se observou que todos protegeram as leveduras da acéo do H202, e essa
resposta foi concentracdo-dependente, dentro de certos limites, para cada extrato; na
concentragdo de 100 pg mL* todos os extratos geraram uma protecdo similar aquela
proporcionada pelos antioxidantes acido L-ascoérbico, quercetina e kaempferol. Para
o extrato Al as concentragGes 125, 150, 175 e 200 pg mL?! geraram protecéo
equivalente aos antioxidantes citados (Figura 2.A). Os demais extratos apresentaram
maiores niveis de protecdo em comparacdo aos padrbes de AA, Q e K, em
concentracbes de 125, 150, 175 e 200 ug mL* para o PLE-W (Figura 2.B); 125, 150
e 175 pg mL! para o PLE-W:E (Figura 2.C), e 125, 150 e 175 pug mL* para o PLE-E
(Figura 2.D), sendo que entre essas concentracdes, em cada extrato, nao
apresentaram diferenca significativa entre si. As concentragées abaixo de 75 ug mL?
para o Al, 50 ug mL? para PLE-W, PLE-W:E e PLE-E, e acima de 225 pg mL! para Al
e PLE-W, e de 250 ug mL* para PLE-W:E e PLE-E resultaram em menor protecédo as
leveduras.

Mais detalhadamente, todos os extratos, ja na concentragdo de 25 pg mL?
proporcionaram protecéo das leveduras frente ao agente oxidante. Por exemplo, com
o cultivo em presenca dos extratos em média 50% das leveduras sobreviveram com
essa concentracdo. Esse nivel de sobrevivéncia subiu para 59%, com 50 pug mL?,
para 67% com 75 pug mL*?, para 84% com 100 pug mL?, e estabilizando-se em 125,

150 e 175 pg mL?, com aproximadamente 88% de células sobreviventes. Esse
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comportamento foi similar em todos os extratos, apenas variando os valores de
sobrevivéncia e os valores maximos. Nesse particular, os 76% maximos de
sobrevivéncia com o extrato Al foi com concentragdo de 125 ug mL™*, com o extrato
PLE-W foi 98% na concentragdo 175 pg mLt, com o extrato PLE-W:E foi de 102% na
concentragdo de 150 pg mL* e com o extrato PLE-E foi de 91% na concentracéo de
175 pug mL2. Por fim, se verificou que, a partir da concentragdo de 200 a 250 pug mL"
1, houve maior letalidade de células. Observa-se que para a concentracdo de 200 g
mL-teve 77% de sobrevivéncia celular, para 225 pug mL* teve 63% e para 250 pug mL-
L apresentou 52%, o que indica uma reducéo da sobrevivéncia da levedura nessas
concentracdes (Figura 2.A, 2.B, 2.C e 2.D).

Quando comparado cada extrato, na mesma concentracdo, observa-se que 0s
extratos obtidos com PLE apresentaram melhores resultados para as concentracoes
de 125, 150 e 175 pg mL™?, sendo que na concentracéo de 125 ug mL™* o extrato PLE-
W:E proporcionou maior sobrevivéncia celular para Saccharomyces cerevisiae (Figura
2.E).

Para TBARS observa-se que para o Al, a infusdo em todas as concentracoes
testadas (25, 50, 100 e 250 pug mL?) ndo teve diferenca significativa quando
comparado com o IC, apenas padrdo de acido ascoérbico apresentou efeito protetor as
células (p 2 0.001). Para o PLE-W quando comparado o IC com 25, 100 e 250 pg mL"
!, observa-se que o extrato nessas concentracdes protegeu as células (p = 0.001),
assim como para IC comparado a concentracédo de 50 ug mL* (p =2 0.01). Todas as
concentracbes testadas tiveram efeito protetor. Quando comparado entre as
concentracdes, observa-se que nao apresentam diferenca significativa entre si, o que
indica que pode ser utilizado a menor concentracéo testada (25 pg mLt). Para o PLE-
W:E, apenas as concentragées de 50, 100 e 250 ug mL foram eficientes (p 2 0.05, p
2 0.01 e p 20.001, respectivamente). Quando comparado as entre as concentragoes,
nao teve diferenca significativa, ou seja, pode ser utilizada a concentracdo de 50 ug
mL1. Para o PLE-E, todas as concentragdes testadas (25, 50, 100 e 250 ug mL™)
comparadas com o IC, tiveram atividade antioxidante (p 2 0.001), sendo que, entre as
concentracbes do extrato ndo apresentaram diferenca significativa, indicando que a
concentracdo de 25 ug mL™* é téo eficiente quando as concentracdes mais altas.

Para ROS, todos os extratos (Al, PLE-W, PLE-W:E e PLE-E), em todas as
concentragées testadas (25, 50, 100 e 250 pg mL?) quando comparados com o IC

group apresentaram efeito protetor as células (p = 0.001). Para o Al, quando
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comparado as concentragées, 250 ug mL* apresentou melhor resultado. Para o PLE-
W, PLE-W:E e PLE-E as diferentes concentracdes de extratos ndo apresentaram
diferenca significativa entre si, o que indica que em 25 ug mL? apresenta bons
resultados para ROS.
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Figura 2. Atividade antioxidante dos extratos de folhas de pitangueira (ensaio de levedura da S.
cerevisiae). A: para |A; B: para PLE-W; C: para PLE-W: E; D: Para PLE-E; E: ensaio de levedura para
todos os extratos em cada concentracao.

Al: infusdo aquosa, PLE-W: extracdo liquido pressurizado com &gua, PLE-W: E: extrac&o liquido
pressurizado com agua e etanol, PLE-E: extracao liquido pressurizado com etanol. Valores expressos
em média + desvio padrdo (n = 3) por by one-way ANOVA e Tukey post hoc test: *** p <0,001 em
comparacao ao grupo C (controle); ** p <0,01 em comparacao ao grupo C. * p <0,05 em comparac¢ao
ao grupo C. ### p <0,001 em comparacgédo ao grupo IC (controle induzido). ## p <0,01 em comparacgao
ao grupo IC. # p <0,05 em comparacao ao grupo IC. AA: acido ascorbico; Q: quercetina; K: kaempferol
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Figura 3. Atividade antioxidante dos extratos de folhas de pitangueira. A: TBARS, B: ROS. Al: infusédo
aquosa, PLE-W: extracéo liquido pressurizado com &gua, PLE-W: E: extra¢&o liquido pressurizado com
agua e etanol, PLE-E: extragédo liquido pressurizado com etanol. Valores expressos em média + desvio
padrdo (n = 3) por one-way ANOVA e Tukey post hoc test: *** p <0,001 em comparagéo ao grupo C
(controle); ** p <0,01 em comparagédo ao grupo C. * p <0,05 em comparacao ao grupo C. ### p <0,001
em comparacdo ao grupo IC (controle induzido). ## p <0,01 em comparacédo ao grupo IC. # p <0,05 em
comparacao ao grupo IC. AA: acido ascorbico; Q: quercetina; K: kaempferol

Tabela 3. Atividade antibacteriana de extratos de folhas de pitangueira pelo Método
de Difusdo de Disco e Concentracéo Inibitéria Minima

Al PLE-W PLE-W:E PLE-E
Cl
Halo Cl Halo Cl Halo Cl Halo M
M M M
Cepa Gra de (m de (m de (m de (m
Bacteriana ~ m  inibicd 9 inibicd ‘9 inibica ‘9 inibica g
mL mL mL i
o (mm) 1) 0 (mm) 1) o (mm) 1) o (mm) mL
D)
Staphylococcu 195+ 12, 205+ 12, 21,0+ 62
S aureus * 07a 5 o07a 5 14a 5 =10 nd
ATCC 25923 ’ ' ’
Listeria
monocytogene + <10 nd <10 nd 1?)’%1 15’ <10 nd
s Scott A '
Enterococcus
faecalis + <10 nd <10 nd <10 nd <10 nd

FAIR (E77)
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Enterococcus
faecium FAIR + <10 nd <10 nd <10 nd <10 nd
(E178)
Pseudomonas
aeruginosa - 136‘%1 152' <10 nd <10 nd <10 nd
ATCC 9027 :
Escherichia
coli ATCC - <10 nd <10 nd <10 nd <10 nd
25922
Salmonella
enteritidis - <10 nd <10 nd <10 nd <10 nd
ATCC13076
SAthgalg%Xzez” <10 nd <10 nd <10 nd <10 nd

Nd: ndo detectado; médias seguidas pelas mesmas letras dentro de uma linha néao diferem pelo teste
de Tukey (p < 0,05). Al: infusdo aquosa, PLE-W: extra¢do com liquido pressurizado com agua, PLE-W:
E: extragdo com liquido pressurizado com agua e etanol, PLE-E: extracdo com liquido pressurizado
com etanol; +: Gram-positivo; -: Gram-negativo.
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Namero | Staphylococcus Staphylococcus Listeria Listeria Pseudomonas Pseudomonas
do pico aureus ! aureus? monocytogenes ! monocytogenes 2 aeruginosa ! aeruginosa 2
3 0,22 0,52 -0,33 -0,33 1,00* 1,00*

7 -0,59 -0,94* 0,46 0,46 -0,62 -0,62
13 -0,46 -0,52 -0,08 -0,08 -0,90 -0,90
15 0,41 -0,17 1,00* 1,00* -0,33 -0,33
16 -0,09 -0,29 0,17 0,17 -0,95 -0,95*

18 0,35 0,52 -0,33 -0,33 -0,33 -0,33
19 -0,14 -0,23 -0,003 -0,003 -0,90 -0,90
23 0,04 0,17 -0,33 -0,33 -0,59 -0,59
25 -0,22 -0,40 0,13 0,13 -0,97* -0,97
30 0,21 -0,38 0,97* 0,97* -0,43 -0,43
31 -0,08 -0,44 0,45 0,45 -0,98* -0,98
32 -0,92 -0,61 0,85 0,85 -0,68 -0,68
9 -0,92 -0,78 -0,39 -0,39 -0,53 -0,53
10 -0,42 -0,57 0,08 0,08 -0,96* -0,96*
14 -0,29 -0,09 -0,47 -0,47 -0,62 -0,62
27 -0,44 -0,59 0,08 0,08 -0,96* -0,96*
29 -0,43 -0,60 0,10 0,10 -0,96* -0,96*
33 -0,25 -0,43 0,12 0,12 -0,97* -0,97*
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35
36
37
39
42
47

11
12
17
20
24
Stap?
Stap?
List?
List?
Pseut

Pseu?
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-0,26 -0,35 -0,001 -0,006 -0,93 -0,93
-0,23 -0,33 -0,004 -0,004 -0,92 -0,92
-0,69 -0,94* 0,25 0,25 -0,77 -0,77
-0,31 -0,58 0,26 0,26 -0,99* -0,99*
-0,32 -0,61 0,30 0,30 -0,99* -0,99*
-0,50 -0,87 0,48 0,48 -0,81 -0,81
0,35 0,52 -0,33 -0,33 -0,33 -0,33
-0,42 -0,82 0,53 0,53 -0,85 -0,85
-0,03 -0,37 0,41 0,41 -0,98* -0,98*
-0,47 -0,89 0,59 0,59 -0,57 -0,57
-0,46 -0,52 -0,09 -0,09 -0,90 -0,90
-0,19 -0,72 0,80 0,80 -0,54 -0,54
-0,36 -0,79 0,58 0,58 -0,85 -0,85
-0,21 -0,73 0,78 0,78 -0,63 -0,63
1 0,81 0,41 0,41 0,22 0,22
1 -0,17 -0,17 0,52 0,52
1 1,00* -0,33 -0,33
1 0,33 0,33
1 1,00*

1

* Coeficientes de correlagdo linear de Pearson significativos a 5% de probabilidade de erro; Ordem do nimero de pico de acordo com o tempo de retengdo da Tabela 1; Peak
number 3: Daucic acid; 7: Gallic acid; 13: Gallic acid 4-O-(6-galloylglucoside); 15: 4-Hydroxybenzoic acid; 16: Chlorogenic acid; 18: Vanillic acid; 19:trans-p-Coumaric acid 4-
[apiosyl-(1->2)-glucoside]; 23: Chlorogenic acid; 25: 4-p-Coumaroylquinic acid; 30: Syringic acid; 31: p-Coumaric acid; 32: Ellagic acid; 9: Gallocatechin or Epigallocatechin; 10:
Isosakuranetin; 14: (+)-Catechin; 27: Myricetin 3-glucoside; 29: Myricetin 3-arabinoside; 33: Myricetrin; 34: Quercetin 3-arabinoside; 35: Luteolin 7-O-glucoside; 36: Myricetin; 37:
Quercetin 7-(6"-acetylglucoside); 39: 2"-Galloylastragalin; 42: Quercetin; 47: Kaempferol, 5: Hydrolyzable tannins; 8: Hydrolyzable tannins; 11: Hydrolyzable tannins; 12: Sanguiin
H1; 17: Granatin A; 20: Tellimagrandin |; 24: Sanguisorbic acid dilactone. Staphylococcus aureus! (halo de inibicdo: mm); Staphylococcus aureus? (CIM mg mL); Listeria
monocytogenes! (halo de inibigdo:mm); Listeria monocytogenes 2 (CIM mg mL™); Pseudomonas aeruginosa * (halo de inibigdo: mm); Pseudomonas aeruginosa? (CIM mg mL1).
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3.4 Atividade antibacteriana de extratos de folhas de pitangueira

Para a atividade antibacteriana (Tabela 3) observa-se que das bactérias
estudadas, Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-positivo) foi o que sofreu a
maior inibicdo quando foram aplicados extratos de PLE-W: CIM de 6,25 mg mL*
seguido por PLE-W e Al com CIM de 12,50 mg mL™?, respectivamente. Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 (Gram-negativa) e Listeria monocytogenes Scott A (Gram-
positiva) também foram afetadas pela presenca dos extratos. Enterococcus faecium
FAIR (E178) (Gram-positivo), Enterococcus faecalis FAIR (E77) (Gram-positivo),
Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativo), Shigella flexeri ATCC 12022 (Gram-
negativo) e Salmonella enteritidis ATCC13076 (Gram- negativa) nado foram afetados
pela presenca dos extratos. Com excecao de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
(Gram-negativa), os extratos de folhas de pitangueira demonstraram maior atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas.

A analise de correlacdo de Pearson foi realizada entre a concentragédo de
acidos fendlicos, flavondides e taninos presentes nos extratos de folhas de pitangueira
e a CIM desses extratos frente aos microrganismos testados (Tabela 4). Houve uma
correlacdo negativa significativa entre a concentracdo de acido galico (-0,94),
compostos de miricetina (-0,94) com a CIM contra Staphylococcus aureus ATCC
25923. Houve também uma correlacao negativa significativa entre a concentracdo de
acido clorogénico (-0,95), Isosakuranetin (-0,96), Miricetina 3-glucosideo (-0,96 *),
Miricetina 3-arabinosideo (-0,96), Miricetrina (-0,97), Quercetina 7- (6 " -
acetilglucosideo) (-0,99), 2 " -Galoilastragalina (-0,99) e Taninos Hidrolisaveis (-0,98)
com CIM contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, indicando que a atividade
antimicrobiana é diretamente proporcional a concentracdo desses compostos nos
extratos. Entre a concentracdo de acido hidroxibenzoico (1,00) e &cido singarico (0,97)
com CIM contra Listeria monocytogenes Scott A e acido Daucic (1,00) com
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, notou-se correlacdo positiva significativa,
indicando que 0 aumento na concentracdo destes compostos reduz a atividade

antimicrobiana.

3.5 Atividade alelopética
A germinacdo das sementes de alface foi reduzida apenas na presenca de

PLE-W nas concentracdes de 5 e 10 mg mL* (Tabela 5 e Figura 4). Houve reducéo
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do desenvolvimento radicular em todos os extratos e nas trés concentracdes testadas
(1, 5 e 10 mg mL1), quando comparadas ao padrdo, mostrando que a presenca dos
extratos influenciou no crescimento das raizes. Nas concentragées de 1 e 5 mg mL™,
o0 extrato de PLE-E apresentou menor atividade alelopatica, seguido de IA. O PLE-W
e o PLE-W:E, por outro lado, tiveram comportamento semelhante e influenciaram mais
na reducdo do tamanho da raiz, indicando maior acdo alelopatica. Porém, na
concentracdo de 10 mg mL?, apenas o PLE-W: E teve maior acédo alelopatica,
apresentando menor tamanho de raiz.

Em relacdo ao desenvolvimento da parte aérea, observou-se que nas
concentracdes de 1 e 5 mg mL%, todos os extratos apresentaram comportamento
semelhante. No entanto, a 10 mg mL, PLE-W e PLE-E mostraram maior atividade

alelopética seguido por PLE-W: E. Al teve a menor influéncia.

Tabela 5. Atividade alelopatica de extratos de folhas de pitangueira obtidos por
infuséo e extracdo com liquido pressurizado

Germinacéo (%) Medida da Raiz (cm)  Medida parte aérea (cm)

Extratos 1 mgmL? 5mg mL? 10mgmL* 1mgmL! 5mgmL? 10mgmL? 1mgmL! 5mgmL? 10mgmL?

Al 100,00 aA 99,00 Aa 99,50 abA 0,98 bA 0,44 bB 0,35 abB 0,44 aC 0,60 aB* 0,77 aA
PLE-W 99,50 aA 96,00 bB* 94,00 cB*  0,33cAB 0,28 ¢cB 0,44 aA 0,47 aA 0,54 aA 0,39 cB
PLE-W:E 99,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 0,30 cA 0,32 cA 0,28 bA 0,45 aB 0,53 aA 0,53 bA
PLE-E 100,00 aA 100,00 aA 97,00 bB 1,13 aA 0,62 aB 0,42 aC 0,43 aB 0,55 aA 0,44 cB
Média 99,83 2,12 0,65
Cv 2,10 15,15 10,34

As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas em uma linha (concentracées) e letras mindsculas
em uma coluna (extrato) ndo diferem no teste de Dunnett (p < 0,05). As amostras identificadas com *
diferem do padrao e ** ndo diferem do padréo no teste de Dunnett (p < 0,05). As amostras identificadas
com * diferem do padréo no teste de Dunnett (p < 0,05).
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Extrato das folhas da Pitangueira (0.1 % va)

O T

Extrato das folhas da Pitangueira (0.5 % wi/v)

BE 1o =

Extrato das folhas da Pitangueira (1.0 % w/v)

B 1o =1

Figura 4. Atividade alelopatica de extratos de folhas de pitangueira em alface; A) Aplicacdo de 1 mg
mL* de extrato de folhas de pitangueira em alface; B) Aplicacao dos extratos de folhas de pitangueira
5 mg mL* em alface; C) Aplicacao dos extratos de folhas de pitangueira 10 mg mL-* em alface. Controle:
alface sem extrato de folhas de pitangueira. Al: infusdo aquosa, PLE-W: extracdo com liquido
pressurizado com agua, PLE-W: E: extracdo com liquido pressurizado com agua e etanol, PLE-E:
extracdo liquido pressurizado com etanol
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4. Discussao

4.1 Os extratos de folhas de pitangueira sdo ricos em &cidos fendlicos e
flavonoides, e geraram atividade antioxidante para ensaio de leveduras, TBARS
e ROS

Os compostos encontrados nesse trabalho corroboram estudos anteriores
realizados com extratos de folhas de pitangueira, que mostram a presenca de &cido
galico, acido elégico, miricetina e quercetina (SOBEH et al., 2019; MEIRA et al., 2020).
Outras espécies da familia Myrtaceae também possuem &cidos fendlicos e
flavonoides encontrados neste trabalho, sendo que nos frutos de araca foram
detectadas quantidades de 7,4 a 34,1 ug g* de acido galico, 53,8 ug g* de acido
vanilico, 6,4 a 27,2 ug g* de &cido elagico, 168,7 a 229,3 ug g* de catequina, e
também foram encontradas miricetina, quercetina e derivados do acido p-cumarico
(MALLMANN et al., 2020). No entanto, usando a extracdo de PLE, a diversidade e a
concentracdo de compostos foram aumentadas. O extrato que gerou a maior
concentracdo de &cidos fendlicos foi o extrato PLE-W:E; esse comportamento foi
semelhante ao observado em estudo anterior desenvolvido por nosso grupo de
pesquisa, no qual a mistura entre agua e etanol gerou maior extracdo de compostos
fendlicos em extratos foliares de aracazeiro (ZANDONA et al., 2020). O estudo
realizado por Venkatesan, Choi, & Kim (2019) mostra que misturas de solventes
aguosos como agua e etanol sdo mais eficazes para a extracdo de compostos
fendlicos do que a extracdo com etanol 100% e extratos com 20 a 40% de etanol
apresentaram maior potencial para eliminacdo de radicais livres do que os extratos
obtidos com 60 a 100% de etanol (VENKATESAN, CHOI, & KIM, 2019).

Esses compostos presentes nas hortalicas, além de desempenharem papéis
importantes na planta, por atuarem como protetores contra o estresse devido a
diversos fatores como irradiacédo, ataque de patdégenos e doencas, quando inseridos
na dieta humana podem estar associados a beneficios a saude dos consumidores,
através dos possiveis efeitos proporcionados por sua atividade antioxidante
(ROLEIRA et al, 2015; HAMINIUK et al., 2012). A atividade antioxidante dos
compostos fendlicos é proporcionada por sua capacidade de reagir diretamente com
os radicais livres e produzir espécies de radicais menos reativas ou terminar com as
reagOes dos radicais livres, podendo também regenerar antioxidantes primarios,

doando seu atomo de hidrogénio ou elétron, desativando o oxigénio singlete, ou
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sequestrando oxigénio tripleto, decompondo hidroperoxidos em espécies nao
radicais, ions metalicos quelantes responsaveis pela geracao de radicais e absor¢ao
de radiagcao UV (VENKATESAN, CHOI, & KIM, 2019). Esperava-se que 0sS extratos
de folhas de pitangueira tivessem alta atividade antioxidante por meio da protecao da
célula de levedura, pois a atividade antioxidante apresentou correlacdo com
compostos fendlicos (MEDINA et al., 2011). Observa-se que todos os extratos foram
capazes de proteger a levedura, sendo que o extrato PLE-W: E na concentracao de
125 pg mL?t apresentou melhor protecdo celular (93% de sobrevivéncia) quando
comparado ao PLE-W:E das folhas de aracazeiro, também da familia Myrtaceae,
maiores concentracdes do extrato das folhas do aracazeiro (250 pg mL?) sdo
necessarias para um maior efeito antioxidante da levedura (89% de sobrevivéncia)
(ZANDONA et al., 2020).

Para todos os extratos de folhas de pitangueira, a partir da concentracdo de
225 ug mL?, houve reducdo da agdo antioxidante e do efeito protetor das células de
levedura. A causa exata ndo € demonstrada neste trabalho, mas provavelmente é o
resultado da acao pré-oxidante de compostos bioativos. Outros estudos relataram que
altas concentracdes desses compostos podem resultar em atividade pré-oxidante sob
certas condi¢cbes (HEIM, TAGLIAFERRO & BOBILYA, 2002; CAO, SOFIC & PRIOR,
1997; PERAZZO, et al., 2014).

Todos os extratos, por terem alta atividade antioxidante, mostraram proteger as
células eucaritticas, células do cérebro de ratos, reduzindo os danos causados pelo
estresse oxidativo (TBARS e ROS). Para TBARS a concentracdo de 25 pg mL™?
(menor concentracdo testada) teve atividade de reducdo dos danos causados por
espécies reativas para os extratos obtidos por PLE-W e PLE-E, e 50 ug mL* para
PLE-W:E. Para ROS, uma concentracdo menor (25 pug mL') de todos os extratos
obtidos por PLE foi efetiva para proteger as células cerebrais de ratos. Para Al ndo
teve efeito protetor como células cerebrais de ratos pelo método de TBARS, e para
ROS foi necessario aplicar uma maior concentracdo de extrato para ter efeito
antioxidante (250 ug mLt). Isso pode ser explicado em virtude que os extratos obtidos
por PLE tem em média 98% a mais de acidos fendlicos, flavonoides e taninos do Al.

Quanto as propriedades dos extratos da folha de pitangueira, estudos tém
demonstrado que eles possuem atividade antioxidante, anti-inflamatoéria, analgésica,
antipirética e antidiabética (SOBEH et al., 2019), as quais estdo relacionadas a
presenca de compostos fendlicos (SOBEH et al.,, 2019). Sobeh et al. (2019)
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observaram que extratos metanélicos de folhas de pitangueira foram capazes de inibir
a lise de hemacias, tendo atividade anti-inflamatéria (1000 ug mL* do extrato foi capaz
de inibir a lise de hemécias em 48%, enquanto a aspirina em 68%) (SOBEH et al.,
2019). Atividade antinociceptiva também foi observada em extratos de folhas de
pitangueira, guando administrados a ratos nas concentracdes de 100 e 200 mg kg™,
e apresentou acdo antidiabética (SOBEH et al., 2019). Outros estudos mostram que
0s extratos hidroalcodlicos das folhas de pitangueira previnem problemas renais,
aumento da oxidacdo e apoptose, tendo um efeito protetor que a caracteriza como
possivel candidato em terapias alternativas para doencas renais (MEIRA et al., 2020).
Na medicina popular, as infusdes aquosas de folhas de pitangueira, no século XV,
eram utilizadas como diuréticos e também no tratamento da hipertensdo, sendo
tradicionalmente utilizadas para febre, inflamacé&o, problemas intestinais e estomacais
(CONSOLINI & SARABBIO, 2002; SOBEH et al., 2019).

4.2 Os extratos das folhas de pitangueira apresentam atividade antibacteriana,

principalmente contra bactérias Gram-positivas.

Os extratos de folhas de pitangueira (Al, PLE-W e PLE-W: E) apresentaram
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas, sendo Staphylococcus
aureus ATCC 25923 o que apresentou maior sensibilidade na presenca dos extratos.
Estudos realizados com 6leo essencial (VICTORIA et al., 2012) e folhas de extrato de
pitangueira (LORENZO et al., 2018) corroboram os resultados do presente trabalho,
pois relatam também que Staphylococcus aureus foi a bactéria mais sensivel,
apresentando os menores valores de CIM.

Geralmente as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis as substancias
antibioticas em plantas quando comparadas as bactérias Gram-negativas (DA SILVA
DANNENBERG, et al., 2019). Nas bactérias Gram-negativas, a parede celular é
complexa, constituida por uma membrana composta por uma dupla camada de
fosfolipidios ligada a membrana interna por lipopolissacarideo, que promove uma
barreira de permeabilidade, proporcionando maior resisténcia aos extratos naturais,
engquanto os Gram-positivos possuem uma unica camada composta principalmente
por peptidoglicano que permite que as moléculas dos compostos presentes nos
extratos naturais atuem mais facilmente na membrana celular microbiana (DA SILVA
DANNENBERG, et al., 2019; SANTOS, et al., 2015).
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Dentre os micro-organismos Gram positivos que ndo foram inibidos pelos
extratos sao bactérias do género Enterococcus spp, das espécies Enterococcus
faecalis FAIR- E77 e Enterococcus faecium FAIR - E178 produtoras de bacteriocinas,
chamadas de enterocinas (FOULQUIE-MORENO et al., 2006; KLAN; FLINT; YU,
2010). As enterotoxinas séo peptideos sintetizados nos ribossomas dos enterococos
com atividade antagonista contra outros micro-organismos. Quando ocorre a
producdo de bacteriocinas pelas células sdo exigidos quatro genes: o gene estrutural
que codifica o pré-peptideo (pré-bacteriocina); o gene responséavel pela producéo da
proteina que confere imunidade a célula produtora; o gene responsavel pela producao
de proteinas de transporte que externalizam a bacteriocina (denominado sistema de
transporte ABC); e 0 gene que codifica uma proteina acessoria, ndo pertencente ao
sistema de transporte ABC, mas necessdria para a excre¢cao da bacteriocina. Os
genes responsaveis pela imunidade da célula sintetizam uma proteina
concomitantemente com a bacteriocina, pois trata-se de um mecanismo de protecéo
das cepas bacteriocinogénicas (ROSA; FRANCO, 2002) e este peptideo poderia estar
protegendo os enteterococos da acao dos extratos.

De acordo com nossos resultados, observamos uma variacdo na atividade
antibacteriana em diferentes extratos de pitangueira. Isso pode ser explicado
considerando que 0s compostos quimicos, concentracdes e sinergismos variam nos
extratos das plantas, interferindo em suas ag¢fes bioldgicas (BENTLEY et al., 2020).
Um dos fatores que podem influenciar é a concentracdo dos compostos presentes em
cada extrato, havendo correlacéo negativa significativa entre a concentracdo de acido
galico e miricetina com a CIM para a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Tabela 3), indicando que o aumento a concentracdo desses compostos reduziu a
concentracdo de extrato necessaria para causar a inibicdo do microrganismo. O
mesmo é observado para a CIM de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 com acido
clorogénico, isosacuranetina, miricetina 3-glicosideo, miricetina 3-arabinosideo,
miricetina, quercetina 7- (6 " - acetilglucosideo), 2 " - Galoilastragalina e taninos
hidrolisaveis. Esses resultados demonstram que a concentracdo desses compostos
se correlaciona com a agao antibacteriana dos extratos das folhas de pitangueira
contra as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

De maneira geral, os resultados indicam que extratos das folhas de pitangueira
demostram atividade antimicrobiana, especialmente contra Staphylococcus aureus

ATCC 25923, independentemente do método de extragéo.
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4.3 Os extratos de folhas de pitangueira tém atividade alelopatica contra alface.

Em relacdo a atividade alelopética, a germinacdo das sementes de alface ndo
se alterou na maioria dos extratos. Ao comparar as concentragdes com o controle,
apenas o PLE-W nas concentracdes 5 e 10 mg mL gerou um menor percentual de
germinacao. Porém, reconhece-se que a germinacao das sementes € menos sensivel
a substancias alelopaticas quando comparada ao desenvolvimento radicular
(BOIAGO et al., 2018), o que €é observado no presente estudo, pois todos 0s extratos
interferiram no crescimento radicular quando comparados ao controle. Da mesma
forma, o desenvolvimento da parte aérea das plantas foi menos afetado do que o das
raizes na presenca dos extratos. Esses resultados estdo de acordo com o0s
observados por Boiago et al. (2018) e Gati et al. (2008) que constataram que as
anormalidades parecem ser mais frequentes no crescimento das raizes, mais
sensiveis a acao de substancias alelopéticas, do que na parte aérea da planta.

Ao avaliar a acdo dos extratos sobre o comprimento das raizes, esperava-se
que, ao aplicar maiores concentracdes do extrato ocorreria uma maior reducdo no
comprimento das raizes, uma vez que 0 aumento na concentracdo pode aumentar a
guantidade de substancias alelopéticas presentes no extrato (BOIAGO et al., 2018).
No entanto, apenas para o extrato PLE-E foi observado que o aumento na
concentragdo do extrato tem um efeito decrescente no comprimento da raiz. Em
relacdo aos extratos, ocorreram oscilacdes nas respostas inibitorias apresentadas,
gue foram observadas em outro estudo desenvolvido por Pelegrini & Cruz-Silva (2012)
e podem estar relacionadas aos métodos de producéo, que afetam a bioatividade e a
concentracdo do metabdlico secundario extraido.

Além do efeito no comprimento, constatou-se, qualitativamente, que as raizes
sofreram um processo de endurecimento e escurecimento, menos evidente na menor
concentragdo dos extratos (1 mg mL™*) (Figura 4). Essa observacédo corrobora com
alguns estudos recentes que apontam para a crescente relacdo entre a percepcéao de
necrose e o aumento das concentragcdes de extratos de folhas de pitangueira
(BOIAGO et al., 2018) e espécies da familia Myrtaceae (IMATOMI et al., 2015).
Segundo Ferreira & Aquila (2000), algumas substancias com potencial aleloquimico
podem induzir o aparecimento de alteracées nas mudas, sendo que a necrose da raiz

€ um dos principais efeitos observados.
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Esses efeitos dos extratos nas raizes podem estar relacionados aos
mecanismos alelopéaticos dos compostos fendlicos, como interferéncia na divisdo
celular e inibicdo do alongamento radicular, que podem prejudicar o crescimento e 0
desenvolvimento das plantas. Além disso, esses compostos podem causar aumento
da permeabilidade da membrana, com consequente fluxo do contetdo celular,
levando ao crescimento lento ou morte do tecido (LI et al., 2010). Eles também podem
influenciar a respiracdo e a fotossintese das plantas, alterar a atividade e funcdo de
certas enzimas e reduzir ou inativar a atividade fisioldgica dos hormonios vegetais (LI
et al., 2010).

De maneira geral, os resultados indicam a presenca de aleloquimicos em
extratos de folhas de pitangueira, com capacidade de afetar o desenvolvimento das
sementes de alface, demonstrando o potencial alelopético para as espécies testadas.
Esse resultado pode ser devido a presenca de acidos fendlicos e flavondides como
acido galico, acido clorogénico, acido p-hidroxibenzéico e (+) - Catequina que
possuem atividade aleloquimica, inclusive em sementes de alface (Li et al., 2010).
Todos os extratos geraram efeito alelopatico e PLE-W e PLE-W: E se destacaram,
visto que, na menor concentragdo aplicada, tiveram maior efeito no comprimento da

raiz.

4.4 O extrato PLE-W: E apresentou maior concentracdo e diversidade de
compostos fendlicos, mas nem sempre resultou em melhores respostas

biol6gicas em todos os casos

Considerando que o extrato PLE-W: E se destacou quanto a concentracao de
acidos fendlicos e compostos de taninos e diversidade de compostos, embora se
observe o alto percentual de similaridade entre os quatro extratos (72,2%), era
esperado que este extrato tivesse maior impacto nas acgOes antibacteriana,
antioxidante e alelopatica. Essa hipotese foi parcialmente confirmada. Para a atividade
antioxidante contra leveduras, os extratos PLE-W, PLE-W: E e PLE-E nas
concentracdes de 125, 150 e 175 pug mL? tiveram o mesmo comportamento. Ao
comparar cada concentracéo testada de cada extrato com os padrdes conhecidos por
terem atividade antioxidante (acido ascoérbico, quercetina e kaempferol), o extrato
PLE-W: E na concentracdo de 125 pg mL* apresentou um efeito melhor do que os

padrdes utilizados, enquanto para PLE-W e extrato de PLE-E concentragcdes maiores
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(150 pg mL1) sédo necessarias para um resultado melhor que os padrdes. Enquanto
para Al, nenhuma concentracdo foi melhor do que os padrdes usados, embora Al
também fornecesse protecao celular.

No entanto, as agfes antibacterianas foram diversas, ou seja, o PLE-W: E teve

acao inibitéria contra dois microrganismos (Staphylococcus aureus e Listeria

monocytogenes) da mesma forma que o Al (Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa), porém, o PLE- W: E apresentou CIM inferior para Staphylococcus aureus
(6,25 mg mL?). O PLE-W teve acéo inibitria apenas contra um microrganismo
(Staphylococcus aureus) enquanto o PLE-E néo inibiu o crescimento microbiano. A
causa exata dessas diversas respostas néo foi esclarecida.

Com relacdo a acédo alelopatica avaliada em termos de reducgéo do crescimento
radicular, o menor efeito alelopético foi observado com PLE-E nas concentracdes 1 e
5 mg mL seguido de Al nas mesmas concentracdes. Na concentragdo de 10 mg mL-
1, 0 PLE-W: E apresentou a menor agdo alelopatica quando comparado aos demais
extratos. Quando a alelopatia € avaliada pela diminuicdo do crescimento de ar, 0s
extratos PLE-W e PLE-E na concentracdo de 10 mg mL, apresentaram maior
atividade. De maneira geral, os extratos de PLE resultaram em maiores atividades
alelopaticas, entretanto, o extrato com maior concentracdo e diversidade de
compostos (PLE-W: E e PLE-E) nem sempre foi o0 mais eficiente. De qualquer forma,
esta sendo demonstrado que o0s extratos obtidos por PLE das folhas de pitangueira

apresentam efeitos antimicrobianos, antioxidantes e alelopéticos.

5. Concluséo

O perfil dos metabdlitos secundérios fendlicos de extratos de folhas de Eugenia
uniflora foi realizado utilizando HPLC-MS / MS observou-se que o extrato PLE-W:E
apresentou maior concentracdo de acido fendlico e compostos taninos, enquanto o
PLE-E apresentou maior concentracdo de flavonoides. Os extratos de folhas de
pitangueira obtidos por Al em PLE exibiram substancial atividade antioxidante para
protecdo de leveduras em baixas concentracdes do extrato, antibacteriano,
principalmente contra bactérias Gram-positivas, e atividade alelopatica para sementes
de alface. Mais estudos sdo necessarios, para explorar as propriedades protetoras in
vitro e in vivo dos extratos de folhas de pitangueira, principalmente testes de
citotoxicidade s&o necessarios para avaliar a seguranca dos extratos.
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Resumo

As folhas de guabirobeira apresentam importantes compostos fendlicos e flavonoides,
0S (quais sdo compostos bioativos com conhecida atividade antioxidante,
antibacteriana anti-inflamatoria e antinociceptiva. A extragdo com liquido pressurizado
(PLE), € uma alternativa para extracéo e fracionamento de produtos naturais, uma vez
que apresenta algumas vantagens com relacdo a outros métodos. Como por exemplo
podemos citar 0 menor consumo, e consequente descarte, de solventes, além de
apresentar alto rendimento e maior rapidez. Com isso, objetivou-se com esse trabalho
a obtencao de extratos das folhas de guabirobeira por meio de infusdo aquosa (Al) e
por liquido pressurizado com agua (PLE-W), etanol (PLE-E) e combinag&o da relagdo
agua: etanol 1:1 (PLE-W:E), identificar seus compostos quimicos, através de
cromatografica liquida acoplada a espectrometria de massas, estudar a atividade
antioxidante em células cerebrais de ratos (substancias reativas ao acido tiobarbiturico
- TBARS e espécies reativas de oxigénio - ROS) e atividade antibacteriana em
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A partir dos resultados obtidos foi
possivel observar que o0s quatro extratos apresentaram grande quantidade de
compostos fitoquimicos, sendo que, entre eles o extrato PLE-W:E apresentou maior
concentracédo de flavonoides, demonstrando significativa atividade antioxidante em
ensaios in vitro de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e espécies
reativas de oxigénio (ROS) em células de cérebro de ratos, também apresentou
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Com isso,
pode-se concluir que extratos de folhas de guabirobeira podem ser explorados como
uma fonte promissora de compostos bioativos.

Palavras-chave: Guabirobeira; Myrtaceae; extracdo com liquido pressurizado;
compostos fitoquimicos; antioxidante; antimicrobiano.

1. INTRODUCAO

A guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa Berg) € uma espécie nativa do
Sul do Brasil, pertencente a familia botanica Myrtaceae (PEREIRA et al., 2015), que
pode ser encontrada em diversos estados brasileiros como Minas Gerais, S&o Paulo,
Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul (LORENZi, 1992). O fruto produzido por essa
espécie é popularmente conhecido como “guavirova” ou “guabiroba”, os quais
possuem poucas sementes, sabor acido-doce, com coloracdo atraente, e tém sido
recentemente estudados como matéria-prima nao so pela industria alimenticia, mas
também para aplicacdes farmacoldgicas, haja vista suas acdes bioldgicas, como alto
potencial antioxidante e acao antibacteriana (PEREIRA et al., 2018; LIMA et al, 2016;
PEREIRA et al., 2015; CZAIKOSKI et al., 2015; ALVES et al. 2013). Estas a¢0es sao

atribuidas a presenca de compostos fendlicos e flavonodides (PEREIRA et al., 2018;
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LIMA et al., 2016; CZAIKOSKI et al., 2015; ALVES et al., 2013), especialmente
epicatequina, acido galico, acido elagico, ferulico, e acido p-cumarico (PEREIRA et
al., 2015).

Ainda que a composicao e propriedades do fruto da guabiroba tenham sido
estudadas, as folhas também sdo uma fonte de investigacdo de fitoquimicos
importantes como compostos fendlicos, flavonoides e taninos (KATAOKA &
CARDOSO, 2013; SOARES DA SILVA, 2016; SANT'ANNA et al., 2017). Estudos
recentes apontam algumas caracteristicas aos extratos das folhas de guabirobeira
como, por exemplo, a atividade antioxidante e antibacteriana (KLAFKE et al., 2016;
PEREIRA et al., 2018), assim como efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos
(SOARES DA SILVA, 2016) e é relatada também auséncia de toxicidade dos mesmos
(SOARES DA SILVA, 2016; MARKMAN, BACCHI & KATO, 2004). Outros estudos
indicam que o uso das folhas de guabirobeira tem efeito potencial na redugéo niveis
de colesterol no sangue (KLAFKE et al, 2016; VIECILI et al., 2014) e processos
inflamatoérios em individuos hipercolesterolémicos (VIECILI et al., 2014). Além disso
seu uso € associado a perda de peso (DICKEL et al., 2007), ao efeito antidiabético
(VINAGRE et al., 2010; Trojan-Rodrigues et al., 2012), antiplaquetario (OTERO et al.,
2017) e utilizado na medicina popular no tratamento de Ulceras gastricas (MARKMAN,
BACCHI & KATO, 2004).

Um fator que influencia diretamente na qualidade dos extratos de folhas de
plantas é o método de extracao, o qual interfere no rendimento, composicao quimica
dos extratos. Alguns métodos, além de levar a um baixo indice de extracdo pode
causar a degradacdo de compostos bioativos de interesse (PESSOA et al, 2015).
Nessa perspectiva, tem se buscado, nos ultimos anos, alternativas para superar essas
limitagdes nos processos utilizando solventes com pressdo mais elevada, como, por
exemplo, a extragdo com liquido pressurizado (PLE). A PLE vem se destacando pela
sua eficiéncia e confiabilidade quando comparadas com as técnicas tradicionais
(MUSTAFA & TURNER, 2011; WIINGAARD et al., 2012; JUSOH et al., 2019). Aléem
disso, possibilita o uso de solventes 'geralmente reconhecidos como seguros' (GRAS),
como etanol e 4gua, os quais foram utilizados nesse trabalho.

A partir de relatos de pesquisadores sobre a rigueza de compostos fitoquimicos
com atividades biolégicas, objetivou-se, com esse estudo, avaliar a composi¢cao
quimica de extratos de folhas de guabirobeira obtidos por dois métodos de extracao

(PLE, e por infusdo aquosa), e suas propriedades antioxidantes e antibacteriana.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das folhas de guabirobeira

As folhas de guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa) foram coletadas nos
pomares da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil, (coordenadas: latitude
31° 42' S, longitude 52° 24' O, Altitude: 57m), no més de dezembro. O gendtipo foi
selecionado a partir do potencial para ser langcado como cultivar. O trabalho esta
cadastrado no Sisgen com o cédigo: AB703BA, atendendo as normativas do Ministério
do Meio Ambiente do Brasil. O material vegetal foi seco em estufa com circulacdo de
ar (Ethink Tecnhnology®), por 72 h a 40°C, e, posteriormente, foi moido em moinho
de facas (Marconi M48) com peneira de 30 mesh, resultando particulas de
aproximadamente 0,595-0,600 mm. O material foi armazenado em freezer com

temperatura de -20 °C £ 2 °C em embalagens plasticas, protegido da luz.

2.2 Obtencao dos extratos

A infusdo aquosa (Al) foi preparada na proporcédo de 1:50 m/v, (folhas secas e
moidas com 12% de umidade: agua), com temperatura da agua de 80 = 1°C por 10
min, baseado no trabalho desenvolvido por Santos et al. (2018). Para a extracao por
liquido pressurizado (PLE), as folhas secas foram submetidas a extracdo com agua
(PLE-W), etanol (PLE-E) e agua e etanol (1:1 v/v) (PLE-W:E). Os parametros da
extracdo foram definidos com base no trabalho desenvolvido por Zandona et al.,
(2020). Foram usados pressao de 1500 psi, temperatura 50°C, 15 g de amostra e
vazédo de descarga de solvente de 2mL s, por 1 hora de extracdo. Ap6s a extracao,
os extratos de PLE-W: E e PLE-E foram secos em estufa a vacuo (modelo Quimis
Q819V2), a 50°C até peso constante. Todos 0s extratos foram posteriormente

liofilizados e armazenados em frascos ambar (a -60°C).

2.3 Analise do perfil fitoquimico

Preparo da amostra, instrumentacgdo, condi¢des analiticas e anélise de dados
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Para analise do perfil fitoquimico por LC-ESI-QTOF-MS, 100 mg de extrato
seco de cada condicdo de extracdo foram ressuspendidos em 1 mL de solucéo
contendo 90% de 4gua acidificada com 0.1 % de acido férmico grau HPLC e 10% de
acetonitrila acidificada 0.1 % de acido férmico. A solugéo foi homogeneizada por 1 min
em vortex e centrifugada por 1 min, 4 °C, 2.655G (Centrifuge 5420 R, eppendorf®). O
sobrenadante foi diluido para obter a concentracdo de 30 mg mL! e filtrado em filtro
de seringa de nylon de 0.22 ym para posterior injegao. Aos extratos foram adicionados
reserpina como padréo interno, na concentragao final de 2 ug mL™.

Apés o preparo do extrato, 10 pL da amostra diluida foram injetados em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Jap&o) acoplado a
espectrometro de massas de alta resolucéo do tipo quadrupolo-tempo de voo (Maxis
Impact, BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha). Para a separacdo cromatogréfica foi
utilizada a pré-coluna C18 (2.0 x 4 mm) e coluna Cogent Bidentate C18 — 2.2 um 120
A — 100 mm x 2.1mm. As fases moveis foram: agua acidificada com 0.1% de acido
formico (eluente A) e acetonitrila acidificada com 0.1% de acido férmico (eluente B).
Para separacéo foi utilizado gradiente de eluigéo de: 0 - 2 min, 10 % B; 2 - 15 min, 10
— 75 % B; 15 - 18 min, 90 % B; 18 - 21 min 90 % B; 21 - 23 min, 10% B, 23 - 25 min,
10% B. O fluxo foi de 0.2 mL min! e a temperatura da coluna foi mantida a 40°C.

O espectrémetro de massas foi operado nos modos de ionizacdo ESI negativo
e positivo com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z 50 a
1200, com voltagem capilar em 3.5 kV, pressdo do gas de nebulizacdo (N2) de 2 bar,
gas de secagem em 8 L mint, temperatura da fonte de 180°C, colisédo de RF de 150
Vpp; transfer 70 mS e armazenamento pré-pulso de 5 mS. O equipamento foi
calibrado com formiato de sédio 10 mM, cobrindo a faixa de aquisicdo de m/z 50 até
1200. Experimentos automaticos de MS/MS foram realizados ajustando os valores de
energia de colisdo como se segue: m/z 100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV,
usando nitrogénio como gas de colisao.

Os dados de MS e MS/MS foram processados por meio do software Data
analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), avaliando a massa exata e perfil
de fragmentacdo MS" em comparagao com os dados da biblioteca do equipamento e

bases de dados disponiveis online como FoodB (http:/foodb.ca/) e Metlin

(https://metlin.scripps.edu) e padrées comerciais de compostos fendlicos (acido

galico, acido 4-hidroxibenzoico, acido clorogénico, acido vanilico, acido siringico,
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acido p-cumarico, acido elagico, (+)-catequina, miricetina, quercetina e kaempferol) e

expressos em pg g de cada composto.

2.4 Atividade Antioxidante

2.4.1 Modelo de cérebro de rato

Ratos Wistar machos (trinta e cinco com 35 dias de idade) foram mantidos em
temperatura, umidade e iluminacdo constantes, com racdo e agua ad libitum. Todo
protocolo experimental foi previamente aceito pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da instituicdo (CEEA 5747-2015) e foi realizado com o Guia
do NIH para Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio.

Os ratos foram sacrificados por decapitacdo e os cérebros foram dissecados
(imediatamente apos o sacrificio) e homogeneizados em tampao fosfato de sédio (20
mM, pH 7,4) contendo KCI (140 mM, 1:10, p/v). Os homogenatos foram centrifugados
a 800 g por 10 min a 4 ° C e o sobrenadante foi usado para medi¢cfes bioquimicas.
Dez microlitros de perdxido de hidrogénio (5 mM) e 5 uL de sulfato ferroso (20 uM)
foram adicionados a 225 yL de homogenatos cerebrais para induzir dano oxidativo.
10 microlitros de diferentes concentracfes de extratos de folhas de guabirobeira (Al,
PLE-W, PLE-E e PLE-W: E nas concentracfes finais de 25, 50, 100, 250 pg mL-1)
foram adicionados a mistura e incubados por 1 h a 37 ° C. O acido ascorbico (AA) a
100 pM foi usado como um antioxidante padrdo. Substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico (TBARS) e espécies reativas de oxigénio (ROS) foram entdo medidas
em homogenatos de tecido. A peroxidacéo lipidica foi medida com base nos niveis de
TBARS relatados como proteina nmol TBARS mg-1 (ESTERBAUER & CHEESEMAN,
1990). A formacéo de ROS foi determinada com base na oxidacdo do diacetato de
dicloro-di-hidro-fluoresceina (DCFH-DA) a diclorofluoresceina fluorescente (DCF) e
expressa como uma porcentagem do controle (ALI, LEBEL, & BONDY, 1992). O
conteudo de proteina foi determinado usando albumina de soro bovino como padréo

(BRADFORD, 1976) para estimar os marcadores oxidativos.
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2.5 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi determinada utilizando o método de
Espectro de Acéo por Disco de Difusdo em Agar e a determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) descrito por Ostrosky et al. (2008). Os testes foram feitos
utilizando as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes Scott A, Enterococcus faecalis FAIR (E77), Enterococcus faecium
FAIR (E178) e as Gram-negativas Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027, Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella Enteritidis ATCC13076 e Shiguella flexeri ATCC 1202.

Para os testes foram utilizadas solu¢des dos extratos na concentracdo de 1 mg
mL1, preparadas a partir dos extratos secos (PLE-W, PLE-W:E e PLE-E) e agua
destilada. O Al foi preparado, em igual concentragcédo, a partir das folhas secas e
moidas. O etanol utilizado na extracdo dos compostos ndo foi testado quanto a
atividade antimicrobiana (controle negativo), pois foi removido na preparacdo dos

extratos.

2.5.1 Difusao em Disco

Inicialmente, as culturas das bactérias foram recuperadas em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e incubadas a 36 °C por 18 h. Apds, as culturas foram padronizadas até
a concentracdo de 0,5 da escala Mc Farland, correspondente a 108 unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC.mL™) e diluidas em agua peptonada até a
concentragdo de 10° UFC.mL". Com auxilio de swab as culturas foram inoculadas em
placas contendo agar e adicionados, em cada placa, de trés discos de papel de filtro
estéril com 6 mm de didmetro. Sobre os discos de papel foram adicionados 10 pL dos
extratos na concentracdo 1 mg mLt. Os diametros dos halos foram medidos e o

resultado expresso em milimetros (mm).
2.5.2 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)
Os extratos que apresentaram atividade antimicrobiana no teste de Disco de

Difusdo em Agar, apresentando diametro de halo maior que 10 mm foram submetidas

a determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), para cada espécie
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bacteriana. A CIM foi considerada a menor concentracdo de extrato que inibiu o

crescimento bacteriano apos o periodo de incubacéo.

2.6 Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados experimentais (compostos fendlicos e
flavonoides e taninos) foi através de andlise de variancia (ANOVA one-way) e teste
de média post hoc de Tukey, sendo p < 0,05 considerado uma diferenga significativa
na andlise, através do software SAS (Versdo 8.0). Para a atividade alelopatica foi
testada por ANOVA one-way e teste post hoc de Dunnett, com p < 0,05 considerado
representar uma diferenca significativa na analise, software SAS (Verséo 8.0). Todos
os tratamentos e andlises foram realizados em triplicata. A andlise de correlacédo entre
acidos fenolicos, flavonoides, taninos e atividade antibacteriana foi realizada utilizando

o software SAS (versédo 8.0).

3. RESULTADOS

3.1 Identificacdo e quantificacdo dos acidos fendlicos, flavonoides e taninos

dos extratos de folhas de guabirobeira

Os compostos fendlicos foram identificados pela analise de massas exatas,
espectros de MS/MS e formulas moleculares por HPLC-ESI-MS/MS (Tabela 1). Entre
todos os extratos foram identificados putativamente o total de 83 compostos (Tabela
1), sendo que 79 compostos presentes no Al, 74 no PLE-W, 78 no PLE-W:E e 76 no
PLE-E. Dentre eles, 14 compostos sdo acidos fendlicos, da classe do acido
hidroxibenzdico (4 compostos), do acido hidroxicinamico (7 compostos) e de fendlicos
glicosilados (3 compostos); 28 compostos sao flavonoides das classes flavanols (4),
flavonols (9 compostos), flavones (7), flavonoides metilados (4), isoflavonoides (2),
flavanones (2); 10 compostos séo taninos hidrolisaveis, e 31 compostos séo de outras
classes de compostos (Tabela 1).

Com base no diagrama de Venn (Figura 1), observou-se que 83,1% dos
compostos putativamente identificados, o que corresponde a 69 compostos, séo
comuns a todos aos quatro extratos, e entre os trés extratos obtidos por PLE apenas

apresenta um composto exclusivo desse método de extracao (Pico numero 36: Methyl
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2-(2-methoxy-4-hydroxyphenyl)-6-methoxy-3-benzofurancarboxylate ou Betagarin).
Para o Al ha 3 compostos (3,6% de todos os compostos presentes), que sao
exclusivos dessa amostra (pico numero 41: *4'-O-(GIcA(1-2) GIcA) ou 4'-O-GIcA-7-O-
GIcA Apigenin, pico numero 60: L-Tryptophan ou (z)-Tryptophan ou D-Tryptophan).
De modo geral, observa-se que o método de extracdo ndo resultou em grande
diferenca na quantidade de compostos presentes entre as amostras, pois 83,1% dos
compostos sao similares entre os quatro extratos e apenas 16,9% dos compostos
foram detectados diferencialmente entre os extratos (Figura 1).

A partir da anélise por LC-MS/MS, pode-se observar que, dependendo do
solvente utilizado ha diferenca na concentracdo dos compostos. Para os acidos
fendlicos, os compostos encontrados em maiores concentracfes foram o &cido
elagico no PLE-W (301,69 ug g*), acido clorogénico no PLE-W:E (167.19 ug g?),
acido siringico no PLE-W:E (172,39 pg g1), *Caffeic acid 3-glucoside ou Glucocaffeic
acid no PLE-W (280,52 ug g1) e acido galico no PLE-W (61,29 ug g*). Em menores
concentracdes foram detectados *p-Coumaroylquinic acid (37,34 ug g* no PLE-W a
1,51 pg g* no Al), acido cafeico (11,35 pug g* no Al e 7,35 ug g* no PLE-W), &cido p-
cumarico (7,96 ug g* no Al a 4,44 ug g* no PLE-W:E) (Tabela 2).

Para os flavonoides, classe a qual apresentou maior diversidade de compostos
identificados, observa-se que o composto Farrerol apresentou maior concentracao
entre todos os flavonoides (969,29 ug g* no PLE-W:E), seguido do composto
putativamente identificado como Epigallocatechin ou Gallocatechin (PLE-W 653,79 ug
gl), também do composto pertencente a classe dos flavonoides metilados (303,76 ug
glno PLE-W:E), da (+)-Catequina (273,08 ug g* no PLE-E) e quercetrina (102,65 ug
gl no PLE-E). Em menores concentracdes também foram encontrados importantes
flavonoides como quercetina, epicatequina, kaempferol e miricetina (Tabela 2).

Na classe dos taninos, os compostos numero 51, 52, 43 e 46 putativamente
identificados pela classe (Tabela 1), foram encontrados em maiores concentragbes
(nimero 51: 581,68 ug g no PLE-W; nimero 52: 206,98 pug g* no PLE-W; nimero
43: 184,87 ug gt no PLE-E; nUmero 46: 69.35 ug g* no PLE-E) (Tabela 2).

Os resultados indicaram que para a classe dos acidos fendlicos, o PLE-W foi o
extrato que apresentou maior quantidade dessa classe de compostos (1.141,00 ug g
1), seguido do PLE-W:E (1.041,26ug g*') e PLE-E (833.52 ug g') e, em menor
concentracdo no Al (360.61 pg g). Para os flavonoides, o extrato que apresentou

maior concentracéo total dos compostos foi o PLE-W:E (2.312,88 ug g'), seguido do
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PLE-E (1.332,96 ug g%), PLE-W (1.206,67 ug g1) e Al (137,66 pg g1). Para os taninos,
o PLE-W apresentou maior concentracéo total dos compostos (930,80 ug g1), seguido
do PLE-W:E (757,35 ug g1), PLE-E (516,90 ug g'), e em menor quantidade no Al
(12,91 pg g?'). De modo geral, observa-se que para o extrato de folhas de

guabirobeira, a mistura de solventes extrair maior concentragcdo de compostos.



Tabela 1. Compostos presentes nos extratos de folhas de guabirobeira
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Ndmero Rt Férmula [M-H] . Occurrence
do pico (min) Classe Nome do composto quimica Measured Fragmentos mSigma Al PLE- PL.E- PLE-
W W.E E
Acidos fendlicos
1 2,1 Acidos hidroxibenzoicos ***Acido gélico C7Hs0s 169,0136 14,4 + o+ + +
Acidos hidroxicinamicos * Acido clorogénico 191,0555 (100)
2 3,0 Ci6H1809 353,0879 179,0343 (58,4) 44,7 + o+ + +
135,0445 (36,0)
Acidos hidroxicinamicos * 4cido p-coumaroilquinico; Acido 4-p-
coumaroilquinico; acido p-
3 4,3 coumaroilquinico; Acido 4-O-p- C16H1508 337,0923 41,0 + 4+ + +
coumaroilquinico; Acido 5-p-
coumaroilquinico
4 51 Acidos hidroxicinamicos ** Acido clorogénico Ci6H1809 353,0874 45,6 + 4+ + +
5 6,3 Acidos hidroxicinamicos ** Acido cafeico CoHgO, 179,0342 15,5 + o+ + +
6 6,4 Acidos hidroxibenzoicos *** acido 4-hidroxibenzoico ) C7HeO3 137,023 37,3 + o+ + +
. . S N . . Ll
7 6.5 Acidos hidroxicinamicos gligollég?ésigjoeo do acido cafeico; Acido CisH1s06 341,0011 (36491,’1(;913 (100) 96,9597 47,0 + 4 + .
8 7.2 Acidos hidroxicinamicos ***Acido ferdlico Ci10H100,4 193,0494 35,9 + 4 - -
9 7,4 Acidos hidroxicinamicos *** 3cido p-cumarico CoHgO3 163,0338 18,6 + 4+ + +
10 7,5 Acidos hidroxibenzoicos **Acido elagico C14HeOs 300,9986 35,3 + 4+ + +
11 7,5 Acidos hidroxibenzoicos *** acido seringico CoH100s 197,0447 16,6 - - + +
Glicosideos fendlicos * Glucuronideo de acido p-cumarico;
12 4.0 Glucuronideo de &cido O-cuméarico CusHisOs 339,0713 36,8 A * *
13 43 Glicosideos fendlicos *gZIl—JI:li)(iri(égck:]eznzaldeido O- [xilosil- (1-> 6) CisHaiOn 4151241 571 s 4 + +
14 2,0 Glicosideos fendlicos * Acido diidroisoferulico 3-glucuronideo C16H20010 371,0983 49,7 + o+ + +
Flavonoides
15 4,5 Flavanols *** Catequina C15H1406 289,0709 27,1 + 4+ + +
16 54 Flavanols * Epigalocatequina; Galocatequina C15H1407 305,0694 40,0 + 4+ + +
17 6,5 Flavanols *** Epicatequina C15H1406 289,0711 6,1 + 4+ + +
18 7,4 Flavonois ** Rutin C27H30015 609,146 12,6 + + + +
19 7,5 Flavonois Quercetina 4'-glucuronideo C21H15013 477,0676 301,0352 (100) 34,8 + 4+ + +
Flavonois * Quercetina 3-alfa-D-galactosideo;
20 7,8 Quercetina 7-glucosideo; Quercetina 4'- C21H20012 463,0875 91,1 + 4+ + +
glucosideo
Flavonois * Quercetrin; Luteolin-4'-O-glucosideo;
Kaempferol-3-O-glucosideo; Kaempferol-
21 .9 7-O-glucosideo; Luteolina 7-O-glucosideo CorH00n 447,0933 571 ot * *
(Cynaroside)
22 8,0 Flavanols * Epigalocatequina 3-p-cumarato C24H2009 451,1025 48,8 + 4+ + +
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23 8.1 Flavones *6"- Cafemlhlperlna; Quercetina 3-0O- CaoHaOus 6251194 490 s 4 +
caffeyl-glucoside
Flavonois * Kaempferol 3-alfa-D-arabinopiranosido;
Luteolina 7-xilosido; Kaempferol 3-O-
24 82 beta-D-xilofuranosido; Kaempferol 3- CaoHisO10 4170819 - 69,2 ot *
arabinosideo
25 8,3 Flavonois *** Miricetina Ci5H1008 317,0289 11,2 + o+ +
26 8,4 Flavones * Sudachiin A C24H26013 521,1302 65,1 + 4+ +
27 8.5 Flavonois Crloserjol 7-galactosideo; Kaempferide CosHuOn 461,1083 ) 18,7 s 4 +
7-glucosideo
28 8,6 Flavones * Quercetina 3- (3-p-coumaroilglucosideo)  CazoH26014 609,1251 - 78,7 + 4+ +
29 8.8 Flavones 4" M_et_ll-6 - (3_,4-d|-h|drOX|-E- CatHpOm 623,1408 576 s 4 +
cinamoil) isoorientina
30 9,2 Flavonois *** Quercetina Ci5H1007 301,0348 43,7 - + +
31 9.4 Flavones *‘Luteollrja 7-O- (6 " - O-malonil) -beta-D- CatHeeOrs 695,4015 60,0 s 4 +
diglucosideo
32 9,8 Flavonois *** Kaempferol Ci15H1006 285,0395 16,7 + 4+ +
33 10,0 Flavones 4, 5,’6-Tr|metllescutellareln 7- CotHacOn 4891399 ) 506 s 4 +
glucosideo
Flavondides (flavondéides O- * 5,3 ", 4'-Tri-hidroxi-3-metoxi-6,7-
34 10,5 metilados) metilenodioxiflavona; Wharangin CurHhi20s 343,0456 574 ot *
Isoflavonoides *4°, 7-Dihidroxi-2', 5-
35 11,7 dimetoxiisoflavanona CurHisOs 315,0864 50,1 A *
Flavonoides (flavonoéides O- * 2- (2-metoxi-4-hidroxifenil) -6-metoxi-3-
36 11,8 metilados) benzofurancarboxilato de metilo; CigH3:,05 327,0869 23,2 - + +
Betagarin
37 11,9 Isoflavonoides (-'_‘-) -3 Z—Dlhldroxrz , 4 CiH1Os 301,1072 363 s 4 +
dimetoxiisoflavano
Flavonoides (flavonodides O- * 2", 5,6-Trimetoxiflavona; 3, 5,6-
38 12,8 metilados) Trimetoxiflavona; 4 ', 5,7- CigH1605 311,0921 39,9 + o+ +
Trimetilapigenina
39 12,9 Flavanones * Sakuranetina; Isosakuranetin C16H1405 285,0758 31,7 + - -
Flavonoides (flavonoéides O- ** flavonoides O-metilados 166,0266 (100)
40 132 etilados) CitisOs 2851128 595’1194 (35,9) 62,5 o *
Flavones * 4'-O- (GIcA (1-2) GIcA) Apigenina; 4'-O- R R
41 13,5 GIcA-7-0-GIcA Apigenina Co7H26017 621,124 44,9 +
Flavanones Farrerol 299,0918 (100)
42 13,8 C17H160s5 299,0921 193,0134 (6,3) 48,6 + o+ +
167,0343 (5,9)
Taninos
300,9987 (100)
275,0193 (37,3)
249,0398 (23,4)
43 21 Taninos hidrolisaveis ** Taninos hidrolisaveis Cort201s 6330737 4436730 (11.5) 19.6 o *
302,0018 (8,2)
169,0139 (7,5)
44 2,4 Taninos hidrolisaveis * Vitilagina; Punigluconina; Sanguiin H7 C34H26023 801,079 79,6 + 4+ +



Taninos hidrolisaveis

** Taninos hidrolisaveis

300,9983 (100)
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45 2,6 C34H2402, 783,0682 275,0188 (27,7) 36,9 + + +
783,0182 (15,1)
46 37 Taninos hidrolisaveis Hgteroflllna_A, Sanguiin H1; Tercatain; CatHocOn 785,0842 76,8 L . +
Tellimagrandin |
Taninos hidrolisaveis * 1,4,6-Trigaloil-beta-D-glucopiranose;
47 4.3 1,2,3-tri-O-Galoil-beta-D-glicose CarHz4010 635,0879 532 o *
48 5,6 Taninos hidrolisaveis * Granatina B Ca1H28027 951,0736 65,4 + 4+ +
49 61  Taninos hidrolisaveis Heterofilina A; Sanguiin H1; Tercatain; o 785 0837 82,6 - +
Tellimagrandin |
50 6,6  Taninos hidrolisaveis * Dilactona do &cido sanguissorbico; CuHiO1s  469,0046 385 + o +
Dilactona de acido valoneico
51 7,1 Taninos hidrolisaveis ** Taninos hidrolisaveis C10H6O16 380,9574 300,9991 28,6 + o+ +
. A ** Taninos hidrolisaveis 315,0146 (100)
52 7,4 Taninos hidrolisaveis C11HgO16 394,971 299,9908 (60,4) 16,2 + 4+ +
Outros compostos
53 15 Outros pollfer_10|s Xantotoxina; Bergapten; Sphondin CuHiO4 2150331 49.9 s 4 +
(furanocumarinas)
Acido quinico (-) - &cido quinico 111,0086 (100) 87,0086
(17,9) 191,0553 (10,4)
54 1,6 C7H1,06 191,0561 85,0293 (6,8) 112,0119 22,3 + o+ +
(6,0) 129,0189 (4,3)
55 16 Carboidrgtos e conjugados ** Car_boidratos e conjugados de CeHu06 179,0556 221 s 4 +
de carboidratos carboidratos
56 1,7 Acido organico * Acido mélico i C4HeOs 133,0139 12,3 + o+ +
57 18 Acido organico ‘ ID_eS|Qroa§qorbato; Acido Citrico; Citrato; CeH:O- 191,0195 216 s 4 +
Acido isocitrico
58 1,9 Pyrans * Acido quelidonico C;H40¢ 182,9927 38,8 + 4+ +
59 3,4 * Acido 3'-metoxifukiico; Uralenneoside Ci12H140g 285,0612 47,1 + o+ +
60 3,7 * L-triptofano; (+)-Tryptofano; D-triptofano ~ Ci:H12N,O,  203,0816 72 + - -
61 38 Diidrofuranos ‘ACIdl-) gIl_chsmnglco, 3 metOX| 4 CasHa010 3590973 44 + 4 .
hidroxifenilglicol glucuronideo
* 4-beta-D-glucosideo 3'-
Glucosilfloroacetofenona do &cido
62 55 vanilico; Hidroxitirosol 3-O-beta-D- CraHis0o 329,0903 434 ot *
glucuronido; Glicose de vaniloil;
* 4R, 5R, 6S-Trihidroxi-2-hidroximetil-2-
63 6,2 ciclohexen-1-ona 6- (2-hidroxi-6- Ci5H1607 307,085 48,4 + 4+ +
metilbenzoato)
Carboidratos e conjugados * Sambacin
64 7,8 de carboidratos C26H36012 539,2119 48,3 + o+ +
65 8,4 * Diidrohidroxi-O-metilsterigmatocistina C19H1607 355,0823 68,5 - - +
66 8,4 Naphthofurans * Acido isoliménico Ca6H34010 505,2068 31,6 + o+ +
67 9,6 Acidos graxos e conjugados * Acido undecanodioico; Butil butirilactato ~ Cy11H2004 215,128 6,6 + 4+ +
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69
70

72
73
74

75

76

7

78

79

80

81

82

83

9,7

10,0

10,1
10,2

10,2
10,3
10,3

10,6

10,8

11,2

11,4

11,5
11,5
12,0

12,0

12,3

Acidos linedlicos e derivados

Naphthofurans

Triterpendides

Prenol lipidios
(triterpendides)

Prenol lipidios
(triterpendides)
Metoxibenzenos ou acidos
graxos

Outros polifendis
(hidroxifenilpropenos)
Qutros polifendis
(hidroxifenilpropenos)
Prenol lipidios
(triterpendides)

Lipidos de prenol, ou
cumarinas e derivados, ou
isoflavondides O-metilados

* Acido (9R, 10S, 122) -9,10-di-hidroxi-8-
o0x0-12-octadecendico; * Acido
corchorifatty F

*9,12,13-TriHOME; Acido 5,8,12-
trihidroxi-9-octadecendico

* Lignans; Edulone A

* Osthenol; Demethylbatatasin IV

* (3b, 6b, 8a, 12a) -8,12-Epoxi-7 (11) -
eremofileno-6,8,12-trimetoxi-3-ol

* Acido Medicagénico

* 4-Acetoxi-2-hexiltetra-hidrofurano; Acido
3-oxododecanoico

* Acido Pyngenic C b

* Acido 1,11-undecanodicarboxilico;
Carbonato de metiletilenoglicol; () -1,4-
diacetato de nonanodiol

* Acido térico; Acido 2alfa, 3alfa, 19alfa-
Triidroxiurs-12-en-28-6ico; Acido asiatico
* 6-metilgingodiol; Acido (11R, 12S, 13S)
-Epoxi-hidroxioctadeca-cis-9-cis-15-dien-
1-6ico

* [4] -Gingerol

*(S) - [6] -Gingerol; Myrsinone
* Acido Pigénico B b
* 5-Hidroxi-7- (4-hidroxifenil) -1-fenil-3-

heptanona; Auraptene
* 5C-aglicona; Marminal; Isovestitol

Ci8H3205

Ci8H3405

C22H220s
C14H1405

C1gH300s
C30H4s06
Ci12H203

C30H4806

C13H 2404

C30H4805

CigH3004

Ci15H204
Ci17H2604
C20H2403

Ci19H203

C16H1604

327,2174

329,2327

413,1234
229,0861

325,2013
501,3213
213,1488

503,3372

243,1594

487,3428

309,2063

265,1472
293,1749
311,1678

297,1521

271,097

211,1331 (100)
171,1017 (67,3)
229,1439 (49,4)
327,2156 (24,4)

59,3

41,5

53,1
15,7

32,9
35,3
22,6

40,6

7,6

6,3

19,7

26
12,6
83,4

23,9

41,7

+ +
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Ndmero do pico: os compostos foram ordenados pelo tempo de retengdo; RT: tempo de retencao (minutos); mSigma = mSigma, ajuste entre o padrao isotopico
medido e tedrico (quanto menor o valor de mSigma, melhor a correspondéncia isotdpica); * compostos putativamente identificados (pelo nome do composto);

** compostos identificados (por padrdo de composto); *** putativamente identificado por classe; + presente; - ausente.
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PLE-W PLE-W:E

Pico numero 70: Outros compostos

Pico numero 11: acido sirio

Pico numero 8: Acido cond
Pico numero 65: Outros compostos

ferrulico

Pico numero 36: flavonoides
Pico numero 39: (flavonoides O-metilados)
Sakuranetina; Isosakuranetin
Pico numero 41: Apigenina
Pico numero 60: Outros
compostos

Piconumero 1, 6, 10: acidos hidroxibenzoicos
Pico nimero 2, 3, 4,5, 7, 9 Acidos
hidroxicinamicos

Piconumero 15, 16, 17, 22: Flavanois
Piconumero 18, 19, 20, 21, 24, 25, 27,30, 31:
flavondis

Pico numero 23, 26, 28, 29, 31, 33: flavonas
Pico numero 34, 38: flavonoides O-metilados
Pico numero 35, 37: isoflavonoides

Pico numero 42: Flavanones

Piconumero 43, 44, 45, 47, 48, 49, 50, 51,
52: taninos hidrolisaveis

Pico numero 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 62,
63, 64, 66, 67,68,69,72,73,74,75,76, 77,
78, 79, 81, 83: Outros compostos

Peak number 80: Other compounds
Peak number 82: Other compounds

Pico numero 61: Outros compostos

Figura 1. Diagrama de Venn dos compostos putativamente identificados de extratos de folhas de guabirobeira
Al: infus@o aquosa, PLE-W: extracao por liquido pressurizado com agua, PLE-W:E: extracdo por liquido pressurizado com agua e etanol, PLE-E: extracdo por
liquido pressurizado com etanol



Tabela 2 — Quantificacdo dos acidos fendlicos, flavonoides e taninos nos extratos de folhas de guabirobeira
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Extratos de folhas de Guabirobeira

Compostos Al PLE-W PLE-W:E PLE-E
Acidos fendlicos (ug g)
P m
acido galico (1) 61,29 + 0,45 b 14(1),4(1)(;; 63(’),54%i 6%,?598J_r ab
) *** Derivados do Acido Clorogénico (2) 11,13 + 0,14 d 19§,é27 + 163,33(’) + b 1511,124% + c
3 * acido p-coumaroilquinico; Acidp 4-p-coumaroilquinico; acido p-coumaroilquinico; 151 +0.01 d 37,34 £ 26,41 + b 21,14 + c
Acido 4-O-p-coumaroilquinico; Acido 5-p-coumaroilquinico (3) e 1,22 0,17 0,15
*kk i Aani
4 Acido clorogénico (2) 161,75 + 0,80 b 148,5865 + 165,813 + 12;,2? oy
. ) , , ,
5 Acido cafeico (4) 11,35 + 0,09 a 76838i b nd nd
5 *** jcido 4-hidroxibenzoico (5) 8,90 + 0,13 c 1]6,21%t b 1%,82611 130,%6;t a
* 9 ’ s . . A ' ’ ’ ’
7 3-glucosideo do acido cafeico; Acido glucocaféico (4) 2184002 d 28;),572 + 132(3,603? + 14;),;35 + b
. N , , ,
8 Acido ferdlico (6) 5,21 +0,26 a 1(,)ngi b nd nd
9 *** cido p-cumarico (3) 7.96+042 a 5628.21 b 4(,)48141 c 4640661 c
*kk A i A i ’ f ,
10 Acido elagico (7) 7827 +1,01 c 3011,5559 + Zog,gf + b 7%,1;;1 d
*kk £ . s ! ! !
11 Acido sirinico (8) nd nd 175,32 + 63),2;221 b
1 * Glucuronideo de acido p-cumarico; Glucuronideo de acido O-cumarico (3) 0.30 0,00 c 1\’(3),31(;1 b 1%,5;211 b 1%,%%1 a
13 2-Hidroxibenzaldeido O- [xilosil- (1-> 6) -glucosideo] (2) 0,09 £ 0,00 d 964§9i b 762]?1i 1%,%%1 a
* £ . . . ,oe _ ’ ! ! ’
14 Acido diidroisoferulico 3-glucuronideo (6) 10,67 + 0,10 d 113,3;[ + b 671,E;(;i 1312,§i5 + a
Total 360,61 1,141,00 1,041,26 833,52
Flavonoides (ug g%)
*hk - i
15 (+) - Catequina (10) 5120 + 0,51 q 14f’f§ t 1117,g§ + 27f’§f t
16 Epigalocatequina; Galocatequina (10) 8.41+0,09 d 65;3,53 + 36(()3,;3; + b 30;3,7252 + c
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*** Epicatequina (11) 49,51 + 30,06 + 70,33 £
17 28,49 + 0,22 019 b 032 0.22
** Rutin (12) 0,50 0,32+ 0,83+
18 0,93 £0,04 0.01 0.01 d 0.01 b
Quercetina 4'-glucuronideo (13) 48,60 + 29,24 + 24,75 +
19 4,13 £ 002 007 055 b 012
20 * Quercetina 3-alfa-D-galactosideo; Quercetina 7-glucosideo; Quercetina 4'-glucosideo (13) 148 +0.02 12,01 + 39,78 £ b 83,35+
T 0,29 0,09 1,37
* Quercetrin; Luteolin-4'-O-glucosideo; Kaempferol-3-O-glucosideo; 24,57 + 50,25 + 102,65 +
21 2,48 £ 0,02 0.41 047 b 0.19
2 Kaempferol-7-O-glucosideo; Luteolina 7-O-glucosideo (Cynaroside) (13) 0.76 + 0.02 14,61 + 38,31+ b 58,62 +
e 0,03 0,22 0,89
* Epigalocatequina 3-p-cumarato (11) 2,35+ 3,74 4,40 +
23 0,21+0,01 0.02 0.01 b 0,04
* 6 " - Cafeoilhiperina; Quercetina 3-O-caffeyl-glucosideo (13) 513+ 6,98 + 13,17 +
24 0,25 £ 0,00 0.04 0.04 b 0.04
25 * Kaempferol 3-alfa-D-arabinopiranosido; Luteolina 7-xilosido; Kaempferol 3-O-beta-D-xilofuranosido; 0.11 + 0.00 4,20 + 421 + 4,15 + b
Kaempferol 3-arabinosideo (14) e 0,01 0,01 0,00
*** Miricetina (15) 25,87 £ 9,54 + 8,53
26 0,43+0,01 075 0.29 b 0.25 b
* Sudachiin A (10) 15,35+ 12,37 + 37,98 £
27 0,35+ 0,00 017 b 021 017
* Crioseriol 7-galactosideo; Kaempferide 7-glucosideo (10) 10,00 + 16,38 + 27,26 £
28 0,53+ 0,00 036 018 b 004
* Quercetina 3- (3-p-coumaroilglucosideo) (13) 2,88 + 3,60+ 4,80 +
29 0,16 + 0,00 0,03 0.04 b 0,01
30 * 4" - Metil-6 " - (3,4-di-hidroxi-E-cinamoil) isoorientina (13) Nd 59,23 + 28,37 + 44,24 + b
0,71 0,09 0,07
31 *** Quercetina (13) 0,05 + 0,00 269(:)%; b 4681601 360§1i b
Continuagdo dos flavonoides
3 *** Kaempferol (14) 0,08 0,00 12(3),2[3)(:)3t 1](.),%011 b 1%,%':;t
*4' 5,6-Trimetilescutelarina 7-glucosideo (13) 8,01 + 7,34 13,51 +
33 0,03 £ 0,00 0.04 b 0.07 014
* 5,3, 4'-Tri-hidroxi-3-metoxi-6,7-metilenodioxiflavona; Wharangin (10) 63,17 + 53,28 £ 37,58 +
34 1,09 + 0,00 102 027 b 0.28
* 4" 7-Dihidroxi-2', 5-dimetoxiisoflavanona (10) 1,88 £ 9,46 1,13+
35 0,39 £0,01 0,03 b 0.15 0.01 c
36 * 2- (2-metoxi-4-hidroxifenil) -6-metoxi-3-benzofurancarboxilato de metilo; Betagarin (10) nd 3,20 £ 12,80 + 7,75 % b
0,02 0,06 0,11
37 (%) -3, 7-Dihidroxi-2', 4'-dimetoxiisoflavano (10) 6,81 + 0,07 364§3J_r c 1%’?_%i a 36131J_r c
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38 * 2", 5,6-Trimetoxiflavona; 3, 5,6-Trimetoxiflavona; 4 ', 5,7-Trimetilapigenina (10) 2,86+ 0,07 d 8,35+ 169,83 + 80,58 + b
0,23 1,35 0,49
39 * Sakuranetina; Isosacuranetina (10) 0,22 £0,01 a nd nd nd
", o o e
20 Flavonoides (flavonéides O-metilados) (10) 0374001 c nd 305,(;;3 + 9(,)2(&)341 b
41  * 4'-O- (GIcA (1-2) GIcA) Apigenina; 4'-O-GIcA-7-O-GIcA Apigenina (10) 0,26 £ 0,01 a nd nd nd
Farrerol (10) 28,90 + 969,29 + 105,56 +
42 25,58 £ 0,18 c 032 4,36 0.41 b
Total 137,66 1,206,67 2,312,88 1,332,96
Taninos
. 47,61 184,87 176,56 +
*% @ ’ ’ ’
43 Hydrolyzable tannins 3,11 +0,02 d 024 0,57 1,48 b
s . . " 4,26 = 4,39 + 5,02 £
. . ©) ) i )
44 *Vitilagin; Punigluconin; Sanguiin H7 0,52 £ 0,00 c 0,06 0.04 0.10 a
. 34,57 + 35,46 + 69,35 +
*% @) ] 3 3
46 Hydrolyzable tannins 1,43+0,01 c 064 025 0.64 a
45  *Heterophylliin A; Sanguiin H1; Tercatain; Tellimagrandin | 0,17 + 0,00 c nd 1%,21%i 464§9i b
47  *1,4,6-Trigalloyl-beta-D-glucopyranose; 1,2,3-tri-O-Galloyl-beta-D-glucose @ 0,22 + 0,00 d zéggli 1%7122 * 56802; b
. 20,75 1,37+ 1,99 +
* ) , , 3
48 *Granatin B 0,33 £0,00 b 2 40 0.01 0.05 b
" . . . . 1,49 + 24,86 3,90 £
* . . . () 1 1 ’
49  *Heterophylliin A; Sanguiin H1; Tercatain; Tellimagrandin | 0,24 + 0,00 d 0,02 0.09 0.04 b
. N o 30,58 + 12,06 + 25,69 +
. @) ’ ’ ’
50 *Sanguisorbic acid dilactone; Valoneic acid dilactone 0,78 +0,01 d 0.10 003 0,07 b
. 581,68 413,17 £ 188,65 +
*% 7) 3 3 3
51 Hydrolyzable tannins 4,01 £ 0,05 d 4,51 1,52 0,42 ¢
. 206,98 92,87 £ 35,47
*% 7) ’ ’ )
52 Hydrolyzable tannins 2,10 £ 0,00 d 1,08 1,91 0,39 ¢
Total 12,91 930,80 757,35 516,90

Valores expressos em pg g-1; média + erro padrdo; nd: ndo detectado; seguidos pelas mesmas letras dentro de uma linha nao diferem pelo teste de Tukey (p
< 0,05). Al: infusdo aquosa; PLE-W: extracao por liquido pressutizado com agua, PLE-W:E: extragdo por liquido pressutizado com agua e etanol, PLE-E:
extracdo por liquido pressutizado com etanol; *compostos putativamente identificados; **compostos putativamente identificados por padréo; *** compostos
putativamente identificados pela classe. Quantificagdo: ug acido galico (') g%; ug de acido p-cumarico g (2); ug Acido clorogénico (3) g%; ug Acido cafeico g
(4); ug 4cido 4-hidroxibenzoico (5) g1; ug Acido ferulico gt (6); ug de &cido elagico g (7); ug Acido sirinico g1 (8); ug (+) - Catequina g* (10); ug Epicatequina

gt (11); ug Rutin g (12); ug Quercetina g (13); ug Kaempferol g (14); ug miricetina g* (15).
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3.2 Atividade antioxidante dos extratos obtidos por Al e PLE

Os extratos das folhas de guabirobeira foram avaliados com relacdo a sua
atividade antioxidante através da determinacgéo de peroxidacao lipidica e a producéo
de ROS em amostras de células cérebro de rato.

Conforme os resultados (Figura 2A) todos os extratos obtidos com PLE
reduziram o valor de TBARS. No entanto observa-se que para o Al em todas as
concentracdes testadas (25, 50, 100 e 250 ug mL™') néo teve diferenca significativa
guando comparado com o IC e com padrdo de acido ascorbico.

Para PLE-W, quando comparado o IC, em todas as concentracdes testadas,
25e 250 ugmL* (p=20.001), 50 pg mL2L (p 20.05) e 100 ug mL* (p 2 0.05), reduziram
a formacdo de TBARS, ou seja, observa-se que 0 extrato nessas concentragoes
protegeu as células. No entanto quando comparadas com AA apenas a concentracao
250 pg mL* demonstrou acéo equivalente. Da mesma forma, para PLE-W:E todas as
concentragdes testadas, 25 ug mL? (p 2 0,05), 50 ug mL* (p =2 0,01), e 100 e 250 ug
mL1 (p =2 0,001), protegeram as células do processo oxidativo. Quando comparadas
com AA as concentragdes 100 e 250 pg mL* apresentaram inibigédo equivalente aos
valores apresentados pelo acido ascorbico, o antioxidante padrdo. Para o PLE-E as
menores concentracdes 25 (p = 0,01), e 50 ug mL? (p = 0,001)) apresentaram acgéo
antioxidante.

No ensaio ROS (Figura 2B), assim como no ensaio TBARS, a oxidagdo foi
induzida com tratamento IC e protecdo AA, conforme evidenciado pelo aumento nos
niveis de ROS. Todos 0s extratos testados apresentaram agcédo na prevencao de um
aumento nos niveis de ROS. Para PLE-W, PLE-W:E e PLE-E todas as concentracdes
testadas apresentaram ag&o equivalente ao padréo AA.

Para o Al nas concentra¢ges 25, 50, 100 e 250 ug mL* (p = 0,01) quando
comparado com o IC, tiveram acao protetora sendo que quando comparadas com AA
as concentragées 50, 100 e 250 ug mL* apresentaram acéo equivalente a padrdo. O
melhor resultado foi obtido com o extrato PLE-W: E na concentragdo 100 pg mL?

apresentando acdo superior ao padrao AA.
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Figura 2. Atividade antioxidante de extratos de folhas de guabirobeira. A: TBARS e B: ROS

Al: infusdo aquosa, PLE-W: extracao com liquido pressurizado com agua, PLE-W: E: extracdo com liquido pressurizado com agua e etanol, PLE-E: extragcédo
com liquido pressurizado com etanol. Valores expressos em média + desvio padrao (n = 3) por ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey: *** p <0,001 em
comparacao ao grupo C (controle); ** p <0,01 em comparacdo ao grupo C. * p <0,05 em comparacdo ao grupo C. ### p <0,001 em comparacao ao grupo IC
(controle induzido). ## p <0,01 em comparacéo ao grupo IC. # p <0,05 em comparagédo ao grupo IC. AA: acido ascérbico; Q: quercetina; K: kaempferol
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3.3 Atividade antibacteriana dos extratos obtidos por Al e PLE

Observa-se que o extrato PLE-W:E apresentou atividade antibacteriana contra
0 maior numero de bactérias testadas. Ja, os extratos PLE-W e PLE-E apresentaram
atividade antimicrobiana apenas contra uma das bactérias testadas. O Al néo
apresentou atividade antibacteriana.

Dentre as bactérias estudadas, as mais sensiveis aos extratos foram
Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027 (Gram-negativa, CIM 1.56 mg mL* em PLE-
W:E), Enterococcus faecium FAIR (E178) (Gram-positiva, CIM1.56 mg mL* em PLE-
W:E) Enterococcus faecalis FAIR (E77) (Gram-positiva, CIM1.56 mg mL* em PLE-
W), seguidas por Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-positiva, CIM 3.13 mg
mL em PLE-W:E) e Listeria monocytogenes Scott A (Gram-positiva, CIM 3.13 mg
mL1em PLE-W:E). Por outro lado, nenhum dos extratos testados demonstraram acéo
inibitéria contra Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella Enteritidis ATCC13076.

De maneira geral, os resultados indicam que extratos das folhas de pitangueira
apresentam atividade antimicrobiana especialmente contra Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Enterococcus faecalis FAIR (E77).
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana de extratos de folhas de guabirobeira pelo Método de Difusdo em Disco e Concentracéo

Inibitdria Minima

Al PLE-W PLE-W:E PLE-E
Cepa bacteriana .H?"F’ ge CIM H‘f"l(.) Ele CIM !—Iz_alp 9e CIM !"?"9 ge CIM
Gram inibicao (mg inibicéo (mg inibicao (mg inibicao (mg
(mm) mL1) (mm) mL1) (mm) mL-1) (mm) mL1)
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 <10 Nd <10 Nd 24,5+ 0,7a 3,13 19,5+ 0,7b 12,5
Listeria
monocytogenes Scott + <10 Nd <10 Nd 20+ 1,4a 3,13 <10 Nd
A
Enterococcus faecalis
FAIR (E77) <10 Nd 15+1,4b 1,56 20t 1,4a 3,13 <10 Nd
Enterococcus faecium
FAIR (E178) + <10 Nd <10 Nd 16 +1,4a 1,56 <10 Nd
Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 <10 Nd <10 Nd 21 £0,0a 1,56 <10 Nd
f;g%ez”a flexeri ATCC i <10 Nd <10 Nd  14+00a 625 <10 Nd
Escherichia coli ATCC
95099 - <10 Nd <10 Nd <10 Nd <10 Nd
Salmonella Enteritidis
ATCC13076 - <10 Nd <10 Nd <10 Nd <10 Nd

Nd: ndo detectado; médias seguidas pelas mesmas letras dentro de uma linha ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,0
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4. DISCUSSAO

4.1 Perfil metabdlico e atividade antioxidante dos extratos de folhas de
guabirobeira

Os extratos de folhas de guabirobeira apresentam diversidade e quantidade de
acidos fendlicos, flavonoides e taninos, os quais apresentam importantes fungdes nos
vegetais, pois atuam como protetores a diversos fatores ambientais que s&o
constantemente expostos, e quando inseridos na dieta humana apresentam efeitos
antioxidantes (ROLEIRA et al, 2015; HAMINIUK et al., 2012). Os extratos obtidos por
PLE apresentaram melhor potencial de extracdo, quando comparado com a infusao
usualmente utilizada, devido a maior concentracdo total de compostos. Entre os
compostos presentes, a classe dos flavonoides foi a mais numerosa. O extrato que
gerou a maior concentracdo total de flavonoides foi o PLE-W:E, e esse resultado foi
semelhante ao encontrado em extratos de folhas de aracazeiro (ZANDONA et al.,
2020), em que a mistura entre agua e etanol proporciona uma extracdo de maior
concentracdo desses compostos (ZANDONA et al., 2020). Além de que misturas de
solventes como agua e etanol sdo consideradas com maior potencial de extracdo de
compostos fendlicos do que quando utilizado 100% de etanol (VENKATESAN, CHOI,
& KIM, 2019). Para os &cidos fendlicos e taninos o extrato PLE-W apresentou maior
concentracdo dessas classes de compostos, indicando que esse método de extracao
com a agua tem potencial de extracdo de compostos polares.

Os compostos encontrados nos extratos de folhas de guabirobeira corroboram
com compostos encontrados em outras espécies da familia das Myrtaceae, como o
acido gdlico, acido p-cumérico, &cido elagico, acido clorogénico, catequina,
epicatequina, miricetina e quercetina (MALLMANN et al., 2020; ZANDONA et al.,
2020).

Os compostos fendlicos sao conhecidos pela sua acdo antioxidante que é
relacionada a sua capacidade de doar atomos de hidrogénio e neutralizar os radicais
livres, produzindo espécies menos reativas. S&o eficientes na prevencdo da
autoxidagao, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo
oxidativo (SHAHIDI et al., 1992). Conforme resultados obtidos nesse estudo, observa-
se que todos os extratos obtidos por PLE demonstram potencial acdo antioxidante,

através da protecdo das células eucariéticas, células do cérebro de ratos, reduzindo
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0s danos causados pelo estresse oxidativo (TBARS e ROS). PLE-W:E destacou-se
como o extrato mais promissor por ter apresentado inibicdo equivalente e superior aos
valores apresentados pelo acido ascorbico (antioxidante padrdo).

Estudos sobre os extratos das folhas de guabirobeira tem demonstrado sua
acao na reducao do estresse oxidativo (KLAFKE et al., 2016) e consequente reducéo
da transformacdo de células normais em células cancerosas (CHANDER, 2018),
processos inflamatoérios (VIECILI et al., 2014), sendo usado no tratamento de Ulceras
gastricas (MARKMAN, BACCHI E KATO, 2004). Além disso é relatado potencial
antidiabético (VINAGRE et al., 2010; TROJAN-RODRIGUES et al.,, 2012), efeito
antiplaquetario (OTERO et al., 2017) e reducédo do nivel de colesterol (VIECILI et al.,
2014).

4.2 Extratos de folhas de guabirobeira apresentam atividade antibacteriana

Os extratos obtidos por PLE, especialmente PLE-W:E, inibiram maior nimero de
bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas. Este resultado era esperado, haja
vista que a estrutura da parede celular das bactérias Gram positivas € mais simples
do que Gram negativas, o que contribuiria para a permeabilidade dos compostos
antimicrobianos presentes nos extratos. A parede celular das bactérias Gram-
positivas apresenta uma Unica camada composta por peptidioglicano, acidos tecéicos
e acidos lipotecoicos (DA SILVA DANNENBERG et al., 2019; JANSEN-ALVES et al.,
2019). Ja nas Gram-negativas, a parede celular € constituida por uma camada
composta de pectidioglicano circundada por uma membrana externa que apresenta
fospolipidios, lipolipolissacarideos e proteinas (DA SILVA DANNENBERG et al., 2019;
SANTOS et al., 2015), o que atribuiria maior resisténcia.

Observamos que o extrato PLE-W:E demostrou atividade antimicrobiana contra
as bactérias Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Shigella flexeri ATCC 12022,
ambas bactérias Gram-negativas. Esse extrato foi o que apresentou os melhores
resultados para a atividade antimicrobiana e, também foi o extrato que gerou a maior
concentracéo total de flavonoides (especialmente flavonas e isoflavondides), o que
pode estar relacionado a esses resultados, uma vez que, esses compostos possuem
reconhecida atividade antimicrobiana (DINIZ-SILVA et al., 2017; CONSTANTINOU et
al., 1995; HUANG et al., 2015). Apesar do mecanismo de acdo dos compostos

fendlicos ndo ser totalmente elucidado, cita-se que a acgdo destes pode estar
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relacionada a capacidade de inibir a producéo de acidos nucleicos e nas funcdes da
membrana citoplasmatica bem como interferir no metabolismo energético das células
(CUSHNIE & LAMB, 2005).

Observa-se que o PLE-W:E apresentou a maior concentracédo de alguns acidos
fendlicos como &cido galico, acido clorogénico, acido 4-hidroxibenzoico e éacido
siringico (Tabela 2). Esses compostos também possuem conhecida antibacteriana,
como por exemplo, o &cido galico que demonstrou acgéo inibitéria contra S. aureus
(LIU et al, 2017; GUTIERREZ-LARRAINZAR, et al.,, 2012), Pseudomonas
(SORRENTINO et al., 2018), Escherichia coli e Streptococcus mutans (SHAO et al.,
2015), da mesma forma o acido clorogénico contra Pseudomonas aeruginosa, inibindo
a formacéo de biofilme (WANG et al., 2019). Os acidos 4-Hidroxibenzoico (CHO et al.,
1998) e siringico (SHI et al., 2016) também s&do conhecidos por terem um amplo
espectro antibacteriano contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Os resultados indicam que PLE-W:E das folhas de guabirobeira apresenta

atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

5. CONCLUSAO

Os extratos de folhas da guabirobeira obtidos por Al e PLE apresentam ampla
diversidade e concentracao de compostos fitoquimicos, principalmente da classe dos
flavonoides, a qual foi a mais abundante, como também de acidos fendlicos, taninos
e compostos pertencentes a outras classes quimicas. PLE-W:E destacou-se por
apresentar a maior concentracéo de flavonoides o que pode ter conferido significativa
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e potencial
atividade antioxidante in vitro (TBARS, ROS), equivalente ao acido ascorbico. Em
contrapartida, sdo necessarios estudos com testes in vitro e in vivo de citotoxicidade,

para avaliar a eficiéncia e seguranca dos extratos.


https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0956713512001077?via%3Dihub#!
https://onlinelibrary-wiley.ez66.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?ContribAuthorStored=Shao%2C+Dongyan
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A temética de pesquisa desse projeto (com duas Teses em consércio) trata da
prospecc¢do de propriedades biologicas em espécies nativas de biomas brasileiros,
nesse caso especifico, aracazeiro, pitangueira, guabirobeira e butiazeiro. Mais
especificamente, o foco foi dado as folhas. A razdo principal dessa escolha se deve
ao fato de ja haver um conhecimento empirico popular que aponta para possiveis
propriedades dessas folhas na salude das pessoas e em outros animais.

No contexto da tematica, a questdo multipla da pesquisa foi: qual € a riqueza
em compostos fitoquimicos polares; como o método de extracdo pode interferir no
perfil de compostos fitoquimicos polares; quais as respostas biolégicas esperadas a

partir desses extratos?

Nessa Tese, a atencdo esta concentrada nos estudos com folhas de
pitangueira e de guabirobeira. As respostas as perguntas formuladas sdo (de modo

geral, com excecoes):

1) tanto as folhas de pitangueira, quanto aquelas de guabirobeira séo ricas em
compostos fitoquimicos polares;

2) a extracdo por PLE resulta em maior concentracdo e diversidade de
compostos do que a extracao por Al; e,

3) de modo geral, todos 0s extratos apresentam putativas propriedades
biolégicas, havendo um destaque geral para o extrato PLE-W:E.

A segquir, detalham-se um pouco mais os achados

Para as folhas de pitangueira a extracao por PLE resulta em maior diversidade
e maior concentracdo de compostos fitoquimicos e o solvente utilizado interferiu na
concentracdo dos compostos, sendo que a mistura de etanol e 4gua (PLE-W:E) foi
mais eficaz na extracdo de acidos fendlicos e taninos, enquanto para a extracao dos

flavondides o etanol como solvente (PLE-E) mostrou-se mais eficaz.

Todos o0s extratos proporcionaram acao antioxidante de protecdo na
sobrevivéncia células para Saccharomyces cerevisiae frente ao agente oxidante
sendo que o nivel de sobrevivéncia foi relativamente proporcional a concentracao do

extrato aplicado. Apenas os extratos obtidos por PLE apresentaram atividade



145

protetora das células de cérebro de rato utilizando TBARS, no entanto, para ROS os
extratos de folhas de pitangueira obtidos por Al e PLE, em todas as concentracdes
testadas, apresentaram efeito protetor nas células, além de substancial atividade
antibacteriana, principalmente contra bactérias Gram-positivas, e atividade alelopética

para sementes de alface.

Para as folhas de guabirobeira 0 método de extragdo ndo influenciou na
guantidade de compostos presentes nos extratos, diferentemente do tipo de solvente
utilizado, onde a mistura de solventes (PLE-W:E) extraiu maior concentracdo de

compostos.

Todos os extratos obtidos com PLE apresentaram atividade protetora das
células de cérebro de rato utilizando TBARS, no entanto, Al ndo teve acao. Os extratos
obtidos por PLE e Al apresentaram efeito protetor nas células de cérebro de rato com
ROS e PLE-W: E na concentragédo 100 pug mL*?, foi o mais promissor apresentando
acao superior ao padrédo AA. Da mesma forma, PLE-W:E apresentou maior atividade

antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Assim, as folhas de pitangueira e guabirobeira podem ser consideradas como

uma fonte promissora de compostos bioativos.

O desenvolvimento deste trabalho possibilitou ampliar o conhecimento acerca
dessas espécies nativas estudadas, especialmente quanto a composi¢cdo quimica e

guanto as propriedades bioldgicas.

A extracdo com PLE demonstrou uma maior diversidade e concentragéo de
compostos fitoquimicos quando comparada ao método por infusdo, sendo que ha
dependéncia do solvente utilizado no processo, e, a sua influéncia é relativa a cada
espécie estudada. Com relacdo as respostas bioldgicas testadas, nem sempre uma
maior diversidade de compostos fitoquimicos foi proporcional a acao destes extratos,
no entanto nossos resultados demonstraram putativas propriedades para uso em
alimentos, alimentos funcionais, produtos nutracéuticos ou antimicrobianos, uma vez

gue demonstratam atividade antimicrobiana, antioxidante e alelépéatica.

Para isso ha necessidade de novos estudos gerando novas perspectivas

futuras de estudos como:

e Tentar identificar a ampla gama de compostos néo identificados;
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Estudar os parametros relacionados a extracdo por PLE, a fim de

otimizar o processo;

Avaliacdo das propriedades protetoras in vitro e in vivo dos extratos
obtidos por PLE e Al,

Estudo de Citotoxicidade e mutagenicidade dos extratos obtidos por PLE
e Al,

Uma maior amplitude no conhecimento dos compostos quimicos

encontrados em cada extrato;

Avaliar a variabilidade da composi¢ao quimica em funcéo das condicdes

de cultivo destas espécies;

Ampliar os testes microbiol6gicos abrangendo um numero maior de

micro-organismos Gram-positivos e Gram—negativos;

Ampliar a faixa de concentragdo dos extratos nos testes de atividade

alelopética;

Prospectar aplicacdes dos extratos em alimentos como antimicrobianos,

antioxidantes.
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