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RESUMO

As plantas, desde os primoérdios da humanidade, sdo utilizadas e aplicadas em
diversas praticas fitoterapicas. Elas s@o conhecidas principalmente por seus efeitos naturais
conservativos, sendo também utilizadas na industria alimenticia, com destaques na
alimentacdo natural e saudavel. Baseando-se nessas praticas e em recentes estudos realizados
com plantas e suas substancias, a espécie vegetal Crataeva tapia L. (Trapia), é encontrada na
regido do semiarido, pertencente a familia Capparaceae e surge como uma fonte de
compostos que possuem propriedades bioativas, antioxidantes e antimicrobianas. Buscando
promover sua possivel aplicacdo como um coadjuvante na conservacdo de produtos na
industria de alimentos, o presente trabalho objetivou analisar extratos aquosos obtidos por
meio das técnicas extrativas de maceracgdo, turbolizacdo e assistida por ultrassom, a partir de
diferentes partes do Trapia (folhas, flores e peciolo), com foco nas suas propriedades
antimicrobianas e sua toxicidade. Cada parte do Trapia foi selecionada, pesada, higienizada,
desidratada e submetida a extracdo aquosa, sendo realizados bioensaios de letalidade aguda
frente a Artemia salina, seguido da difusdo em agar por pogos para determinacdo da atividade
antimicrobiana. Como resultado para os testes de toxicidade, foi evidenciada atoxicidade
(CLsp > 1000 pg/mL) para a maioria dos extratos (FOTM, FOTT, FOTU, FTT, PTT, PTM e
PTU). Para a andlise antimicrobiana, apenas o extrato PTM apresentou halo de inibi¢do de 9
mm para a concentracdo de 100 mg/mL, demonstrando atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, em contrapartida, ndo apresentou nenhum efeito sobre Salmonella
Enteritidis. Logo, pode-se observar auséncia de toxicidade para a concentragdo analisada dos
extratos de C. tapia frente a Artemia salina e atividade antimicrobiana, apenas para um dos
extratos, estando em sua concentracdo maxima testada. Sugere-se, a realizacdo de novas
pesquisas, visando o emprego de temperaturas de secagem mais brandas, técnicas extrativas
diversas, aplicacdo de métodos de concentragdo, utilizacdo de solventes apolares e por fim a
utilizacdo de extratos em base seca, visando 0 aumento da concentracdo das substancias
bioativas presentes nos extratos. Desta forma a potencialidade de uso da Crataeva tapia L.
sera mais evidenciada e sua aplicacdo em produtos da industria alimenticia podera ser

considerada.

Palavras-chave: Crataeva tapia L., atividade antimicrobiana, toxicidade, Artemia salina.



ABSTRACT

Plants, since the dawn of humanity, are used and applied in various herbal practices. They are
mainly known for their natural conservative effects, and are also used in the food industry,
with emphasis on natural and healthy food. Based on these practices and on recent studies
carried out with plants and their substances, the plant species Crataeva tapia L. (Trapid), is
found in the semi-arid region, belonging to the Capparaceae family and appears as a source
of compounds that have bioactive properties, antioxidants and antimicrobials. Seeking to
promote its possible application as a coadjuvant in the conservation of products in the food
industry, the present work aimed to analyze aqueous extracts obtained through maceration,
turbolization and ultrasound-assisted extractive techniques, from different parts of Trapia
(leaves, flowers and petiole), focusing on their antimicrobial properties and their toxicity.
Each part of Trapia was selected, weighed, sanitized, dehydrated and subjected to aqueous
extraction, with acute lethality bioassays being performed against Artemia salina, followed by
agar diffusion through wells to determine antimicrobial activity. As a result of the toxicity
tests, non-toxicity (LCso > 1000 pg/mL) was evidenced for most extracts (FOTM, FOTT,
FOTU, FTT, PTT, PTM and PTU). For the antimicrobial analysis, only the PTM extract
showed an inhibition halo of 9 mm for the concentration of 100 mg/mL, demonstrating
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, on the other hand, it did not show any
effect on Salmonella Enteritidis. Therefore, it can be observed absence of toxicity for the
analyzed concentration of the extracts of C. tapia against Artemia salina and antimicrobial
activity, only for one of the extracts, being in its maximum concentration tested. It is
suggested that new research be carried out, aiming at the use of milder drying temperatures,
different extractive techniques, application of concentration methods, use of non-polar
solvents and finally the use of extracts on a dry basis, aiming at increasing the concentration
of the bioactive substances present in the extracts. In this way, the potential use of Crataeva
tapia L. will be more evident and its application in food industry products can be considered.

Keywords: Crataeva tapia L, antimicrobian activity, toxicity, Artemia salina.
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1 INTRODUCAO

O Ceara compreende, aproximadamente, 14,9 milhdes de hectares de extensao,
dos quais 8,5 milhGes sdo de areas florestais, equivalente a uma média de 57% de sua area
total. Reconhecido pelo clima predominantemente semiarido, o Estado apresenta altas
temperaturas e uma vegetacao caracterizada pelo bioma caatinga, tipico do sertdo nordestino
(BRASIL, 2016). A caatinga, como sua principal cobertura vegetal, representa uma média de
46% e a diversidade de sua flora apresenta, como caracteristica arbérea principal, arvores
altas com caules retilineos e um sub-bosque de espécies menores como arbustos (MAIA et al.,
2018).

As plantas, desde os primdérdios da humanidade, sdo utilizadas e aplicadas em
praticas fitoterapicas. Tais praticas envolvem métodos extrativos de componentes simples ou
compostos a fim de se obter efeitos bioldgicos diversos e adversos, desejaveis (OLIVEIRA et
al., 2018). Dentre tais efeitos, destacam-se as atividades antioxidantes, antibacterianas,
antivirais e a modulacdo de enzimas de desintoxicacdo. H4, ainda, compostos ou substancias
gue atuam como bioativos, como por exemplo, os acidos graxos, as fibras, os aminoacidos
essenciais e os compostos fenolicos. (COSTA; JORGE, 2011).

Além disso, as plantas e seus extratos vegetais sdo conhecidos por seus efeitos
naturais conservativos, sendo utilizadas na indudstria alimenticia, com destaques na
alimentacdo natural e saudavel, assim como na indGstria farmacéutica (DEL RE; JORGE,
2012).

A utilizacdo de compostos, sejam naturais ou sintéticos, em alimentos, é
justificada por razbes nutricionais e sensoriais, buscando promover vantagens no ambito
industrial e visando, sobretudo, a demanda do consumidor final (SOUZA et al., 2019). Os
compostos naturais, ou aditivos naturais, como 0 proprio termo ja evidencia, ocorrem de
forma natural, enquanto os sintéticos, sdo obtidos a partir de reacdes fisico-quimicas forcadas
e, devido a sua forte estabilidade quimica, facilidade de obtencéao e baixo custo, acabam sendo
mais utilizados (PEREIRA et al., 2020).

Ainda referindo-se aos aditivos, hd uma tendéncia da utilizacdo de conservantes
antimicrobianos naturais voltada a seguranca e a qualidade alimenticia, considerada como
alternativa em face a outros sistemas de preservagdo comumente utilizados, como térmicos ou
quimicos (RODRIGUES et al., 2021). Ademais, a busca por uma alimentagdo mais saudavel,
associada a descoberta da presenca de compostos bioativos e de propriedades desejaveis,

tornou mais forte a procura pelos aditivos naturais nos ultimos anos (PEREIRA et al., 2020).



15

De acordo com Nogueira et al. (2019), cada vez mais, a utilizacdo de conservantes
sintéticos vem sendo moderada em fungdo de varios estudos que apresentam os maleficios
para a saude humana provenientes do excessivo uso desse tipo de conservante. Conforme
Hess (2018), desde a década de 70 os aditivos alimentares sdo descritos como causadores de
intoxicacdo em humanos, mesmo quando usados de acordo com as recomendacfes. A partir
disso, tem-se buscado, preferencialmente, por alimentos menos industrializados, elevando-se
a procura por conservantes naturais e, destacando assim, a importancia do conhecimento
sobre as substancias de origem vegetal.

Baseando-se nessas praticas e em recentes estudos realizados com plantas e suas
substancias, a Crataeva tapia L., mais conhecida no Ceard como Trapid, pertencente a familia
Capparaceae (CORNEJO et al., 2015), destaca-se por apresentar compostos que possuem
propriedades bioativas anti-inflamatorias, antitumorais e analgésicas, além de possuir,
também, atividade inseticida (ZANG et al., 2013). Além disso, foi observado por Salvat et al.
(2001) durante seus experimentos, que os extratos metandlicos de C. tapia apresentam
significativa atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, e que tal propriedade
esta diretamente relacionada com a presenca de seus compostos bioativos.

O presente trabalho objetivou a analise de extratos aquosos obtidos por meio das
técnicas de maceracdo, turbolizacdo e assistida por ultrassom, de diferentes partes do Trapia
(folhas, flores e peciolo), avaliando, assim, suas propriedades antimicrobianas e sua
toxicidade, a fim de promover sua possivel aplicacdo como um coadjuvante na conservagado

de produtos na industria de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Analisar, sob a dptica antimicrobiana e toxicoldgica, extratos aquosos do Trapia
(C. tapia L.) provenientes das folhas, flores e peciolos, com foco na conservacdo de

alimentos.

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar o processamento primario das partes vegetais e submeter a secagem;

- Obter diferentes extratos a partir das folhas, flores e peciolos desidratados do
Trapia pelas técnicas de maceracéo, turbolizacao e assistida por ultrassom;

- Determinar o potencial de atividade antimicrobiana;

- Avaliar seu potencial toxicoldgico frente ao microcrustaceo Artemia salina.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aiimportancia da investigacédo da potencialidade antimicrobiana de vegetais

Ao longo da histéria humana, a utilizacdo de plantas medicinais fez-se presente de
varias maneiras como sendo um dos primeiros métodos terapéuticos difundidos pelos povos
ancestrais para o tratamento de doencas que assolavam a populacdo naquela época
(MONTEIRO; BRANDELLLI, 2017).

Nas Ultimas décadas, a pesquisa cientifica na area de produtos naturais, vem
comprovando a acdo farmacologica de diversos compostos botanicos, com destaque para a
area da microbiologia, cujo foco sdo substancias com acdo contra bactérias resistentes aos
antimicrobianos sintéticos. Destacam-se plantas como o Alecrim pimenta (Lippia
origanoides) cujo 6leo essencial, rico em Timol, tem acdo contra diversos microrganismos, de
acordo com Matos (2007).

O metabolismo secundario condiciona o mecanismo de defesa dos vegetais a
produzirem substancias que vém a ser utilizadas contra predacdo por microrganismos, insetos
e herbivoros, possuindo, também, importancia nutricional e farmacolégica para os seres vivos
(BORGES; AMORIM, 2020). Tais substdncias podem apresentar caracteristicas



17

antimicrobianas e/ou bactericidas, além de atuar como antibidticos, recebendo, ainda, a
denominacdo de fitocidas ou preparados semelhantes a antibioticos (GONCALVES; FILHO;
MENEZES, 2005).

Nesse contexto, destacam-se partes diversas da estrutura dos vegetais, como as
folhas, as raizes, a casca, a polpa e as sementes, evidenciadas em recentes estudos por
possuirem maior potencialidade de extracdo dos compostos bioativos presentes em suas
matrizes. Tratando-se da sua aplicabilidade na inddstria de alimentos, essas espécies vegetais
tornam-se fortes alternativas para substituicdo dos compostos tradicionalmente utilizados, os
aditivos sintéeticos, por seus vinculos com uma alimentagdo mais saudavel, além de
apresentarem atividades antioxidantes, antimicrobianas e digestivas, utilizadas no
prolongamento da vida de prateleira (Shelf life) dos alimentos (ALVARENGA, 2018; R1ZZO
et al., 2010; KAMEL, 2000).

Além disso, estudos recentes comprovam que a adi¢do de extratos vegetais em
produtos alimenticios processados se mostra como oportunidade de promogdo, bem como
incentivo, para a ingestdo de ingredientes funcionais sem gerar qualquer relativa mudanca nos
habitos alimentares da populacdo. Um exemplo de sucesso, que demonstra os beneficios da
utilizacdo de antimicrobianos naturais, sobretudo, os derivados de extratos vegetais, € a
presenca de isotiocianatos nos compostos da mostarda, que além de conferir atividade
antimicrobiana, apresenta ainda potencial quimiopreventivo (NOGUEIRA et al., 2019).

De acordo com Savia (2021), a potencial presenca de microrganismos patogénicos
nos alimentos representa uma séria ameaca a seguranca alimentar, resultando numa maior
resisténcia antimicrobiana. Essa resisténcia apresenta um aumento ainda maior, quando as
substancias antibioticas, normalmente consumidas, sdo utilizadas de forma abusiva ou
inadequada (PARREIRA et al., 2020).

Diante do exposto, é de suma importancia a realizacdo de pesquisas em busca de
novas alternativas para a melhoria da conservacdo dos alimentos, em especifico as substancias
de origem vegetal. Por meio dessas novas pesquisas, sera possivel identificar, de forma mais
precisa, em meio a grande diversidade de antimicrobianos, o que se classifica como mais
ideal, visando substancias com espectro de agdo maximizado e toxicidade reduzida, e
apresentando, ainda, grande acdo sobre a sensibilidade de microrganismos patogénicos
(PARREIRA et al., 2020).

3.2 Crataeva tapia L.
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3.2.1 Descricdo botanica

A Crataeva tapia L., também conhecida como pau d’alho, cabeceira, cabaceira e
cabaceira-do-pantanal, é popularmente conhecida no Ceara como Trapia (SOUSA, 2019).
Pertencente a familia Capparidaceae, € uma planta que apresenta copa arredondada e densa,
chegando a uma média de altura entre 5 e 12 m. Seu tronco, geralmente tortuoso, possui
forma ligeiramente cilindrica, com casca aspera e acastanhada (LIMA, 2012), variando seu
diametro entre 20 e 40 cm. Suas folhas, com peciolo comum, variando de 4 a 12 cm de
comprimento, sdo basicamente dispostas de forma trifolioladas (Figura 1), com foliolos
membranaceos e glabros nas duas faces (LORENZI, 2008).

Figura 1 - Forma trifoliolada das folhas e peciolo da Crataeva tapia L.
¥ e 2 # N R

:

Fonte: elaborado pela autora.

As flores desta espécie sdo brancas, distribuidas em cachos, com uma base
comprida e pétalas unguiculadas (NETO; LUBER, 2020) (Figura 2). Seus frutos apresentam
baga globosa, além de polpa bastante carnosa, com um namero alto de sementes. Por se tratar
de uma planta decidua, heliofila, além de ser seletiva higréfita, ocorre de forma preferencial

em formagdes secundarias de varzeas imidas, com solos um tanto salinos (LORENZI, 2008).

Figura 2 - Detalhes das flores da Crataeva tapia L. _
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Fonte: elaborado pela autora.

3.2.2 Propriedades bioativas

Segundo Azevedo et al. (2015), a espécie C. tapia apresenta, dentre seus
principais componentes, os flavonoides, que atuam inibindo a formagéo dos radicais livres,
tornando esse vegetal uma potencial fonte de compostos antioxidantes. Ainda, segundo
Arruda (2021), os frutos, as cascas e as folhas dessa espécie apresentam propriedades
benéficas associadas a existéncia de compostos bioativos em sua composi¢ao.

De acordo com alguns estudos, essa mesma casca possui propriedades anti-
inflamatorias, analgésicas, antitumorais, além de possuir atividades inseticidas (ZHANG et
al., 2013). Conforme Sharma, Patil e Patil (2013) suas folhas e frutos também sao utilizados
no combate as infeccBes do trato respiratorio, no tratamento estomaquico e antidisentérico,
assim como no febrifugo. Além disso, os extratos de suas folhas apresentam acentuada
atividade alelopética podendo atuar como herbicida natural, para o desenvolvimento de

substancias antibacterianas.

3.3 Atividade antimicrobiana

3.3.1 Definicao

Os antimicrobianos sdo conhecidos por serem substancias quimicas que atuam
inibindo o crescimento (microbiostatico) ou causando a morte dos microrganismos
(microbiocida) (TIMENETSKY, 2017). Tais substancias podem ser denominadas como
antibacterianos, antiflngicos ou antivirais, dependendo de seu espectro de acdo. Seu
mecanismo de atuacdo € baseado na inibicdo da duplicacdo do material genético, impedindo a
sintese das proteinas e modificando assim a permeabilidade da membrana plasmatica ou ainda
interferindo nas rotas metabdlicas dos microrganismos, dessa forma, neutralizando seu
metabolismo ou induzindo a sua morte (CARNEIRO; BADARI, 2022).

De acordo com Silva (2003), dois conceitos principais precisam ser considerados,
durante a utilizacdo de antimicrobianos: o espectro de acdo e a poténcia (associada a CIM -
Concentracdo Inibitoria Minima). O espectro de acdo refere-se a porcentagem de espécies
sensiveis a acdo de um determinado composto antimicrobiano, enquanto a poténcia é

entendida como a concentragdo necessaria para a inibigdo do crescimento bacteriano.
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Além disso, segundo Campos (2014), existem caracteristicas essenciais para que
um agente antimicrobiano seja considerado ideal. Dentre elas, possuir toxicidade seletiva, ou
seja, ser capaz de eliminar o patégeno sem prejudicar o hospedeiro, ndo incitar qualquer
resisténcia bacteriana, chegar a niveis bactericidas no organismo por grandes periodos, além
de ndo apresentar condicéo alergénica e ter condigdes de atingir o sitio infeccioso. Por fim,
ainda precisa demonstrar espectro de acdo suficientemente satisfatorio (G+ e G-).

E importante ressaltar, ainda, que a preferéncia por um composto antimicrobiano
deve se basear, sobretudo, em sua afinidade quimica e sensorial com certo tipo de alimento,
além de conferir sua eficiéncia contra microrganismos indesejaveis e sua seguranca atribuida
(BARROS et al., 2020).

3.3.2 Tipos de antimicrobianos

De acordo com Melo, Duarte e Soares (2012), hd duas classificacbes para
antimicrobianos: sintéticos ou naturais. Os produzidos em massa por industrias quimicas e
farmacéuticas sdo o0s considerados sintéticos, enquanto o0s naturais sdo resultado do
metabolismo de animais, vegetais ou de outros microrganismos (CARNEIRO; BADARI,
2022).

Dentre os dois, os antimicrobianos naturais vém ganhando notoriedade como
excelente alternativa quando se fala de produtos mais seguros. Além de apresentarem Otima
qualidade, ainda contribuem para o aumento significativo na vida de prateleira de alimentos
pereciveis, por exemplo (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010; BARROS et al., 2020).

3.3.3 Importancia do uso de antimicrobianos em alimentos

Nos dias atuais, os antimicrobianos séo vastamente utilizados na prevengéo e no
tratamento de infec¢bes, mas também na conservacdo dos alimentos. A busca mundial por
uma alimentagdo mais saudavel e equilibrada tem destacado, de forma acentuada, os devidos
cuidados que devem ser considerados com os alimentos e os produtos capazes de lhes conferir
propriedades desejaveis (BONDI et al., 2017).

Os conservantes naturais, sdo boas alternativas em substituicdo aos conservantes
guimicos, uma vez que, possuem a capacidade de melhorar a estabilidade oxidativa,
concedem propriedades funcionais aos alimentos, propiciando um produto com maior
qualidade, além de estender sua validade com seguranca (SILVA; MARQUES; CONSTANT,
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2021).

Dessa forma, observa-se que a utilizacdo de conservantes naturais contribui,
diretamente, para a reducdo da degradacéo e de outros problemas relacionados aos alimentos,
além de transmitir maior seguranca aos consumidores que buscam uma forma de vida mais
saudavel. Ademais, por possuirem compostos bioativos, que atuam como agentes
responsaveis ou que impulsionam as atividades antimicrobianas e antioxidantes, sua funcéo se
destaca como principal biofator de conservacao dos alimentos (SHARIF et al., 2017; SILVA;
MARQUES; CONSTANT, 2021).

3.3.4 Teste de difusdo em agar (Técnica do poc¢o)

Durante a pesquisa por novos compostos antimicrobianos, alguns testes
qualitativos podem ser realizados (SILVA, 2018). Em relacdo a sensibilidade, a técnica mais
utilizada € o teste de difusdo em &gar, sendo o método de disco-difusdo o mais frequentemente
empregado (NCCLS, 2003). Ha também autores que apontam o método por difusdo em poco
como alternativa ao teste de disco-difusdo, para averiguacdo da atividade antimicrobiana de
extratos vegetais (SILVEIRA et al., 2009; BONA et al., 2014; SILVA, 2018).

O teste de difusdo em &gar baseia-se na propagacao da substancia em estudo no
meio de cultura em que é inserida, onde, por meio do processo de difusdo ocorre o
aparecimento de um halo, decorrente da inibicdo do crescimento microbiano, denominado
halo de inibicdo (NCCLS, 2006) (Figura 3). Esta técnica é considerada uma analise presuntiva
amplamente utilizada e vantajosa, uma vez que necessita de pequenos volumes de amostra e

possibilita o teste de varias amostras para um mesmo microrganismo (CAVALCANTE, 2011).

Figura 3 - Determinacdo da atividade antimicrobiana por difusdo em agar.

A - Pogo contendo a

substancia analisada
B - Halo de inibigao
C - Crescimento bacteriano
D - Placa de Petri

Fonte: elaborado pela autora.
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O método de difusdo em poco consiste na inoculacdo das placas com o
microrganismo de interesse (SILVA; SONEHARA, 2018) seguido da remocdo de algumas
partes do meio de cultura so6lido com o auxilio de cilindros com didmetros que variam entre 6
e 8 mm, formando pocos, onde sdo feitas as aplicagdes das substancias a serem analisadas
(OSTROSKY et al., 2008; BONA et al., 2014). Apds o periodo de incubacdo os halos s&o
medidos e é entdo estabelecida a sensibilidade do microrganismo a substancia analisada
(SOUZA et al., 2003; SILVA; SONEHARA, 2018).

3.3.5 Salmonella Enteritidis

Salmonella é wuma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae,
apresentando estrutura em forma de bacilos, sendo gram negativa, anaerobia facultativa, com
temperatura ideal de crescimento de 37 °C, e faixa de pH entre 4,5 e 9,5. Tais bactérias sdo
capazes de produzir &cidos e gases, a partir de glicose e outros carboidratos, sem que seja
necessaria a utilizacdo de qualquer tipo de lactose ou sacarose. Para mais, sdo oxidase
negativa e catalase positiva, conseguindo crescer apenas com citrato como fonte de carbono
(ANDRADE, 2005; HENTZ; SANTIN, 2009).

Essa bactéria é responsavel por infeccBes alimentares, podendo em casos graves
levar ao dbito. Se tratando de género, é classificada em duas espécies: S. enterica (com 2.610
sorovares) e a S. bongori (com 23 sorovares) (MAPA, 2021). No ambito da saude publica,
segundo Marques (2017), as ocorréncias de contaminacGes alimentares por Salmonella
constituem uma grande preocupacdo mundial, levando em consideracdo a gravidade dos
casos.

Em recentes estudos, baseados em levantamentos e notificacdes, nos Estados
Unidos, em 2015, foi confirmado que o agente bacteriano mais isolado em infeccdes
humanas, relacionadas ao consumo de alimentos contaminados, é a Salmonella e que dentre
o0s sorovares notificados, o sorovar Enteritidis demonstrou maior prevaléncia entre os casos de
contaminacdo (MARQUES, 2017).

No Brasil, durante o periodo de 2013 a 2017, o pais registrou 123 surtos de
Salmonelose, dos quais 8,1% estavam interligados a contaminacgéo por S. E. Dentre as regides
mais notificadas estavam, a regido Sul com 42 casos e a regido Nordeste com 34 casos. O
inicio destes surtos estava diretamente relacionado ao consumo de produtos como
ovos/derivados de ovos, alimentos mistos, carne bovina crua e outros alimentos néo
identificados (CAETANO; PAGANO, 2019).
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3.3.6 Staphylococcus aureus

O S. aureus, segundo Freitas et al. (2013), integra a familia Micrococcaceae e
apresenta-se como uma bactéria gram positiva, de formato esférico, podendo ser tanto
aerdbia, como anaerdbia facultativa, sendo identificada na pele de cerca de 15% dos seres
humanos. Esse microrganismo povoa a mucosa e pele humanas, corriqueiramente, integrando-
se a flora natural de seu hospedeiro, condicionando-o como portador cronico (CORDEIRO,
2011; FEITOSA et al., 2017).

Esta bactéria € responsavel por causar uma das DTAs (Doencas Transmitidas por
Alimentos) (SILVA et al., 2017) com maior incidéncia entre a populagdo, tendo sua
ocorréncia diretamente relacionada com a ingestdo de alimentos contaminados com as
enterotoxinas estafilocdcicas pré-formadas. No Brasil, 9,5% dos casos de DTAs notificados
entre os anos de 2008 a 2019, apresentaram como principal indicador de contaminagao, S.
aureus. Durante o ano de 2019, dos 18 surtos por intoxicacdo estafilocdcica, 8 se deram na
regido Nordeste, 4 na regido Sudeste, 3 na regido Norte e 3 na regido Sul (OLIVEIRA,
2021).

Enfatiza-se ainda, que, entre os principais fatores que corroboram para o
aparecimento de surtos relacionados a este microrganismo, estdo a manipulacdo inadequada
de alimentos e o descumprimento dos protocolos de boas praticas de fabricacdo (FEITOSA,
2017).

3.4 Investigacdo da toxicidade em novos aditivos

Os aditivos alimentares, sejam eles de origem natural ou artificial, séo
amplamente empregados desde a conservacgdo até mesmo a saborizagdo de diferentes tipos de
alimentos. Atualmente, mais de 2500 aditivos sdo utilizados de forma a garantir ao alimento
alguma caracteristica desejada, entretanto, em decorréncia do seu potencial tdxico, alguns
tipos de aditivos tiveram sua comercializacdo/utilizagdo proibida em alguns paises
(LACERDA, 2017).

Devido ao consumo de alimentos com a presenca de aditivos em niveis
inadequados ou ainda toxicos, se faz necesséria a realizacdo de diversos testes toxicoldgicos,
com a finalidade de identificacdo dos efeitos de tais substancias no organismo e padronizacao
de determinados parametros (MOURA et al., 2012).



24

Os estudos toxicologicos sdo de grande importancia, uma vez que comprovam a
seguranca de novos aditivos através da identificacdo de efeitos potenciais adversos e as
condicdes de exposicdo que produzem esses efeitos (relacdo dose-resposta). Ademais tais
dados sdo também utilizados como parametro para a regulamentacdo da utilizacdo ou nao
dessas substancias (LACERDA, 2017; MASCARENHAS et al., 2019).

Segundo o Conselho Nacional de Salde, existem cinco tipos de ensaios de
toxicidade que podem ser aplicados, sendo eles, toxicidade aguda, subaguda, cronica,
embriotoxicidade e teratogenicidade, que séo realizados por meio de técnicas in vitro e/ou in
vivo (SPRADA, 2013). Dentre essas, a técnica in vitro distingue-se por possibilitar a
substituicdo e reducdo do uso de animais, em especial, os vertebrados durante o processo de
experimentacao, por meio da utilizacdo de fungos, algas, bactérias, crustaceos, entre outros
organismos (BEDNARCZUK et al., 2010).

A Artemia salina L. (Figura 4), é uma espécie primitiva de microcrustaceo
pertencente a ordem Anostraca, que se caracteriza por ser muito pequena (10 mm) e viver em
ambientes com elevada salinidade (MAIA et al., 2018). Esse microcrustaceo tem a capacidade
de produzir cistos, com diametro variando de 0,2 a 0,3 mm, e nauplios de 0,45 mm de
comprimento e 0,1 mm de largura (GOMES, 2012).

Figura 4 - Ciclo de vida da Artemia salina.

Fonte: S.B.T. Investments Holding Ltd (2020).

Sua adaptabilidade a aguas que sofrem com grandes variaces, combinada com a
facilidade de obtencéo de seus cistos, tornam a Artemia uma 6tima opcéo para a aplicagdo em
testes de toxicidade, envolvendo uma ampla gama de produtos (GOMES, 2012). De forma
generalizada, 0s compostos bioativos contidos nos extratos podem ser tdxicos para as larvas

de Artemia salina e devido a essa letalidade, o teste com esse microcrustaceo pode ser
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utilizado de forma preliminar, como um método répido, simples e de baixo custo (CAMPOS
et al., 2020) para a analise do potencial toxico de compostos e substancias isoladas
(RAHMAN; CHOUDHARY; THOMSON, 2001; HIROTA et al., 2012; MOREIRA, 2013).

Este ensaio possui grande relevancia, tendo em vista que na literatura existem
numerosos estudos que relacionam os resultados obtidos de toxicidade com outras atividades,
tais como: anticancerigena, antitumoral, antimicrobiana, antifungica, parasiticida, citotoxica,
pesticida, tripanossomicida, entre outras (Tabela 1) (MEYER et al., 1982; JUNIOR, 2010;
MOREIRA, 2013).

Tabela 1 - Aplicacdes de Artemia salina em bioensaios como modelo de avaliagéo de

toxicidade de extratos vegetais.

Anélises realizadas por meio de bioensaio com

) ) Referéncias
Artemia salina

Caracterizacdo quimica e atividades bioldgicas in

vitro e in silico de Asemeia ovata (polygalaceae) ROCHA (2016)

Estudo fitoquimico e avaliagdo de toxicidade dos
extratos de Furcraea cubensis frente a Artemia salina ALVES (2017)
Leach

Estudo quimico e avaliacdo da atividade bioldgica de

extratos de Minquartia guianensis aubl. (olacaceae) SILVA (2018)

Composicdo fitoquimica e atividades bioldgicas de

extratos de dez espéecies da familia Melastomataceae BON(I;(;%)H al.
Juss
Estu_do fitoquimico, to>_<|(_:|dade em Artemia salina OLIVEIRA et al.
(linnaeus, 1758) e atividade antibacteriana de (2021)

Pseudoxandra cuspidata maas
Fonte: elaborado pela autora.

Dentre as metodologias empregadas para avaliacdo de extratos vegetais frente a
Artemia salina, a proposta por Meyer et al. (1982), é a mais amplamente citada e utilizada.
Conforme Moreira (2013) e Alves (2017) a partir dos resultados obtidos durante o processo
experimental foi observada a existéncia da correlacdo entre o grau de toxicidade dos extratos
analisados e a dose letal para aquela populacdo. A partir de entdo, Souza, Costa e Castro
(2019) colocam que sdo estabelecidos os parametros de DLsy e CLso para caracterizar

substancias com potencial toxico ou ndo. Os parametros citados sdo utilizados como forma de
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identificacdo para a Dose Letal e Concentracdo Letal, respectivamente, que irdo causar a
morte de 50% de uma populagdo testada em um tempo pré-estabelecido (MINHO; GASPAR;
DOMINGUES, 2016).

Dessa forma, o teste de toxicidade frente a Artemia salina pode ser considerado
um método extremamente versatil, pois, além de permitir uma avaliacdo de diversos
compostos naturais, pode também ser utilizado em estudos para diferentes atividades

bioldgicas, comprovando sua sensibilidade para a avaliacdo de toxicidade.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado para as analises foi obtido na regido do semiarido
cearense, na cidade de Fortaleza/Ceara. As folhas, peciolos e flores do Trapia (Crataeva tapia
L.) foram coletados entre os meses de setembro e outubro de 2022.

A matéria-prima, logo apds a obtencdo, seguiu para etapa de processamento
primario e descarte de material com danos fisicos e coloragdes amareladas. O material
selecionado foi pesado e higienizado em &gua corrente para retirada de impurezas fisicas,
drenados e encaminhados para desidratacdo em estufa (modelo 119, marca SOC. FABBE), e
submetido a secagem a 70°C durante 2 horas (Figura 5) (CANABARRO, 2019). Apos o
tempo determinado para a obtencdo do material seco, realizou-se uma nova pesagem para o

calculo do rendimento.

Figura 5 — Processamento primario e secagem dos materiais vegetais.

Selegao Pesagem Higienizagao yo o
V «« | " Drenagem 1 gl
RIII > N0 * 0y :

N % ‘ e :
@/( { >V = Orenagem 2 e H
aa| V | [wevg '

NP 4

\/ \/ . .. PR

Fonte: elaborado pela autora.
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4.2 Rendimento do material vegetal

Os materiais vegetais foram expostos a pesagem antes e apds a secagem, dessa
forma foi realizado o calculo do rendimento (%) sob base Umida referente a cada um deles,

por intermedio da equacéo 1.

Equacdo 1 - Equacdo utilizada para céalculo do rendimento dos materiais vegetais apds

secagem.
Ps
Rt = e x 100

Onde: Rt = Rendimento total do material vegetal (%);
Ps = Peso do material vegetal seco (g);

Pi = Peso inicial do material vegetal (g).
Fonte: Adaptado de Lima (2018).

4.3 Obtencéo dos extratos vegetais brutos

A modalidade de extracdo adotada para a analise foi a do tipo s6lido-liquido, onde
o0 solvente (4gua destilada) foi submetido ao contato com o material vegetal sélido e ao final
do processo ocorreu a formacdo do extrato aquoso (ARAKAKI, 2016). Os processos
extrativos dos compostos bioativos (Figura 6) presentes nas folhas, flores e peciolos do
Trapia, foram realizados por meio de trés técnicas distintas, sendo elas, a maceracdo, a

turbolizacdo e a extracao assistida por ultrassom, descritas posteriormente.

Figura 6 - Fluxograma do processo de extracdo dos compostos bioativos.

MATERIALVEGETAL

SECO PESAGEM ADIGAO DE SOLVENTE

MISTURA
MACERAGAO TURBOLIZAGAO ULTRASSOM

FILTRAGAO

EXTRATOS BRUTOS
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Fonte: elaborado pela autora.

Foram pesados aproximadamente 0,1g para cada material vegetal dispostos em
Beckers de vidro, subsequentemente adicionou-se agua destilada na proporgao de 1:10 (massa
vegetal seca (g):volume de solugdo extratora (mL)), resultando em uma concentracdo de
100.000 ppm.

4.3.1 Extracdo por maceragao

Durante a técnica de maceracdo, as folhas, flores e peciolos do Trapid foram
previamente pesados e adicionados cada um em um Becker contendo o solvente (agua
destilada) utilizado para o processo extrativo. Em seguida os frascos foram selados e mantidos
sob temperatura ambiente (25°C) por um tempo pré-determinado de 24 horas (HANDA et al.,
2008).

Apbs o tempo estipulado, os materiais vegetais foram prensados e 0s sobre
nadantes foram filtrados. Posteriormente os extratos obtidos foram acondicionados em frascos
do tipo @mbar devidamente fechados, permanecendo sob temperatura de congelamento (-

18°C), até o inicio dos testes.

4.3.2 Extracédo por turbolizacéo

Na técnica de turbolizacdo, o procedimento de extracdo ocorreu a partir do
emprego de altas forcas de cisalhamento. Seguindo a metodologia de Moura (2002), com
adaptacdes, as folhas, flores e peciolos, foram pesados, adicionados ao solvente e em seguida
foram individualmente turbolizados em mixer durante o tempo de 1 min. Em sequéncia, as
solugdes foram filtradas e os extratos obtidos foram armazenados em frascos ambar

apropriadamente fechados e mantidos sob temperatura de -18 °C até 0 momento das analises.

4.3.3 Extracao assistida por ultrassom

A extracdo consistiu na aplicacdo de ondas, por um banho ultrassénico (modelo
Q335D, marca QUIMIS) operando com frequéncias entre 50 e 60 Hz e poténcia nominal de
70 W. As folhas, flores e peciolos foram previamente pesados e dispostos separadamente em

beckers contendo o solvente. Subsequentemente, os beckers foram expostos ao ultrassom
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durante 8 min (CAVALHEIRO, 2013; GABRIEL, 2020). Tal processo causou a fragmentagéo
das membranas celulares aumentando a interacdo entre as particulas do material vegetal e o
solvente.

Apdbs o tempo de 8 min, cada uma das solugdes foi filtrada e acondicionada em
frascos ambar adequadamente fechados, sendo armazenados em condic¢des de congelamento
(-18°C), até o inicio dos testes.

4.4 Bioensaio de Letalidade frente a Artemia salina

O teste de toxicidade frente & Artemia salina necessita de um ambiente com
condicdes especificas de incubacdo, para tal fez-se necessaria a elaboracdo de um habitat
artificial capaz de fornecer os parametros ideais para a eclosdo dos cistos deste
microcrustaceo. O habitat artificial foi composto por cloreto de sodio, cloreto de calcio
hidratado, sulfato de magnésio hidratado, cloreto de magnésio hidratado, cloreto de potéssio e

por fim carbonato de sédio, conforme quantidades descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Quantidades de reagentes utilizados para o preparo de 1L de solucdo de agua

salina.
Reagentes Peso (g/L)
Cloreto de sddio 15,15
Cloreto de célcio hidratado 9,88
Sulfato de magnésio hidratado 3,87
Cloreto de magnésio hidratado 3,13
Cloreto de potéssio 0,41
Carbonato de sédio 0,11

Fonte: elaborado pelo autor.

Utilizando como referéncia a metodologia de Meyer et al. (1982), adaptada, foi
preparado o meio para eclosdo (a 4gua do mar artificial) também chamada de &gua salina
dando inicio dessa forma ao bioensaio de toxicidade.

Apdbs o preparo, 0 meio teve seu pH ajustado para o intervalo de 8-9 atraves da
utilizacdo de uma solugdo 0,1 mol/L de hidroxido de sodio (NaOH). Os cistos do
microcrustaceo foram adicionados a solucdo salina e permaneceram por um periodo de

aproximadamente 48h sob condi¢des constantes de temperatura (25°C), iluminacdo e
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oxigenacdo com bomba de filtro.

Ao final da etapa de ecloséo, os nduplios foram adicionados em frascos contendo
5 mL das amostras diluidas no meio artificial, na concentracdo de 1000 pg/mL, sendo cada
frasco composto por um grupo contendo 10 unidades do microcrustdceo. Também foi
utilizado o grupo controle negativo com a mesma quantidade de nauplios, porém estes
expostos somente & Agua salina. Destaca-se ainda que o ensaio efetuado empregou 3
repeticdes para a concentracdo testada e foi realizado em triplicata. Ao final do periodo de
24h, foi contabilizado a relacdo de nauplios ndo sobreviventes e o valor de CLsy foi

determinado (Figura 7).

Figura 7 - Esquema de preparacdo e execucdo do teste de toxicidade aguda frente a

Artemia salina.

&

Triplicata

o\ ~ ~

’ ~ ~ N

48h Temperatura gale s
« > W81 constante (25°C)
Aguasalina Cistos de A. salina
sob luze oxugenagio
constantes
Determinagao da CLso « Cont dos individuos vivos « 24h Temperatura

constante (25°C)

Fonte: Adaptado de Moreira (2013).

Apos a realizagdo do bioensaio de letalidade frente ao microcrustaceo, as amostras
que ndo apresentaram toxicidade foram entdo submetidas ao teste de determinacdo da

atividade antimicrobiana, por meio da técnica de difusdo em agar por pogos.

4.5 Determinacgao da atividade antimicrobiana

4.5.1 Ativacdo das cepas de bactérias

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana, foram utilizadas duas cepas de

bactérias, sendo uma Gram-negativa (Salmonella Enteritidis) e a outra Gram-positiva

(Staphylococcus aureus).
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O processo de ativacdo das cepas consistiu em duas etapas. A primeira etapa foi
realizada a partir das culturas de referéncia, por meio das quais foi realizado o esgotamento
dos microrganismos por quadrante, nas superficies das placas contendo Agar TSA (Agar
Tryptic Soy) que foram incubados a 35°C por 24 horas (ANVISA, 2006).

A segunda etapa ocorreu apos a visualizagdo dos resultados do esgotamento,
retirando-se uma coldnia isolada e passando-a para um tubo estéril contendo 5 mL de Caldo
TSB (Trypticase Soy Broth), que também permaneceu incubado a 35°C por 24 horas
(ANVISA, 2006; LABORCLIN, 2019). A concentracao final da suspensdo bacteriana ap0s
incubacéo foi de 108 UFC/mL.

4.5.2 Meétodo de difusdo em agar por pocos

Para a técnica de difusdo, foram utilizadas placas contendo agar Mueller-Hinton
inoculadas por semeadura em superficie utilizando swabs absorvidos com as respectivas
suspensodes bacterianas na ordem de 10® UFC/mL. Em sequéncia, foram preparados pogos
medindo em torno de 4 mm de altura e 6 mm de didmetro, onde adicionaram-se aliquotas de,
aproximadamente, 50 uL/po¢o nas concentragdes de 100 mg/mL, 50 mg/mL e 25 mg/mL dos
extratos. Por fim, as placas foram incubadas por um periodo de 48h sob temperatura de 37 +
2°C. O procedimento foi realizado em duplicata e foram empregados dois antibidticos como
padrdo de referéncia para o didmetro dos halos formados, sendo eles a gentamicina e a
amicacina (BrCAST/EUCAST, 2021).

A atividade antimicrobiana dos extratos foi determinada mediante utilizagcdo de
um paquimetro, medindo-se o diametro dos halos de inibicdo formados ao redor dos pocos.
Os resultados foram calculados a partir das médias dos valores obtidos e os resultados foram

expressos em milimetros (mm).
5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Rendimento do material vegetal
Os rendimentos dos materiais vegetais foram calculados sob base Umida, e seus
resultados foram expressos na Tabela 3. Observa-se que os rendimentos dos materiais

variaram entre 12,25 % e 16,91 %, sendo o maior rendimento verificado para as folhas do

Trapia.
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Tabela 3 - Rendimento do material apds processo de secagem.

Material Vegetal Rendimento (%)

FOT 16,91
FT 14,88
PT 12,25

FOT= Folhas do Trapia; FT= Flores do Trapia; PT= Peciolos do Trapia.

Fonte: elaborado pela autora.

As folhas do Trapia sdo compostas por 93 % de matéria seca, distribuidas entre
valores de proteinas, fibras e minerais (SILVA et al., 2015). De acordo com Corréa et al.
(2004), quando submetidas a processos de secagem, as matrizes vegetais sofrem reducéo de
sua massa e este processo se dad como consequéncia da perda de umidade sofrida pelo
material. Em suas pesquisas foi observado que as folhas de assa-peixe (Vernonia polysphaera)
ao serem submetidas a etapa de secagem tiveram uma reducdo de 70 + 2,3 % de sua massa
seca em relacdo a sua massa fresca, apresentando rendimentos entre 27,7 % e 30,1 %.

Resultados semelhantes foram obtidos por Ferreira, Campos e Medeiros (2020),
ao realizarem a secagem de folhas do umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda) para a producéo
de farinha, onde foi verificado que ap6s o procedimento de secagem foi encontrado o
rendimento médio de 23,50 %.

Por outra perspectiva, o presente estudo apresentou rendimento maximo de 16,91
%, indicando o menor resultado se comparado aos rendimentos obtidos por Corréa et al.
(2004) e Ferreira, Campos e Medeiros (2020). Essa diferenca se faz possivel devido aos
varios fatores que podem influenciar diretamente no rendimento dos materiais vegetais, como
0 método de secagem empregado, a composi¢ao, o tipo de material vegetal analisado, o tempo
e a temperatura de exposi¢cdo (CANABARRO, 2019).

5.2 Bioensaio de Letalidade frente a Artemia salina

Os resultados do teste de toxicidade aguda aplicado aos extratos vegetais frente a
Artemia salina ocorreram através da contabilizacdo dos nauplios ndo sobreviventes para a

concentracéo testada de 1000 pg/mL (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados do teste de toxicidade frente a Artemia salina.

Extratos Mortalidade Clsyg
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FOTT 8,64 % > 1000 pg/mL
FOTM 25,93 % > 1000 pg/mL
FOTU 19,75 % > 1000 pg/mL
FTT 29,63 % > 1000 pg/mL
FTM 61,73 % <1000 pg/mL
FTU 58,02 % < 1000 pg/mL
PTT 12,35 % > 1000 pg/mL
PTM 25,93 % > 1000 pg/mL
PTU 22,22 % > 1000 pg/mL

FOTT= Extrato aquoso folhas do Trapia pelo método de turbolizagdo; FOTM= Extrato aquoso das folhas
do Trapid pelo método de maceracdo; FOTU= Extrato aquoso das folhas do Trapid pelo método de
ultrassom; FTT= Extrato aquoso das flores do Trapié pelo método de turbolizacdo; FTM= Extrato aquoso
das flores do Trapia pelo método de maceragdo; FTU= Extrato aquoso das flores do Trapié pelo método
de ultrassom; PTT= Extrato aquoso dos peciolos do Trapia pelo método de turbolizacdo; PTM= Extrato
aquoso dos peciolos do Trapia pelo método de maceracdo; PTU= Extrato aquoso dos peciolos do Trapié
pelo método de ultrassom.

Fonte: elaborado pela autora.

A partir dos valores obtidos com a contagem de nauplios, foram entdo calculadas
as taxas de mortalidade (%) para cada extrato, utilizando-se como referéncia a taxa limite de
50 % de mortalidade. Os valores supracitados variaram de 8,64 % a 61,73 %, indicando por
conseguinte que extratos com mortalidades superiores a 50 % apresentaram CLs inferiores a
1000 pg/mL. Ainda, para o grupo de nauplios do controle negativo, que foi submetido
somente a solucdo sintética de dgua salina, foi atribuida a taxa de sobrevivéncia de 100 %.

Segundo a metodologia de Meyer et al. (1982), as substancias podem ser
consideradas atoxicas quando seus valores de CLso sdo superiores a 1000 pg/mL, dessa forma
nota-se que dentre as amostras analisadas, os extratos FOTM, FOTT, FOTU, FTT, PTT, PTM
e PTU apresentaram-se atoxicos frente ao microcrustaceo.

De forma semelhante, estudos realizados por Lopes (2020), avaliando a toxicidade
dos extratos etandlicos obtidos a partir da entrecasca do caule da Crataeva tapia L. (Trapid),
comprovaram uma CLsg superior a 1000 pg/ml, indicando que os extratos obtidos ndo eram
toxicos a Artemia salina.

Os extratos FTM e FTU apresentaram efeito toxico sobre o microcrustaceo,
demonstrando taxa de mortalidade superior a 50%. Dessa forma, a avaliacdo preliminar da

toxicidade dos extratos produzidos a partir das folhas, flores e peciolos, frente a Artemia
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salina, apresentaram toxicidades distintas. Dentre estes, destacam-se 0s extratos aquosos das
flores do Trapid, citados anteriormente, obtidos atraves dos processos extrativos de maceragdo
e assistido por ultrassom, que apresentaram alta toxicidade (CLsp < 1000 pg/mL),
inviabilizando suas possiveis aplicacbes em produtos da industria alimenticia.

Ademais, observando-se também as metodologias extrativas empregadas, é
perceptivel que para ambas as matrizes vegetais analisadas, o método de turbolizagdo
demonstrou-se como mais eficaz em nivel de toxicidade, apresentando menores indices de
mortalidade dos nauplios. Este resultado pode estar atrelado ao intervalo de tempo
relativamente curto em que ocorre 0 processo extrativo, tornando propicia a ndo dissolugdo de
compostos potencialmente toxicos no solvente, acarretando, dessa forma, na diminuicdo da

mortalidade dos microcrustaceos.

5.3 Método de difusdo em agar por pogos

Os extratos obtidos das folhas, flores e peciolos do Trapia (Crataeva tapia L.),
gue ndo apresentaram toxicidade, foram submetidos a ensaios de atividade antimicrobiana,
por meio da técnica de difusdo em agar por pogos, obtendo-se como resultados os valores
descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Atividade antimicrobiana dos extratos das folhas, flores e peciolos do Trapia

(Crataeva tapia L.).

Staphylococcus Salmonella
aureus Enteritidis
Extratos Concentracgoes
100% 50% 25% | 100% 50% 25%

FOTM - - - - - -
FOTT - - - - - -
FOTU - - - - - -
FTT - - - - - -
PTM 9 mm - - - - -
PTT - - - - - -
PTU - - - - - -

FOTM= Extrato aquoso das folhas do Trapid pelo método de maceracdo; FOTT= Extrato aquoso folhas do
Trapia pelo método de turbolizagdo; FOTU= Extrato aquoso das folhas do Trapia pelo método de ultrassom;
FTT= Extrato aquoso das flores do Trapia pelo método de turbolizagdo; PTM= Extrato aquoso dos peciolos do
Trapia pelo método de maceracéo; PTT= Extrato aquoso dos peciolos do Trapia pelo método de turbolizacéo;

PTU= Extrato aquoso dos peciolos do Trapia pelo método de ultrassom.
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Fonte: elaborado pela autora.

Os halos de inibicdo formados tiveram seus diametros medidos e os resultados
obtidos foram calculados atraveés da média aritmética das duplicatas, sendo expressos em
milimetros. Por conseguinte, seus valores foram comparados a dois antibioticos de referéncia,
sendo eles a amicacina (halo= 21,5 mm) e a gentamicina (halo= 15,5 mm), um com espectro
de acdo sobre bactérias gram-positivas (S. aureus) e o outro sobre gram-negativas (S.
Enteritidis), respectivamente.

S. aureus ndo apresentou susceptibilidade aos extratos FOTM, FOTT, FOTU,
FTT, PTT e PTU em nenhuma das concentracdes testadas, de forma analoga, os mesmos
extratos também ndo apresentaram efeito inibitorio frente a S. Enteritidis. J& o extrato PTM
apresentou halo de inibicdo de 9 mm para a concentracdo de 100 mg/mL, demonstrando
atividade antimicrobiana contra S. aureus, com uma inibicdo de 41,86 % representando
aproximadamente metade da capacidade de inibicdo apresentada pelo antibiotico de referéncia
amicacina. Em contrapartida, ndo apresentou nenhum efeito sobre S. Enteritidis.

Tortora, Funke e Case (2012), explicam que bactérias gram-positivas, como é o
caso do S. aureus, de forma geral, ndo sdo consideradas resistentes a alguns antibidticos,
tornando-se suscetiveis a substancias que atuam principalmente na lise da parede celular. Por
outro angulo, as bactérias gram-negativas, como S. Enteritidis sdo mais resistentes por
possuirem uma camada externa complexa que inviabiliza a penetracdo dos antibioticos, o que
pode explicar o resultado obtido para o extrato PTM.

Considerando a maioria dos extratos, Cabral (2014) apresentou em suas analises
resultados semelhantes, jd& que testando a atividade antimicrobiana do extrato bruto
hidroalcodlico da casca do caule da C. tapia frente as cepas de E. coli, S. aureus e P.
aeruginosa nao foi observada relevancia, uma vez que a concentracdo maxima utilizada de
1024 pg/mL ndo demonstrou capacidade de inibicdo do crescimento destes microrganismos.

Por outra perspectiva, os estudos efetuados por Sharma et al. (2014), demonstram
resultados positivos quanto ao extrato aquoso das folhas da Crataeva tapia L. obtidos através
do método de extracdo sob refluxo, apresentando zona méxima de inibicdo por
Staphylococcus aureus de 19 mm. Entretanto, analisando os extratos etanolicos e de éter de
petréleo desse mesmo material vegetal, constatou-se que estes foram mais eficientes, por
possuirem halos de inibicdo com 23 mm e 20 mm, respectivamente.

Este comportamento esta diretamente relacionado com a polaridade/afinidade

intrinseca dos compostos presentes no material vegetal, que por consequéncia afeta a
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solubilizacdo do mesmo com o solvente empregado para as analises. De acordo com as
pesquisas de Sharma et al. (2014) as folhas do Trapia demonstraram maior afinidade por
substancias apolares, evidenciando que a matriz vegetal analisada também possui natureza
apolar, logo tornando-se menos soltvel em agua.

E importante salientar que assim como a polaridade, os métodos extrativos
empregados também sdo de extrema valia para a obtencdo de bons resultados, uma vez que de
acordo com o método aplicado, maior ou menor serd o teor de compostos bioativos com
capacidade antimicrobiana presentes nos extratos, no qual neste trabalho o método de
macerac¢do foi 0 Unico em que se obteve extracdo de compostos com atividade antimicrobiana,
para o solvente e condicdes utilizadas nesta pesquisa.

Por fim, Fernandes (2013) destaca que, 0s processos de concentracdo dos extratos,
tais como a liofilizacéo ou a rotaevaporacédo, que ndo foram aplicados aos extratos em estudo,
sdo de grande relevancia, pois podem colaborar consideravelmente para 0 aumento da
estabilidade do produto extraido e a concentracdo dos principios ativos presentes na amostra,
atuando na potencializacdo de seus efeitos. Ressalta-se também a temperatura utilizada para a
secagem do material vegetal, que pode ter interferido na degradacdo de compostos com

atividade antimicrobiana.
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6 CONCLUSAO

Pode-se observar que 0s extratos aquosos do Trapid em sua grande maioria
apresentaram atoxicidade (CLsg > 1000 pg/mL), frente ao microcrustdceo Artemia salina.
Quanto a atividade antimicrobiana, o extrato obtido por meio do peciolo do Trapia, através do
processo extrativo de maceragdo (PTM) destacou-se por ser o Unico a apresentar a formacéo
de halo de inibicao frente a S. aureus. Tais resultados ressaltam a importancia da realizacao de
novas pesquisas com a Crataeva tapia L. e suas partes, dessa forma sua potencialidade de uso
sera mais evidenciada e sua aplicacdo em produtos da industria alimenticia poderd ser

considerada.
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