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RESUMO

Algumas plantas sdo utilizadas na medicina popular em decorréncia de sua atividade
bioldgica atribuida aos seus compostos bioativos. A busca dos consumidores por alimentos
com ingredientes naturais tém impulsionando pesquisas visando a utilizacdo de extratos
vegetais como antimicrobiano naturais, em substituicdo aos sintéticos. Esse trabalho teve
como objetivo obter extratos de folhas de chamba com propriedade antimicrobiana visando
sua aplicagdo na inddstria de alimentos, utilizando solventes seguros (Gras). Foram
elaborados trés extratos das folhas de chamba, sendo o extrato aquoso (EA) por decocgéo,
extrato hidroalcodlico 50:50 (EH 50:50) e hidroalcodlico 70:30 (EH 70:30) (alcool /agua) por
maceracdo, tendo sido efetuado: sua caracterizacdo, avaliacdo da atividade antimicrobiana
sobre as bactérias transmitidas por alimentos e encapsulacdo do extrato seco com melhores
resultados. Nos extratos foram realizadas as analises: toxicidade, determinagdo dos compostos
fenolicos totais, cumarina e umbeliferona. O EA foi o selecionado para realizar a
encapsulacdo. Trés formulacGes foram elaboradadas: com maltodextrina (T1), ciclodextrina
(T2) e combinagdo de maltodextrina e ciclodextrina 1:1 (T3), submetidas ao processo de
secagem por liofilizacdo. As microcapsulas foram realizadas andlises: higroscopicidade,
solubilidade, potencial zeta, tamanho de particula, cor, eficiéncia da encapsulacao e atividade
antimicrobiana. Os extratos secos obtidos ndo apresentaram acdo toxica. Os compostos
fenolicos totais variam de 13430 a 17657,1 mg AGE/ 100g e a atividade antioxidante de
238,42 a 765,33 uM TE/g. O extrato aquoso foi 0 que obteve menores concentragcdes minimas
inibitorias e bactericidas diante das bactérias testadas, sendo obtidas as concentracdes
minimas bactericidas de Listeria monocytogenes (18 mg/mL), Staphylococcus aureus (1mg/
mL), Escherichia coli (35 mg/mL) e Salmonella enteritidis (18 mg/ mL). A acdo da
concentracdo bactericida do extrato aquoso seco frente as bactérias testadas foi confirmada
pelas imagens de microscopia eletrdnica obtidas, onde foram verificadas nitidas alteracdes nas
suas morfologias. O EA seco da folha de chamba foi o selecionado para realizar o
microencapsulamento, tendo em vista que apresentou melhor atividade antimicrobiana frente
as bactérias testadas, além de maiores teores de compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante. O EA seco de chamba encapsulado com maltodextrina apresentou as seguintes
concentragfes minimas inibitérias: 5 mg/mL, 100 mg/mL, 200 mg/mL, 200 mg/mL, para
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis e Escherichia coli,
respectivamente. A higroscopicidade variou de 2,07 a 4,34 %, a solubidade de 74,69 a 75,8 %,
potencial zeta -14,97 a -16,17 mV, tamanho particula 0,58 a 1,15 pm. As microcapsulas



apresentaram eficiente encapsulacdo dos compostos fendlicos totais, com 78 a 90 %. A
formulacdo com maltodextrina apresentou resultados mais satisfatorios, porque foi
encapsulado que apresentou atividade antimicrobiana para todas as bactérias estudadas. Os
resultados obtidos nos sugerem que o extrato aquoso seco da folha de chamba pode ser uma
alternativa a industria de alimentos como antimicrobiano natural em substituicdo aos

sintéticos.

Palavras-chave: Justicia pectoralis Jacg. Extrato aquoso. Atividade antimicrobiana.

Microcépsulas.



ABSTRACT

Some plants are used in folk medicine due to their biological activity attributed to their
bioactive compounds. The search of consumers for foods with natural ingredients has been
driving research aimed at the use of vegetable extracts as natural antimicrobial, replacing
synthetic ones. The objective of this work was to obtain extracts of chamba leaves with
antimicrobial property aiming its application in the food industry, using safe solvents (Gras).
Three extracts of the leaves of chamba were elaborated, being the aqueous extract (EA) by
decoction, hydroalcoholic extract 50:50 (EH 50:50) and hydroalcoholic 70:30 (EH 70:30)
(alcohol / water) by maceration, having was carried out: its characterization, evaluation of the
antimicrobial activity on the bacteria transmitted by food and encapsulation of the dry extract
with better results. In the extracts were carried out the analyzes: cytotoxicity, determination of
the total phenolic compounds, coumarin and umbelliferone. The EA was selected to perform
the encapsulation. Three formulations were elaborated with maltodextrin (T1), cyclodextrin
(T2) and combination of maltodextrin and cyclodextrin 1: 1 (T3), subjected to the
lyophilization drying process. The microcapsules were analyzed: hygroscopicity, solubility,
zeta potential, particle size, color, encapsulation efficiency and antimicrobial activity. The
dried extracts obtained did not present cytotoxic action. Total phenolic compounds range from
13430 to 17657.1 mg AGE / 100g and the antioxidant activity from 238.42 to 765,33 uM
TE/g. Bactericidal concentrations of Listeria monocytogenes (18 mg / mL), Staphylococcus
aureus (1 mg / mL), Escherichia coli (35 mg / mL) and Salmonella enteritidis (18 mg / mL).
The action of the bactericidal concentration of the dry aqueous extract against the bacteria
tested was confirmed by the electron microscopy images obtained, where sharp changes in
their morphologies were verified. The dry EA of the chamba leaf was selected to carry out the
microencapsulation, considering that it presented better antimicrobial activity against the
bacteria tested, in addition to higher contents of total phenolic compounds and antioxidant
activity. The chamba dry EA encapsulated with maltodextrin had the following minimum
inhibitory concentrations: 5 mg / mL, 100 mg / mL, 200 mg / mL, 200 mg / mL, for
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis and Escherichia coli,
respectively. Hygroscopicity ranged from 2.07 to 4.34%, solubility from 74.69 to 75.8%, zeta
potential -14.97 to -16.17 mV, particle size 0.58 to 1.15 um. The microcapsules presented
efficient encapsulation of the total phenolic compounds, with 78 to 90%. The formulation
with maltodextrin presented more satisfactory results, because it was encapsulated that

presented antimicrobial activity for all bacteria studied. The results suggest that the dry



aqueous extract of the chambéa leaf may be an alternative to the food industry as a natural
antimicrobial instead of synthetic ones.

Keywords: Justicia pectoralis Jacg. Aqueous extract. Antimicrobian activity. Microcapsules.



LISTADE FIGURAS

Figural - Estrutura quimica dos compostos fenélicos presentes nas plantas........................ 18
Figura2 — Chamba (Justicia pectoralis JACH)..........cceeirerirreriiiisiceces e 21
Figura3 — Folhas e flores da Justicia pectoralis JaCq.........cooeururureriririneinniceiss e, 22
Figura4 — Estrutura qUimMica da CUMANING. ........ceurururiricirenireeinceieisie e 22
Figura5 — Estrutura quimica da Umbeliferona............ccccovvvvcciiiiccciiisseeecsee e 23
Figura6 — Bactérias transmitidas por alimentos..........ccccucveveeeriririceeeciseeee e 25
Figura7 — Formagcéo de poros em material liofilizado...........cccoevviiniinniincscn, 30
Figura8 - Fluxograma de processamento das folhas de chamba.............ccococvviiniinniinnnn. 32

Figura9 — Fluxograma do processo de elaboracédo do extrato aquoso de folha de

Figura 10 — Fluxograma do processo de elaboragdo dos extratos hidroalcodlicos da folha de
CRAMDAL ... e 37

Figura 11 — Fluxograma da avaliacéo de toxicidade por zebrafish do extrato aquoso de folhe

A8 CRAMDA........oceice e 41
Figura 12 — Curva de calibragéo utilizada na quantificacdo da cumarina e umbeliferona........ 43
Figura 13 — Microplaca de 96 pOGOS COM @S @MOSEIAS..........cveverirererereiieierereess st 45

Figura 14 — Ensaio da toxicidade dos extratos aquoso e hidroalcodlicos das folhas de

chamba (Justicia pectoralis JAC)........ccovivveiieriiie i 52

Figura 15 — Atividade locomotora de zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste de Campo

Aberto do extrato aquoso de folhas de chamba..............ccccoooeiiiiiiciccc, 53
Figura 16 — Cromatograma, obtidos por CCD, para as amostras de extratos de chamba......... 56

Figura 17 — Cromatograma da identificacdo de cumarina e umbeliferona dos extratos secos
e CRAMDA........oiiieec e 58

Figura 18 — Imagens da Microscopia eletronica de transmisséo do Staphylococcus aureus

com e sem 0 extrato aquoso de Chamba............cccocveiiiieiiii s 64

Figura 19 — Imagens da Microscopia eletronica de transmissdo da Listeria monocytogenes



sem e com 0 extrato aquoso de Chamba.............ccccveviiie i 65

Figura 20 — Imagens da Microscopia eletronica de transmissdo da Salmonella enteritidis

sem e com 0 extrato aquoso de Chamba............cccccveii i 66

Figura 21 — Imagens da Microscopia eletronica de transmissdo da Escherichia coli sem e

com 0 extrato aquoso de Chamba............ccccevveiiiii i 67

Figura 22 — Imagens da Microscopia eletronica de varredura das microcapsulas de extrato

AQUOSO € ChAMDA........ccviiiice e 69

Figura 23 — Extratos aquosos secos de chamba encapsulado.............coccevviiirrrnncccsnnen. 74



LISTADE TABELAS

Tabelal - Distribuicdo dos pocos em placas de microdiluiGao.............ccceeerirvivcvcrennnen,

Tabela2 — Percentual do material de parede utilizado no encapsulamento do exrato

aquoso da folha de Chamba..............ccoveiiiiciiec e

Tabela3 — Resultados dos testes de toxicidade aguda do extrato aquoso de chambéa

frente a0 zebrafish AUITO..........eeeeeeeee et

Tabela4 — Teor de compostos fendlicos totais (CFT), expressos em equivalentes de

acido galico (AGE) para os extratos secos da folha de chamba....................
Tabela5 — ConteGido de cumarina e umbeliferona dos extratos de folha de chamba......

Tabela 6 — Atividade antioxidante total dos extratos da folha de chamba (Justicia

PECLOTANIS JACH). ... ettt

Tabela7 — Atividade antimicrobiana dos extratos de chamba frente as bactérias

transmitidas Por aliMENTOS. ..........ooviiiiiiee e

Tabela8 — Higroscopicidade dos tratamentos das microcapsulas do extrato aquoso de
folhade Chamba............c.ooov i

Tabela9 - Solubilidade em é4gua dos tratamentos das microcapsulas do extrato
aquoso de folha de Chamba............c.coveieiiiiic e

Tabela 10 — Potencial zeta e tamanho de particulas das microcapsulas dos extratos de
CRAMDA. ... et

Tabela 11 — Valores para os parametros de cor do extrato aquoso seco e das

microcapsulas de folhas de chamba...............ccocoveiiininiii

Tabela 12 — Atividade antimicrobiana das microcapsulas do extrato aquoso da folha de

47

54

54

56

60

60

70

71

72

73



LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABTS Sal de am6nio do 4cido 2,2 azinobis (3-etilbenzeno-6-sulfénico)
CCD Cromatografia Camada Delgada

CIM Concentracgdo inibitdria minima

CBM Concentragdo bactericida minima

DO Densidade dptica

MTT Brometo (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium)]
TSA Tripticase soya Agar
TSB Caldo de soja tripticaseina



2.1
2.2

3.1
311
3.2
3.3

3.4
3.5

411
4.1.2
4.2
421
4.2.2
4.2.3
423.1
4.2.3.2
4233
4.2.4
4241

4242

4.2.5

4251
4252

SUMARIO

LN EI0] 5161070 I 14
OBUJIETIVOS ...ttt 16
OBJIETIVO GERAL ...ttt 16
ODbjetivos ESPECITICOS ....vviiiiiiiiiieieeser e 16
REVISAO DE LITERATURA.......oooeieeeeeeeeeeeves e vesiess s snes s, 17
COMPOSTOS BIOATIVOS EM EXTRATOS VEGETAIS.......cccoceveee 17
Extratos vegetais como antimicrobiano natural..............ccccoeiviiiiie i, 19
ChaMIDA... ... e 20
Meétodos de extracdo de compostos bioativos a partir de materiais

AV =0 ] €= TSSO 23
Bactérias transmitidas por alimentos............ccoovvirinniineneinese e 24
Encapsulagéo de extratos VEQELAIS. ........ccuvriiiriereniii e 29
MATERIAIS E METODOS........cooeiiieieieeeieeeseeeseses s sesse s snsssessensesens 31
Folhas de Chamba............cooiiiiii s 31
CBPBS. ..t 31
=] (0T o LSS 31
Processamento das fOINAS..........cocveiiiiiiee e 31
Umidade das folnas freSCas. ..o 33
Elaboracdo dos extratos da folha de chamba...............c.ccoooeiiiiciicc 34
EXIFAt0 QQUOSO. ......coreeieiirieiii e 34
Extratos hidroalCOOIICOS. .........coevuiiiie e 36
ReNdiment0 dOS EXEFAL0S. ........eiveiviiieiieieeieie et 38
Toxicidade dos extratos aquoso e hidroalcodlico de folhas de chamba............ 38

Toxicidade dos extratos frente as células epiteliais humanas (teste in vitro) por
MTT (Brometo (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium)...................... 38

Avaliacdo da toxicidade do extrato aquoso da folha de chamba utilizando

zebrafish (Danio reio) como modelo de estudo IN VIVO..........ccccceveieciie e, 39
Determinacao de compostos bioativos e Atividade antioxidante...................... 42
Compostos Fenolicos EXraiveis TOTAIS. .......cccverviverieiieeieerie e seesie e 42

Analise de cumarina e umbeliferona por Cromatografia em Camada Delgada



4253

4254
4.2.6
4.26.1
4.2.6.2
4.2.7

4.2.8

428.1
4.2.9
4291
4.2.9.2
4293
4294
4295
4.2.9.6
4.2.9.7
4.3

5.1

5.2
5.2.1
5.2.2
5221
5222

5.2.3

5231

5232

5.2.3.3

Analise de cumarina e umbeliferona por Cromatografia Liquida de alta

EfICIENCIA (HPLC)....eiiiie et 42
Atividade antioXITANTE. .........coveiiiiiiiieeeee s 44
Atividade antimicrobiana doS eXIFatoS. .........cccvrereririisiinieieriene e 44
Preparo do iINOCUIO...........ccoiiiiiii e 44
Atividade antimiCrobIana...........ccooviiiiiiiiei e 45

Microscopia Eletronica de Transmissdo na avaliacdo do extrato aquoso da
folha de chambé sobre a moforlogia das bactérias em estudo..............ccc....... 46

Microscopia Eletronica de Transmissdo na avaliacdo do extrato aquoso da

folha de chambé sobre a moforlogia das bactérias em estudo.............cccccvevee. 47
Obtencao das MICrOCAPSUIAS. ..........ccoveiieiice e 47
Caracterizac@o das miCroCapSUl@s............cceiveiiiiieiieie e 48
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)........ccocoiiiiiiiiicienc e 48
HIQrOSCOPICIAAUE. ... 48
Solubilidade M AQUAL..........ccveiiiieiiee e 48
Tamanho e potencial Zeta das particulas.............ccccccevveiveiiiicie e 49
Determinagao A COT.........ooiiuiiiriiiieieieie ettt 49
Eficiéncia da microenCapSUlACa0............cuuvrierieriri i 49
Atividade antimicrobiana das microcapsulas............c.ccoceoereneiiieiencicneieee 50
ANALISE BSTALISTICA. .....eve e 50
RESULTADOS E DISCUSSOES........ccocoiieieieeeceeeseeeesesesssessss st 51
Umidade das fOINaS.........ccooiiiriieeie e 51
Caracterizagao d0OS EXIIAL0S. ........coveviiieriereie e 51
ReNdimento A0S EXIFALOS. .........ciiiiiieeieieie et 51
Estudo da toxicidade dos extratos aquoso e hidroalcoolicos do chamba......... 52
Toxicidade dos extratos frente as células epiteliais humanas............c.ccoceeeeeene. 52

Zebrafish (Danio rerio) como modelo de estudo da toxicidade in vivo de

extrato aquoso de folha de chamba..............c.ccco oo, 53
Compostos bioativos e atividade antioxidante............ccccocceevveiie e 54
Compostos FENOIICOS TOTAIS.........cviieierieiie st 54

Identificacdo de cumarina e umbeliferona por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD)...cuiiiiiciie ettt 56

Quantificacao de cumarina e umbeliferona por Cromatografia Liquida de Alta



5.2.34
5.24
5.25

5.2.6

5.2.6.1
5.2.6.2
5.2.6.3
5.26.4
5.2.6.5
5.2.6.6
5.2.6.7

EfICIBNCIA (HPLC)....eiiie et 56

Atividade antioXIAANTE..........ccoiiiiiiieiie e 59
Atividade antimicrobiana dos eXIFatoS. .........cccvrerereriiriinieeieiere e 60
Avaliacdo por microscopia eletronica de transmissdo do extrato aquoso de

chambé sobre a morfologia das bactérias estudadas............ccccovverviivrviinnnnnnn 63
Caracterizag@o das MiCroCAPSUIAS. .........coviiiiiiiiiee e 68
Morfologia das miCroCAPSUIAS...........cccuevieiiiieie e 68
HiIgroSCOPICIAAE. .........eeiieiieie e 69
Solubilidade M AQUAL..........ceoveiiiiiee e 70
Tamanho de particulas e Potencial zeta...........ccocooeeieieinencineee e 71
G0 ] RO P R OPPPPRTP 72
Eficiéncia da microencapsulaCao...........cccvcvveieeiiiiieiie s 74
Atividade antimicrobiana da miCroCAPSUIA.............cooerieirereineeee e 75
CONCLUSOES. ...ttt 77
SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS........c.oiveeeeeeeeiereseeese e 78
REFERENCIAS. ...ttt sttt 79

ANEXO A- COMITE DE ETICADO USO DE ANIMAIS........ccoovvvereane. 93





