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RESUMO

Os vegetais produzem a partir de seu metabolismo secundario compostos bioativos que
apresentam propriedade antimicrobiana. Com isso, existe um cresce interesse da industria de
alimentos em utilizar extratos vegetais como antimicrobianos naturais em substituicdo aos
sintéticos. O aumento no interesse dos consumidores por produtos mais naturais, o carater
carcinogénico e teratogénico que vem sendo atribuido aos conservantes sintéticos € o
crescimento da resisténcia microbiana a conservantes tradicionais, tem justificado essa
substitui¢do. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos
extratos brutos e microencapsulados obtidos da folha de cumaru frente bactérias transmitidas
em alimentos. Foram elaborados trés extratos a partir da folha de cumaru, o extrato aquoso
(EA) pelo método de decoccao e os extratos hidroalcoolico 50:50 (EHA 50:50) e
hidroalcoolico 70:30 (EHA 70:30) pelo método de maceragdo. Os extratos foram
caracterizados quanto ao rendimento de extracdo, determinag¢dao de compostos fendlicos totais,
antioxidantes totais e toxicidade. A atividade antimicrobiana dos extratos foi determinada
frente aos microrganismos Gram positivo (Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus)
e Gram negativo (Escherichia coli e Salmonella enteritidis). Os extratos hidroalcoolicos
apresentaram melhor rendimento de extragdo. O EHA 50:50 diferiu dos demais apresentando
maior conteudo de compostos fendlicos e nenhum dos extratos diferiu quanto aos
antioxidantes totais. Nenhum dos extratos apresentou efeito toxico. Todos os extratos
apresentaram atividade antimicrobiana frente os microrganismos estudados, sendo as
bactérias Gram positivas mais sensiveis. O EA apresentou menor CIM frente ao S. aureus e o
EHA 50:50 menor CBM para esse microrganismo. Os extratos hidroalcoodlicos demonstraram
melhor atividade antimicrobiana para os demais microrganismos testados. Como as CIM e
CBM encontradas na atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcoolicos frente aos
microrganismos estudados foram semelhantes, optou-se por continuar os estudos com um
extrato hidroalcodlico. O EHA 50:50 foi escolhido devido apresentar maior conteudo de
compostos fendlicos totais e requerer menor concentragdo de alcool no processo de extragao.
Avaliou-se o efeito do EA e EHA 50:50 na morfologia das células bacterianas por
Microscopia Eletronica de Transmissdo e foram verificadas nitidas alteracdes na morfologia
das bactérias quando em contato com as concentracdes bactericidas desses extratos. O EA e o
EHA 50:50 foram encapsulados utilizando maltodextrina, - ciclodextrina e a combinagdo
dessas duas (1:1) como material de parede pelo método de liofilizacdo. As microcépsulas

foram caracterizadas quanto a eficiéncia de encapsulag¢do, tamanho de particula, potencial



zeta, morfologia, higroscopicidade, colorimetria e atividade antimicrobiana. As microcapsulas
de ambos os extratos apresentaram eficiente encapsulagdo dos compostos fenolicos. As
microcapsulas obtidas com a mistuta de B-ciclodextrina e maltodextrina apresentaram maior
tamanho de particula. O potencial zeta de todas as microcapsulas apresentaram valor negativo
e estabilidade moderada. As microcapsulas obtidas por liofilizagdo apresentaram morfologia
irregular. Aquelas que utilizaram a [-ciclodextrina como material de parede apresentaram-se
mais higroscopicas. A microencapsulagao proporcionou a obtengdo de extratos de coloragao
mais clara. As microcdpsulas do extrato hidroalcodlico 50:50 apresentaram melhor atividade
antimicrobiana do que as microcapsulas do extrato aquoso de cumaru. Os resultados obtidos
sugerem que os extratos da folha de cumaru podem ser uma alternativa de antimicrobiano

natural a ser empregado na industria de alimentos em substitui¢do aos conservantes sintéticos.

Palavras-chave: Cumaru. Atividade antimicrobiana. Microcapsulas



ABSTRACT

Plants produce from their secondary metabolism bioactive compounds that have antimicrobial
property. Thus, there is a growing interest in the food industry in using plant extracts as
natural antimicrobials instead of synthetic ones. The increase in consumer interest in more
natural products, the carcinogenic and teratogenic character attributed to synthetic
preservatives and the growth of microbial resistance to traditional preservatives, has justified
this substitution. Thus, this work had as objective to evaluate the antimicrobial activity of
crude and microencapsulated extracts obtained from the leaf of cumaru against bacteria
transmitted in food. Three extracts were prepared from the coumaru leaf, the aqueous extract
(EA) by the decoction method and the hydroalcoholic extracts 50:50 (EHA 50:50) and
hydroalcoholic 70:30 (EHA 70:30) by the maceration method. The extracts were
characterized as extraction yield, determination of total phenolic compounds, total
antioxidants and toxicity. The antimicrobial activity of the extracts was determined against
Gram positive (Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus) and Gram negative
(Escherichia coli and Salmonella enteritidis) microorganisms. The hydroalcoholic extracts
presented better yield of extraction. The EHA 50:50 differed from the others presenting higher
content of phenolic compounds and none of the extracts differed as to the total antioxidants.
None of the extracts presented toxic effects. All the extracts presented antimicrobial activity
against the studied microorganisms, being the Gram positive bacteria more sensitive. The EA
had a lower CIM compared to S. aureus and the lowest 50:50 EHA CBM for this
microorganism. The hydroalcoholic extracts showed better antimicrobial activity for the other
microorganisms tested. As the CIM and CBM found in the antimicrobial activity of the
hydroalcoholic extracts against the studied microorganisms were similar, it was decided to
continue the studies with a hydroalcoholic extract. The EHA 50:50 was chosen because it
presents higher content of total phenolic compounds and requires a lower concentration of
alcohol in the extraction process. The effect of EA and EHA 50:50 was evaluated on the
morphology of bacterial cells by Electron Transmission Electron Microscopy and sharp
changes were observed in bacterial morphology when in contact with the bactericidal
concentrations of these extracts. EA and 50:50 EHA were encapsulated using maltodextrin, 3-
cyclodextrin and the combination of these two (1: 1) as the wall material by the freeze-drying
method. Microcapsules were characterized for encapsulation efficiency, particle size, zeta
potential, morphology, hygroscopicity, colorimetry and antimicrobial activity. The

microcapsules of both extracts presented efficient encapsulation of the phenolic compounds.



Microcapsules obtained with the B-cyclodextrin and maltodextrin mixtures showed larger
particle size. The zeta potential of all microcapsules presented negative value and moderate
stability. Microcapsules obtained by lyophilization presented irregular morphology. Those that
used B-cyclodextrin as a wall material were more hygroscopic. The microcapsules of the
50:50 hydroalcoholic extract presented better antimicrobial activity than the microcapsules of
the aqueous extract of cumaru. The results obtained suggest that the extracts of the cumaru
leaf can be an alternative of antimicrobial agent to be used in the food industry as a substitute

for synthetic preservatives.

Keywords: Cumaru. Antimicrobian activity. Microcapsules
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1 INTRODUCAO

Existe uma grande discussdo quanto a seguranca dos conservantes quimicos na
industria de alimentos. Esses sdo tidos como responsaveis por muitos atributos carcinogénicos
e teratogénicos, além da toxicidade residual. A exploragdo de antimicrobianos naturais para a
conservagao de alimentos tem recebido grande atencao por parte das industrias alimenticias,
uma vez que, os consumidores exigem cada vez mais produtos naturais. Outro fator que
intensifica essa exploracdo ¢ a crescente resisténcia microbiana aos conservantes
convencionais (MOREIRA et al. 2005).

Antimicrobianos naturais de origem vegetal, como os extratos, tém sido utilizados
pelas industrias de alimentos e farmacéutica no controle de microrganismos patogénicos
(VITORIA, 2010), cujas propriedades antimicrobianas das substincias produzidas pelas
plantas sdo uma consequéncia do metabolismo secundério do vegetal (DUARTE, 2006).

Em muitos paises tém sido relatado o estudo das atividades antimicrobianas de
plantas nativas, uma vez que possuem flora diversificada e tradi¢ao na utilizagdo de plantas
medicinais (DUARTE, 2006). Dentre as plantas encontradas no Nordeste brasileiro, tém sido
observados estudos referentes a atividade antimicrobiana dos compostos extraidos do cumaru
(Amburana cearensis A.C. Smith), inclusive contra microrganismos de interesse em alimentos
(BRAVO et al.,1999; PEIXOTO, 2009). O cumaru pertence a familia Fabaceae e ¢€
predominante da caatinga (CANUTO et al., 2008). Essa planta ¢ amplamente utilizada na
medicina popular no tratamento de doengas como reumatismo, tosse, bronquite, asma e dores
abdominais (SILVEIRA; PESSOA, 2005). O intenso uso comercial, principalmente, da casca
do caule, colocou essa planta em risco de extingdo (CANUTO et al., 2008). A obtencao de
extratos a partir da folha desta planta seria uma alternativa viavel de exploragdo sustentavel,
uma vez que, as folhas sdo naturalmente renovéveis (PINHO et al., 2012). Além disso,
existem poucos estudos referentes a atividade antimicrobiana de extratos obtidos da folha do
cumaru (FIGUEREDO et al.,2013).

Apesar da aplicacdo de extratos de plantas em alimentos serem uma tendéncia
crescente, sua aplicacdo na matriz alimentar ¢ limitado, uma vez que, seus compostos
bioativos podem vir ser a ser pouco soliveis em agua, apresentar baixa absor¢do, serem
incapazes de atravessar as membranas lipidicas das células ou terem tamanho molecular
elevado, resultando na perda da biodisponibilidade. Além disso, alguns compostos podem
causar defeitos de qualidades em alimentos, como gosto adstringente, escurecimento, entre

outros (BONIFACIO et al. 2014, CODEVILLA et al., 2015; GORTZ et al., 2007). Fatores
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como conteudo de gordura, proteinas, atividade de agua, pH e enzimas presentes na matriz
alimentar também podem interferir na eficacia dos antimicrobianos naturais (CALO et al.,
2015; GYAWALI;, IBRAHIM, 2014; PISOSCHI et al, 2018). Para contornar essas
limitagdes, a encapsulagdo tem sido muito utilizada para ajudar na utilizacdo de extratos
vegetais como antimicrobianos naturais em alimentos. A encapsulagdo ajuda a preservar os
compostos bioativos contra a oxidacdo, degradagdo e reacdo com outros materiais
(CODEVILLA et al., 2015).

Visando a extracdo de compostos biotivos que apresentem potencial
antimicrobiano, a folha de cumaru pode vir a ser uma nova op¢ao de antimicrobiano natural
para industria de alimentos e a encapsula¢do dos extratos dessa planta pode ajudar a preservar

e manter a estabilidade dos compostos extraidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos e microencapsulados
obtidos da folha do cumaru (Amburana cearensis A.C. Smith) sobre bactérias transmitidas em

alimentos.

2.2 Objetivos especificos

e Preparar extrato aquoso e extrato hidroalcoolico a partir das folhas de cumaru,
caracterizando os extratos secos quanto ao rendimento de extragdo, a toxicidade, conteudo de
compostos fenolicos e antioxidantes totais.

e Determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) e a concentracao
bactericida minima (CBM) dos extratos da folha de cumaru frente as bactérias Gram positivas
(Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) e Gram negativas (Salmonella enteritidis e
Escherichia coli).

e Avaliar o efeito dos extratos selecionados na morfologia das células
bacterianas por Microscopia Eletronica de Transmissao.

e Microencapsular os extratos selecionados utilizando os polissacarideos [3-
ciclodextrina e maltodextrina como materiais de parede, caracterizando as microcéapsulas
obtidas quanto a eficiéncia de encapsulacdo, morfologia, tamanho de particula, potencial zeta,
colorimetria e higroscopicidade.

e Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) e a concentracao
bactericida minima (CBM) das microcapsulas obtidas frente as bactérias Gram positivas
(Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) e Gram negativas (Salmonella enteritidis e

Escherichia coli).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Extratos vegetais como antimicrobiano natural

A exploragdo de antimicrobianos naturais, visando a conservagao de alimentos,
tem recebido grande atencao das industrias alimenticias. Isto se deve a crescente resisténcia
microbiana a conservantes convencionais € a preocupagdo dos consumidores quanto a
seguranc¢a de conservantes sintéticos, além das exigéncias por produtos naturais (GYAWALLI,
IBRAHIM, 2014; MOREIRA et al., 2005; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

Gracas ao metabolismo secunddrio das plantas, os vegetais sdo capazes de
produzir substancias com propriedades antimicrobianas. Por isso, extratos vegetais vém sendo
utilizados pela industria de alimentos como antimicrobianos naturais, a fim de melhorar a
seguranga e a qualidade dos produtos (GYAWALI; IBRAHIM, 2014; TAJKARIMI;
IBRAHIM; CLIVER, 2010).

Estudos recentes tem comprovado o potencial antimicrobiano dos extratos
vegetais, inclusive contra microrganismos patogénicos de importancia em alimentos.

Mostafa et al. (2018) investigaram a atividade antimicrobiana de cinco extratos
etandlicos de plantas contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhi. Os autores constataram que o extrato etandlico
da casca da Punica granatum inibiu o crescimento de todos os microrganismos testados, ja o
extrato etanolico da semente de C. Cyminum foi efetivo apenas contra S. aureus. O extrato
das flores do Syzygium aromaticum apresentou efeito inibitdrio contra quatro patdogenos (B.
cereus, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa), o extrato etanolico dos rizomas de Zingiber
officinales foi eficaz para trés deles (B. cereus, S. aureus e P. Aeruginosa) e o extrato das
folhas de Thymus vulgaris inibiu somente S. aureus e P. aeruginosa.

Dicastilho er al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos
etanolicos, hidroalcodlicos e aquosos de folha e frutos da murta (Ugni molinae Turcz.) contra
E.coli e L. monocytogenes. Os autores verificaram que todos os extratos apresentaram agao
antimicrobiana frente os microrganismo testados, porém o extrato hidroalcoolico de folha de
murta foi mais efetivo frente L. monocytogenes, apresentando CIM e CBM de 0,07 mg/mL e
0,09 mg/mL, respectivamente. Para E.coli o extrato etandlico de fruto de murta foi mais
efeciente, com CIM e CBM de 1,2 mg/mL e 1,7 mg/mL, respectivamente.

Elisha et al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de folhas de

nove espécies de plantas diferentes (Hypericum roeperianum, Cremaspora triflora,
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Heteromorpha arborescens, Pittosporum viridiflorum, Bolusanthus speciosus, Calpurnia
durea, Maesa lanceolata, Elaeodendron croceum, Morus mesozygia) frente aos
microrganismos Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis € Bacillus cereus, Escherichia
coli, Salmonella Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa. Todos os extratos apresentaram
acdo antimicrobiana contra todos os patdgenos estudados, como valores médios de CIM
variando entre 0,02 a 0,52 mg/mL, porém os extratos das folhas de Cremaspora triflora e
Maesa lanceolata apresentaram melhor atividade que os demais extratos.

Os principais grupos de compostos extraidos das plantas responsaveis pelas
propriedades antimicrobianas incluem os terpendides, Oleos essenciais, alcaloides e
compostos fendlicos como, fenodis simples, acidos fenolicos, quinonas, flavonas, flavondis,
flavonoides, taninos e cumarinas (GYAWALI; IBRAHIM, 2014; SOUZA et al., 2017). A
presenca destes compostos nos extratos vegetais varia de acordo com a parte da planta que ¢
elaborado o extrato, este pode ser obtido a partir da folha, caule, raiz, semente, fruto, flor ¢
casca. Além disso, o processo de extragdo e a natureza do solvente também irdo influenciar na
composicao final do produto (CABRAL; PINTO; PATRIARCA, 2013; CALO et al., 2015).
As estruturas quimicas dos principais grupos encontrados nas plantas responsaveis pela

atividade antimicrobiana sdo apresentadas na Figura 1.



Figura 1 - Estruturas quimicas dos principais grupos responsaveis pela

atividade antimicrobiana das plantas.
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O sinergismo entre os compostos pode melhorar as propriedades bioativas do
extrato, assim como, a variedade destes permitem diferentes modos de agao dificultando a
resisténcia microbiana (CABRAL; PINTO; PATRIARCA, 2013).

Os mecanismos de agdo antimicrobiana dos compostos extraidos das plantas
incluem a alteracao da parede celular com perda de rigidez, ruptura da membrana celular,
vazamento de biomoléculas esséncias, inibi¢ao da atividade de ATP, ruptura da for¢ca motriz,
inativagdo enzimdtica e coagulacdo do citoplasma (BURT, 2004; CABRAL; PINTO;
PATRIARCA, 2013; PISOSCHI et al. 2018; VERMELHO et al., 2011). Os compostos
fendlicos, por exemplo, alteram a permeabilidade da célula microbiana, gragas aos grupos
hidroxilas (-OH) que interagem com a membrana celular da bactéria, causando o
extravasamento de biomoléculas importantes do seu interior. Estes compostos afetam,
também, a funcionalidade da membrana celular ao interagirem com as proteinas da
membrana, modificando suas estruturas e funcgdes intracelulares. Entre as fun¢des afetadas
estdo as relacionadas ao transporte de elétrons, sintese de proteinas, sintese de acidos
nucleicos, absor¢do de nutrientes e atividade enzimatica. A presen¢a de grupos (-OH) nas
estruturas fendlicas também pode causar o deslocamento de elétrons que atuam como
trocadores de protons e diminuem o gradiente de pH através da membrana citoplasmatica.
Como resultado haveré o colapso da for¢ca motriz do proton e a exaustdo de ATP. (GYAWALI;
IBRAHIM, 2014; PISOSCHI et al. 2018).

3.2 Métodos de extracio de compostos bioativos a partir de extratos vegetais

A extragdo consiste na separacdo de compostos bioativos da planta por meio de
solventes selecionados através de procedimentos padronizados, cujo objetivo € separar os
compostos vegetais soluveis existentes no material celular (AZWANIDA, 2015).

A escolha do solvente para a extragdo dos compostos bioativos das plantas
depende da polaridade do soluto, uma vez que o solvente com polaridade semelhante ao do
soluto proporcionara melhor dissolu¢do (ALTEMIMI et al., 2017). Normalmente, ¢ utilizada
na extracdo uma mistura de solventes, a fim de se obter uma melhor eficiéncia de extracao
(NGAHA NJILA et al., 2017).

Anteriormente a extragdo, ¢ realizada a preparacdo do material vegetal a fim de
preservar as biomoléculas, onde as etapas consistem na lavagem, secagem e moagem. Na
extracdo, pode-se utilizar tanto amostras frescas como secas, porém, considerando-se o tempo

que se leva para a realizacdo da extracdo, as amostras secas sdo preferidas, uma vez que as
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amostras frescas se deterioram mais rapidamente. O processo de moagem proporcionara
amostras menores € mais homogéneas, aumentando o contato do solvente com a amostra,
melhorando a eficiéncia ¢ a cinética da extragdo (AZWANIDA, 2015; SASIDHARAN et al.,
2011).

Os métodos convencionais comumente utilizados para a obtengdo dos compostos
bioativos das plantas sdo: maceracao, decocgao, infusdo e extragdo Soxhlet (NGAHA NJILA
etal.,2017).

A maceracdo consiste em uma técnica de baixo custo, onde o material vegetal fica
em contato com o solvente por um periodo de tempo determinado, sob agitagao ocasional de
modo a aumentar a difusdo e facilitar a extragdao, com troca do solvente para maior
rendimento da extragdo (AZMIR et al., 2013).

A decocgdo ¢ um método usado para extracdo de substancias soliiveis em agua e
resistentes ao calor. E empregada para as partes da planta mais resistentes e fibrosas como, as
cascas, raizes e sementes. Esta técnica consiste em manter o material seco em contato com a
agua sob aquecimento por um periodo de tempo a 100° C (NGAHA NIJILA et al., 2017
VISHT; CHATURVEDI, 2012).

A infusdo consiste em colocar a planta em contato com agua fervente, em
recipiente fechado, por um curto periodo de tempo. Este método ¢ utilizado para as partes
moles dos vegetais. NGAHA NJILA et al., 2017; SIMOES, 2001).

A extracdo de Soxhlet ¢ um método simples que utiliza uma pequena quantidade
de material na extragdo. A extracdo ocorre em um ciclo repetido de extracdo com solvente
fresco até que se tenha a exaustdo completa do soluto, sendo esse tipo de extragdo

considerado altamente eficiente (NGAHA NJILA et al., 2017; SIMOES, 2001).

3.3 Cumaru (Amburana cearensis A.C. Smith)

A Amburana cearensis A.C. Smith (FIGURA 2) também conhecida como cumaru,
pertence a familia Fabaceae e ¢ tipica da caatinga. Embora seja nativa do nordeste brasileiro,
ela pode ser encontrada em toda a América do Sul (CANUTO et al. 2008). Ela ¢ uma arvore
que apresenta porte regular, flores brancas, vagem achatada, casca do caule grossa de cor
vermelho-pardacenta, sementes pretas e rugosas (CANUTO; SILVEIRA, 2006; CORREA,
1974). A floragao e frutificagdo sdo observadas apds 10 anos de plantio. No nordeste o
periodo de floragdo ocorre no inicio da estacdo seca, entre os meses de maio e junho, e a

frutificacdo apos a perda das folhas, entre agosto e outubro (CARVALHO,1994; MAIA,2004).
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Figura 2 - Cumaru (Amburana cearensis A.C. Smith)

Fonte: autora

Essa planta ¢ de grande importancia comercial devido a suas varias aplicacdes,
sendo amplamente empregada na carpintaria, perfumaria e farmacologia (CANUTO;
SILVEIRA, 2010). Na medicina popular as cascas e sementes sdo comumente utilizadas no
tratamento de doengas pulmonares, tosse, asma, bronquite, coqueluche (GUEDES et al.
2015).

O intenso uso comercial dessa planta, principalmente o extrativismo da casca do
caule, colocou a espécie em risco de extingdo (CANUTO et al., 2008). Segundo Pinho et al.
(2012) a parte da planta escolhida para extragdo de suas propriedades bioldgicas pode levar a
ameaca de uma espécie. Por isso, medidas de exploracdo sustentavel devem ser tomadas. As
folhas s3o uma boa alternativa para elaboracdo de extratos vegetais, uma vez, que sao
naturalmente renovaveis.

O perfil fitoquimico do cumaru estd praticamente restrito ao estudo dos
constituintes quimicos da casca e da semente, onde varios compostos ja foram isolados e
identificados a partir dessas partes da planta, como cumarina, 6- hidroxicumarina, os
flavonoides isocampferideo, campferol, afrormosina, quercetina, 4’-metoxi-fisetina,
biflavondides amburanina A e amburanina B, os acidos fenolicos acido vanilico, acido
protocatecuico e acido (E)-o-cumarico, os glicosidios fendlicos amburosidio A e B

(CANUTO et al., 2014; CANUTO; SILVEIRA, 2006; CANUTO; SILVEIRA, 2010;
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SILVEIRA; PESSOA, 2005).

Figura 3 - Estruturas quimicas de alguns compostos encontrados no

cumaru.
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Viérias atividades farmacoldgicas ja foram atribuidas as cumarinas como
antimicrobiana, hipotensiva, ant-inflamatéria antitumoral, anti-malarica, leishmanicida e anti-
chagasica (ALMEIDA et a.l, 2010). Ja os glicosideos fenolicos, amburosideo A e B
encontrados no cumaru revelaram atividade antimaldrica, antiprotozodaria, antifingica e
antibacteriana in vitro contra E.coli e Shingella flexneri (BRAVO et al., 1999). O flavondide,
isocampferideo apresentou atividade antimicrobiana contra Bacillus cereus e Cladosporium
cucumerinum (WANG et al., 1989).

Alguns estudos toxicoldgicos e teratogénicos ja foram realizados para servirem de
parametros de seguranca para o uso dos extratos dessa planta (ALMEIDA et al., 2010). O
estudo toxicologico do extrato hidroalcoodlico das cascas do caule da A. cearensis,
administrado por via oral em ratos machos e fémeas, revelou baixa toxicidade da planta
(DL50: 1,79 + 0,12 g/kg), além disso, a ingestdo diaria deste extrato ndo mostrou nenhum
efeito teratogénico (LEAL et al., 2003). O estudo clinico do xarope de cumaru com
administracao diaria, durante 28 dias em voluntarios sadios do sexo feminino e masculino,
causou variagdes em alguns parametros bioquimicos, porém essas variacdes apresentaram
valores que se mantiveram dentro dos limites de normalidade. Testes clinicos, laboratoriais e
eletrocardiograficos realizados durante o estudo ndo mostraram sinais de toxicidade do xarope

(SOARES et al., 2007).
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A maioria dos estudos quanto a atividade antimicrobiana do cumaru estdo
voltados para os extratos da casca do caule e da semente (AGUIAR er al., 2017;
FERNANDES et al., 2015; SA et al., 2014). Pouquissimos estudos relatam a atividade
antimicrobiana dos extratos dessa planta obtidos a partir da folha. Figueredo et al. (2013), ao
avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etanodlico da folha de cumaru frente as cepas de
S.aureus e E.coli., encontraram para as cepas de E.coli testadas CIM iguais a 1024 ug/mL, ja

para as cepas de S.aureus foram encontradas CIM iguais a 1024 ug/mL e 512 ug/mL.

3.4 Microrganismos transmitidos por alimentos

Os microrganismos estdo presentes no ambiente (dgua, ar, solo), no homem, em
todos os seres vivos e em fontes de alimentos. Assim, qualquer alimento seja de origem
animal ou vegetal, in natura ou industrializado, pode ser contaminado por microrganismos,
inclusive os patogénicos (FERREIRA, 2006; SOUSA, 2006).

Além de contribuirem para expressivas perdas econdmicas, 0S microrganismos
patogénicos sdo responsaveis por sérios problemas de saude publica. As enfermidades,
resultantes da ingestdo de alimentos contaminados por esses microrganismos sdo conhecidas
como Doencas Transmitidas por alimentos (DTA). Os microrganismos patogénicos sdo muito
mutaveis ¢ podem se adaptar ao ambiente conseguindo sobreviver, multiplicar-se e/ou
produzir compostos toxicos (OLIVEIRA et al., 2010).

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria patogénica, gram positiva, pertencente ao
género Staphylococcus (SILVA et al., 2010). Este patégeno ¢ encontrado na pele, fossas
nasais, garganta de seres humanos e animais, por isso estudos tem apontado os manipuladores
como principal fonte de contaminagdo dos alimentos (SOUSA et al., 2014). Equipamentos e
superficies também podem ser fontes de contaminacdo, uma vez que o S. aureus ¢ capaz de
formar biofilmes em diferentes superficies (DI CICCIO et al., 2015). Por ndo ser resistente ao
calor, este micro-organismo ¢ facilmente destruido em temperatura de pasteurizacdo ou
cocgdo (SILVA et al., 2010). S. aureus € responsavel por intoxicagdes resultantes da ingestao
de alimentos contaminados por toxinas termoestaveis produzidas por eles (OLIVEIRA et al.,
2010). As toxinas sdo proteinas de baixo peso molecular, resistentes ao calor, ndo sendo
eliminadas na pasteurizagdo ou cocc¢do, e resistentes a acdo de enzimas proteoliticas
(FORSYTHE, 2013). Entre os sintomas dessas doengas estdo nduseas, vOmitos, diarreia e
dores abdominais.

Listeria monocytogenes € uma bacteria Gram positiva, capaz de se desenvolver



29

em temperaturas de refrigeragdo, alta concentracdo de sal, baixa faixa de pH e ambientes
secos. Estas caracteristicas permitem sua sobrevivéncia em uma grande variedade de
alimentos como produtos lacteos ndo pasteurizados, carnes, frutos do mar e vegetais. Além,
disso a Listeria monocytogens ¢ capaz de formar biofilmes em plantas de produgdo de
alimentos, podendo sobreviver por longos periodos. (AMAJOUD et al., 2018; LI et al., 2018;
SWAMINATHAN; SMIDT, 2007). Listeria monocytogenes ¢ responsavel por uma das
infeccdes mais severas transmitidas por alimentos, a listeriose. Esta doenca afeta
principalmente individuos com sistema imunolégico comprometido e o desenvolvimento do
feto durante a gravidez, levando a morte de 15% a 20% dos casos (AMAJOUD et al., 2018;
OVERNEY et al., 2017). Mulheres gravidas podem ndo apresentar os sintomas ao contrair a
doenga, porém quando esta se manifesta pode causar aborto, nascimento prematuro e até a
morte do feto. Ja individuos saudaveis sdo mais resistentes a doenca, onde febre, diarreia,
sonoléncia e fadiga sdo alguns dos sintomas relatados. J4 em individuos imunodeficientes os
sintomas mais frequentes sdo meningite, meningoencefalite e bacteremia (DIAS, 2008).

Salmonella enteritidis estd amplamente distribuida na natureza, sendo o trato
intestinal do homem e dos animais o seu principal reservatorio. Esse microrganismo ¢
considerado um importante patdgeno no mundo todo. Alimentos como ovos e aves estdo
frequentemente envolvidos em surtos de salmonelose. Coélicas abdominais, febre, vomito,
dores de cabega, diarreia e mialgia sdo alguns dos sintomas desta doenca (BAU;
CARVALHAL; ALEIXO, 2001; HUNG et al., 2017; SURECH et al., 2006). Ela ndo produz
esporos, porém elas possuem um conjunto de ferramentas que as ajudam a permanecer no
ambiente mesmo em condig¢des dificeis, como em ambientes ¢ alimentos de baixa umidade e
apesar de nao conseguirem se multiplicarem nessas condigdes, elas podem sobreviver por
muitos anos (LINS, 2018).

Escherichia coli sdo bactérias gram negativas € em sua maioria sdo inofensivas,
porém algumas cepas podem produzir toxinas que sdo capazes de inibir a sintese de proteinas
em células e causar graves doengas nos seres humanos como diarreia sangrenta, insuficiéncia
renal, coagulagdo sanguinea e até a morte (DARYAEI et al., 2018). Esta bactéria faz parte da
microbiota normal do homem, atuando como um microrganismo comensal, porém ela
também pode atuar como um microrganismo oportunista ocasionando doengas em

hospedeiros susceptiveis € como patdégeno extremamente especializado (SOUSA, 2006).
3.5 Encapsulacio de extratos vegetais

A encapsulagdo consiste na incorporagdo de um ingrediente ativo dentro de um
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material de parede a fim de melhorar a eficicia do agente ativo e protegé-lo contra reagdes de
degradacao, agindo como barreira a agdo do oxigénio, luz, adcido e enzimas (NEDOVICK et
al., 2011; WANI; MASOODI; WANI, 2017).

Essa técnica ¢ comumente empregada na aplicacdo de extratos vegetais em
sistemas alimentares, uma vez que ajuda a melhorar a biodisponibilidade e a preservar os
compostos bioativos da oxidagdo, das reagdes de escurecimento, da degradagdo por calor,
acidificacdo ou luz durante as etapas de manipulacdo, processamento ¢ armazenamento do
produto final (CODEVILLA et al., 2015; VINCEKOVIC et al., 2017). A encapsulacao
também proporciona a liberagdo controlada dos compostos bioativos € mascara cor, sabor e
odores indesejaveis (NEDOVICK et al., 2011; SUAVE et al., 2006). Essas propriedades sdo
dependentes do tamanho da particula, dos materiais de parede, dos ingredientes ativos e das
técnicas de produgdo. As propriedades de estabilidade e liberagdo controlada, por exemplo,
sdo muito dependentes do material de parede usado na encapsulagdo (WANIL; MASOODI;
WANI, 2017).

O material de parede deve ser selecionado em fun¢ao das propriedades fisicas e
quimicas do composto ativo, da aplicagdo pretendida e do método de obten¢do da particula
(SUAVE et al., 2006). Assim, o material de parede escolhido deve apresentar boas
caracteristicas reologicas em elevadas concentragdes, possuir baixa higroscopicidade, ser de
facil manipulagdo durante o processo; ndo reagir com o material a ser encapsulado, possuir as
propriedades desejadas de liberagdo do material ativo, liberar completamente o solvente ou
outros materiais utilizados no processo de encapsulacdo, proporcionar prote¢do maxima ao
seu contetdo contra condigdes adversas, como luz, pH, oxigénio, entre outros, ndo apresentar
sabor desagradavel e ser econdmico. Normalmente, utiliza-se uma mistura de substincias
encapsulantes, uma vez que nem sempre um unico composto possui todas essas propriedades
(AZEREDO, 2005; NEDOVICK et al., 2011; SANTOS; FERREIRA, GROSSO, 2000;
SUAVE et al., 2006).

Sao utilizados pela indastria de alimentos como materiais de parede os
carboidratos (amido, goma ardbica, maltodextrina, ciclodextrina, etc), proteinas (proteinas do
leite e do soro do leite, gluten, etc) e lipidios (ceras, glicerideos, etc). Porém, os carboidratos
sdo os mais utilizados devido a sua diversidade, capacidade de se ligar a compostos de sabor e
o baixo custo (AZEREDO, 2005; NEDOVICK et al., 2011; WANI et al., 2015).

A maltodextrina ¢ um amido hidrolisado obtido por hidrolise enziméatica ou acida
parcial do amido, consistindo em cadeias de D-glicose ligadas em a (1,4). Este polissacarideo

¢ comumente usado como material de parede devido ao seu baixo custo, baixa
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higroscopicidade, alta solubilidade em agua, baixa viscosidade mesmo em altas concentragdes
de solidos, baixo teor de acucar, aroma e sabor neutro, boa protecdo do sabor quanto a
oxidacdo e suas solugdes sdo incolores. Sua principal desvantagem ¢ a baixa capacidade
emulsificante e a baixa reten¢do de substancias volateis, por isso, geralmente ¢ utilizada em
misturas com outros materiais de parede (ANSELMO et al., 2006; FERNANDES, BORGES,
BOTREL, 2014; KLINKESORN et al., 2004; MAHDAVI et al., 2016).

Os hidrolisados do amido sdo descritos conforme a sua equivaléncia de dextrose
(DE), que ¢ a medida do poder redutor de polissacarideos derivados do amido comparado com
a quantidade de D-glicose em base seca. As maltodextrinas apresentam DE variando de 0 a
20, onde os diferentes valores de DE das maltodextrinas apresentam diferentes propriedades
fisicas e quimicas, como solubilidade, viscosidade, temperatura de congelamento, etc

(FIGURA 4) (KLINKESORN et al., 2004; LABUSCHAGNE, 2018).

Figura 4 - Influéncia do equivalente de dextrose (DE) da

maltodextrina nas caracteristicas do material.
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Fonte: Adaptado de Labuschagne (2018)

Entre as ciclodextrinas, a f3 - ciclodextrina ¢ a mais utilizada como material de
parede devido ao seu tamanho, disponibilidade e prego. Ela ¢ um oligossacarideo ciclico de
glocopiranosil unidos por ligagdes em a (1,4). A estrutura dessa moélecula apresenta cavidade
hidrofobica e superficie hidrofilica, podendo essa estrutura reter uma variedade de compostos
organicos e inorganicos. Ela ¢ utilizada para melhorar a solubilidade, estabilizar compostos
contra a oxidagao, controlar a volatilizagao e sublimagdo, mascarar sabores, reter odores e
controlar a liberagdo de compostos ativos e sabores (RAKMAI et al., 2018; WILKOWSKA et
al., 2016).

Inimeros métodos podem ser empregados para a encapsulacao, porém a selecao
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do método depende das propriedades fisicas e quimicas do agente ativo ¢ do material de
parede, do tamanho desejado da particula, da aplicagdo a que sera dada o encapsulado e do
mecanismo de liberacdo (FAVARO-TRINDADE et al., 2008). Os métodos de encapsulagao

foram divididos em trés grupos (SUAVE et al. 2006), conforme quadro a seguir:

Quadro 1 — Métodos de encapsulagao

Me¢étodos de encapsulacao

1. M¢étodos fisicos spray drying, spray cooling, pulverizacao
em banho térmico, leito fluidizado, extrusao
centrifuga com  multiplos  orificios,

cocristalizagdo e liofilizagao.

2. Me¢étodos quimicos inclusdo  molecular e  polimerizagao
interfacial
3. M¢étodos fisico-quimicos coacervagdo ou separacdo de fases,

emulsificacdo seguida de evaporacdo do
solvente, pulverizagdo em agente formador

de reticulagdo e envolvimento lipossomico

Fonte: Suave et al. (2006).

A liofilizacdo ¢ um dos métodos mais utilizados na obtengdo de materiais
encapsulados. Este método ¢ o mais adequado para a encapsulacdo de substancias
termossensiveis (LABUSCHAGNE, 2018; SANCHEZ et al., 2013).

No processo de liofilizagdo o material congelado ¢ submetido a baixa pressao e
calor suficiente, de forma que a dgua congelada sublime diretamente da fase solida para a fase
gasosa (FANG; BHANDARI, 2010). A liofilizagdo do material ocorre em trés etapas. A
primeira etapa consiste no congelamento do material, em seguida, o gelo formado é removido
do material passando do estado so6lido diretamente para vapor, num processo denominado de
sublimacao. Por fim, a dgua que ainda permanece fortemente ligada aos solutos, a agua
adsorvida, ¢ transformada em vapor e removida do material num processo chamado de
dessor¢do (OZBEK; ERGONUL, 2017; SILVA et al., 2012)

As microparticulas obtidas neste processo apresentam geralmente estruturas
porosas (FIGURA 5) e irregulares. A presenca de poros nos materiais liofilizados estd

associada a 4gua que foi removida durante a liofilizagio (OZBEK; ERGONUL, 2017). A
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porosidade da particula facilita a difusdo do oxigénio e isso pode diminuir a estabilidade

oxidativa (LABUSCHAGNE, 2018).

Figura 5 - Formacao de poros no processo de liofilizagdo.

Material de Cristaisda Material de
parede i parede liofilizado
gelo Poros
- ES
A 2
| =
‘\‘ Sublimagio e >
_—
‘\ . ¢
’ ¥ / —
Compostos bioativos Compostos bioativos

Fonte: Adaptado de Labuschagne (2018).

A vantagem deste método ¢ que ele conserva a maioria das propriedades iniciais
do material como aparéncia, cor, sabor, textura, compostos bioativos, etc. (CEBALLOS;
GIRALDO; ORREGO, 2012). Caracteristica como a auséncia de agua, ar ¢ as baixas
temperaturas de processamento, previnem ou limitam a deterioragdo do material por meio de
reacdes microbianas ou quimicas (LABUSCHAGNE, 2018). J4 o ao alto custo, o longo tempo
de processo e a estrutura porosa sdo as desvantagens deste método (OZBEK; ERGONUL,
2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

4.1.1 Coleta

As folhas do cumaru (Amburana cearensis A.C. Smith) foram obtidas no Horto de
Plantas Medicinais Prof. Abreu Matos, localizado na Universidade Federal do Ceara (UFC),
campus do Pici, Fortaleza- Ceard. Foram coletadas folhas verdes de diversas partes da copa,
juntamente com os talos, entre Maio e Junho de 2017, sempre no periodo da manha entre as
9h e 10h sob as condigdes de temperatura maxima, minima ¢ umidade relativa, 30° C, 24° C e
65%, respectivamente. As folhas foram acondicionadas em sacos plasticos e conduzidas ao
Laboratorio de Processamento de Frutos e Hortalicas, localizado no Departamento de

Engenharia de Alimentos (DEAL) na UFC.

4.1.2 Preparo do material vegetal

No Laboratério de Processamento de Frutos e Hortalicas, conforme fluxograma
apresentado na Figura 6 foi realizado a separa¢do das folhas e do talo, selecionando-se as
folhas integras. Em seguida, as folhas selecionadas foram lavadas com agua destilada e
parcialmente secas com papel absorvente. Apds esse processo, elas foram distribuidas em
bandejas de metal e submetidas a secagem em estufa de circulagdo de ar (Modelo 315 SE
FANEM) a 35°C por 28 horas. Apos a secagem, as folhas secas foram acondicionadas em
sacos plasticos e armazenadas ao abrigo da luz em depositos de pléastico (25°C) até a

elaboracdo dos extratos (FIGURA 6).



Figura 6 — Fluxograma do processamento das folhas de cumaru.

Colheita

Secagem em estufa:
35 °C/28 horas

Separacao/seleciao das
folhas

r

Folhas secas

Fonte: autora

Acondionamento
/armazenamento

35



36

4.2 Obtencao dos extratos da folha de cumaru

4.2.1 Extrato aquoso

O extrato aquoso foi obtido seguindo a metodologia de Bazylko et al. (2013), com
adaptacdes (FIGURA 7). As folhas secas de cumaru foram maceradas com o auxilio de
almofariz e pistilo, obtendo granulometria de 0,84 mm. As folhas maceradas foram dispostas
em saché de algodao e submetidas a coc¢ao em agua destilada a 100°C/ 5 min na proporgao
de 1:10 m/v (folhas secas/ dgua), repetiu-se novamente o procedimento, reutilizando as folhas
e mesma quantidade de agua. Os extratos aquosos de cumaru obtidos foram dispostos em
recipientes de polietileno, congelados e desidratados por liofilizagdo (Modelo Beta 1-8 LD
plus, CHRIST) numa pressdo de 0,025 mbar e temperatura de - 40 ° C. Os extratos aquosos
secos foram acondicionados em recipientes de polietileno opaco e armazenados sobre

refrigeracdo a 7°C até o momento das analises.



Figura 7 — Fluxograma do processo de elaboragdao do extrato aquoso da folha de

cumaru.
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4.2.2 Extratos hidroalcodlicos

Os extratos hidroalcodlicos foram obtidos conforme metodologia de Santos et al.
(2016), com adaptagdes (FIGURA 8). As folhas secas foram maceradas com o auxilio de
almofariz e pistilo, obtendo granulometria de 0,84 mm. As folhas maceradas foram imersas
em solucdo hidroalcodlica 50:50 v/v (etanol:dgua) e solucao hidroalcoolica 70:30 v/v (etanol:
agua) na proporcao 1:10 m/v (folhas:solucao), sendo mantidas a temperatura ambiente (25°C)
por 24h. O processo de extragdo durou quatro dias. A cada 24h o processo era repetido sob as
mesmas condigdes, reutilizando as folhas na proporcao de 1:10 m/v (folhas:solucdao). Os
extratos obtidos foram submetidos a filtragdo em filtro de papel da marca UNIFIL.
Posteriormente, os extratos filtrados foram concentrados em rotaevaporador a 75° C (modelo
Q344M, marca QUIMIS) para a retirada do alcool, congelados e liofilizados (Modelo Beta 1-
8 LD plus, CHRIST) numa pressao de 0,025 mbar e temperatura de -40 ° C. Os extratos secos
obtidos foram acondicionados em recipientes de polietileno opaco e armazenados sobre

refrigeracdo a 7° C, até o momento das analises.
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— Fluxograma do processo de elaboragdo dos extratos
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4.3 Caracterizacio dos extratos vegetais

4.3.1 Rendimento dos extratos

Ap0s a obtencao dos extratos secos procedeu-se o calculo do rendimento em % de

cada um deles, através da formula:

Onde: Rt = Rendimento total do extrato (%);
Pext = Peso do extrato seco (g);

Pf = Peso das folhas secas (g).

4.3.2 Determinacdo de compostos fendlicos extraiveis totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados pela metodologia descrita por
Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997), que utiliza o Folin-Ciocalteu como reagente € o
acido galico como padrio para elaboracdo da curva. Inicialmente, foram preparadas solugdes
iniciais (extrato:agua) de concentragdo final de 1 mg/mL. Todo o processo foi realizado ao
abrigo da luz. Em tubos de ensaio foram adicionadas aliquotas 100 pL da solucdo inicial e
400 pL de 4gua destilada para completar o volume de 0,5 mL. Em seguida, foi adicionado 0,5
mL do reagente Folin-Ciocalteau (1:3), 1 mL da solucdo de carbonato de sodio (Na,CO3) 20%
e 1,0 mL de 4gua destilada. Os tubos foram agitados em agitador vortex para adequada
homogeneizagdo e deixados em repouso protegidos da luz por 30 minutos. A leitura foi
realizada em espectrofotometro (Shimadzu, modelo UV-1800) a 700 nm. Os resultados
foram expressos em mg de equivalente de acido galico (AGE) /100 g de extrato. O teste foi

realizado em triplicata.

4.3.3 Determinacdo da Antividade antioxidante total

A atividade antioxidante total dos extratos foi determinada pelo método da
captura do radical sal de aménio do 4cido 2,2 azinobis (3-etilbenzeno-6-sulfénico) (ABTS),
conforme metodologia descrita por Rufino et al. (2010), com modificacdes. Para realizagdo

do teste preparou-se uma solucdo (extrato:agua destilada) de concentragao igual a Smg/mL.
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Da solugdo inicial foram transferidas aliquotas de 30uL, 15 pL e 6 uL para tubos de ensaio,
em triplicata. Posteriormente, os tubos foram completados com agua destilada para volume de
30 pL, adicionados de 3ml do radical ABTS" e homogeneizados durante 6 minutos.
Realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo UV-1800) a
734 nm. O alcool etilico foi usado como branco. Os resultados foram expressos como

capacidade antioxidante equivalente ao Trolox em uM / g de extrato seco de folha de cumaru.

4.3.4 Citotoxicidade dos extratos frente as células epiteliais humanas

Os extratos aquoso, hidroalcodlico 50:50 e hidroalcoolico 70:30 de folhas de
cumaru foram avaliados quanto a citotoxicidade por meio de ensaios baseados na redugdo
celular de MTT [Brometo (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium)]. O teste de MTT
avalia a viabilidade celular a partir de um método colorimétrico simples. A reducao do MTT
ocorre através de enzimas desidrogenases mitocondriais. Como resultado da redu¢do do MTT
¢ formado cristais de formazan de cor azul, que ao serem dissolvidos absorvem na regido do
visivel, podendo ser quantificados por espectofotometria (MOSMANN, 1983).

A citotoxicidade foi medida através da exposicao das células epiteliais intestinais
(aproximadamente 20.000 células - cultura IEC 6), previamente cultivadas, nas concentragdes
de 20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25% e 0,625 % (m/v) dos extratos aquoso, hidroalcoolico 50:50 e
hidroalcoodlico 70:30. Durante o ensaio, os sobrenadantes das culturas celulares, contendo ou
ndo (controle negativo) a amostra testada, foram removidos e as células foram mantidas em
solugdo de MTT (5 mg.mL'l) em meio de Krebs, a uma temperatura de 37°C/ 20 minutos e ao
abrigo da luz. Os cristais de formazan formados ap6s este periodo, devido a reducdo do MTT,
foram dissolvidos em solu¢ao de HCl 0,04 N em isopropanol. O valor da absorbancia foi
medido a um comprimento de onda de 570 nm. Os valores das absorbancias obtidas de cada
concentragdo dos extratos testados foram comparados a absorbancia do controle positivo
(citotoxina A do Clostridium difficile) e negativo (somente cultura celular em meio de
cultura). Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de comparacdo multipla de

Bonferroni's e os resultados expressos em média e desvio padrao.
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4.3.5 Atividade antimicrobiana dos extratos de folha de cumaru

4.3.5.1 Preparo do inoculo

As cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 27664), Listeria monocytogenes
(ATCC 19115), Salmonella enteritidis (IAL 1132) e Escherichia coli (ATCC 25922) foram
cultivadas no meio de manuten¢do Tripticase Soya Agar - TSA (Difco, Sparks, USA)a35°C
por 24 horas. Apds este periodo, colonias isoladas de aproximadamente 1 mm de didmetro
foram selecionadas e transferidas para tubos contendo 5 ml de caldo Tripticase Soya - TSB
(Difco, Sparks, USA). As culturas foram incubadas a 35 © C durante 24 horas. Ap6s o periodo
de incubacdo, a concentragao das suspensdes bacterianas em caldo TSB foi ajustada, por meio
de diluigdes seriadas, para 10° UFC/ ml. Segundo Scott er al. (2005) essa concentragdo €

recomendada para avaliar o efeito do agente antimicrobiano em testes in vitro.

4.3.5.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi determinada frente as cepas Gram
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 27664 ¢ Listeria monocytogenes ATCC 19115) e
Gram negativas (Salmonella enteritidis IAL 1132 e Escherichia coli ATCC 25922), através
do método de microdilui¢do em placas, onde foram avaliados os parametros de concentragao
inibitoria minima (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM), conforme metodologias
descritas por Branen e Davidson (2004) e Brandt et al. (2010) , com adaptacdes.

Para esse teste foram utilizadas placas de acrilico estéreis (Microtest TM, Becton
Dickinson and Co), de 96 pocos com capacidade para 300 pL/pogo. Foram preparadas
solucdes iniciais dos extratos de concentragao igual a 200 mg/mL. As solugdes iniciais foram
homogeneizadas em vortex até sua completa dissolucdo e filtradas em membrana estéril de
0,22 um. A partir da solugdo inicial foi possivel obter as concentragdes utilizadas no teste da
atividade antimicrobiana. As concentracdes testadas variaram de 2 mg/mL a 100 mg/mL sobre
os microrganismos testados. A distribui¢do dos pogos na placa (FIGURA 9) ocorreu conforme

descrito na Tabela 1.
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Figura 9 - Distribuicao dos pogos na microplaca.
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Tabela 1 — Descricdo da distribui¢do dos pocos na microplaca.

Pogos Descrigao
100 pL solu¢do antimicrobiana e
Pogos testes 100 uL da suspensdo bacteriana a
10° UFC/mL em caldo TSB.
Controle negativo 100 pL da solugdo antimicrobiana e
100 pL de Caldo TSB.
Controle positivo 100 pL da suspensdo bacteriana a

10° UFC/mL em caldo TSB e 4gua
destilada estéril

Fonte: autora.

Ap6s a distribuicao da placa, foi realizada a leitura da densidade optica (D.O.) a
630 nm em leitora de absorbancia em microplacas Elx 808 (BioTek), no tempo imediato apds
a distribuicao (tp). Em seguida, a microplaca foi incubada a 35°C por 24 horas sob agita¢do na
propria leitora. Apds esse periodo, foi realizada nova leitura da densidade optica (D.O.) ¢30nm
(t24). As concentracdes que apresentaram variacao das leituras de DO (ty4 -tp) < 0,05 nm foram
consideradas de efeito inibitério. A menor concentracdo de uma solugdo (mg/mL) capaz de
inibir o crescimento microbiano ¢ definida como concentragdo inibitéria minima (CIM)
(BONA et al., 2014).

A concentracao bactericida minima (CBM) foi determinada a partir dos pogos que
apresentaram concentracdo de efeito inibitério (< 0,05 nm). Uma aliquota de 100uL foi
retirada desses pogos e plaqueada por spread plate na superficie de meios de cultura seletivos

e diferenciais especificos para cada microrganismo, sendo utilizado agar MacConkey (Oxoid)
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para E. coli, dgar Listeria Oxford (HiMedia) para L. monocytogenes, agar Baird-Parker (BP)
para S.aureus e agar desoxicolato-lisina- xilose (XLD) para Salmonella enteritidis. Em
seguida as placas foram incubadas a 35°C durante 48 horas.

A CBM ¢ definida como a menor concentragdo da solugdo capaz de causar a
morte do inoculo (BONA et al., 2014). Assim, apds o periodo de 48 horas, aquelas
concentragdes, que quando plaqueadas, ndo apresentaram crescimento microbiano foram
consideradas bactericidas. A menor concentragdo com efeito bactericida foi considerada a

concentragdo bactericida minima (CBM).

4.4 Microscopia Eletronica de Transmissio na avaliacdo dos extratos aquoso e

hidroalcodélico 50:50 da folha de cumaru sobre a morfologia das bactérias estudadas.

O objetivo do ensaio foi verificar as modificagdes estruturais nas células bacterianas
de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis e Staphylococcus aureus,
causadas pela exposi¢ao desses microrganismos aos extratos aquoso e hidroalcoodlico 50:50. O
teste foi realizado de acordo com o descrito por Hooton, Atterbury e Connerton (2011), com
adaptagdes.

Foram preparadas culturas bacterianas na ordem de 10° UFC/ml. Em seguida, foram
adicionados os extratos nas CBM encontradas, obedecendo as mesmas condi¢des dos ensaios
microbioldgicos do item 4.3.5.2. Para cada amostra foi adicionado 100 pL da solugdo fixadora
Karnovsky em cacodilato por 4 horas para matar a célula sem alterar sua estrutura celular.
Posteriormente, as suspensodes bacterianas foram dispostas na grade de cobre, onde adicionou-
se uma gota da solugdo contrastante de acido fosfotungstico (pH 7,4), permanecendo por 3
minutos, sendo retirado o excesso, submetido a secagem em temperatura ambiente (22 °C+2)
por 15 minutos. As imagens foram visualizadas utilizando o microscopio eletronico de

transmissao (MEV-STEM TESCAN), com voltagem de 30 KV.

4.5 Ensaio toxicolégico dos extratos aquoso e hidroalcodlico 50:50 da folha de cumaru

utilizando Zebrafish (Danio rerio) como modelo in vivo.

Os testes com Zebrafish foram realizados baseando-se em metodologias propostas
por Magalhdes et al. (2017). Para realizagdo do ensaio foram utilizados zebrafishs (ZF)
(Danio rerio) adultos, selvagens, de ambos os sexos com idade de 60 a 90 dias, tamanho de

3.5 £0.5 cm e peso 0.4 = 0.1 g. Os peixes foram obtidos da Agroquimica: Comércio de
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Produtos Veterinarios LTDA, em Fortaleza-Ce.

Grupos de 50 peixes foram aclimatados por 24 h em aquéarios de vidro (40 x 20 x 25
cm), contendo 4agua desclorada (anticloro ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos,
a 25°C e pH 7.0, com ciclo cicardiano de 14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam racao
(Spirulina®) ad libitum 24h antes dos experimentos. Os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara
(CEUA-UECE), sob protocolo n° 3344801/2017 (Anexo 1).

O teste de campo aberto foi realizado para avaliar a alteragdo ou ndo da coordenagdo
motora dos peixes, seja por sedacdo e/ou relaxamento muscular (AHMAD; RICHARDSON,
2013). Os animais (n=6/gupo) foram selecionados aleatoriamente, transferidos para uma
esponja umida e tratados com 20 pL, via oral, dos extratos aquoso ¢ hidroalcoolico 50:50 da
folha de cumaru, ou com dagua destilada estéril (grupo veiculo) (COLLYMORE,
RASMUSSEM; TOLWANI, 2013). Foi incluido um grupo de animais sem tratamento,
denominado de Naive. As concentragoes testadas dos extratos foram baseadas nas
concentragdes bactericidas minimas (CBM) encontradas no teste da atividade antimicrobiana,
sendo testadas também o dobro e o triplo dessas concentracdes. Apds os tratamentos os
animanis foram acondicionados individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150
mL de 4gua do aquério para repouso. Decorrido 1 hora, os animais foram adicionados em
placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo a mesma agua do aquario, marcadas com
quatro quadrantes e analisada a atividade locomotora através da contagem do niimero de
cruzamento de linhas (CL). Usando o valor de CL do grupo Naive como linha de base
(100%), foi calculado a porcentagem de atividade locomotora (AL%) individualmente durante
0-5 minutos.

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao zebrafish (D. rerio) adulto
conforme metodologias propostas pela OECD (OECD, 1992) e Huang et al. (2014). Os
animais (n=6/cada) foram tratados com as mesmas concentracdes dos extratos a que foram
submetidos no teste de campo aberto, porém os peixes foram deixados em repouso por 96
horas para analisar a taxa de mortalidade. O grupo veiculo (dgua destilada estéril) foi utilizado
como controle. Ap6s as 96h, foi anotado o numero de peixes mortos em cada grupo e
determinado a concentracdo letal capaz de matar 50% dos animais (CLs) através do método
matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianga de 95% (ARELLANO-
AGUILAR et al., 2015).

O fluxograma do teste de atividade locomotora e toxicidade aguda estdo apresentados

na Figura 10.
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Figura 10 — Fluxograma da atividade locomotora e toxicidade aguda do zebrafish (D. rerio)

tratados com extratos da folha de cumaru.
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Fonte: autora.

4.6 Encapsulacao dos extratos aquoso e hidroalcodlico 50:50 da folha de cumaru.

4.6.1 Obtencdo das microcdpsulas

Os ensaios foram realizados seguindo o método sugerido por Paula et al. (2012) e
Silva et al. (2018), com adaptacdes, onde foram preparadas diferentes formulacdes de
microcapsulas utilizando a B-ciclodextrina, a maltodextrina (DE 16,5-19,5) e a combinagao

dos dois materiais de parede.
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Os extratos aquoso ¢ hidroalcodlico 50:50 foram usados como nicleo e sua massa
foi mantida constante nas trés formulacdes preparadas, sendo utilizado 7,5% de extrato e 30
% de material de parede nas formula¢des das solucdes, conforme sugerido por Heinzelmann e

Franke (1999) e 62,5 % de dgua (TABELA 2).

Tabela 2 — Formulagdes para obtencao das microcépsulas dos extratos
aquoso ¢ hidroalcodlico 50:50 da folha de cumaru.

*Formula¢Ges Extrato Ciclodextrina Maltodextrina
(%) (%) (%)
F1 7,5 30 -
F2 7,5 - 30
F3 7,5 15 15

Fonte: autora.

Primeiramente, foram preparadas as solugdes do material de parede (ciclodextrina
+ dgua ou maltodextrina + dgua ou ciclodextrina + maltodextrina + 4gua) e homogeneizadas
por 20 minutos em banho ultrassonico. Em seguida, o extrato foi adicionado em cada
formulagdo e novamente levado ao banho de ultrassom por 30 minutos, até a obtengdo de uma
emulsdo estdvel do material do nticleo (extrato) com a solu¢do do material de parede.

Para melhor estabilidade da solucdo, foi necessaria a adicdo de 3 gotas de Tween
40 para cada 10 mL de solugdo. Posteriormente, as dispersdes foram homogeneizadas,
utilizando um homogeneizador Ultra-Turrax (Turratec, TE-102, Tecnal, Brasil) durante 5
minutos a 14 000 rpm. As solugdes foram congeladas e submetidas ao processo de secagem
por liofilizagdo numa pressdo de 0,025 mbar e temperatura de -40°C. As microcépsulas
obtidas foram acondicionadas em potes de polietileno opaco e armazenadas sobre

refrigeragdo.

4.7 Caracterizacao das microcapsulas dos extratos aquoso e hidroalcoélico 50:50 da
folha de cumaru.

4.7.1 Microscopia eletronica de Varredura (MEYV)

O estudo morfoldgico das microcapsulas foi realizado na Central Analitica da
Universidade Federal do Ceara, através do equipamento de microscopia eletronica de
varredura (Modelo Inspect F50). As amostras foram montadas com fita de carbono em

suporte de aco (“stubs”) e recobertas com ouro pelo sistema Quorum® Q150T ES.
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4.7.2. Tamanho de particula e potencial zeta

As amostras foram dissolvidas em agua destilada na propor¢do 1:1 (m/v) e
submetidas a agita¢do continua por 24h. A determinacdo do didmetro médio de particulas das
amostras foi realizada utilizando o equipamento ZetaPlus (Brook haven Instruments
Company, EUA), por espectroscopia de correlagdo de fotons (GOMES, 2011) e o potencial

Zeta das amostras foi obtido através de medidas de mobilidade eletroforética a 25°C.

4.7.3 Higroscopicidade

A andlise de higroscopicidade foi determinada conforme descrito por Goula e
Adamopoulos (2008). Foi pesado 1,0 g de cada amostra, em triplicata, em placa de petri. O
material foi espalhando uniformemente sobre a placa e colocado no dessecador por 90
minutos, sob as condi¢gdes de 24 °C e 75% de umidade relativa, utilizando solugdo saturada
de NaCl. O célculo foi realizado pela diferanga de massa e os resultados expressos em

percentual de higroscopicidade.

4.7.4 Determinacdo da cor

A andlise de cor dos extratos selecionados e seus encapsulados foi determinada
através da utilizacdo do colorimetro da marca Minolta (modelo Choma-Meter CR410). As
amostras foram colocadas em placas de petri em quantidade suficiente para cobrir toda a base
da placa. Foram realizadas as leituras das coordenadas de acordo com o sistema CIELAB (L,
a, b*), Hue (h*) e Chroma (c*), onde:

e L* ¢ aluminosidade da amostra, variando de 0 (preto) a 100 (branco);

e a* ¢ a intensidade de vermelho a verde, sendo vermelho os valores
positivos e verde os negativos;

e b* ¢ intensidade de amarelo a azul, cujo amarelo ¢ positivo e azul ¢
negativo;

e ¢* (Chroma) representa o grau de concentragdo ou pureza de uma cor;

e h* (hue) a tonalidade das cores (ALVES et al., 2008).
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4.7.5 Eficiéncia da encapsulagdo

Para esta analise, os encapsulados foram solubilizados em agua destilada obtendo-
se concentracdo igual a 1 mg/mL. As solu¢des foram homogeneizadas durante 3 minutos no
vortex e deixadas em repouso ao abrigo da luz por 24 horas. Apos este periodo as amostras
foram filtradas em filtro de papel e o teor de compostos fendlicos totais presentes nas
microcéapsulas foi determinado através da metodologia descrita no item 4.3.2

A eficiéncia de encapsulacdo desses compostos foi obtido através da seguinte

equagao (GOMES; MOREIRA; CASTELL-PEREZ, 2011):

Onde:
%EE = Eficiéncia da encapsulagao ;
CFT, = Compostos Fenolicos Totais do extrato aquoso encapsulado;

CFT, = Compostos Fenodlicos Totais do extrato aquoso bruto.

4.7.6 Atividade antimicrobiana das microcdpsulas

A atividade antimicrobiana das microcapsulas foi realizada pelo método de
microdilui¢do em placas, utilizando a mesma metodologia descrita no item 4.3.5.2, onde
foram determinadas as concentragdes inibitorias minimas (CIM) e concentragdes bactericidas
minimas (CBM) das microcépsulas. As concentragdes testadas variaram de 25 mg/mL a 200
mg/mL frente os microrganismos: Staphylococcus aureus (ATCC 27664), Listeria
monocytogenes (ATCC 19115), Salmonella enteritidis (1AL 1132) e Escherichia coli (ATCC
25922).
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4.8 Analises estatisticas

Os resultados das andlises de determinacdo de compostos fenodlicos totais,
determinagdo de antioxidantes totais, potencial zeta, tamanho de particula, higroscopicidade e
colorimetria foram analisados estatisticamente por ANOVA e os niveis de significancia foram
determinados pelo Teste Tukey 5% de probabilidade pelo programa estatistico Statistica 10.0.

Para o ensaio toxicologico dos extratos utilizando o Zebrafish como modelo
animal, os resultados foram expressos como valores da média + erro padrdo da média para
cada grupo de 6 animais e submetidos a analise de variancia (ANOV A unidirecional), seguido

do Teste de Tukey a 5% probabilidade pelo programa GraphPad Prism v. 5.01.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio dos extratos da folha de cumaru

5.1.1 Rendimento dos extratos

O rendimento dos extratos aquoso (EA), hidroalcodlico 50:50 (EHA 50:50) e
hidroalcoolico 70:30 (EHA 70:30) apods a liofilizagdo foram 34,12%, 44,94% e 45,12%,
respectivamente. Diante dos resultados, observa-se que, o método de extragdo influenciou no
rendimento dos extratos, além disso, a solugdo extratora também pode ter influenciado no
conteudo final da extragao.

Além do método de extracdo, o menor rendimento do extrato aquoso também
pode estar relacionado a menor propor¢do de compostos soliveis em agua. Segundo
Chaicouski ef al. (2014) a utilizacdo de uma solugdo extratora hidroalcoolica ¢ capaz de
extrair tanto compostos mais polares quanto os menos polares, significando, assim, uma
vantagem na extracdo. Com isso os solventes hidroalcodlicos podem ter sido mais seletivos
do que a 4gua na extra¢ao dos compostos presentes na folha de cumaru.

Oliveira et al. (2016) obtiveram extratos etandlicos e hidroalcodlicos 70% de
folhas de Dicksonia sellowiana (Presl.) através de seis métodos de extracdo (ultra-som,
turbolise, maceracdo, infusdo, decocto e soxhlet). O solvente hidroalcodlico 70% foi o que
apresentou melhor rendimento para cinco dos métodos de extragdo utilizados (ultra-som,
turbodlise, maceragao, infusdo, decocto). Mallmann et al. (2018) verificaram que o extrato
aquoso, obtido por infusdo, de folhas de Acanthospermum australe apresentou maior
rendimento de extragdo (28,5%) que o extrato hidroalcodlico 90% (18,7%), obtido por

maceragao.

5.1.2 Compostos fendlicos totais e antioxidantes totais

Os resultados dos compostos fendlicos totais e antioxidantes totais dos extratos de
folha de cumaru aquoso (EA), hidroalcoodlico 50:50 (EHA 50:50) e hidroalcoolico 70:30
(EHA 70:30) estao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Contetido de compostos fendlicos totais e antioxidantes totais dos extratos secos

obtidos da folha de Cumaru (Amburana cearensis).

Extratos de folha de Compostos Fenolicos Antioxidantes totais
cumaru Totais (UM TE/g)
(g AGE/100g)
EA 28,38°+0,71 832,69+ 39,01
EHA 50:50 31,34+ 0,11 836,59"+ 7,98
EHA 70:30 28,12° + 0,40 792,14% + 68,50

Fonte: autora. Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
significancia para o teste de Tukey. EA: Extrato aquoso de folha de cumaru. EHA 50:50: Extrato
aidroalcodlico 50:50 (etanol : agua) de folha de cumaru. EHA 70:30: Extrato hidroalcodlico 70:30 (etanol :
igua) de cumaru.

O EA e 0 EHA 70:30 nao apresentaram diferenca significativa quanto ao contetido
de compostos fenolicos totais, ja o EHA 50:50 diferiu significativamente destes, apresentando
maior contedo de substincias fendlicas totais. E possivel verificar que os extratos
apresentaram bons valores de compostos fenodlicos. Santos et al. (2016) encontraram para
extratos etandlicos da folha e casca de cumaru conteudo de compostos fenolicos igual a 0,131
g EAG/g e 0,119g EAG/g, respectivamente.

Com relagdo aos antioxidantes totais verificamos que, independente do método de
extragdo utilizado, os trés extratos ndo apresentaram diferenca significativa. Embora os
compostos fendlicos sejam considerados os principais componentes responsaveis pela
atividade antioxidante, eles ndo sdo os unicos (LIMA et al. 2006). Como niao houve uma
relacdo proporcional entre o conteudo de compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante, uma vez que esta Ultima ndo diferiu nos trés extratos estudados, sugere-se que
algum outro composto extraido, em todos os extratos, tenha contribuido de maneira mais
efetiva na reducdo de radicais livres, ndo diferindo esse composto a atividade antioxidante
para os trés extratos (SOUSA et al. 2007).

Diante dos resultados, os trés extratos da folha de cumaru podem ser uma
alternativa vidvel como antioxidantes na industria de alimentos, uma vez que, existe uma
crescente busca por substancias com atividade antioxidante, provenientes de fontes naturais,
que funcionem como alternativa para prevenir a deterioragdo oxidativa de alimentos e que
limitem o uso de antioxidantes sintéticos, responsaveis por efeitos nocivos a saude, entre eles,

o cancer (OLIVEIRA et al., 2007, RAMESHKUMAR; SIVASUDHA, 2012).
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5.1.3. Citotoxicidade dos extratos frente as células epiteliais humanas

Os resultados da andlise citotoxica dos extratos aquoso (EA), hidroalcoolico 50:50
(EHA 50:50) e hidroalcodlico 70:30 (EHA 70:30) da folha de cumaru estdo apresentados na
Figura 11.

Figura 11— Citotoxicidade dos extratos secos da folha de cumaru frente as células

epiteliais humanas.
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Fonte: autora. EA: extrato aquoso de folha de cumaru; EHA 50:50: extrato hidrolcoélico 50:50 (etanol:
agua) de folha de cumaru; EHA 70:30: extrato hidroalcodlico 70:30 (etanol: agua) de folha de cumaru.

Ensaios de toxicidade sdo muito utilizados para estudos toxicoldgicos in vitro
como, por exemplo, o método do MTT. Este método consiste em um teste rapido e simples
que avalia a viabilidade celular a fim de determinar a toxicidade apds a exposigdo a diferentes
substancias (MELO et al., 2017; UYSAL et al., 2018). Diante disso, ndo foi encontrado
potencial citotoxico para nenhum dos extratos de cumaru frente as células epiteliais humanas,
uma vez que a viabilidade celular se manteve acima de 50% para todas as concentragdes
testadas (FIGURA 11).

Segundo Simonetti et al. (2016), o potencial citotdoxico de um extrato ¢ baseado
no percentual de morte celular que ¢ causado nas células testadas, onde o extrato ¢
considerado de alta atividade citotoxica quando apresentam mais de 75% de morte celular e
nenhuma atividade tdxica para valores abaixo de 50%.

Verificou-se, ainda, um estimulo ao crescimento das células epiteliais pelo extrato
hidroalcodlico 70:30 em todas as concentragdes testadas. Provavelmente, os solventes
utilizados nesta extracdo, em suas dadas concentragdes, extrairam algum composto diferente

ou em maior quantidade em relacdo aos demais extratos, que intensificou o crescimento
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celular.

Pereira et al. (2017) avaliaram a citoxicidade in vitro de quatro extratos (etanolico,
hexanico, diclometanico e acetato de etila) obtidos da semente de cumaru pelo método de
MTT, onde culturas de células neurais PC 12 foram expostas a concentragdes dos extratos
variando de 0,1 a 2000 pg / ml e ndo apresentaram efeitos toxicos. O extrato etandlico na
concentragdo de 2000 png / ml, além de nao ter efeito toxico, também apresentou estimulo ao

crescimento celular.

5.1.4 Atividade antimicrobiana dos extratos da folha de cumaru

Na Tabela 4 s3o apresentadas as concentragdes inibitdrias minimas (CIM) e as
concentragdes bactericidas minimas (CBM) encontradas para os extratos secos aquoso (EA),
hidroalcoolico 50:50 (EHA 50:50) e hidroalcoolico 70:30 (EHA 70:30) de folha de cumaru
sobre Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis e Escherichia

coli.

Tabela 4 - Atividade antimicrobiana dos extratos secos da folha de cumaru frente aos

microrganismos transmitidos em alimentos.

S. aureus L. monocytogenes S. enterititdis E. coli
Extratos
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
EA 2 30 15 30 40 40 35 35
EHA 50:50 15 25 10 25 25 30 25 35
EHA 70:30 10 25 15 25 25 30 25 30

Fonte: autora. CIM: concentragdo inibitoria minima(mg/mL). CBM: concentragdo bactericida minima(mg/mL).
EA: Extrato aquoso de folha de cumaru. EHA 50:50: Extrato hidroalcodlico 50:50 (etanol: agua) de folha de
cumaru. EHA 70:30: Extrato hidroalcodlico 70:30 (etanol: 4gua) de cumaru.

Os extratos obtidos a partir da folha de cumaru apresentaram atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos Gram positivos (Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes) e Gram negativos (Salmonella enteritidis € Escherichia coli). Para S. aureus
o EA apresentou melhor efeito inibitdrio e os extratos hidroalcodlicos melhor efeito
bactericida. Para L.monocytogenes o EHA 50:50 apresentou melhor atividade antimicrobina.
Os extratos hidroalcodlicos apresentaram melhor atividade antimicrobiana frente S. enteritidis
e E.coli. A atividade antimicrobiana ¢ associada ao efeito antimicrobiano dos compostos

ativos presentes nos extratos (FARAG et al. 1989). Sendo assim, a diferenca na atividade
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antimicrobiana observada entre os extratos frente aos microorganismos estudados pode estar
relacionada a variagdo de compostos ativos presentes em cada extrato, assim como o
sinergismo entre eles.

Segundo Auricchio e Bacchi (2003) a parte da planta estudada, a forma que se
prepara o material para o estudo, aspectos climaticos, estagio de desenvolvimento do vegetal e
protocolos seguidos nos experimentos podem influenciar na variacdo da atividade
antimicrobiana de plantas de mesma espécie, dificultando os estudos de comparagdo de
resultados. Figueredo et al. (2013) ao trabalharem com extrato etandlico da folha de cumaru,
pelo método de microdiluigdo em placa obtiveram CIM igual 0,512 mg/mL e 1,024 mg/mL
para S.aureus e E.coli, respectivamente. Sa et al. (2014) ndo encontraram atividade
antimicrobiana para o extrato cloroférmico da casca do caule do cumaru frente a S. aureus,
L.monocytogenes, E.coli e Samonella enterica Typhimurium pelo método de microdilui¢ao em
placas. Aguiar et al. (2017) ao trabalharem pelo método de microdilui¢do em placa com
extrato etanolico 80% e extrato aquoso de semente de cumaru, encontraram para S.aureus
CIM igual a 0,25 mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente. Para L.monocytogenes e E.coli
encontraram, para ambos os extratos, CIM igual a 0,5 mg/mL e 1 mg/mL. S4 et al. (2011) em
estudo realizado com extratos etanodlicos de cumaru encontraram médias de CBM iguais a
166,7 mg/mL para E. coli, 125 mg/mL para Listeria sp. e 145 mg/mL para Salmonella spp. E
S. aureus pelo método de microdiluicao. Observa-se que existe uma variacao de resultados da
atividade antimicrobiana dos extratos obtidos nesse estudo quando comparados aos resultados
de atividade antimicrobiana encontrados por outros autores utilizando extratos da mesma
planta, provalvemente, a parte da planta utilizada na extracdo, o solvente e a metodologia de
extracao tenham contribuido para essa variacao.

As bactérias Gram positivas mostraram maior sensibilidade aos extratos aquoso e
hidroalcodlico da folha de cumaru do que as bactérias Gram negativas (TABELA 4). Outros
autores também observaram maior sensibilidade de bactérias Gram positivas em relagdo aos
seus extratos. Pinho er al. (2012) ao avaliarem a atividade antimicrobiana de extratos
hidroalcoolicos de folhas de diferentes plantas frente ao Staphylococcus aureus e E.coli,
verificaram que todos os extratos apresentaram agdo bacteriostatica para a cepa Gram positiva
e nenhuma ac¢do foi detectada para Gram negativa. Koohsari et al. (2015) em seu estudo
quanto a atividade antimicrobiana de extratos etanodlicos € aquosos de seis plantas nativas da
cidade de Azadshahr do norte do Ira, também observaram que as bactérias Gram positivas
foram mais sensiveis do que as Gram negativas, em especial S. aureus.

As bactérias Gram negativas apresentam estruturas de parede mais complexas.
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Elas possuem parede celular constituida interna e externamente por membranas separadas por
glicopeptidio, sendo assim, a composi¢ao celular dessas bactérias oferece uma dupla protegao,
o que reduz a agdo dos compostos antimicrobianos (SA et al., 2011). A membrana externa
dessas bactérias ¢ formada por lipopolissacarideo e fosfolipidio. Para a substancia
antimicrobiana ter acesso a c€lula bacteriana ela precisa atravessar a parede celular através de
canais protéicos de porina, embebidos na bicamada lipidica, que apresentam caracteristicas
hidrofilicas em seu interior. Logo os compostos antimicrobianos com maior sensibilidade
frente as bactérias Gram negativas sdo aqueles que apresentam, em suas estruturas, grupos
ionizaveis (GUIMARAES; MONESSO; PUPO, 2010).

Diante dos resultados obtidos, a aplicagdo de extratos de folha de cumaru na
industria de alimentos pode ser uma alternativa viavel como antimicrobiano natural, uma vez
que todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana contra importantes
microrganismos contaminantes de alimentos.

Como as CIM e CBM encontradas na atividade antimicrobiana dos extratos
hidroalcoolicos frente aos microrganismos estudados foram semelhantes, optou-se por
continuar o estudo com um extrato hidroalcodlico. O extrato hidroalcodlico 50:50 foi
escolhido para dar seguimento as andlises por apresentar maior conteido de compostos

fenolicos totais e requerer menor concentracao de alcool no processo de extragao.

5.2 Avaliacdo por microscopia eletronica de transmissio dos extratos aquoso e

hidroalcodélico 50:50 da folha de cumaru sobre a morfologia das bactérias estudadas.

As Figuras 12, 13, 14 e 15, obtidas por microscopia eletronica de transmissao,
apresentam os efeitos das concentragdes bactericidas minimas (CBM) encontradas dos
extratos aquoso e hidroalcodlico 50:50 (TABELA 4) da folha de cumaru sobre as células das
bactérias estudadas Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Eschrerichia coli e
Salmonella enteritidis, respectivamente.

A morfologia da cultura controle de Staphylococcus aureus, cuja estrutura
apresenta-se em forma de cocos, com parede e membrana celular intacta ¢ demonstrada na
Figura 12a. As células tratadas com extrato aquoso (FIGURA 12b) extrato hidroalcodlico
(FIGURA 12c¢) de folha de cumaru mostraram-se lisadas, com paredes e membranas
rompidas, e desintegradas em decorréncia da perda de todo contetido celular. Jung et al
(2008) quando analisaram as caracteristicas morfologicas das células de S. aureus tratadas

com ions de prata observaram estruturas celulares lisadas com paredes e membrana quebradas
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e separadas uma da outra.

Figura 12- Imagens da microscopia eletronica de transmissao de Staphylococcus aureus
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Fonte: autora. (a) Controle: Staphylococcus aureus no meio de cultura; (b) Staphylococcus aureus tratado com
extrato aquoso de folha de cumaru (CBM = 30 mg/mL) ; (c¢) Staphylococcus aureus tratado com o extrato
hidroalcodlico 50:50 (etanol:dgua) de folha de cumaru (CBM = 25 mg/mL). Aumento das imagens: (a) 41,9 kx,
(b)15,6kx e (c) 17,3 kx.

A cultura controle de Listeria monocytogenes apresentou-se com estrutura
morfoldgica na forma de bastonete, parede celular intacta, superficie lisa e boa integridade da
célula (FIGURA 13a). Tanto as células tratadas com extrato aquoso (FIGURA 13b) como as
c€lulas tratadas com extrato hidroalcoodlico 50:50 (FIGURA 13c¢) de folha de cumaru
apresentaram a superficie celular enrrugada, forma original alterada e perda da integridade
fisica da parede. Os extratos ocasionaram o rompimento da parede celular levando ao
vazamento do material intracelular, sendo esta a principal causa da morte da célula bacteriana.

Liu et al. (2017) em estudo com células de L. monocytogenes tratadas com
bifidocina A observaram, por meio de microscopia eletronica de varredura, alteracdes
morfologicas, com superficie celular enrrugada e notorio isolamento do citoplasma da parede

celular.
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Fonte: autora. (a) Controle: Listeria monocytogenes no meio de cultura; (b) Listeria monocytogenes tratado com
o extrato aquoso de folha de cumaru (CBM = 30 mg/mL); (¢) Listeria monocytogenes tratado com o extrato
hidroalcodlico 50:50 de folha de cumaru (CBM = 25 mg/mL). Aumento das imagens: (a) 41,4 kx, (b) 16,0 kx e
(c) 45,4 kx.

A cultura controle de E. coli revela células regulares na forma de bastonetes,
presenca flagelo, parede celular intacta, superficie lisa e continua (FIGURA 14a). Observa-se
que para ambos os tratamentos (FIGURA 14b e 14c) a célula bacteriana apresentou perda dos
flagelos, forma irregular e desfigurada, membrana celular interrompida e vazamento do
citoplasma. E possivel notar a organizagdo celular claramente interrompida no tratamento da
cultura bacterina com o extrato hidroalcoodlico 50:50 (FIGURA 14c), assim como a parede
celular destruida. Observa-se, ainda, que o tratamento bacteriano com extrato aquoso resultou
no agregamento do citoplasma e aglomerado de células mortas (FIGURA 14b).

Alshaibani, Zhang e Wu (2017) ao avaliarem a morfologia da Echerichia coli ap6s
acdo das proantocianidinas da amoreira americana (Vaccinium macrocarpon) por microscopia
eletronica de transmissdo, observaram que as células apresentaram forma irregular, claras

perfuragdes na membrana celular e extravassamento de material citoplasmatico.
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Figura 14- Imagens da microscopia eletronica de transmissdo de Escherichia coli

2 m

(©)

Fonte: autora. (a) Controle: Escherichia coli no meio de cultura; (b) Escherichia coli tratado com o extrato
aquoso de folha de cumaru (CBM = 35 mg/mL; (c) Escherichia coli tratado com o extrato hidroalcodlico 50:50
de folha de cumaru (CBM = 35 mg/mL). Aumento das imagens: (a) 29,9 kx, (b) 10,3 kx e (c)38,2 kx.

A morfologia da cultura de Salmonella enteritidis apresentou-se sob forma de
bastonete, com presencga de flagelos, parede ¢ membrana celular intacta e uniforme (Figura
15a). Para ambos os tratamentos (FIGURA 15b e 15¢) foi observado auséncia dos flagelos,
deformagdo da célula, superficie irregular e enrrugada, comprometimento da parede celular
com perda da integridade e extravasamento de constituintes citoplasmaticos.

Alteragdes morfologicas semelhantes foram observadas por Wang et al. (2013) ao
avaliar os efeitos da alta pressdo hidrostatica em células de Salmonella enterica. Devi et al
(2010) ao avaliarem a morfologia, por microscopia eletronica de varredurade, de células de
Salmonella tiphi tratadas com eugenol observaram deformagdo na superficie da membrana,

rompimento da membrana celular e a perda completa da integridade da membrana.
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Figura 15 - Imagens da microscopia eletronica de transmissao de Salmonella enteritidis
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Fonte: autora. (a) Controle: Salmonella enteritidis no meio de cultura; (b) Salmonella enteritidis tratado com o
extrato aquoso de folha de cumaru (CBM = 40 mg/mL; (c) Salmonella enteritidis tratado com o extrato
hidroalcodlico 50:50 (etanol:agua) de folha de cumaru (CBM = 30 mg/mL). Aumento das imagens: (a) 29,3 kx,
(b) 36,4 kx e (¢) 33,3 kx.

As alteracoes ocorridas nas células bacterianas devem ter sido decorrentes da acao
dos compostos bioativos presentes nos extratos. Estes, provavelmente, atuaram
principalmente na parede celular das bactérias, agindo, primeiramente, na superficie,
alterando a permeabilidade da membrana, provocando a liberagao dos constituintes celulares e

lise (SHUNYING et al. 2005).

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

aquoso e hidroalcodlico 50:50 da folha de cumaru.

As concentragdes utilizadas nesse estudo foram baseadas nas maiores concentragdes
bactericidas minimas (CBM) encontradas para cada extrato (TABELA 4). Além das maiores
CBM encontradas, o teste também foi realizado com o dobro e o triplo dessas concentragoes.

Os extratos aquoso (EA) e hidroalcodlico 50:50 (EHA 50:50) da folha de cumaru nao
ocasionaram nenhum efeito sedativo e/ou comprometimento locomotor nos animais, uma vez
que apresentaram atividade locomotora (AL) significativamente (p>0,05) semelhante entre
cada grupo de amostra, bem como em relacdo aos controles, naive (AL = 100%) e veiculo
(AL = 92,9%) (FIGURA 16). A atividade locomotora ¢ um dos pardmetros de andlise
comportamental empregada para avaliar o comportamento de substincias que podem atuar

sob o sistema nervoso central do zebrafish (Danio rerio) adulto e causar ou ndo o
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comprometimento locomotor do animal (GEBAUER et al., 2011; KURTA; PALESTIS,
2010; TAYLOR et al., 2017).

Figura 16 - Atividade locomotora de Zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste de
Campo Aberto (0-5min).
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Fonte: autora. (A) EA — extrato aquoso da folha de cumaru. (B) EHA 50:50 — extrato hidroalcoolico
50:50 (etanol:agua) da folha de cumaru. Naive - animais ndo tratados. Veiculo — animais tratados com
agua destilada estéril. Os valores representam a média = erro padrdo da média (E.P.M.) para 6
animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey. Os ntimeros acima de cada coluna indicam porcentagem
de atividade locomotora (%AL).

O Zebrafish adulto vem sendo empregado como modelo animal em diversas
aplicagdes incluindo desenvolvimento embrionario, toxicidade de compostos farmacéuticos,
monitoramento de contaminantes ambientais, desenvolvimento de medicamentos, pesquisas
sobre o cancer e sobre doengas humanas (CABALLERO; CANDIRACCI, 2018; HILL, et al.,
2005; HUANG, et al., 2014; LU, et al., 2015. Esse modelo apresenta uma série de vantagens
sobre roedores, pois apresenta baixo custo, rapido desenvolvimento, alta fecundidade,
reprodugdo externa e embrides transparentes, diversidade de adaptacdo, facil observagdo
comportamental e necessita de pouco espago para manuten¢do. Além disso, seu pequeno
tamanho na fase adulta minimiza a quantidade de substancias a serem testadas e dosadas,
reduz a quantidade de reagentes e materiais utilizados no tratamento e manuten¢do dos
animais (BELIAEVA et al., 2010; DAI et al., 2014; FLEMING; RUBINSZTEIN, 2011;
HILL et al. 2005; TAYLOR et al., 2017).

Com isso, o Zebrafish adulto foi empregado como modelo animal para avaliar a
toxicidade aguda dos EA e EHA 50:50. E constatou-se que todas as concentragdes testadas do
EA (40 mg/mL, 80 mg/mL e 120 mg/mL) e do EHA 50:50 (35 mg/mL, 70 mg/mL e 105
mg/mL) da folha de cumaru mostraram-se seguras, uma vez que, ndo foram toxicas frente ao

zebrafish adulto em até 96 h de analise (TABELA 5). Esse resultado mostrou-se muito
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interessante para uma possivel aplicagdao dos extratos da folha de cumaru como conservantes

naturais em alimentos.

Tabela 5 - Resultados dos testes de toxicidade aguda dos extratos aquoso (EA) e
hidroalcoodlico 50:50 (EHA 50:50) da folha de cumaru frente ao Zebrafish adulto.

Mortalidades do Zebrafish Adulto 96h
Amostra CN Cl C2 C3 CLsy (mg/mL) / IV
EA 0 0 1 0 > 120
CN C1* C2%* C3*
EHA 50:50 0 0 0 0 > 105

Fonte: Autora. CN- Grupo controle negativo: agua destilada estéril. EA — extrato aquoso da folha de cumaru.
EHA 50:50 — extrato hidroalcoolico 50:50 (etanol:agua) da folha de cumaru. C1 — concentragdo 1 (40
mg/mL;); C2 — concentragdo 2 (80 mg/mL); C3 - concentragdo 3 (120 mg/mL); C1* — concentragdo 1 (35
mg/mL); C2* — concentragdo 2 (70 mg/mL); C3* — concentragdo 3 (105 mg/mL); CLs,-concentragdo letal
para matar 50% dos Zebrafish adulto; IV — intervalo de confianga;

5.4 Caracterizacao das microcapsulas dos extratos aquoso e hidroalcodlico 50:50 da

folha de Cumaru

5.4.1 Morfologia das microcdpsulas

As morfologias das microcapsulas obtidas para os extratos aquoso e
hidroalcodlico 50:50 de folha de cumaru estdo apresentadas nas Figuras 17 e 18,
respectivamente.

Todas as microcapsulas formadas de ambos os extratos encapsulados, aquoso e
hidroalcoolico, apresentaram morfologia indefinida e irregular. Essas caracteristicas sao
comuns a encapsulados obtidos por processo de liofilizagdo, a qual sua estrutura assemelha-se
a serragem ou a vidro quebrado em tamanhos variados (BALLESTEROS et al., 2017;
YAMASHITA et al., 2017).

Estruturas como estas foram observadas em microcapsulas de compostos
fenodlicos, revestidos com maltodextrina e goma arabica, obtidas pelo processo de liofilizacao

(BALLESTEROS et al., 2017). Yamashita et al. (2017) também observaram a ocorréncia de
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estruturas irregulares na microencapsulacao por liofilizacdo de extrato de amora-preta com
maltodextrina.

Segundo Chen; Chi e Xu (2012) a baixa temperatura envolvida no processo de
liofilizacdo e a falta de forcas para realizar a quebra do liquido congelado ou alterar sua
topologia de superficie durante a evaporagdo podem ser os responsdveis pela estrutura nao

uniforme das microcapsulas obtidas pelo método de liofilizagao.

Figura 17 - Imagens da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das microcapsulas do
extrato aquoso da folha de cumaru.

Fonte: autor. (a) microcapsula do extrato aquoso de folha de cumaru encanpsulado com ciclodextrina; (b)
microcapsula do extrato aquoso de folha de cumaru encanpsulado com maltodextrina; (c¢) microcapsula do
extrato aquoso de folha de cumaru encanpsulado com a mistura de ciclodextrina e maltodextrina. Aumento das
imagens: (a) 500x, (b) 500x e (c) 500x.

Figura 18 - Imagens da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das microcépsulas do

extrato h1dr0alcoohco 50 50 da folha de cumaru.
>y » (iy j A

Fonte: autora. (a) microcapsula do extrato hidroalcoodlico 50:50 de folha de cumaru encanpsulado com
ciclodextrina; (b) microcapsula do extrato hidroalcoodlico 50:50 de folha de cumaru encanpsulado com
maltodextrina; (c) microcapsula do extrato hidroalcodlico 50:50 de folha de cumaru encanpsulado com a mistura
de ciclodextrina e maltodextrina. Aumento das imagens: (a) 500x, (b) 500x e (c) 1000x.
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5.4.2 Potencial Zeta

Na Tabela 6 constam os resultados do potencial zeta para as microcapsulas dos
extratos aquoso e hidroalcoolico 50:50 da folha de cumaru.

Nao houve diferenca estatistica significativa (p <0,05) quanto ao potencial zeta
das microcapsulas do extrato aquoso de cumaru. O mesmo resultado foi obtido para as

microcapsulas do extrato hidroalcoolico 50:50.

Tabela 6 — Potencial zeta das microcapsulas de extrato aquoso e extrato hidroalcodlico 50:50 da

folha de cumaru.

Microcapsulas
Tratamentos EA EHA 50:50
Potencial Zeta (mV) Potencial Zeta (mV)
CD -25,27* £ 3,90 -20,40" + 3,48
MD -25,17° £ 0,71 -17,03* £ 1,51
CD:MD -26,73"+ 4,25 -22,53"+ 1,74

Fonte: autora. EA: extrato aquoso de folha de cumaru; EHA 50:50: extrato hidroalcoolico 50:50 (etanol:agua) de
folha de cumaru; CD: ciclodextrina; MD: maltodextrina; CD:MD : proporg¢do ciclodextrina:maltodextrina (1:1
m/m). Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o
teste de Tukey.

O potencial zeta ¢ utilizado para obter informagdes sobre a carga de superficie das
particulas (THIELBEER; DONALDSON; BRADLEY, 2011) e indicar a estabilidade destas
em sistemas dispersos. Este parametro pode apresentar-se em valor positivo ou negativo,
dependendo da composicdo quimica do material de parede usado na encapsulagdo
(DELGADO, 2013; SARMIENTO et al., 2018). Neste trabalho, tanto as microcapsulas do
extrato aquoso como as microcapsulas do extrato hidroalcoolico 50:50 de cumaru
apresentaram potencial zeta negativo. Segundo Delgado (2013) a carga residual das cadeias
presentes nos materiais de parede utilizados sdo de carga negativa. Logo,esse potencial
negativo pode ser atribuido a presenga de cadeias hidroxilas na composi¢do da [ -
ciclodextrina e da maltodextrina.

Com relacdo a estabilidade os sistemas dispersos podem ser classificados em
estaveis e instaveis onde valores, negativos ou positivos, entre 0—10, 10-20, 20-30 ¢ > 30 mV
sdo considerados, respectivamente, muito instaveis, relativamente estdvel, moderadamente
estavel e altamente estavel (SARMIENTO et al., 2018). De acordo com Sharma et al. (2014)

a estabilidade das emulsdes depedende do equilibrio entre as forcas que atuam na interface de
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uma particula em solu¢ao. De modo geral, quando o potencial zeta de um sistema ¢ alto, as
forgas repulsivas excedem as forgas de atragdo, resultando em emulsdo relativamente estavel,
ou seja, com menor tendéncia em criar agregados (DELGADO, 2013; LU;GAO,2010). De
acordo com a definicdo acima, as microcapsulas obtidas neste trabalho sdo considerados de

estabilidade moderada, ou seja, apresentam tendéncia moderada a aglomeracao.

5.4.3 Tamanho de particula

Nao houve diferenca estatistica, ao nivel de 5%, no tamanho das particulas das
microcapsulas de extrato aquoso tratados com CD e MD, porém o tratamento com CD:MD,
diferiu estatisticamente dos demais. O mesmo resultado foi obtido para as microcapsulas de
extrato hidroalcoolico 50:50 de cumaru. Para ambas microcapsulas, o tratamento com
CD:MD proporcionou maior tamanho de particula (TABELA 7).

Os encapsulados obtidos neste estudo sdo denominados como microcapsulas, uma
vez que, segundo Azeredo (2005) as particulas podem ser classificadas quanto ao seu tamanho

e aquelas que apresentam tamanho entre (0,2-5000 pm) sdo nomeadas como tal.

Tabela 7— Tamanho das microcépsulas de extrato aquoso e extrato hidroalcodlico 50:50 da

folha de cumaru.

Microcapsulas

Tratamentos EA EHA 50:50

Tamanho de particula (um) Tamanho de particula (um)

CD 0,60+ 17,06 0,297+ 17,54
MD 0,56+ 30,67 0,327+ 39,22
CD:MD 0,79°+ 18,46 0,98%+ 76,52

Fonte: autora. EA: extrato aquoso da folha de cumaru; EHA 50:50: extrato hidroalcodlico 50:50 (etanol:agua) da
folha de cumaru; CD: ciclodextrina; MD: maltodextrina; CD:MD : proporg¢do ciclodextrina:maltodextrina (1:1
m/m). Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o

teste de Tukey.

Quanto menor a particula maior ¢ a taxa de dissolucdo, devido a relacdo
superficie/volume. Logo, particulas menores melhoram a biodisponibilidade do material
encapsulado. Por outro lado, quanto maior o didmetro médio da particula, maior ¢ a
estabilidade, ou seja, melhor ¢ a protecdo dos compostos bioativos contra o meio externo,
onde umidade, oxigénio, luz, ph e temperatura sdo tidos como os principais responsaveis pela

baixa estabilidade desses compostos (DI; KERNIS et al. 2016; LABUSCHAGNE, 2018;
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OZTURK, et al., 2014) Logo, as microcapsulas tratados com CD:MD apresentam maior
protecao dos compostos bioativos. Segundo Hategekimana et al. (2015) uma maior
viscosidade da solucao pode levar a formagdo de particulas maiores. Possivelmente, esse fator

pode ter contribuido para o maior tamanho de particula das microcépsulas com CD:MD.

5.4.4 Higroscopicidade

Conforme Tabela 8, as microcapsulas do extrato aquoso apresentaram diferenca
estatistica no parametro higroscopicidade. O mesmo resultado foi observado para as
microcapsulas do extrato hidroalcoolico 50:50.

Tanto as microcapsulas do extrato aquoso como as microcapsulas do extrato
hidroalcoolico apresentaram baixa higroscopicidade em umidade relativa de 75%. Este
resultado € muito satisfatorio, uma vez que, considerando uma possivel aplicagdo dessas
microcapsulas em alimentos, a baixa higroscopicidade do material ajudard a manter a
estabilidade fisica, quimica e microbiologica durante possivel armazenamento.

A menor higroscopicidade foi revelada para as microcapsulas que utilizaram a
maltodextrina como material de parede, ja a maior higroscopicidade foram apresentadas pelas

microcapsulas que utilizaram como material de parede a ciclodextrina.

Tabela 8 - Higroscopicidade das microcapsulas do extrato aquoso e do extrato

hidroalcodlico 50:50 da folha de cumaru.

Microcapsulas
Tratamentos EA EHA 50:50
Higroscopicidade (%) Higroscopicidade (%)
CD 7,33 °+0,58 7,33°+0,58
MD 2,00%+0 2,67 %+0,58
CD:MD 4,00 "+ 0 5,33 %+ 0,58

Fonte: autora. EA: extrato aquoso da folha de cumaru; EHA 50:50: extrato hidroalcodlico 50:50
(etanol:agua) da folha de cumaru; CD: ciclodextrina; MD: maltodextrina; CD:MD : proporgdo
ciclodextrina:maltodextrina (1:1 m/m). Médias com letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si

ao nivel de 5% de significancia para o teste de Tukey.

Outros autores também encontraram baixa higroscopicidade para materiais
microencapsulados com maltodextrina. Farias (2016) observou baixa higroscopicidade do

extrato da palma microencapsulado com maltodextrina, por liofilizagdo, na propor¢ao 1:3
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(palma: extrato), onde o valor encontrado foi de 1,90%. As condi¢cdes desse ensaio foram as
mesmas aplicadas neste trabalho. Saikia, Mahnot e Mahanta (2015) ao microencapsular, por
processo de liofilizacdo, compostos fenodlicos do bagaco da Averrhoa carambola utilizando a
maltodextrina como material de parede, observaram que as microcapsulas tornavam-se menos

higroscopicas ao aumentar a concentracao de maltodextrina.

5.4.5 Colorimetria

Na Tabela 9 sao apresentados os resultados dos parametros de cor do extrato
aquoso liofilizado da folha de cumaru e das microcdpsulas obtidas a partir dele. Os resultados
da andlise de cor do extrato hidroalcoodlico 50:50 liofilizado e suas microcapsulas estdo
apresentados na Tabela 10.

Observa-se que os extratos liofilizados (EA e EHA 50:50) apresentaram diferenca
estatistica frente suas respectivas microcapsulas para todos os parametros avaliados
(TABELAS 9 e 10). Logo, o material de parede influenciou diretamente nas caracteristicas de

cor dos extratos.

Tabela 9 — Colorimetria do extrato aquoso seco ¢ das microcapsulas do extrato aquoso da

folha de cumaru.

Tratamentos L a* b* c* h*

EA 2776+ 0,03 9.87°£0,09 1435°:0,10 17,42°:0,12  5548%0,16
EA+C 78494067 3.3°£001 19,58%£0,16 19,89°4032 80,12% 0,21
EA+M  sgogby0] 425°+£031 19,83%+0,03 20,15%£130 77,3°+0,18

EA+CM 70502011 3.96°+003 279°+0,08 28,34°:0,04 81,89%0,14

Fonte: autora. EA: extrato aquoso de folha de cumaru; EA + C: extrato aquoso de folha de cumaru + ciclodextrina;
EA+ M: extrato aquoso de folha de cumaru + maltodextrina; EA + C:M: extrato aquoso de folha de cumaru +
proporcéo ciclodextrina:maltodextrina (1:1 m/m) . Médias com letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre
si ao nivel de 5% de significancia para o teste de Tukey.
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Tabela 10 - Colorimetria do extrato hidroalcodlico 50:50 seco e das microcapsulas do extrato

hidroalcodlico 50:50 da folha de cumaru.

Tratamentos L a* b* c* h*

EHA 50:50 254204017 363002 637035 75240 60,75 0,33

EHA50:50 +C 50 0520040 4,69°+0,06 233035 2322°+0,14 7839 0,04
EHA50:50 + M 4990%4 073  9.84%: 0,31 25,15°40,79 26,72°+0,58 69,07°+ 0,08
EHA50:50 +C:M 59 7301 006 550,05 28,8°:0,01 29,41%0,05 79,3% 0,02

Fonte: autora. EHA 50:50: extrato hidroalcoolico 50:50 (etanol:agua) de folha de cumaru; EHA 50:50 + C: extrato
hidroalcodlico 50:50 (etanol:agua) de folha de cumaru + ciclodextrina; EHA 50:50 + M: extrato hidroalcoodlico
50:50 (etanol:agua) de folha de cumaru + maltodextrina; EHA 50:50 + C:M : extrato hidroalcodlico 50:50
(etanol:agua) de folha de cumaru + propor¢do ciclodextrina:maltodextrina (1:1 m/m). Médias com letras
diferentes, na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o teste de Tukey.

Para o parametro L (luminosidade) observa-se que os extratos EA ¢ EHA 50:50
apresentaram coloracdo mais escura quando comparados suas microcdpsulas, uma vez que
apresentaram baixa luminosidade. Os extratos microencapsulados com propor¢ao de
ciclodextrina e maltodextrina apresentaram luminosidade mais proéxima de 100, ou seja, com
mais brilho.

Os extratos e suas microcapsulas apresentaram tendéncia das cores para o
vermelho e amarelo, uma vez que os parametros a* e b* foram positivos. O pardmetro c*
aumentou ap6s a encapsulacao dos extratos, significando que essas amostras apresentam
maior pureza de cor. Segundo Rezende, Nogueira e Narain (2018) essa ¢ uma caracteristica
bastante desejada. A microencapsulacdo dos extratos com a propor¢do de ciclodextrina e
maltodextrina proporcionou maior intensidade desse parametro. O parametro h* também
aumentou apods a encapsulacdo dos extratos. Este pardmetro mede a tonalidade das cores, e
neste caso a tendéncia de tonalidade das amostras para o tom vermelho e amarelo.

Diante dos resultados, a microencapsulacdo dos extratos pode proporcionar
melhores caracteristicas de cor, com a obtencao de extratos de coloracdo mais clara. Assim, a
encapsulacdo seria uma alternativa para modificar a cor original dos extratos, que poderia
atribuir caracteristicas sensoriais indesejaveis, quando realizado sua aplicagdo em algum

alimento.

5.4.6 Eficiéncia de encapsulagao

Os percentuais de eficiéncia de encapsulamento (% EE) dos extratos aquoso e

hidroalcoolico 50:50 da folha de cumaru estao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Eficiéncia de encapsulagao das microcépsulas do extrato aquoso e extrato

hidroalcodlico 50:50 da folha de cumaru.

Microcapsulas
Tratamentos EA EHA 50:50
% EM % EM
CD 82% 83,51%
MD 72,98% 83,36%
CD:MD 88% 95%

Fonte: autora. EA: extrato aquoso de folha de cumaru; EHA 50:50: extrato hidroalcoolico 50:50 de folha de
cumaru; CD: ciclodextrina; MD: maltodextrina; CD:MD : proporgdo ciclodextrina : maltodextrina (1:1 m/m).

Para a encapsulacao ser eficiente, o material encapsulado deve apresentar em seu
interior maxima retengdo do composto de interesse (JAFARI et al., 2008). Assim, conforme a
Tabela 11, a combinagao de ciclodextrina e maltodextrina (CD:MD) como material de parede
revelou melhor eficiéncia de encapsulagdo dos compostos fendlicos para as duas
microcapsulas. Ja o material de parede maltodextrina (MD) proporcionou menor eficiéncia de
encapsulacdo. A eficiéncia de encapsulacdo dependente muito dos compostos encapsulados e
do material de parede utilizado (ROSA et al., 2014). Logo, se explica a diferenca de eficiéncia
de encapsulagdo das microcapsulas deste estudo.

Ballesteros et al. (2017) obtiveram para compostos fenolicos, extraidos do café,
encapsulados com maltodextrina por processo de liofilizacdo, eficiéncia de encapsulagdo igual
a 62%. Kalogeropoulos et al. (2010) encapsularam por liofilizagdo o extrato etanodlico de
Hypericum perforatum utilizando a - ciclodextrina como material de parede. Eles analisaram
a eficiéncia de encapsulacdo de trés flavonoides extraidos dessa planta, epicatequina,
catequina e a quercitina e obtiveram eficiéncia igual a 30%, 27,5% e 35%, respectivamente.

O processo de encapsulacdo por liofilizagdo dos extratos aquoso e hidroalcodlico
50:50 da folha de cumaru mostrou-se efetivo na retencdo dos compostos fenolicos e,
provavelmente, oferecerda maior protecdo e maior estabilidade durante o armazenamento.
Além disso, as microcdpsulas obtidas possivelmente dardo continuidade a propriedade

antimicrobiana frente as bactérias testadas neste estudo
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5.4.7 Atividade antimicrobiana das microcdpsulas de extrato aquoso e extrato
hidroalcodlico 50:50 de folha de cumaru.

Nas Tabelas 12 e 13 estdo os resultados referentes a atividade antimicrobiana das
microcapsulas de extrato aquoso e das microcépsulas de extrato hidroalcodlico 50:50 da folha
de cumaru, respectivamente.

As microcapsulas do extrato aquoso com CD e CD:MD apresentaram melhor
atividade antimicrobiana frente S. aureus, apresentando mesma CIM. Ja para L.
monocytogenes a microcapsula do extrato aquoso com CD apresentou melhor acao
antimicrobiana, uma vez que foi necessaria menor concentragdo dessa microcapsula para
inibir o crescimento desse microrganismo. Para E. coli as microcapsulas com MD e CD:MD
revelaram melhor atividade antimicrobiana, uma vez que, apresentaram mesma CIM frente a
esse microrganismo. Nenhuma microcdpsula do extrato aquoso apresentou efeito
bacteriostatico frente S. enteritidis nas concentragdes testadas. Também, ndo foi encontrada
CBM para nenhuma das microcépsulas do extrato aquoso nas concentracdes testadas frente
aos microrganismos estudados (TABELA 12). A maior concentracdo das microcépsulas
testadas foi de 200 mg/mL, logo concentragdes maiores seriam necessarias para promover
efeito bactericida. Considerando que a concentragdo de 200 mg/mL ja ¢ alta, valores maiores

que ela podem tornar a produgdo das microcapsulas e possivel aplica¢do na industria inviavel.

Tabela 12 - Atividade antimicrobiana das microcépsulas do extrato aquoso da folha de

cumaru.
Microcapsula S.aureus L.monocytogenes  S. Enteritidis E.coli
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
CD 25 - 100 - - - - -
MD 40 - 130 - - - 200 -
CD:MD 25 - 130 - - - 200 -

Fonte: autora. CIM : concentracdo inibitéria minima (mg/mL). CBM : concentracdo bactericida minima
(mg/mL). CD: microcépsula com ciclodextrina; MD: microcapsula com maltodextrina; CD:MD:
microcapsula com proporcao de ciclodextrina:maltodextrina (1:1 m/m).

As microcapsulas do extrato hidroalcodlico 50:50 de folha de cumaru que
utilizaram a CD como material de parede apresentaram melhor atividade antimicrobiana
frente S. aureus e L.monocytogenes. J& para S. enteritidis a microcapsula com MD apresentou

melhor atividade antimicrobiana. Para E.coli as microcdpsulas com MD e CD:MD foram as

que apresentaram melhor atividade antimicrobiana com CIM e CBM iguais para ambas
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microcapsulas (TABELA 13).

Tabela 13 - Atividade antimicrobiana das microcapsulas do extrato hidroalcoolico 50:50

da folha de cumaru.

Microcapsula S.aureus L.monocytogenes  S. Enteritidis E.coli
CiIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
CD 80 160 80 160 120 180 120 180
MD 80 180 80 200 120 160 120 160
CD:MD 80 180 80 200 120 180 120 160

Fonte: autora. CMI : concentragdo inibitoéria minima (mg/mL). CBM : concentragdo bactericida minima
(mg/mL). CD: microcapsula com ciclodextrina; MD: microcapsula com maltodextrina; CD:MD :
microcapsula com propor¢ao de ciclodextrina:maltodextrina (1:1 m/m).

Observa-se que, conforme ocorreu com os extratos brutos (TABELA 4), as
bactérias Gram positivas foram mais sensiveis as microcapsulas do extrato aquoso ¢ as
microcapsulas do extrato hidroalcoolico 50:50 da folha de cumaru.

Conforme se esperava, as microcapsulas do extrato aquoso apresentaram melhor
acao inibitoria frente ao S. aureus e as microcapsulas do extrato hidroalcoolico 50:50 melhor
acdo bactericida, uma vez que os mesmos resultados foram observados para os extratos
brutos. Assim, como ocorreu com o extrato hidroalcodlico 50:50 bruto, suas microcapsulas
apresentaram melhor atividade antimicrobiana para os demais microrganismos (TABELA 4).

Os resultados da atividade antimicrobiana das microcdpsulas do extrato aquoso e
hidroalcodlico 50:50 (TABELAS 12 e 13) da folha de cumaru sdo muito superiores aos
resultados dos extratos brutos (TABELA 4), pois a concentragdo do extrato ¢ menor na
microcapsula, se fazendo necessaria maior concentragdo das microcapsulas para atividade
antimicrobiana. Esse fato pode ser explicado pela quantidade de extrato utilizado como nucleo
na encapsulagdo, sendo a proporc¢ao de 1:4 m/m (extrato/material de parede).

Diante dos resultados, observa-se que as microcapsulas do extrato hidroalcodlico
50:50 apresentaram melhor atividade antimicrobiana, tanto inibitoria como bactericida, sobre

um maior nimero de microrganismos.
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6 CONCLUSOES

Os extratos apresentaram bons rendimentos de extracdo, destacando-se os extratos
hidroalcoolicos. O extrato hidroalcodlico 50:50 apresentou maior quantidade de compostos
fenodlicos e nao houve diferenga de conteudo de antioxidantes totais entre os extratos.

Todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram
positivas e Gram negativas de importancia em alimentos. O extrato aquoso mostrou melhor
atividade antimicrobiana frente S. aureus e os extratos hidroalcoodlicos demonstraram melhor
atividade antimicrobiana frente aos demais microrganismos.

Os extratos ndo apresentaram efeito toxico nos testes realizados, indicando a
seguranga em seu uso. As imagens da Microscopia Eletronica de Transmissdo dos extratos
aquoso ¢ hidroalcoolico 50:50 mostraram alteracdes morfoldgicas e possiveis danos a parede
das bactérias expostas as concentragdes bactericidas minimas encontradas para esses extratos.

As microcapsulas de ambos os extratos apresentaram eficiente encapsulaciao dos
compostos fenolicos. A microencapsulagdo dos extratos proporcionou a obteng¢do de extratos
com coloragdo mais clara, com destaque para as microcapsulas que utilizaram a propor¢ao de
B-ciclodextrina e maltodextrina como material de parede. A atividade antimicrobiana se
manteve apos a microencapsulagao, porém as microcapsulas do extrato hidroalcodlico 50:50
da folha de cumaru apresentaram melhor atividade antimicrobiana sobre os microrganismos
testados. Sendo assim, as microcapsulas do extrato hidroalcoodlico 50:50 da folha de cumaru
seriam as melhores alternativas para aplicagdo do extrato da folha de cumaru na industria de

alimentos como conservante natural.
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7 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se a caracteriza¢do dos extratos aquoso e hidroalcoolico 50:50 quanto ao perfil
fitoquimico de forma a verificar seus principais compostos € os possiveis responsaveis pela
atividade antimicrobiana dos extratos.

Sugere-se a aplicagao dos extratos na matriz alimentar como um aditivo natural, uma
vez que, além do potencial antimicrobiano, eles também poderiam enriquecer o produto

gracas aos teores de compostos fendlicos e antioxidantes totais.
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Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Uso do zebrafish (Danio rerio) como
biosensor em testes toxicolégicos” registrado sob o nimero 3344801/2017, tendo como
pesquisador principal Francisco Ernani Alves Magalhdes, esta de acordo com os
Principios Eticos de Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica para o Uso
de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA - UECE), tendo sido aprovado
em 09 de junho de 2017. Este certificado expira-se em 16 de dezembro de 2020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Project entitled “Uso do zebrafish (Danio rerio) como biosensor
em testes toxicolégicos” registered with the protocol 3344801/2017, under the supervision of
Francisco Ernani Alves Magalhdes is in agreement with Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation of Ceara
State University (CEUA -~ UECE). This certificate will expire in december 16, 2020,

RESUMO

Vigéncia do projeto 01/08/2017 a 31/07/2020
Espécie/linhagem Zebrasfish (Danio rerio)
Numero de animais 1000
Pesolidade 0,3 a 0,6 gr/ trés meses
Sexo 500 Machos e 500 Femeas
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