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RESUMO

A diversidade de plantas em todo o mundo, bem como a variacdo quimica implica em uma
grande quantidade de substancias bioativas. O uso de extratos de plantas com propriedades
bioldgicas surge como uma alternativa viavel, saudavel e menos onerosa quando comparada a
substancias sintéticas. Neste contexto, objetivou-se com esta pesquisa realizar um screening
fitoquimico e avaliar os extratos aquosos das folhas de Physalis angulata L., silvestres e
cultivadas, quanto a influéncia do método de extracdo e material vegetal na bioacessibilidade
de compostos bioativos, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, bem como a
toxicidade destes sobre o microcrustaceo Artemia salina. Os extratos foram obtidos a partir
das folhas silvestres e cultivadas de Physalis angulata e trés diferentes métodos extrativos
(decoccéo, maceracgdo e assistidos por ultrassom). Estes foram avaliados através de espectros
de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio-1 (RMN H) e carbono-13 (RMN 3C),
unidimensionais, antes e apds a extracdo de fase sélida, quantificacdo de compostos bioativos
antes e apos digestdo gastrointestinal in vitro, atividade antioxidante através de métodos
espectrofotométricos (ABTS™ e DPPH), atividade antimicrobiana pelos métodos de difusdo
em &gar, microdiluicdo em caldo, danos morfoldgicos as células bacterianas(Microscopia
Eletronica de Transmissdo, além de toxicidade utilizando o microcrustaceo Artemia salina. A
analise de variancia mostrou diferencas significativas na interacdo entre os métodos extrativos
e o tipo de material vegetal estudados. Os extratos das folhas silvestres e cultivadas obtidos
por decoccdo apresentaram, respectivamente, os maiores teores de compostos fendlicos
(15310,79 e 8115,95 mg EAG/100 g de extrato seco) e consequentemente, maior potencial
antioxidante para ambos o0s métodos analiticos (ABTS™ e DPPH), diferindo
significativamente dos demais métodos extrativos. Os indices de bioacessibilidade de
compostos fendlicos dos extratos foram reduzidos (45,2% a 87,8%) apds a digestdo
gastrointestinal simulada, apresentando baixo potencial antioxidante quando comparado aos
dados obtidos antes da digestdo. O potencial antimicrobiano dos extratos foi observado
apenas frente as bactérias Gram-positivas por ambos 0s métodos analiticos, apresentando
CMTI’s entre 1,0 e 25 mg/ mL para Staphylococcus aureus e de 2,5 a 6,25 mg/ mL para
Listeria monocytogenes, sendo também observados os danos morfologicos causados as
células bacterianas atraves de imagens de microscopia eletronica de transmissao. As fracoes
metandlicas dos extratos das folhas cultivadas obtidos por deccog¢éo e assistidos por ultrassom
também apresentaram potencial antimicrobiano sobre 0os microrganismos Gram-positivos com

CIM’s de 1,0 mg/ mL de ambos os extratos sobre Staphylococcus aureus e de 2,7 mg/ mL e



1,0 mg/ mL sobre Listeria monocytogenes, respectivamente. O potencial antimicrobiano
destes extratos pode ser atribuido ao vitanolideo 4-hidroxivitanolideo E identificado nos
espectros de RMN 'H e RMN 3C como composto majoritario. Os extratos aquosos de
Physalis angulata com potencial antimicrobiano e antioxidante, bem como suas respectivas
fracBes (metandlicas e aquosas) ndo apresentaram toxicidade (CLso > 1000 pg/ mL) sobre o
microcrustaceo Artemia salina apresentando potencial para aplicagdo em alimentos, evitando

assim o uso de solventes organicos e substancias sintéticas.

Palavras-chave: Potencial antimicrobiano. Potencial antioxidante. Compostos bioativos.

Compostos fenolicos.



ABSTRACT

The diversity of plants worldwide, as well as chemical variation implies a large amount of
bioactive substances. The use of plant extracts with biological properties appears as a viable,
healthy and less expensive alternative when compared to synthetic substances. In this context,
the objective of this research was to carry out a phytochemical screening and to evaluate the
aqueous extracts of the leaves of Physalis angulata L., wild and cultivated, regarding the
influence of the extraction method and plant material on the bioaccessibility of bioactive
compounds, antioxidant activity, activity antimicrobial, as well as their toxicity on the
microcrustacean Artemia salina. The extracts were obtained from wild and cultivated leaves
of Physalis angulata and three different extractive methods (decoction, maceration and
assisted by ultrasound). These were evaluated using one-dimensional hydrogen-1 (1H NMR)
and carbon-13 (13C NMR) nuclear magnetic resonance spectra, before and after solid phase
extraction, quantification of bioactive compounds before and after gastrointestinal digestion in
vitro, antioxidant activity by spectrophotometric methods (ABTS ¢ + and DPPH),
antimicrobial activity by agar diffusion methods, broth microdilution, morphological damage
to bacterial cells (Transmission Electron Microscopy, in addition to toxicity using the Artemia
salina microcrustacean. variance showed significant differences in the interaction between the
extractive methods and the type of plant material studied. The extracts of wild and cultivated
leaves obtained by decoction showed, respectively, the highest levels of phenolic compounds
(15310.79 and 8115.95 mg EAG/100 g of dry extract) and, consequently, greater antioxidant
potential for both analytical methods (ABTS ¢ + and DPPH), differing significantly from the
other extractive methods. The bioaccessibility indexes of phenolic compounds in the extracts
were reduced (45.2% to 87.8%) after simulated gastrointestinal digestion, presenting low
antioxidant potential when compared to data obtained before digestion. The antimicrobial
potential of the extracts was observed only against Gram-positive bacteria by both analytical
methods, presenting CMI's between 1.0 and 25 mg / mL for Staphylococcus aureus and 2.5 to
6.25 mg / mL for Listeria monocytogenes, also being observed the morphological damage
caused to bacterial cells through transmission electron microscopy images. The methanolic
fractions of cultivated leaf extracts obtained by decoction and assisted by ultrasound also
showed antimicrobial potential on Gram-positive microorganisms with MICs of 1.0 mg / mL
of both extracts on Staphylococcus aureus and of 2.7 mg / mL and 1.0 mg / mL on Listeria
monocytogenes, respectively. The antimicrobial potential of these extracts can be attributed to
vitanolide 4x-hydroxyvitanolide E identified in the 1H NMR and 13C NMR spectra as the



major compound. The aqueous extracts of Physalis angulata with antimicrobial and
antioxidant potential, as well as their respective fractions (methanolic and aqueous) did not
present toxicity (LC50 > 1000 pg / mL) on the microcrustacean Artemia salina presenting
potential for application in food, thus avoiding the use of organic solvents and synthetic

substances.

Keywords: Antimicrobial potential. Antioxidant potential. Bioactive compounds. Phenolic

compounds.
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1 INTRODUCAO

Physalis angulata L. (Solanaceae) é uma herbacea de ciclo anual abundantemente
distribuida nas regibes Norte e Nordeste do Brasil, onde é conhecida popularmente como
“camapu”. Nessas regides, os frutos sdo consumidos in natura e na forma de sucos como
sedativo, diurético, depurativo e anti-reumaético. As folhas sdo empregadas no tratamento de
inflamacGes na bexiga, malaria, hepatite e dermatite (REGINFO-SALGADO; VARGAS-
ARANA, 2013).

Estudos com extratos de Physalis angulata tém demonstrado importantes
propriedades bioldgicas, tais como anti-cancerigena e antiflamatéria (HSEU et al., 2011),
antibacteriana (DONKOR et al., 2016), analgésica (UKWUBILE et al., 2016) e antioxidante
(KUSUMANINGTYAS et al., 2015). Estas tém sido relacionadas com a diversidade de
fitoquimicos presentes nesta espécie como flavonoides simples ou glicosados, &cidos graxos
de cadeia linear (C6 a C24), hidroxilados, epoxilados, &cido ascérbico, carotenoides,
alcaloides e vitaesterdides (REGINFO-SALGADO; VARGAS-ARANA, 2013).

O potencial antioxidante de extratos vegetais depende da concentracdo de
compostos fenolicos e do perfil de acumulacdo destes nos tecidos vegetais (BARRIADA-
BERNAL et al., 2014). A concentragdo € influenciada por condigdes ambientais, idade e
estadio fenoldgico, enquanto o perfil fendlico é mais estavel e varia entre os diferentes grupos
de vegetais, seguindo uma tendéncia especifica para cada espécie (MEDINA-MEDRANO et
al., 2015).

O potencial antimicrobiano de extratos vegetais tem sido atribuido a uma rica
variedade se substancias presentes nas plantas tais como saponinas, taninos, alcaléides,
alcenilfendis, glicoalcaldides, flavondides, sesquiterpenos, lactonas, terpendides e ésteres
(TAJKARIMI et al., 2010). Alguns estudos reportados na literatura, também, tém
demonstrado que o efeito sinérgico entre estas substancias tem intensificado as propriedades
bioativas de extratos vegetais e consequentemente a agdo sobre patégenos (CABRAL;
PINTO; PATRIARCA, 2013).

A busca por compostos de origem natural com alta atividade bioldgica aumentou
consideravelmente nas ultimas décadas, principalmente, devido ao seu potencial preventivo
de doencas (GIL-CHAVEZ et al., 2013). No entanto, encontrar métodos extrativos eficientes
bem como a caracterizagdo de compostos bioativos a partir de fontes naturais tem sido um
grande desafio para pesquisadores (OLIVEIRA et al., 2016)

Os métodos extrativos mais citados na literatura incluem maceracdo, decoccéo,
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infusdo, turbolise percolacdo, extracdo continua a quente (Soxhlet), extracdo em contra-
corrente, extracdo assistida por micro-ondas, ultrassom e fluido supercritico (KOCAK;
PAZIR, 2018). Além dos métodos extrativos, outros fatores também podem influenciar na
obtencdo de compostos a partir de extratos vegetais, tais como a regido desse material, o grau
de processamento, o tamanho de particula, o tempo e a temperatura de extracdo, o tipo, a
polaridade e a concentracdo do solvente extrator (TIWARI et al., 2011; XYNOS et al., 2012).

Inlmeras pesquisas com compostos bioativos tém demonstrado efeitos benéficos
a saude, fato que tem motivado consumidores na busca por produtos alimenticios com estas
alegacOes. No entanto, sdo necessarios estudos em relacéo a biodisponibilidade destes apds a
digestéo gastrointestinal.

A investigacdo sobre a biodisponibilidade de compostos fendlicos e outros
antioxidantes de matrizes solidas, por exemplo, é importante uma vez que apenas 0S
compostos libertados da matriz do alimento e/ou absorvidos no intestino delgado ficam
biodisponiveis e em condicdo de serem utilizados para as fungdes do corpo, podendo, assim,
exercer os seus efeitos benéficos (PALAFOX-CARLOS et al., 2011).

Diante do exposto, pesquisas com extratos aquosos de Physalis angulata L. como
fonte de compostos bioativos com propriedades antioxidante e antimicrobiana podem ser uma
alternativa promissora para aplicacdo em alimentos agregando-lhes propriedades funcionais e

desejaveis a salde.
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2 OBJETIVOS

Abaixo estdo descritos o objetivo geral, bem como os objetivos especificos que

delinearam o estudo.

2.1 Objetivo geral

Determinar o perfil fitoquimico dos extratos aquosos das folhas de Physalis
angulata L., silvestres e cultivadas, e avalia-los quanto a influéncia do método de extracao e
material vegetal de origem na bioacessibilidade de compostos bioativos, atividade
antioxidante, atividade antimicrobiana, bem como, testar os extratos com melhores resultados

guanto a toxicidade sobre o0 microcrustaceo Artemia salina.

2.2 Objetivos especificos

e Obter extratos aquosos a partir das folhas de Physalis angulata L. (silvestre e
cultivada) utilizando diferentes métodos de extracdo (decocgdo, maceracdo e
assistido por ultrassom);

e Quantificar os compostos fendlicos totais dos extratos aquosos das folhas de
Physalis angulata L., silvestres e cultivadas, antes e ap0s a digestdo simulada;

e Auvaliar o potencial antioxidante in vitro dos extratos aquosos das folhas de
Physalis angulata L., silvestres e cultivadas, através dos métodos
espectrofotométricos utilizando os radicais livres ABTS* e DPPH antes e ap6s
digestdo simulada;

e Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro dos extratos sobre Escherichia coli e
as bactérias patogénicas Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Salmonella Enteritidis através dos métodos de difusdo em &gar e microdiluicéo
em caldo;

e Avaliar os danos morfolégicos causados as ceélulas bacterianas através de
microscopia eletrénica de transmissao;

e Avaliar a toxicidade dos extratos com maior potencial antimicrobiano sobre o

microcrustaceo Artemia salina;
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Realizar o estudo fitoquimico dos extratos aquosos com maior potencial
antimicrobiano através de espectros de RMN e avaliar as fracdes obtidas por
extragdo de fase solida quanto ao potencial antimicrobiano, antioxidante e

toxicidade.
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3 REVISAO DE LITERATURA

No texto que segue abaixo, serdo expostas informacdes acerca da Physalis
angulata L, bem como o potencial antioxidante, acessibilidade e métodos de extracdo dos

compostos ativos presentes no vegetal.

3.1 Physalis angulata L.

Sao frutiferas de cultivo simples, anuais e sua propagacdo se da por sementes.
Encontram-se abundantemente distribuidas nas regifes Norte e Nordeste do Brasil, crescendo
principalmente de forma espontanea, por esse motivo € tida como erva daninha. Nessas
regides, ¢ conhecida popularmente como “camapu”, “bucho de rd”, “Jua de capote” ou “Mata
fome” (LORENZI; MATOS, 2002).

Pertencente ao género Physalis da familia Solanaceae, sdo herbaceas, eretas, de 40
a 70 cm de altura e apresentam ramificacdo densa. As folhas sdo aveludadas e triangulares,
enquanto o talo principal, herbaceo e piloso, apresenta 8 a 12 nés. O fruto é climatérico do
tipo baga, carnoso, de formato redondo, que contém inimeras sementes e exibe uma
coloracdo amarelo-alaranjado quando maduro. O célice é formado por cinco sépalas e envolve
o fruto durante o desenvolvimento e amadurecimento conferindo-lhe protecdo contra insetos,
patdgenos e condicBes climaticas adversas (Figura 1) (ALVARADO et al., 2004; LORENZI,
MATOS, 2002). Além de prolongar a vida po6s-colheita dos frutos, o calice € considerado um
indicador para determinac&o do ponto de colheita (AVILA et al., 2006).

As espécies de Physalis sdo as mais evoluidas da familia Solanaceae em niveis de
oxidacdo biogenética. Isso se deve a presenca de metabdlitos polioxigenados, 0s
vitaesteroides, que constituem uma classe de compostos quimicos bioativos denominados
lactonas esterdidais (C-28) naturais, que reproduzem o esqueleto intacto ou modificado do
ergostano. As plantas desse género possuem a habilidade de oxidar o atomo de carbono do
nacleo esteroidal e da cadeia lateral, com exce¢do aos carbonos C-8, C-9 e C-11 originando
uma ampla variedade de estruturas quimicas. Como resultado dessa diversidade estrutural, os
vitaesteroides foram subdivididos em oito grupos (Figura 2): vitanolidos e vitanolidos
modificados (anéis A ou D aromatizados 2,3), vitafisalinas, fisalinas, acnistinas,

ixocarpalactonas e perulactonas (TOMASSINI et al., 2000).
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Figura 1 — Imagens de Physalis angulata L.

@ '.Q

i

A: laminas foliares com comprimento médio de 3 a 10 cm e largura de
2 a 8 cm apresentando margens ligeiramente denteadas; B: flor; C:
calice envolvendo o fruto; D: fruto sem o célice. Fonte: elaborada pela
autora.

Além dos vitaesterodides, uma variavel presenca de constituintes tem sido relatada
em estudos quimicos desta espécie, tais como flavonodides simples ou glicosilados
(Campferol, Quercetina e Rutina), esterdides (B-sitosterol, Estigmasterol, Campestrol e 2,4-
metileno-colesterol), &cidos graxos de cadeia linear (C6 a C24), carotenoides, acido ascorbico
e alcaloides (TOMASSINI et al., 2000).

O género Physalis é constituido por diversas espécies de incontestavel valor
etnofarmacoldgico. A espécie Physalis angulata L. € uma das mais representativas, sendo-lhe
atribuida vérias propriedades na medicina tradicional (HAWKES et al., 1991). No Nordeste
do Brasil e Amazonia, por exemplo, ha muito tempo os indios ja utilizavam a infusdo das
folhas para fins diuréticos, inflamacGes da bexiga, do bago e contra ictericia (SOARES et al.,
2003). Sdo também empregadas no tratamento da maléaria, hepatite e dermatite. O suco do
fruto é considerado calmante e depurativo, sendo empregado contra reumatismos e dores no
ouvido. Na Coldmbia, algumas tribos indigenas utilizam o decocto de folhas e frutos como
antiflamatorio e antisséptico para doencas de pele. No Peru, as raizes maceradas em rum sdo
empregadas no tratamento da diabetes (LORENZI; MATOS, 2002).
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Figura 2 — Principais constituintes quimicos encontrados na familia Solanaceae

(4) vitafisalina

(1) vitanolido

(3) com anel D aromatizado

o OH

20

(6) 1xocarpalactona

(5) acrustina

(7) perulactona

(8) fisalina

Fonte: Tomassini et al., (2000).

Como consequéncia da importancia etnofarmacologica, muitos estudos tém sido
realizados a fim de justificar a vasta utilizacdo dessa espécie na medicina popular sob a forma
de infusdes, decoccOes e maceragdes (REGINFO-SALGADO; VARGAS-ARANA, 2013). Na

Tabela 1, encontram-se descritas algumas atividades bioldgicas reportadas na literatura.
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Tabela 1 — Atividades bioldgicas dos extratos de diferentes partes de Physalis angulata L

Material vegetal Solvente Atividade bioldgica  Referéncia bibliogréfica
Célice e frutos Metanol Antineoplésica Ribeiro et al. (2002)
Raizes Agua Antinociceptiva Bastos et al. (2006)
Frutos Agua Antimicrobiana Donkor et al. (2012)
Agua e etanol Antioxidante e Kusumaningtyasa et al.,
Frutos e folhas imunomoduladora (2015)
Folhas, célices e frutos Metanol Antioxidante Medina-Medrano et al.,
(2015)
Analgeésica e Ukwubile e Oise,
Folhas Metanol antiflamatoria (2016)
Partes aéreas (folha, Aguae Antibacteriana Donkor et al., (2016)
flor e caule) metanol
Raizes, folhas, calices, Etanol Antioxidante Cobadela-Velasco et al.,
flores e frutos (2017)

Fonte: elaborada pela autora.

3.2 Compostos bioativos

A possibilidade de reduzir o risco de doencas através da dieta tem atraido ndo so a
atencdo da comunidade cientifica, mas também das industrias alimenticias com o objetivo
comum de desenvolver os atualmente conhecidos “alimentos funcionais” ou alimentos ricos
em um ou mais compostos/substancias bioativas que promovam efeitos positivos a satde.

Segundo a ANVISA (RDC n. 02/2002), substancias bioativas sdo 0s nutrientes e
ndo nutrientes que possuem funcdo metabodlica ou fisioldgica especifica. Essas substancias
compreendem, entre outras, os carotenoides, os fitoesterois, os flavonoides, os fosfolipideos,
os organossulfurados e os polifendis.

Os compostos fenolicos representam a maior categoria de agentes fitoquimicos e
encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo classificados em &cidos
fenodlicos, flavonoides, taninos diterpenos, estilbenos, curcumindides, cumarinas, lignanas e
outros (FRESCO et al., 2006; HUANG et al., 2009). Esses compostos séo responsaveis por
diversas fungdes nas plantas, tais como a absorcdo de nutrientes, sintese proteica, atividade
enzimatica, fotossintese, formacdo de compostos estruturais, alelopatia e fatores ambientais
adversos (PALADINO; ZURITZ, 2011).

Os fitoquimicos podem ser encontrados em varias partes da planta, tais como
folhas, caule, flor e frutos (AZMIR et al., 2013). Estudos com extratos vegetais de diferentes

partes das plantas tém mostrado ser uma opc¢éo viavel uma vez que, sdo facilmente obtidos de
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fontes naturais e tém demonstrado bons resultados quando aplicado em alimentos e produtos
farmacoldgicos (WARNER et al., 2003).

A estas substancias sdo atribuidas inimeras atividades biologicas ditas promotoras
da saude, tais como atividade antioxidante, antiflamatéria e antibacteriana. Zhang et al.
(2016) aplicaram extratos de alecrim e cravo em carnes de frango cruas armazenadas a 4°C.
Ambos os extratos aumentaram a estabilidade da carne de frango quanto a oxidacéo lipidica e
qualidade microbioldgica. Reddy et al. (2005) avaliaram a vida de prateleira de biscoitos
elaborados com extratos dos frutos de Emblica officianalis, folhas de Moringa oleifera e
frutos de Vitis vinifera e observaram o efeito antioxidante semelhante ao antioxidante sintético
(controle).

Donkor et al. (2016) avaliando a atividade antimicrobiana dos extratos aquosos e
etanolicos das partes aéreas de Physalis angulata L. e Euphobia hirta Linn in vitro e aplicados
em formulagdes de pomadas para infecgOes cutaneas, observaram a efetividade de ambos os
extratos sobre 0s microrganismos patogénicos, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. Donkor et al. (2012) em outros estudos também relataram a atividade
antimicrobiana dos extratos dos frutos de Physalis angulata in vitro e quando aplicado na
formulagdo de pomadas contendo Oxido de zinco, sugerindo a eficicia do tratamento para
infecgBes estafilococicas.

Oliveira et al. (2011) avaliando o potencial tecnoldgico dos extratos aquosos e
etanolicos dos frutos de Physalis angulata observaram potencial antioxidante satisfatério
guando comparado a outros frutos tropicais. A atividade antioxidante de Physalis angulata
também foi evidenciada a partir de extratos dos frutos e folhas obtidos utilizando solventes
polares (agua e etanol), sendo relatado elevados teores de compostos fendlicos e sugerido
pelos autores a aplicacdo destes extratos em alimentos (KUSUMANINGTYAS et al., 2015).

3.3 Potencial antioxidante

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade de oxidacdo, através de
um ou mais mecanismos quimicos, como a inibicdo de radicais livres e a complexagdo de
metais. Essas substancias atuam evitando danos oxidativos estando presentes em pequenas
concentracdes (MAISUTHISAKUL et al., 2007; SILVA et al., 2010).

A diversidade de plantas em todo o mundo, assim como a variacdo quimica
implica em uma grande quantidade de substancias bioativas. Assim, o uso de plantas como

fonte de antioxidantes naturais, surge como uma alternativa viavel, saudavel e menos onerosa



26

quando comparada aos antioxidantes sintéticos (KRISHNAIAH et al., 2011; MEDINA-
MEDRANQO et al., 2015).

Os antioxidantes naturais incluem os tocoferois, vitaminas C e E, carotenoides
(carotenos e xantofilas) e os polifendis (flavonoides, acidos fendlicos, lignanas e estilbenos).
Esses Gltimos sdo sintetizados a partir do metabolismo secundario das plantas e acumulados
em praticamente todos os tecidos (AZMIR et al., 2013; OROIAN; ESRICHE, 2015). Muitos
desses compostos possuem similaridades quanto a estrutura molecular basica, como por
exemplo, a presenca de um anel aromatico ligado a um grupo hidroxila como é observado nos
acidos fendlicos e flavonoides, substancias com alto potencial antioxidante (SHAHIDI et al.,
1992).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos € quimicamente atribuida a
capacidade de sequestro dos radicais livres através da doacdo de elétron (s) com ou sem
atomo de hidrogénio, pela acdo de quelar ions metalicos, ou pela inibicdo de enzimas
oxidativas (SILVA; ROGEZ, 2013; PIETTA, 2000). Dessa forma, danos oxidativos as
moléculas como os acidos nucleicos, proteinas, lipideos, dentre outras macromoléculas,
podem ser evitados e consequentemente, doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e
cancer (MEDINA-MEDRANO et al., 2015; WU et al., 2009).

Visto que os radicais livres podem causar danos oxidativos aos lipideos, proteinas
e &cidos nucléicos, podem levar também a muitas patologias. Presume-se que a ingestdo de
antioxidantes capazes de neutralizar os radicais livres possa ter um papel importante na
reducdo do risco de doencas, dessa forma, a identificacdo de fontes vegetais com alta
capacidade antioxidante, seja esta derivada de compostos fendlicos e/ou vitaminas, é de

extrema importancia.

3.4 Bioacessibilidade de compostos bioativos

O efeito in vivo de todos os compostos fenolicos depende de varios fatores, a
exemplo da sua absorcdo e das alteragbes promovidas ao longo do trato gastrointestinal. Ou
seja, a quantidade total dessas moléculas presentes no material vegetal ndo reflete
necessariamente a quantidade absorvida e metabolizada pelo organismo. Estima-se que 90-
95% dos polifendis resistem a digestdo e se acumulam no limen do intestino grosso, onde a
microbiota origina uma série de metabdlitos de baixo peso molecular que, podem ser 0s
verdadeiros responsaveis pelos efeitos benéficos a saude (TUOHY et al., 2012;
GUERGOLETTO et al., 2016).
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A biodisponibilidade vem sendo definida como a propor¢do do composto ingerido
que é absorvido e metabolizado por vias normais de absor¢do (SENGUL et al., 2014). Entre
os fatores que determinam a biodisponibilidade de compostos bioativos estd a
bioacessibilidade, que é definida como a fracdo de um composto que é liberado da matriz
alimentar e se encontra potencialmente disponivel para absorcdo e metabolizacdo. Somente
polifendis liberados da matriz sélida pela acdo de enzimas digestivas (intestino delgado) e
microbiota bacteriana (intestino grosso) sdo bioacessiveis no intestino e, portanto,
potencialmente biodisponiveis (SAURA - CALIXTO et al., 2007; SCHULZ et al., 2017).

Nesse contexto, os modelos de mimetizacdo da digestdo humana in vitro que
simulam a digestéo na cavidade oral, estbmago, intestino delgado e no intestino grosso tém
sido desenvolvidos e empregados para prever a liberacdo de compostos bioativos da matriz
solida (bioacessibilidade), e para avaliar as mudancas em seus perfis antes da absorcao
(biodisponibilidade) (HELAL et al., 2014). Esses métodos tém sido amplamente utilizados
uma vez que sdo rapidos, seguros e fiaveis, além de ndo envolverem as questfes éticas dos
estudos in vivo (BRIONES-LABARCA et al., 2011).

3.5 Potencial antimicrobiano

As doencas transmitidas por alimentos, a resisténcia microbiana promovida pelo o
uso indiscriminado de antibioticos e 0 uso excessivo de conservantes sintéticos tém
impulsionado pesquisadores a buscarem substancias que sejam mais seguras e a0 mesmo
tempo efetivas no controle microbioldgico dos alimentos. Nesse sentido, surge uma demanda
crescente do uso alternativo de substancias provenientes de plantas, animais, bactérias, algas e
fungos como agentes antimicrobianos naturais (TAJKARIMI et al., 2010; GYAWALI;
IBRAHIM, 2014).

Os compostos bioativos derivados das plantas, em sua maioria, sdo metabolitos
secundarios. Essas substancias ha muito sdo reconhecidas como agentes antimicrobianos, mas
somente nos Gltimos trinta anos, essa atividade tem sido comprovada cientificamente. Dentre
os fitoquimicos mais citados na literatura, destacam-se os 4acidos fendlicos, quinonas,
saponinas, flavondides, taninos, cumarinas, terpenoides e alcaldides, como responsaveis pela
acao antimicrobiana sobre microrganismos patogénicos e deteriorantes (HAYEC et al., 2013).

Assim, pesquisas relacionadas a estrutura e funcdo destes compostos, s&o
necessarias para a elucidacdo e compreensdo do mecanismo de acdo sobre 0s microrganismos
(SRINIVASAN et al., 2001). Muitos desses estudos tém sido realizados a partir de extratos
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vegetais e envolvem a recuperacdo de compostos bioativos, com propriedades
antimicrobianas, como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Extratos vegetais com atividade antimicrobiana

Extratos vegetais/Parte da

Microrganismos Referéncia bibliografica
planta
Folhas e frutos de' Physalis Staphylococcus aureus Estakhr e Javdan (2011)
alkekengi

Staphylococcus aureus, B.

subtilis, E. coli e Goveas eAbraham (2013)
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumonia, B.
Folhas de Passiflora caerulea subtilis, E. coli, Serratia

sp., Streptococcus sp.
Alternaria sp., Aspergillus
flavus, Aspergillus niger e Freitas et al., (2018)
Fusarium sp.

Staphylococcus aureus, B.
Folhas de Spodias mombi subtilis, E. coli e Listeria Cristofoli et al., (2018)
innocua

Folhas e caule de Coscinium
fenestratum

Santhoshkumar et al.,
(2017)

Folhas de Azadirachta indica
Juss

Fonte: elaborada pela autora.

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antimicrobiana e
antifingica de extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem o método de difusdo em &gar
(CLSI, 2017), macrodiluicdo e microdiluicdo (OSTROSKY et al., 2008). Para determinar a
concentracdo minima inibitéria (CMI) e a concentragdo minima bactericida (CMB) de
extratos de plantas, tem-se utilizado o método da microdiluicdo em caldo (ELOFF, 1998).

O método disco-difusdo fornece resultados qualitativos classificando as bactérias
como suscetiveis, intermediarias ou resistentes, através da medicdo do halo de inibicdo
(Figura 3). Entretanto, este método ndo permiti distinguir os efeitos bactericida e
bacteriostatico, assim, ndo se pode determinar a CMI, uma vez que € impossivel quantificar o

agente antimicrobiano difundido no agar (NIJS et al., 2003).
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Figura 3 — Placas de Petri apresentando auséncia e

presenca do halo de inibicdo bacteriana

Fonte: Cristofoli (2017).

Os métodos de diluicdo sdo os mais apropriados para a determinacao dos valores
de CMI, uma vez que oferecem a possibilidade de estimar a concentracdo do agente
antimicrobiano no agar ou no caldo nutritivo (microdiluicdo) (Figura 4). Assim, é possivel
avaliar quantitativamente o potencial antimicrobiano de extratos vegetais in vitro contra

bactérias e fungos.

Figura 4 — Esquema de distribuicdo da microplaca utilizada na

microdiluicdo em caldo.

100 pL amostra / diluente

S. Enteritidis
S. aureus

E. coli _ ELE I I I JeJeleJeloYololo)
P. aeruginosas o E elolololeojeleolele) OQO (T
F..@.'@..@'@Oov@ S eneeetd
X I Yoleol X JeXololoXole)

100 pL meio + inéculo

Fonte: Ferreira (2018).

Assim, recomenda-se que a partir dos testes de difusdo em 4&gar sejam
selecionados 0s extratos que serdo submetidos ao teste quantitativo de microdiluicdo em
caldo, no qual se determina o parametro de atividade antimicrobiana, a CMI, que €é definida
como a menor concentragdo do agente antimicrobiano que inibe o crescimento visivel do

microrganismo e geralmente ¢ expresso em pg / mL ou mg / L (PFALLER et al., 2004).
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3.6 Métodos de extracéo

A extracdo de compostos com propriedades bioldgicas é uma das etapas mais
criticas das pesquisas com produtos naturais, pois sua eficiéncia depende de varios
pardmetros, tais como a natureza da amostra, tipo de substancias a serem extraidas,
localizagdo em que essas substancias se encontram na amostra, tipo de solvente extrator,
método e temperatura de extracdo (TIWARI et al., 2011; XYNOS et al., 2012).

Devido a alta solubilidade dos compostos fendlicos em solugdes aquosas, a agua
tem sido bastante utilizada como solvente extrator na obtengdo de compostos bioativos. Além
disso, outros fatores como o baixo custo, facil manuseio e atoxicidade tem influenciado sua
utilizacdo, sobretudo, em estudos que visam a aplicacdo dessas substancias (DOMIGUEZ-
RODRIGUEZ; MARINA; PLAZA, 2017).

Os métodos de extracdo convencionais mais utilizados sdo a maceragdo,
percolacdo, decoccdo, infusdo, extracdo continua a vapor (Soxhlet) e arraste com vapor
(THOMA et al., 2001). Entretanto, o desenvolvimento de procedimentos de extracdo que
possibilitem a utilizacdo de solventes menos agressivos ao meio ambiente e que sejam usados
em menor quantidade tem sido proposto como uma alternativa para o desenvolvimento da
chamada “quimica verde” (HERRERO et al., 2010; RODRIGUEZ- ROJO et al., 2012).

Dentre as tecnologias mais recentes, podemos citar a extragdo assistida por
ultrassom que é uma técnica amplamente explorada em escala industrial e laboratorial devido
a sua eficiéncia em extrair componentes, facil operacdo e baixo consumo de solventes
(GONZALEZ-CENTENO et al., 2015). Embora esse método apresente vantagens, alguns
fatores devem ser considerados para garantir a eficiéncia da extragéo, tais como intensidade
da onda sonora, tempo de exposicdo a frequéncia, temperatura do processo, granulometria da
amostra, entre outros (TAO et al., 2014).

A extracdo assistida por ultrassom é um método que utiliza a energia acustica e
solvente para promover o processo de extracdo (MINJARES-FUENTES et al., 2014). A
propagacao de ondas no solvente promove o fendmeno de cavita¢do, que ocasiona a formacédo
de cavidades para onde os gases dissolvidos no sistema migram, formando microbolhas, que
aumentam e diminuem de tamanho, gerando ciclos de expansdo e compressdo até que as
bolhas implodem, liberando uma grande quantidade de calor e exercendo elevadas pressoes
préximas a regido de implosdo (CARCEL et al., 2012, CASTRO; CAPOTE, 2007, VEILLET
et al., 2010). A presenca de materiais solidos no sistema provoca uma imploséo assimétrica

das microbolhas, gerando jatos que colidem com as superficies sélidas e ocasionam a
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circulagéo de liquidos, devido a turbuléncia gerada. Essas colisdes fazem com que as células
vegetais sejam rompidas, facilitando a difusdo do solvente extrator para o interior da matriz
(CASTRO; CAPOTE, 2007). Somando-se a isso, o calor liberado pelas implosdes aumenta a
solubilidade dos analitos, favorecendo o aumento da eficiéncia da extracdo (VEILLET et al.,
2010).

A extracdo de compostos por esse método demanda um tempo menor quando
comparado aos metodos tradicionais, utilizando quantidades menores de solventes. Devido a
tais vantagens, esse método tem sido muito utilizado no processo de extracdo de varios
compostos alimentares, tais como pigmentos, aromas, antioxidantes, outros compostos

orgéanicos e minerais oriundos de diversas matrizes vegetais (VEILLET et al., 2010).



32

4 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo estdo descritos os principais materiais e metodologias adotadas na

presente pesquisa.

4.1 Obtencao do material vegetal

O cultivo de Physalis angulata foi realizado na Fazenda Sagitarios, localizada no
municipio de Maranguape, Ceard (Lat.: -4.095439; Lon.: -38.854927). A semeadura foi
realizada em outubro de 2017 em solo de textura franco argilosa com pH 6,8 e CE
(Condutividade Elétrica) 0,47 dS/m (deciSiemens por metro). As plantas foram cultivadas
com o auxilio de irrigacdo localizada do tipo gotejamento e a necessidade hidrica da cultura
foi atendida de modo a deixar o solo sempre na capacidade de campo. As partes aéreas das
plantas silvestres e cultivadas foram coletadas na mesma localidade no periodo de abril a
julho de 2018 e as exsicatas identificadas e depositadas sob 0s numeros 61268 (planta
cultivada) e 61269 (planta silvestre) no Herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do

Ceara.

4.2 Pré-tratamento das folhas de Physalis angulata L.

As folhas foram selecionadas quanto a integridade fisica e uniformidade de cor e
tamanho. Ap0Gs a separacdo manual dos talos, foram lavadas em &gua corrente, drenadas e
secas a temperatura ambiente. Em seguida, foram acondicionadas em bandejas de aluminio e
submetidas a secagem a 40°C por 24 horas em estufa com circulacdo de ar Modelo 315 SE
(FANEM). Apds esse periodo, as folhas secas foram pulverizadas durante 5 minutos em

multiprocessador seguindo com a elaboracao dos extratos.

4.3 Determinacdo do didmetro médio de particula

O diametro médio de particula das folhas de Physalis angulata pulverizadas foi
determinado segundo metodologia descrita por Gomide et al., (1980). Foram aferidos em
balanca analitica aproximadamente 100 g do material vegetal, em seguida foi realizada a
separagdo das particulas em peneiras da série de Tyler de mesh 10 a 500 um (Granutest —
TELASTEM) com agitacdo durante 10 minutos.
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4.4 Elaboracéo dos extratos

Os extratos aquosos das folhas de Physalis angulata L. foram obtidos através dos
métodos extrativos de decoc¢do, maceragdo e assistido por ultrassom, descritos a seguir. Ao
final de cada processo de extracdo, as solucGes aquosas resultantes foram desidratadas em
liofilizador (Beta 1-8 LD plus, CHRIST) a -40 °C sob pressao de 0,025 mbar. Em seguida, 0s
extratos obtidos foram acondicionados em frascos de polietileno opacos e armazenados a -
18°C.

4.4.1 Decocgao

O material vegetal foi acondicionado em filtro de algoddo, embebido em &gua
destilada na proporcdo de 1:40 m/v, respectivamente. Em seguida, foi submetido ao
aquecimento até a temperatura de 100 °C, permanecendo nessas condi¢Ges durante cinco
minutos. Apds esse periodo, a solucdo aquosa foi filtrada, acondicionada em frascos de
polietileno e armazenada a -18°C (SUSANTI et al., 2015).

4.4.2 Maceracao

O material vegetal foi imerso em Becker contendo agua destilada na proporc¢éo de
1:20 m/v, respectivamente. Apds 18 horas ao abrigo da luz, o material foi filtrado em papel de
filtro e a solucdo aquosa resultante acondicionada em frascos de polietileno opacos e
armazenada a -18°C (SUSANTI et al., 2015).

4.4.3 Extragao assistida por ultrassom

A extragdo assistida por ultrassom foi realizada através de sonicagdo direta do
material vegetal e 4gua destilada (1:30 m/v) em equipamento de Ultrassom (DES500, Unique)
com ponteira 1,3 cm de didmetro, durante 8 minutos sob a poténcia de 154 W conforme
descrito por Shineider et al., (2015). Posteriormente, a mistura foi submetida a centrifugagéo
em centrifuga (ROTINA 380R, Hettich) a 25°C, 10000 rpm por 15 minutos e a solugdo
aquosa resultante filtrada em papel de filtro, acondicionada em frascos de polietileno opacos e

armazenada a -18°C.
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4.5 Rendimento dos extratos

Para calcular o rendimento dos extratos foram utilizados os pesos das folhas de
Physalis angulata L. ap6s a secagem e dos extratos apos liofilizacdo. Em seguida, esses
valores foram aplicados na Equacgéo 1, conforme descrito por Rodrigues et al. (2011).

R (%) = ES/FS )

Onde,
R = Rendimento total do extrato (%);
ES = Peso do extrato seco (Q);

FS = Peso das folhas secas (g).

4.6 Compostos bioativos e potencial antioxidante dos extratos

4.6.1 Compostos fendlicos totais

A guantificacdo de compostos fenolicos foi realizada de acordo com Larrauri et al.
(1997), atraves do método espectrofotométrico utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, o
acido galico como padréo e concentracdes de 7000 a 10000 ppm dos extratos aquosos das
folhas de Physalis angulata. Inicialmente, foram adicionadas a tubos de ensaio aliquotas de
40 pL dos extratos e dgua destilada até completar o volume de 0,5 mL. Em seguida, foram
adicionadas aliquotas de 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (1:3), 1 mL de carbonato de
sodio a 20% e 1 mL de agua destilada. Apés a homogeneizacdo dos tubos, as solucdes
permaneceram em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz, sendo realizadas posteriormente
as leituras em espectrofotdmetro (Shimadzu Modelo UV- 1800) a 700 nm. Para a
quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi utilizada uma curva padrdo do acido galico
(10-120 pg/mL; Chem Service, Inc., USA), e 0 resultado expresso como microgramas
equivalentes de acido galico por 100 mg de extrato seco de Physalis angulata (mg EAG/ 100

g de extrato seco).
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4.6.2 Potencial antioxidante

4.6.2.1 Ensaio do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

O potencial antioxidante dos extratos foi determinado pela capacidade de captura
do radical livre DPPH utilizando a metodologia descrita por Rufino et al., (2007). O método
consiste em monitorar o consumo do radical livre DPPH (0,06mM) através do decréscimo da
absorbancia quando submetido a diferentes concentraces dos extratos. Foram adicionadas a
tubos de ensaio aliquotas de 0,1 mL dos extratos nas concentracdes de 7000 — 10000 ppm
obtidas pela diluicdo em agua destilada e 3,9 mL da solucédo etandlica de DPPH. As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro (Shimadzu Modelo UV- 1800) a 515 nm, apds a
estabilizacdo da absorbancia. Os ensaios foram realizados em triplicata, com trés repeticdes e
os resultados expressos em CEso (Concentragdo Efetiva 50 %) que corresponde a
concentracdo necessaria do extrato (mg/ mL) capaz de reduzir em 50% a concentracdo inicial
do radical DPPH.

4.6.2.2 Ensaio do radical 2,2- azino-bis- (3-etilbenzotiazolina) - 6-dcido sulfonico (ABTS *+)

O potencial antioxidante dos extratos das folhas de Physalis angulata também foi
determinado através do método de captura do radical livre ABTS™, sendo este obtido através
da mistura de ABTS e persulfato de potassio conforme descrito por Rufino et al., (2007).
Aliquotas de 30 uL de diferentes concentragGes dos extratos (7000 — 10000 ppm) e 3,0 mL do
radical ABTS diluido em alcool etilico (absorbancia de 0,695 — 0,705) foram adicionadas a
tubos de ensaio, seguindo de homogeneizacdo e repouso de 6 minutos ao abrigo da luz. Apés
esse periodo, as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Shimadzu Modelo UV-
1800) a 734 nm e o potencial antioxidante determinado através da curva padrdo do
antioxidante Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico). Os ensaios
foram realizados em triplicata, com trés repeticdes e os resultados expressos em micromolar
equivalente de trolox por g de extrato seco de Physalis angulata (UM trolox / g de extrato

Seco).
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4.7 Bioacessibilidade de compostos fendlicos in vitro

4.7.1 Digestdo gastrointestinal simulada

A digestdo foi realizada utilizando os fluidos géstrico e intestinal simulados,
ambos preparados conforme descritos por Helal et al. (2014). A digestdo gastrointestinal
simulada foi realizada utilizando pepsina solubilizada em HCI 0,1 M (simulando a fase
gastrica), e sais de bile e pancreatina solubilizados em NaHCOz 0,1 M (simulando a fase
intestinal).

As amostras (2 g de cada extrato) foram adicionadas a 100 mL de HCI 0,01 M e
ajustadas para pH 2 utilizando solucdo de HCI 0,1 M. Apos o ajuste do pH, foram adicionadas
aliquotas de 3,2 mL de pepsina e as amostras agitadas em banho-maria a 37 ° C por 2 horas,
simulando a digestdo gastrica. Ap0s esse periodo, realizou-se a titulagdo com NaOH 0,5 M até
pH 7,5 (pH do intestino) e as amostras foram adicionadas as membranas de dialise (33 x 21
mm, peso molecular: 12.000-16.000, porosidade: 25 angstroms - INLAB, Brasil) contendo
aliquotas de NaHCO3 0,1 M equivalentes a acidez titulavel.

Em seguida, as amostras foram incubadas sob agitacdo em banho-maria a 37°C
por 30 minutos, e entdo, foram adicionadas aliquotas de 5,0 mL da solucdo de bile e
pancreatina permanecendo sob as mesmas condi¢fes por 2 horas, simulando a digestéo
intestinal. Ao término desse periodo, o contetdo da membrana (dialisado) foi coletado e

armazenado a -18 ° C até o momento das analises.

4.7.2 Quantificacdo de compostos fendlicos e potencial antioxidante apos digestédo

Os compostos fendlicos totais e o potencial antioxidante dos extratos aquosos das
folhas de Physalis angulata foram quantificados ap6s a digestdo gastrointestinal simulada
através dos ensaios utilizando os reagentes Folin-Ciocalteu e os radicais livres DPPH (item
4.6.2.1) e ABTS (item 4.6.2.2), respectivamente.

4.7.3 indice de Bioacessibilidade
Além da quantificacdo dos compostos fenodlicos e do potencial antioxidante apos a

digestdo, os resultados também foram expressos através dos indices de bioacessibilidade de

compostos fenolicos (BCF) e atividade antioxidante bioacessivel (AAB) obtidos a partir das
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Equacdes 2 e 3 a seguir (NETO, 2017).

BCF (%) = (CFa/CFb) x 100 )

Onde,
BCF: Fragéo bioacessivel de compostos fendlicos das amostras;
CFa: Concentracdo de compostos fendlicos apos a digestdo gastrointestinal in vitro;

CFb: Concentracdo de compostos fendlicos antes da digestdo gastrointestinal in vitro.

AAB (%) = (AAa/AAD) x 100 3)

Onde,
AAB: Atividade antioxidante bioacessivel das amostras;
AAa: Atividade antioxidante apds a digestdo gastrointestinal in vitro;

AAD: Atividade antioxidante antes da digestdo gastrointestinal in vitro.

4.8 Potencial antimicrobiano

O potencial antimicrobiano in vitro dos extratos aquosos de Physalis angulata L.
foi determinado sobre as cepas bacterianas de Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
Enteritidis 1AL 1132, Listeria monocytogenes ATCC 19115 e Staphylococcus aureus ATCC
27664. As analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do
Departamento de Engenharia de Alimentos, da Universidade Federal do Ceara
(LMA/DETAL/UFC).

4.8.1 Preparo do in6culo
As cepas bacterianas foram cultivadas em agar triptona de soja (TSA/Difco) a

35°C por 24 horas. Ap6s esse periodo, col6nias isoladas entre 1 e 2 mm de diametro foram

transferidas para tubos contendo 5mL do caldo triptona de soja (TSB/Difco) e incubadas a
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35°C por 24 horas. Em seguida, as concentra¢fes dos inoculos foram ajustadas fazendo-se
diluicbes seriadas em agua peptonada 0,1% (Difco) até a obtencdo da suspensdo bacteriana de
108 UFC/mL (UGART, 2012).

4.8.2 Método de difusdo em agar

A susceptibilidade bacteriana foi avaliada através do método qualitativo de
difusdo em &gar de acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2017). Placas de Petri contendo &gar Mueller Hinton foram inoculadas com
suspensdes bacterianas de 108 UFC/mL dos microrganismos de estudo. Apds 10 minutos,
foram produzidos orificios de 6 mm de diametro e 4 mm de profundidade, onde foram
adicionadas aliquotas de 50 pL das solugdes dos extratos (50 mg/ mL). Os halos de inibicdo
do crescimento bacteriano foram medidos apds a incubacao a 35 °C/ 24 horas. Os extratos que
apresentaram halos de inibigdo foram analisados quantitativamente através do método de

microdiluicdo em caldo.

4.8.3 Concentragdo minima inibitéria (CMI)

A CMI foi determinada através do método de microdiluicdo em caldo utilizando
microplacas de 96 pocos (Microtest™-Becton Dickinson and Co.) conforme descrito por
Branen e Davidson (2004). As concentracdes dos extratos foram obtidas através de diluicdes
em agua destilada estéril e caldo TSB contendo o indculo (10° UFC/mL) previamente
preparado (item 4.9.1), considerando o volume final de 200 pL em cada pogo. Foram
realizados controles para verificar a viabilidade dos microrganismos em estudo (controle
positivo) e a inocuidade das solucgdes testadas (controle negativo).

Apos a distribuicdo da placa, foram realizadas as leituras da densidade Optica a
630 nm no tempo inicial (To) e ap0os 24 horas de incubacgéo (T24) a 35°C, utilizando o leitor de
absorbancia (ELx 808, BioTek instruments). Os resultados foram obtidos pela diferenca das
leituras de absorbancia (T24-To) < 0,05, sendo consideradas as CMl’s, as menores
concentracdes dos extratos aquosos de Physalis angulata L. que inibiram o crescimento dos

microrganismos.
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4.8.4 Concentracao minima bactericida (CMB)

A partir dos pocos testes que indicaram atividade antimicrobiana, CMI’s < 0,05,
foram inoculadas aliquotas de 100 pL em TSA utilizando o método de plaqueamento spread
plate. Apos a incubacéo a 35 °C por 24 horas, as CMB’s foram identificadas como as menores
concentragcdes dos extratos que reduziram 3logio UFC/ml e/ou aquelas que apresentaram a

auséncia de crescimento microbiano (BRANDT et al., 2010).

4.8.5 Microscopia eletronica de Trasmissédo (MET)

Os danos estruturais causados pela exposicdo dos extratos aquosos de Physalis
angulata as bactérias em estudo foram observados através dos ensaios de MET conforme
descrito por Hooton, Atterbury e Connerton (2011), com algumas adaptacGes. As culturas
bacterianas que apresentaram susceptibilidade aos extratos foram submetidas as respectivas
CMB?’s, a fim de verificar os possiveis danos celulares. Também foram realizados os controles
positivos que consistiram nos ensaios com as cepas bacterianas na auséncia dos extratos,
oferecendo as condi¢fes 6timas de crescimento para 0s microrganismos.

As suspensOes bacterianas de 10° UFC/mL foram previamente preparadas
conforme descrito no item 4.8.1 Em seguida, foram adicionadas aliquotas das CMB’s dos
extratos, obedecendo as mesmas condi¢cdes dos ensaios microbioldgicos descritos no item
4.8.3 Posteriormente, foram adicionadas ao indculo resultante aliquota de 100 pL da solucédo
fixadora Karnovsky em cacodilato (1:1 v/v), o qual foi incubado a 35 °C por overnight. Apds
esse periodo, as amostras foram centrifugadas (10.000 xg /10 minutos a 25°C), e os pellets
resultantes suspensos em solucdo tampdo de cacodilato e centrifugados sob as mesmas
condicdes repetindo o processo de lavagem por trés vezes. Apds as lavagens, as suspensdes
bacterianas foram dispostas em grades de cobre adicionando-se em seguida uma gota da
solucgéo corante de acido fosfotungstico (pH 7,4). Apos trés minutos, foi retirado o excesso do
acido e as amostras permaneceram em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente para
secagem do material. As imagens foram observadas em microscépio eletronico (TESCAN
VEGA 3 - Tescan, Republica Tcheca) com tenséo de 30 Kv.

4.9 Toxicidade dos extratos aquosos de Physalis angulata sobre Artemia salina

A toxicidade dos extratos aquosos de Physalis angulata sobre Artemia salina foi



40

determinada de acordo com a metodologia descrita por Meyer (1982). Inicialmente, foi
preparada uma solugéo salina com concentracdo de 33g/L e pH 8,0-9,0. Em seguida, foram
inoculados os cistos de Artemia salina a 27 °C sob iluminacéo de 100 W por 24 horas. Apos a
eclosdo dos cistos, 10 nduplios foram coletados, transferidos para os frascos contendo o0s
extratos nas concentracdes de 10, 100, 500 e 1000 ug/mL obtidas atraves de diluicGes em
solucéo salina, sendo entdo novamente incubados a 27 °C sob iluminagdo de 100 W por 24
horas. Apds esse periodo, foi verificada a taxa de sobrevivéncia dos nduplios e calculada a
CLso (concentragdo letal de 50%) de acordo com o método PROBIT, através de software
estatistico com 95% de confianga. Os extratos foram classificados como toxicos quando
foram observados valores de CLsg menores que 1000 pg/mL.

4.10 Perfil fitoquimico dos extratos aguosos de Physalis angulata L.

O perfil fitoquimico dos extratos das folhas de Physalis angulata foi avaliado
através dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). E aqueles que apresentaram
maior potencial antioxidante e antimicrobiano foram submetidos a extracdes de fase solida
realizadas no Laboratério de Anélise Fitoquimica de Plantas Medicinais Il (LAFIPLAM 1) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

As fracOes obtidas também foram avaliadas quanto ao perfil fitoquimico através
de espectros de RMN, conforme descrito no item 4.11.1. Ambas as analises de RMN foram
realizadas no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear
(CENAUREMN).

4.10.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétio (RMN ' H) e de
Carbono-13 (RMN 3C)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio-1 (RMN !H) e
carbono-13 (RMN 3C), unidimensionais, foram obtidos em espectrémetros da Bruker modelo
Avance DPX-500, operando na frequéncia de 499,60 MHz para 'H e 125,40 MHz para **C.
As analises foram realizadas a 298 K utilizando de 25,5 a 50,0 mg de cada fracdo em um
volume aproximado de 0,5 mL por amostra. Os solventes deuterados utilizados na dissolucéo
das amostras para obtencdo dos espectros foram metanol (CD30D) e agua deuterada (D20).
Os deslocamentos quimicos (5) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e referenciados

nos espectros de RMN *H pelo sinal do hidrogénio pertencente a fragio ndo-deuterada dos
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solventes; metanol (Jw, 3,31) e gua deuterada (J+, 4,80) e para os espectros de RMN *3C pelo
pico de carbono-13 do metanol (dc, 49,15).

4.10.2 Extracao da fase sélida

As extracOes em fase solida foram realizadas em cartuchos de fase reversa (Strata
Cis-E, 209/60,0 mL, 55 um, 70 A) da Phenomenex®. O uso dos cartuchos foi precedido por
ativacio do adsorvente com MeOH grau CLAE da Tedia®, seguida de agua Milli-Q utilizando
aliquotas equivalentes a trés vezes o volume do cartucho.

Os extratos foram individualmente submetidos a extracdo em fase sélida
utilizando como sistema de eluicdo H>O, e posteriormente, MeOH. Apds a obtencdo das
fracdes (agquosas e metanolicas), estas foram submetidas a secagem por evaporagdo a pressao
reduzida em evaporador rotativo (modelo B-480 waterbath, BUCHI) e liofilizadas,

respectivamente.

4.10.3 Atividade bioldgica e quantificacdo de compostos bioativos

Apo6s a obtencdo dos extratos (fraches aquosas e metandlicas), estes foram
avaliados quanto ao perfil fitoquimico através de espectros de RMN *H e RMN 3C (item
4.11.1), quantificacdo de compostos fendlicos totais (item 4.7.1), atividade antioxidante (item
4.7.2.2), atividade antimicrobiana sobre S. aureus e L. monocytogenes (item 4.9) e toxicidade

sobre Artemia salina (item 4.10).
4.11 Analises estatisticas

Os ensaios para determinacdo de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante foram conduzidos utilizando o delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticdes. Os resultados foram avaliados estatisticamente pela ANOVA e as comparagOes de
médias foram realizadas utilizando o teste de Tukey p < 0,05. Todas as andlises foram
realizadas com o auxilio do programa computacional GENES (CRUZ, 2006).

4.11.1 Indice de soma de postos ou “ranking”

Os extratos foram avaliados segundo o indice de soma de postos ou “ranking”
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proposto por Mulamba e Mock (1978). Esse indice consiste no ordenamento de forma geral
dos métodos de extragdo (decoccdo, maceracdo e ultrassom) e material vegetal (folhas
silvestres e cultivadas) em relacdo as variaveis estudadas e foi calculado pelo somatério dos
postos dos extratos quanto ao teor de compostos fenolicos totais e atividade antioxidantes

antes e apos digestdo simulada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir estdo descritos os resultados de caracterizacdo e extragdo dos compostos
bioativos.

5.1 Caracterizacdo morfoldgica e rendimento dos extratos aquosos das folhas de Physalis
angulata

5.1.1 Diametro meédio da particula

O diametro médio da particula das folhas pulverizadas de Physalis angulata foi de
0,25 mm para a folha cultivada e de 0,35 mm para a folha silvestre, concordando com a
classificacdo granulométrica de p6 moderadamente grosso e pé grosso, respectivamente, para
materiais vegetais (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

Segundo esta classificacdo, 0 p6 moderadamente grosso é aquele cujas particulas
passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 710 um e, no
maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 250 um e o p6 grosso é aquele
cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 1700
Km e, no maximo, 40% pelo tamis de abertura nominal de malha de 355 pum (Figura 5).

Figura 5 — Distribuicdo granulométrica das folhas pulverizadas de
Physalis angulata.

60
50

40

30
20
10 I
0 I -
150 170 250 350 500 840

53 74 100

Material pulverizado retido {%)

1680
Abertura nominal de malha (um)

M Folhas cultivadas Folhas nativas

Fonte: elaborada pelo autor.



44

A diferenca entre o didmetro de particula e granulometria dos materiais vegetais,
cultivado e nativo, pode estar relacionado com o fator abidtico luminosidade uma vez que,
plantas silvestres ndo apresentam uniformidade quanto as condi¢des de desenvolvimento. Este
fator, entre outros, pode influenciar na morfologia foliar (area foliar) e na producdo de
biomassa (matéria seca). Segundo Lambers et al. (1998), as plantas em ambiente com baixa
luminosidade geralmente possuem folhas delgadas, menor densidade de massa e maior area
foliar especifica.

Guimardes et al. (2018). avaliando a influéncia de trés niveis de luminosidade (25
%, 50% e 100%) no desenvolvimento vegetativo de Physalis angulata observaram maiores
valores para a altura, area foliar e massa seca (biomassa) a 25 % de luminosidade.

Vérios fatores ambientais podem influenciar no desenvolvimento vegetal,
incluindo as condicgdes abidticas. A altura da planta e a area foliar estdo relacionadas com a
resposta morfoldgica da planta na tentativa de captacdo dos raios solares quando ha baixa
luminosidade. Trata-se de uma estratégia adotada pela espécie para compensar a restricdo de
luminosidade no ambiente ao qual estd exposto, ajustando dessa forma o aparelho
fotossintético a essa condicdo, ampliando a superficie de interceptacdo luminosa das folhas, e
consequentemente, a biomassa (LACERDA et al., 2010; MORAIS et al., 2003).

A granulometria é o pardmetro que determina a superficie de contato do material
vegetal disponivel para a interagdo com o solvente. Logo, a anélise granulométrica é uma
etapa imprescindivel na padronizacdo do processo extrativo, influenciando diretamente no
rendimento e na obtencdo de compostos bioativos (ALVES et al., 2010).

Vasconcelos et al. (2005) em seus estudos com extratos aquosos e hidroalco6licos
da casca do caule de Aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius) comprovaram a importancia
de trés fatores no processo de extracdo, o0 método, o solvente e a granulometria do material
vegetal, sendo este Gltimo o fator mais importante na eficiéncia do processo
independentemente do método.

Cardoso et al. (2017) avaliaram a influéncia do método de extracdo (percolacéo,
maceragdo e ultrassom) e o tamanho de particula (16 a 32; 32 a 60 e 60 a 100 mesh) na
extracdo de compostos bioativos das folhas Alpinia zerumbet e observaram que o tamanho de
particula ndo influenciou significativamente na extracdo de compostos fenolicos,
considerando cada técnica extrativa isoladamente. Entretanto, a combinacdo do método
extrativo de percolacdo e a faixa entre 60 a 100 mesh, demonstraram maior eficiéncia no

estudo.
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O grau de divisao das particulas pode ser um fator limitante no processo extrativo,
pois particulas muito pequenas tendem a formar uma camada compacta de p6 dificultando a
penetracdo do solvente e consequentemente, diminuindo a eficiéncia do processo. Entretanto,
¢ preciso considerar que quanto mais rigido o tecido vegetal, menor deve ser sua
granulometria facilitando assim a penetracdo do solvente extrator (VASCONCELOS et al.,
2005).

5.1.2 Rendimento dos extratos
Os rendimentos dos extratos aquosos das folhas de Physalis angulata foram
maiores para os obtidos pelo método maceracdo (FCM e FSM), seguido pelos métodos de

decoccdo e assistidos por ultrassom para ambos 0s materiais vegetais, conforme apresentado

na Tabela 3.

Tabela 3 — Rendimentos dos extratos aquosos das folhas de Physalis angulata

“Extratos Rendimento (%)
FCD 12,8
FSD 11,7
FCM 19,9
FSM 18,9
FCUS 9,9
FSUS 8,9

*Extratos aquosos das folhas de Physalis angulata obtidos por diferentes métodos de extracao.
FCD: Folhas cultivadas/decoc¢do; FSD: Folhas silvestres/decoc¢do; FCM: Folhas
cultivadas/maceracdo; FSM: Folhas silvestres/ maceragdo; FCUS: Folhas cultivadas/ultrassom;
FSUS: Folhas silvestres/ultrassom. Fonte: elaborada pela autora.

A influéncia do método de extracdo, solvente utilizado e granulometria no
rendimento dos extratos de aroeira pimenteira silvestre foram relatados por Vasconcelos et al.
(2005). Os autores verificaram que o maior rendimento foi o obtido através do método de
maceracao utilizando solventes polares (agua e etanol) e granulometria classificada como po
moderadamente grosso.

Esses resultados corroboram com os encontrados no presente estudo uma vez que,
segundo as especificaces da Farmacopeia Brasileira 0os materiais vegetais, folhas cultivadas e
silvestres pulverizadas, foram classificados como p6 moderadamente grosso e po grosso,
respectivamente. Segundo Marques et al. (2012) essas classificagcdes favorecem o processo de

extragdo, pois particulas muito finas podem aderir as particulas maiores, aumentando a
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viscosidade do meio, dificultando a penetracdo de solventes, e consequentemente, diminuindo
a eficiéncia da extracao.

Cristofoli et al. (2018) avaliando o rendimento dos extratos das folhas de
Cajazeira silvestre obtidos por métodos extrativos distintos e solventes de diferentes
polaridades observaram os maiores rendimentos com o aumento da polaridade, obtendo-se
valores de 21,6 % e 27,5 % para 0s extratos aquosos e de 23,5 % e 30,5% para 0s extratos
hidroalcoolicos atraves do método a quente (Soxhlet) e do método a frio (Ultrassom),
respectivamente.

No presente estudo foram encontrados rendimentos que variaram de 8,9% e
19,9% para 0s extratos aquosos das folhas de Physalis angulata, sendo o maior rendimento
obtido através do método de maceracdo (Tabela 3). Rendimento inferior (10,43%) foi
encontrado por Ukwubile e Oise (2017) em seus estudos com o extrato metanoélico das folhas
Physalis angulata utilizando 0 mesmo método extrativo.

O uso da agua como solvente otimiza o processo de extragdo uma vez que, possuli
maior poder de dissolucdo de compostos polares, em sua maioria metabdlitos secundarios
presentes em diferentes partes das plantas (BENELLI et al., 2010). Além disso, apresenta uma
série de vantagens em relacdo aos solventes organicos tais como ser atoxica, nao requerer
etapa de evaporacao/concentracdo e longos periodos para recuperacdo, baixo custo, evita a
degradacdo de compostos bioativos pelo o uso de altas temperaturas, além de ndo agredir o
meio ambiente (GIL-CHAVEZ et al., 2013).

O efeito do método extrativo e dos solventes utilizados também foram avaliados
por Oliveira et al. (2016) para os extratos das folhas de Dicksonia sellowiana. Estes autores
observaram rendimentos que variaram entre 0,6 % a 15,4% para os extratos etanolicos e de
10,4 % a 14,8% para os extratos hidroalcoolicos. obtidos pelos métodos extrativos de Soxhlet,
decoccdo, infusdo, maceracdo, turbolizacdo e assistidos por ultrassom.

Além dos métodos extrativos, outros fatores podem influenciar diretamente no
rendimento dos extratos vegetais tais como o tecido vegetal, o solvente utilizado, o tempo de
exposicdo e a temperatura. Sendo este ultimo um dos fatores mais importantes, pois a
exposicédo a altas temperaturas pode aumentar a taxa de difuséo e solubilidade de compostos
bioativos com propriedades antioxidantes (AYBASTIER et al., 2013) e/ou acarretar a
degradacéo destas substancias (TIWARI et al., 2011).

Em resumo, pode-se afirmar que o rendimento de extracdo é reflexo do método e
das condicBes de extracdo, das caracteristicas fenoldgicas das espécies e de suas variaches

fisioldgicas sazonais no acumulo e sintese de compostos organicos, das peculiaridades do
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ambiente de cultivo e da variacdo genética intraespecifica. Assim, o rendimento de extragdo
configura-se em uma variavel de dificil comparacéo entre os diferentes estudos disponiveis na
literatura (RIBEIRO, 2010).

5.2 Quantificacdo de compostos fenolicos e potencial antioxidante antes e apos digestao

in vitro

Os resultados da analise de variancia dos extratos aquosos das folhas (silvestres e
cultivadas) de Physalis angulata obtidos por trés diferentes métodos de extracdo para as cinco
varaveis estudadas (compostos fendlicos antes e apds digestdo simulada, atividade
antioxidante por ABTS e DPPH) estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Resumo da analise de variancia dos compostos fendlicos totais (CFT), atividade
antioxidante (ABTS e DPPH) e bioacessibilidade dos extratos aquosos das folhas de

Physalis angulata antes e apds digestdo simulada

Fontes Quadrados medios
de GL CFT CFT ABTS ABTS DPPH***
variacdo Antes da Apds Antes da Apos Antes da
digestdo digestdo  digestdo  digestdo digestdo
MV 1 220609996,64"™ 99516* 57357,32* 184,91"™ 1085822,92"™
ME 2 3247836,44 " 65,98"™  4504,46™ 105,94™ 29574458 "
MV XxME 2  49083053,55** 17,56**  1294,26* 17,04™  64470,39**
Residuo 12 2028351,91 1,71 198,76 53,95 6424,92
Total 17 - - - - -
Média 8181,64 22,15 184,69 45,37 476,62
CV (%) 17,40 5,21 7,63 16,18 16,81

CFT: Compostos fendlicos totais; ABTS: 2,2- azino - bis - (3-etilbenzotiazolina) - 6-acido sulfénico; DPPH:
2,2-difenil-1-picrilhidrazil; ND: N&o determinado; MV: Material vegetal (extratos das plantas silvestres e
cultivadas); ME: Métodos de extracdo (Decocgao, maceragdo e assistido por ultrassom); MV x ME: Interagdo
do material vegetal com o método de extracdo; GL: grau de liberdade; CV: coeficiente de variacéo (razéo do
desvio padrdo e a média dos dados). *Significativo a 5% de probabilidade. ** Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste F. *** DPPH apds digestdo ndo foi determinado. Fonte: elaborada pela autora.

Observa-se que nédo ha diferencas significativas entre as variaveis para os fatores
de variacdo isoladamente, exceto para as variaveis atividade antioxidante (ABTS) e
compostos fenolicos apods digestdo simulada correspondente ao fator material vegetal (MV).
Estatisticamente, resultados significativos foram observados para interagcdo entre o material
vegetal e os métodos de extracdo (MV x ME) em todas as variaveis analisadas, exceto pela
variavel atividade antioxidante (ABTS) apds digestdo. Essa interacdo significativa indica que
um fator interfere no comportamento do outro para obtencdo da resposta, 0 que pode ser
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justificado pelo comportamento diferencial das variedades de Physalis (silvestre e cultivada)
frente aos métodos de extracao estudados.

Os resultados das comparacdes entre as médias da interacdo dos materiais vegetais
(folhas silvestres e cultivadas) e os métodos de extracdo (decoccdo, maceracdo e ultrassom)

frente as varidveis estudadas estdo apresentadas na Tabela 5 a seguir:

Tabela 5 — Comparagdes entre médias dos compostos fendlicos, atividade antioxidante
(ABTS e DPPH) e bioacessibilidade dos extratos aquosos de Physalis angulata
CFT (mg EAG/100 g ES)

Métodos Silvestre Cultivada
de Antes da Apos a BCF Antes da Apos a BCF
extracao digestdo digestdo (%) digestdo digestdo (%)

Decocgdo 15310,79Aa 36,43Aa 0,23  8115,95Bb  43,34Aa 0,56

Maceracdo  9695,50Bb  17,28Ab 0,17  13607,62Aa 21,71Ab 0,16

Ultrassom  812,95Bc  15,99Ab 196  1547,01Ac  16,14Ac 1,04
ABTS (uM trolox /g ES)

Métodos Silvestre Cultivada
de Antes da Apos a AAB Antes da Apos a AAB
extracao digestdo digestdo (%) digestdo digestdo (%)

Decocgéo 317,06Aa  38,74Aa 12,2 254,74Ba  47,19Aa 18,5

Maceracdo  191,80Ab  39,25Aa 20,4 163,00Bb  43,61Aa 26,7

Ultrassom 92,66Ac 50,84Aa 54,8 88,88Ac 52,60Aa 59,1
DPPH CEso (mg/ mL)

Métodos Silvestre Cultivada
de Antes da Apos a AAB Antes da Apos a AAB
extracao digestdo digestéo (%) digestdo digestdo (%)
Decoccédo 1,65Bb ND - 2,11Ac ND -
Maceracéo 2,63Bb ND - 6,95Ab ND -
Ultrassom 13,63Ba ND - 20,94Aa ND -

CFT: Compostos fenodlicos totais; ABTS: 2,2- azino — bis - (3-etilbenzotiazolina) — 6 -acido sulfénico;
DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; CEso: Concentracdo Efetiva do extrato capaz de reduzir em 50% a
concentracdo inicial do radical DPPH; BCF: Bioacessibilidade de compostos fendlicos; AAB: Atividade
antioxidante bioacessivel; ES: Extrato seco; ND: Nao determinado.Médias seguidas pelas mesmas letras
maidsculas na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si e as médias seguidas pelas mesmas letras
minusculas na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tuckey. Fonte: elaborada pela
autora.

Avaliando o teor de compostos fenolicos dos extratos aquosos das folhas silvestres
e cultivadas de Physalis angulata, observou-se que estes apresentaram diferencas
significativas entre si destacando-se o extrato da folha silvestre obtido pelo método de
decocgdo com 15310,79 mg EAG/100 g de extrato seco, seguido pelo extrato da folha
cultivada obtido através do método extrativo de maceragcdo com 13607,62 mg EAG/100 g de

extrato seco.
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Ramirez et al. (2018) avaliando os teores de compostos fendlicos dos extratos
hidroalcdolicos das folhas de Physalis chenopodifolia, plantas silvestres e cultivadas,
observaram as maiores concentracdes para os extratos das folhas silvestres (196,46 mg
EAG/100 g de extrato seco).

O comportamento dos extratos aquosos de Physalis angulata diferem
estatisticamente em todas as varidveis analisadas. Entretanto, sabe-se que os teores de
compostos fendlicos, metabolitos secundarios, estdo diretamente relacionados com fatores
ambientais tais como tempo de exposicdo a radiacdo solar, idade da planta, periodo de chuva
durante o cultivo, tipo de solo, espécie, praticas agricolas, entre outros (MEDINA-
MEDRANO et al., 2015).

Abreu et al. (2017) avaliando a concentracdo de compostos fenolicos em periodos
distintos (abril — junho e dezembro — fevereiro) verificaram diferencas significativas entre
estes, observando a influéncia do periodo mais seco sobre o conteido de compostos fendlicos
dos extratos hidroalcoolicos de Physalis angulata cultivada no Recéncavo Bahiano. Estas
diferencas também foram observadas sobre os diferentes tecidos obtendo-se nesta ordem as
maiores concentraces de compostos fendlicos nos extratos das folhas, caules e raizes. Estes
autores atribuiram essa diferenca as condigdes adversas durante o periodo de cultivo
resultando no aumento da sintese de metabolismos secundarios.

Fatores relacionados com os métodos de extracdo também podem influenciar no
teor de compostos fendlicos. No presente estudo observa-se que para ambos 0s materiais
vegetais ocorreram diferencas significativas entre 0s métodos extrativos aplicados,
destacando-se nesta ordem o método de decoccdo, maceracao e ultrassom para o extrato da
folha silvestre e 0 método de maceracdo, decoccdo e ultrassom para o extrato da folha
cultivada (Tabela 5).

Teores de compostos fendlicos inferiores aos encontrados no presente estudo
foram relatados Fawole, Sahu e Lakra (2013) avaliando os extratos aquosos e etandélicos das
folhas de Physalis angulata obtidos por decocgdo e maceracéo, respectivamente, observaram
concentragfes de compostos fendlicos de 57,71 mg EAG/100 g de extrato seco (extrato
aquoso) e de 48,53 mg EAG/100 g de extrato seco (extrato etandlico). Kusumaningtyasa et al.
(2015) avaliando o potencial tecnoldgico dos extratos aquosos das folhas de Physalis
angulata obtidos por decoccdo relataram teores de compostos fendlicos de 49,00 mg
EAG/100 g de extrato seco. Susanti et al. (2015) em seus estudos com extratos aquosos das
folhas de Physalis angulata obtidos pelos métodos de decocgdo e maceracao relataram teores
de 58,94 mg EAG/100 g de extrato seco e 63,32 mg EAG/100 g de extrato seco,
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respectivamente.

Esses autores observaram que a temperatura de extragdo apresentou efeito
significativo sobre o teor de compostos fendlicos, corroborando com os encontrados no
presente estudo uma vez que, 0 maior teor de compostos fendlicos foi obtido pelo método
extrativo de decoccdo.

O wuso de altas temperaturas pode facilitar a extragdo promovendo a
permeabilidade das células vegetais, aumentando a solubilidade e consequentemente
facilitando a difusdo das substancias a serem extraidas (L1U et al., 2013; SILVA et al., 2016).

Os menores teores de compostos fenodlicos foram observados para os extratos das
folhas silvestres e cultivadas obtidos pelo método assistido por ultrassom (Tabela 5). Carniel
et al. (2018) em seus estudos com extratos hidroalcdéolicos de Physalis angulata obtidos
através do método assistido por ultrassom observaram uma relagdo entre o teor de compostos
fendlicos e elevadas temperaturas, apresentando teores de polifendis que variaram de 11,7 a
103,9 mg de GAE/ g de extrato obtidos a 40 °C.

Inimeros estudos com o objetivo de avaliar as condi¢bes dtimas dos parametros
da extracdo assistida por ultrassom tém sido realizados em prol de otimizar o rendimento de
substancias bioativas e consequentemente, a atividade bioldgica destas substancias.
Entretanto, a complexidade estrutural e a rigidez da parede de células vegetais tém se
mostrado obstaculos, sendo desejavel mais discussdes sobre as variaveis envolvidas neste
processo (GIL-CHAVEZ et al., 2013).

O potencial antioxidante dos extratos aquosos de Physalis angulata foi avaliado
por dois métodos que se baseiam na capacidade dos extratos em capturar os radicais livres,
ABTS e DPPH. Os resultados mostraram diferencas estatisticas significativas entre o0s
métodos extrativos aplicados e 0s materiais vegetais estudados, exceto para os extratos das
folhas silvestres obtidos pelos métodos de decoccdo e maceracdo (DPPH) e assistidos por
ultrassom (ABTS) (Tabela 5).

Os extratos obtidos por decocc¢do apresentaram maior potencial antioxidante pelo
método de captura do radical ABTS com valores de 317,06 uM trolox /g ES (silvestre) e
254,74 uM trolox / g ES (cultivada), diferindo significativamente entre os materiais vegetais.
Para os ensaios com o radical livre DPPH, observou-se que quanto maior o consumo do
radical, maior o potencial antioxidante da amostra e menor a concentracao efetiva dos extratos
capaz de neutralizar em 50% a agdo do radical (CEso), destacando-se nesta ordem os extratos
obtidos pelos métodos de decocgdo, maceragdo e assistidos por ultrassom.

Cobaleda-Velasco et al. (2017) avaliando extratos de varias partes de Physalis



o1

angulata cultivada e em diferentes estadios de desenvolvimento observaram valores de CEso
que variaram de 0,15 a 0,25 mg/ mL para os extratos obtidos por maceracdo. Estes autores
também observaram uma correlacao significativa entre os compostos fendlicos e propriedades
antioxidantes para todos os extratos em estudo.

Outros estudos realizados com os extratos das folhas e frutos de Physalis angulata
mostraram maior potencial de inibi¢do do radical DPPH para os extratos das folhas, etanolico
obtido por maceracdo e aquoso obtido por decoccdo. Esses autores também relataram maiores
concentracdes de compostos fendlicos para estes extratos e atribuiram a atividade antioxidante
a tais substancias (KUSUMANINGTYASA et al., 2015).

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados no presente estudo, onde os
dados obtidos nos permitem relacionar a composicao fenélica com o potencial antioxidante
dos extratos obtidos por diferentes métodos extrativos. A extracdo de compostos com
propriedades bioldgicas é uma etapa critica das pesquisas com produtos naturais, pois sua
eficiéncia depende de varios fatores, tais como as substancias a serem extraidas, parte do
material vegetal utilizado, método e temperatura de extracdo, bem como a polaridade do
solvente extrator (TIWARI et al., 2011; XYNOS et al., 2012). Justificando dessa forma, as
diferengas estatisticas significativas entre os materiais vegetais na quantificacdo de compostos
bioativos, bem com atividade antioxidante a qual estéo relacionadas.

Apo6s a digestdo gastrointestinal (Tabela 5), os indices de bioacessibilidade dos
compostos fenolicos, para as folhas silvestres e cultivadas, respectivamente, foram de 0,23 e
0,53% para os extratos obtidos por decoccao, de 0,17 % e 0,16 % para 0s extratos obtidos por
maceracdo e de 1,96 % e 1,04 % para os extratos obtidos pelo método assistido por ultrassom.
Estes indices ndo apresentaram diferencas significativas entre os distintos materiais vegetais,
bem como ndo foram encontrados dados na literatura a respeito da bioacessibilidade de
compostos fenolicos e atividade antioxidante para extratos de Physalis angulata.

A atividade antioxidante bioacessivel dos extratos foi determinada apenas para o
método analitico ABTS, apresentando reducéo ap0s digestdo gastrointestinal que variaram de
45,2% a 87,8% (Tabela 5). Resultados similares foram reportados por Martin-\Vertedor et al.
(2016) avaliando a bioacessibilidade compostos bioativos de extratos aquosos de oliveira
observaram reducdo no teor de compostos fendlicos (90%) e atividade antioxidante (50%)
apos digestdo simulada. Ramirez-Moreno et al. (2011) também relataram valores entre O e
14% para a biocessibilidade de compostos fendlicos em extratos de sementes Opuntia
albicarpa cv. Reyna e Opuntia ficus-indica.

A reducdo da atividade antioxidante dos extratos aquosos de Physalis angulata
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estd relacionado com os baixos teores de compostos fenolicos quantificados apds digestdo
simulada. Ambos os resultados podem ser justificados por possiveis alteracdes destes
compostos durante o processo de digestdo gastrointestinal.

Os compostos fenolicos podem sofrer modificacdes estruturais causadas por
variagOes drasticas de pH (condicGes alcalinas), acdo das enzimas utilizadas na digestdo com
consequente alteracdo de moléculas, alteracdo de grupos bioativos como a perda de
hidrogénio que resulta em uma perda significativa da atividade antioxidante, e também a
presenca de acidos fendlicos ligados a outras moléculas ou a matriz alimentar que dificulta a
absorcio através da membrana de dialise (GARBETTA et al. 2014; RAMIREZ-MORENO et
al., 2011).

Os indices de soma de postos ou “ranking” segundo Mulamba e Mock (1978) foi
realizado com o objetivo de ordenar de forma geral o melhor método extrativo e o material
vegetal frente as variaveis teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante antes e ap6s a
digestéo simulada conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6 — Indices de soma de postos para o ordenamento dos métodos extrativos e materiais
vegetais para as variaveis teor de compostos fenolicos e atividade antioxidante (ABTS e
DPPH) antes e apos digestdo simulada

Métodos Extrativos

Ordem CFT CFT ABTS ABTS DPPH

deselecdo  (mg EAG/100g) Apos digestdo (UM trolox /g)  Apds digestdo  CEso (mg/
(mg EAG/100 g) (mg EAG/100 g) mL)

DEC 11713,37 39,89 285,91 42,97 98,59

MAC 11651,57 19,5 177,41 41,44 394,02

us 1179,99 16,07 90,77 51,73 937,28

Material vegetal
Nativo 8606,42 23,24 200,52 42,95 348,45
Cultivado 7756,87 27,07 168,88 47,8 604,81

CFT: Compostos fendlicos totais; ABTS: 2,2- azino — bis - (3-etilbenzotiazolina) — 6 -acido sulfonico; DPPH:
2,2-difenil-1-picrilhidrazil; CEsy: Concentracdo Efetiva do extrato capaz de reduzir em 50% a concentracéo
inicial do radical DPPH; DEC: decoc¢do; MAC: maceragdo; US: ultrassom. Fonte: elaborada pela autora.

Conforme pode ser observado na Tabela 6 dentre os métodos extrativos e
materiais vegetais estudados, o0 método de decoccdo e os extratos das folhas de Physalis
angulata silvestres se sobressairam aos demais, apresentando a maior resposta bioldgica

frente as varidveis estudadas. Estes resultados corroboram com a interagdo significativa
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apresentada anteriormente (Tabela 5) onde pode ser observado que 0 maior teor de compostos
fendlicos e o maior potencial antioxidante foi verificado para o extrato das folhas silvestres de

Physalis angulata obtido pelo método extrativo de decocgéo.

5.3 Potencial antimicrobiano

5.3.1 Difusdo em agar

Os extratos aquosos de Physalis angulata obtidos por diferentes métodos de
extracdo apresentaram atividade antimicrobiana sobre a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus. A bactéria Listeria monocytogenes, também Gram-positiva,
demonstrou susceptibilidade ao extrato aquoso obtido pelo método extrativo de decocgdo
(FCDEC). Este e os demais extratos ndo demonstraram acdo inibitoria sobre os
microrganismos Gram-negativos, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis, conforme pode

ser observado na Tabela 7.

Tabela 7 — Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de Physalis angulata

representada por zonas de inibicao através do método de difusdo em &gar

Zona de inibicdo (mm)

Extratos

(50mg/ mL) Staphylococcus Listeria Esherichia  Salmonella
aureus monocytogenes coli Enteritidis

FCD 13 18 ND ND

FSD 8 14 ND ND

FCM 11 ND ND ND

FSM 10 ND ND ND

FCUS 16 ND ND ND

FSUS 9 ND ND ND

*Gentamicina (10 pg) 19 24 - -
**Amicacina (30 pg) - - 18 15

FCD: Extratos das folhas cultivadas obtidos por decocgdo; FSD: Extrato das folhas silvestres obtidos por
decoccdo; FCM: Extrato das folhas cultivadas obtidos por maceracdo; FSM: Extrato das folhas silvestres
obtidos por maceracdo; FCUS: Extrato das folhas cultivadas obtidos por ultrassom; FSUS: Extrato das folhas
silvestres obtidos por ultrassom; ND: Ndo determinado. * Antibi6tico comercial utilizado como controle
positivo para 0s microrganismos Gram-positivos; **Antibiotico comercial utilizado como controle positivo
para 0s microrganismos Gram-negativos. Fonte: elaborada pela autora.

A intoxicacdo alimentar por S. aureus € uma das doencas transmitidas por
alimentos (DTA’s) mais comuns e resulta da ingestdo de enterotoxinas estafilococicas pré-
formadas em alimentos. Estes microrganismos sdo capazes de sobreviver e se multiplicar em

concentragOes de até 15% de cloreto de sddio e toleram atividade de &gua de 0,83, valor
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inferior a maioria dos microrganismos. Além disso, sdo cepas resistentes a antibioticos
convencionais, fato que impulsiona as pesquisas por altersilvestres terapéuticas mais efetivas
(HENNEKINNE et al., 2011). Nesse sentido, os resultados do presente estudo mostram que
0s extratos aquosos de Physalis angulata apresentam potencial antimicrobiano relevante
sendo uma alternativa vidvel no controle patégenos.

Donkor et al. (2016) ao avaliarem a atividade antimicrobiana de extratos aquosos
e etanolicos das partes aéreas de Physalis angulata obtidos por maceragdo relataram maior
potencial antimicrobiano dos extratos etandlicos sobre S. aureus (Gram-positiva) e P.
aeruginosa (Gram-negativa) apresentando halos de inibicdo de 21,00 mm e 23,00 mm,
respectivamente. J& o extrato aquoso apresentou halo de inibicdo de 13 mm sobre P.
aeruginosa ndo sendo observada atividade inibitoria sobre S. aureus.

Osho et al. (2010) avaliaram o potencial antimicrobiano do 6leo essencial das
folhas de Physalis angulata e observaram acdo inibitoria (halo del0 mm) sobre a bactéria
Gram-negativa Klebsiella pneumoniae, ndo sendo observado este resultado para a Gram-
positiva S. aureus. Estes resultados discordam dos encontrados no presente estudo, uma vez
que nao foi observada a atividade antimicrobiana dos extratos de Physalis angulata sobre os
microrganismos Gram-negativos. Entretanto, é importante ressaltar que 0s microrganismos
Gram-positivos sdo mais susceptiveis a acdo antimicrobiana de extratos vegetais (FERREIRA
et al., 2010), sobretudo a bactéria S. aureus, para a qual se observa o efeito inibitério de todos
0s extratos em estudo (Tabela 7).

Além disso, a estrutura celular de bactérias Gram-positivas € menos complexa,
enquanto que as Gram-negativas possuem uma dupla camada constituida por uma membrana
externa constituida por lipopolissacarideos e proteinas que envolvem a parede celular, e uma
camada interna de lipopolissacarideos que lhes conferem uma barreira de permeabilidade a
substancias, sobretudo substancias de carater hidrofilico (SIMONETTI et al., 2016).

Portanto, com base nos resultados obtidos e na literatura apresentada, infere-se
que a atividade antimicrobiana de Physalis angulata sobre bactérias Gram-negativas pode
estar relacionada com a presenga de substancias de carater apolar uma vez que no presente
estudo, os extratos aquosos apresentaram acdo inibitoria apenas sobre as bactérias Gram-
positivas.

Inimeros estudos tém atribuido a atividade antimicrobiana sobre microrganismos
patogénicos as substancias presentes em extratos vegetais de varias partes da planta tais como
saponinas, taninos, alcaloides, flavonoides, sesquiterpenos, lactonas e terpendides

(TAJKARIMI et al., 2010). Estes estudos tém demonstrado que o perfil de acumulagéo destas



55

substancias é diferente nas diferentes espécies e até mesmo nos diferentes tecidos podendo
este ser, também, um fator de influéncia na resposta da acdo antimicrobiana frente aos

microrganismos patogénicos.
5.3.2 Concentragdo minima inibitéria (CMI) e Concentracdo minima bactericida (CMB)

Com base nos resultados obtidos na analise de difusdo em agar, os extratos
aquosos de Physalis angulata foram avaliados quanto ao potencial antimicrobiano através do
método quantitativo de microdiluicdo em caldo. Nas Figuras 6 e 7, observam-se 0s resultados
dos pardmetros de atividade antimicrobiana, concentragdo minima inibitéria (CMI) e
concentracdo minima bactericida (CMB) sobre os microrganismos que apresentaram
susceptibilidade.

Figura 6 — Concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima
bactericida (CMB) dos extratos aquosos das folhas de Physalis angulata

obtidos por diferentes métodos de extracdo frente a Staphylococcus aureus.
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FCD: Extratos das folhas cultivadas obtidos por decoc¢do; FSD: Extrato das folhas silvestres
obtidos por decoccdo; FCM: Extrato das folhas cultivadas obtidos por maceracdo; FSM:
Extrato das folhas silvestres obtidos por maceracdo; FCUS: Extrato das folhas cultivadas
obtidos por ultrassom; FSUS: Extrato das folhas silvestres obtidos por ultrassom. Fonte:
elaborada pela autora.
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Figura 7 — Concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima
bactericida (CMB) dos extratos aquosos das folhas de Physalis angulata obtidos

por diferentes métodos de extracao frente a Listeria monocytogenes.

60
= >50 >50 >50 >50 >50
£ 50
“&p
£ 40
wv
5 30 25 25 25
o
©
= 20
§ 10 10 65
g 10 2’5 . !
FCD FND FCM FNM FCUS FNUS
Extratos
ECIM = CBM

FCD: Extratos das folhas cultivadas obtidos por decocgdo; FSD: Extrato das folhas silvestres
obtidos por decoccdo; FCM: Extrato das folhas cultivadas obtidos por maceracdo; FSM:
Extrato das folhas silvestres obtidos por maceracdo; FCUS: Extrato das folhas cultivadas
obtidos por ultrassom; FSUS: Extrato das folhas silvestres obtidos por ultrassom. Fonte:
elaborada pela autora.

Os extratos de Physalis angulata apresentaram atividade antimicrobiana sobre os
microrganismos Gram-positivos, S. aureus e L. monocytogenes, com CMTI’s entre 1,0 e 50 mg/
mL. As menores CMI’s encontradas foram de 1,0 mg/ mL do extrato da folha cultivada obtido
por ultrassom (FCUS) sobre S. aureus e de 2,5 mg/ mL do extrato da folha cultivada obtido
por decocc¢do (FCD) para ambos 0s microrganismos. O efeito bactericida dos extratos sobre S.
aureus foi observado entre as concentracdes de 6,25 e 25 mg/ mL, sendo a menor CMB
encontrada para o extrato FCUS e de 10 mg/ mL para extrato FCD sobre L. monocytogenes,
conforme pode ser observado nas Figuras 6 e 7.

Conforme mencionado anteriormente na analise qualitativa, estes resultados
podem estar relacionados com a ac¢do de compostos fendlicos presentes nos extratos vegetais
que atuam na parede celular das bactérias rompendo estruturas da membrana com
consequente extravasamento celular. Além disso, os ions hidroxilas destes compostos se
complexam com ions metalicos diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para o
metabolismo microbiano (GYAWALLI; IBRAHIM, 2014).

Entretanto, € importante ressaltar que outras substancias fitoquimicas ou a

interacdo destas substancias podem estar relacionadas com a atividade antimicrobiana dos
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extratos aquosos de Physalis angulata com maior potencial antimicrobiano (FCDEC e
FCUS). Estudos fitoquimicos tem identificado a presenca de varios compostos com
propriedades bioldgicas nas espécies do género Physalis (Solanaceae) tais como o0s
vitaesteroides (fisalinas) metabdlito secundario proprio deste género (Ramirez et al., 2018),
flavonoides e diversos &cidos fendlicos presentes em varias partes da planta (MEDINA-
MEDRANQO et al., 2015).

Goncalves et al. (2016) observaram a acdo antimicrobiana dos extratos
hidroalcodlicos de Solanum subinerme (Solanaceae) obtidos por soxhlet (frutos) e maceracéao
(talos) sobre S. aureus e constataram em analises fitoquimicas que os extratos de ambos 0s
tecidos vegetais apresentavam alcaloides, taninos, saponinas e triterpenos.

Silva et al. (2005) avaliando a atividade antimicrobiana do pool de fisalinas (B, D,
F e G), metabdlitos obtidos do extrato etandlico de Physalis angulata, sobre microrganismos
Gram-positivos e Gram- negativos observaram CMI de 200 pg sobre as cepas S. aureus
ATCC 29213, ATCC 36923 e ATCC 6538P, ndo sendo identificado valores de CMI para 0s
demais microrganismos (Gram-negativos).

Januario et al. (2002) identificaram CMI’s de 128 pg/ mL e 32 pg/ mL de fisalinas
B e D, respectivamente, sobre Mycobacterium tuberculosis. Extratos das partes aéreas de
Physalis angulata e fragdes contendo fisalinas apresentaram atividade antimicrobiana (CMI
de 32 — 1000 pg / mL) sobre Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium,
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium malmoense e Mycobacterium intracellulare
(PIETRO et al., 2000). Estas espécies sao dificilmente identificadas pelo método de Gram
devido a constituicdo da parede celular, mas assemelham-se as bactérias Gram-positivas
(COELHO; MARQUES, 2006).

Embora ndo exista um consenso na literatura sobre valores de referéncia de
concentracdo minima inibitdria para extratos vegetais, alguns autores consideram somente
resultados similares aos de antibiodticos, enquanto outros consideram com bom potencial
aqueles com niveis de inibi¢Ges superiores (DUARTE, 2006).

No presente estudo os resultados qualitativos dos extratos aquosos de Physalis
angulata apresentaram acdo bacteriostatica que variaram de 42 % a 84% sobre S. aureus e
58% a 75% sobre L. monocytogenes quando comparado ao antibidtico padrédo gentamicina
(controle). Estes resultados demonstram o potencial antimicrobiano uma vez que nas analises
quantitativas o efeito bacteriostatico foi observado em concentracbes menores dos extratos
(Figuras 6 e 7). Resultados inferiores foram relatados por Lopes et al. (2006) que ao

avaliarem o potencial inibitorio do extrato etandlico dos frutos de Physalis angulata
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verificaram atividade bacteriostatica de 25 % frente a ampicilina se enquadrando na faixa de
linearidade da curva do antibiético padrao.

Os resultados obtidos no presente estudo bem como os encontrados na literatura
reforcam a importancia de estudos com extratos vegetais obtidos por diferentes métodos
extrativos para a obtencdo de extratos aquosos com potencial antimicrobiano para 0 uso em
alimentos e farmacos, evitando assim o uso de solventes orgénicos e corroborando com a
medicina popular na busca de altersilvestres para a obtencdo de produtos de alto valor

agregado.

5.3.3 Danos morfol6gicos causados as células bacterianas

Com base nos resultados da atividade antimicrobiana, qualitativos e quantitativos,
obtidos a partir dos extratos aquosos de Physalis angulata foram selecionados o extrato com
maior potencial antimicrobiano e o microrganismo com maior susceptibilidade para anélise
morfologica através de imagens obtidas por microscopia eletronica de transmisséo.

O efeito antimicrobiano do extrato de Physalis angulata assistido por ultrassom
(FCUS) sobre o microrganismo Gram-positivo S. aureus é observado na Figura 8. E possivel
visualizar células bacterianas com formas e tamanhos irregulares, apresentando danos na
parede celular tais como distorcGes, rugosidades e rupturas, com consequente extravasamento
do contetdo celular. Estes danos estruturais podem ser mais bem identificados em
comparacdo com as imagens do controle, microrganismo sem a acdo do extrato (Figura 9). E
possivel visualizar nas imagens células de S. aureus de forma esférica, tamanho regular e
uniforme, apresentando parede celular integra, ou seja, sem a presenca de danos
morfoldgicos.

Observacdes similares foram reportadas por Kamonwannasit et al. (2013) em seus
estudos avaliando a atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de Aquilaria
crassna sobre Staphylococcus epidermidis. O comprometimento da divisdo celular e o
espessamento da parede celular também foram relatados por Jiamboonsri et al. (2011)
avaliando a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos de Mangifera indica L. sobre S.

aureus.
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Figura 8 — Micrografia eletronica de transmissdo de S. aureus sob o efeito

antimicrobiano do extrato aquoso das folhas de Physalis angulata.

- | 2um
Imagens de células de S. aureus sob o efeito antimicrobiano do extrato FCUS na concentragdo de 10 mg/
mL com magnificacdo de 26.700 X (a) e 26.100 X (b). Fonte: elaborada pela autora.

Figura 9 — Micrografia eletrénica de transmissdo de células de S. aureus sem o efeito

antimicrobiano do extrato aquoso das folhas de Physalis angulata.

Imagens de células de S. aureus sem o efeito antimicrobiano do extrato FCUS na concentragdo de 1 mg/
mL com magnificacdo de 25.800 X (a) e 36.500 X (b). Fonte: elaborada pela autora.

Os resultados do presente estudo corroboram com os encontrados na literatura. Os
danos as células bacterianas podem ser atribuidos aos compostos fendlicos e/ou outros

fitoquimicos presentes nos extratos vegetais. Estas substancias possuem a capacidade de
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aderirem a parede celular bacteriana por meio de complexos proteicos e de polissacarideos,
levando a permeabilidade das membranas com consequente ruptura e extravasamento do
conteudo celular (Y1 et al., 2010)

Apesar da susceptibilidade do microrganismo de estudo a acdo de vérias drogas
ativas contra bactérias Gram-positivas tais como penicilinas, tetraciclina, clorafenicol, entre
outros, é também conhecido por sua capacidade de desenvolver resisténcia a diversas delas
(LENCASTRE et al., 2007).

Neste contexto, os resultados obtidos sdo de grande relevancia, uma vez que 0
extrato aquoso das folhas de Physalis angulata apresentou potencial antimicrobiano sobre S.
aureus contribuindo, assim, para novas pesquisas visando substituir antimicrobianos sintéticos

por naturais.

5.4 Avaliacéo da toxicidade dos extratos de Physalis angulata sobre Artemia salina

O teste de toxicidade sobre a Artemia salina € um ensaio bioldgico considerado
como uma das ferramentas mais utilizadas para a avaliagdo preliminar de toxicidade. Sua
ampla utilizacdo esta relacionada com a rapidez, acessibilidade e fiabilidade dos ensaios.
Logo, a Artemia salina tem sido muito utilizada como organismo alvo para detectar
compostos bioativos em extratos de plantas (AMARANTE et al., 2011).

A analise de toxicidade dos extratos de Physalis angulata sobre Artemia salina foi
realizada através da relacdo de organismos nao sobreviventes com as concentracdes dos
extratos. Os extratos FSDEC e FCUS, de maior potencial antimicrobiano, apresentaram
valores de CLso > 1000 pg/ mL, ndo sendo constatada a mortalidade dos nauplios em
nenhuma das concentracOes testadas. O controle positivo, solucdo salina sintética foram
associados a 100% de sobrevivéncia.

Estes resultados indicam que os extratos das folhas de Physalis angulata néo
apresentaram toxicidade. Segundo Meyer (1982) sdo considerados atoxicas ou isilvestres,
amostras que apresentarem CLsg superior a 1000 pg/ mL. Abreu et al. (2016) em seus estudos
com extratos etandlicos das folhas, galhos e cascas de Piptadenia stipulacea obtiveram
valores de CLso > 1000 pg/ mL, 707,11 pg/ mL e > 1000 pg/ mL, respectivamente,
comprovando a ac¢ao toxica do extrato etanolico dos galhos.

Seyfried (2010) avaliando a toxicidade da fracdo etanolica do extrato aquoso dos
frutos de Physalis peruviana sobre A. salina observou valores de CLso entre 4000 e 5000 pg/

mL. Hyacienth e Almeida (2015) avaliando a toxicidade do extrato etandlico da casca do
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caule de Pseudoxandra cuspidata sobre A. salina observaram CLso de 605,92 pg/ mL. Ashan
et al. (2009) relataram valores de CLso de 36 g/ mL para os extratos metandlicos das folhas
de Physalis minima. Estes extratos foram classificados segundo Meyer (1982) como atoxico,
moderadamente toxico e tdxico, respectivamente.

Quignard et al. (2003) avaliaram a toxicidade de extratos aquosos e metandlicos
das raizes de Physalis angulata e relataram taxa de sobrevivéncia de 100% das larvas de A.
salina na concentracdo de 500 pg/ mL. Schneider et al. (2015) avaliaram 0s extratos aquosos
das folhas de Brunfelsia cuneifolia (Solanaceae) obtidos por decoc¢do, maceracéo e assistidos
por ultrassom sobre A. salina e constataram taxa de mortalidade de 10,3% no extrato obtido
pelo método a quente, porém ndo houve diferenca estatistica quando comparado ao controle.

A avaliacdo preliminar de toxicidade dos extratos aquosos de Physalis angulata
sobre o microcrustaceo Artemia salina indicou baixa toxicidade (CLso > 1000 pg/ mL), em
fungéo deste resultado outros estudos podem ser realizados visando sua aplicagédo, como por

exemplo, nas industrias alimenticias e farmacéuticas.

5.5 Screening fitoquimico dos extratos aquosos de Physalis angulata

5.5.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

De acordo com os dados obtidos pelos experimentos de RMN *H as amostras
FCDEC, FSDEC, FCMAC, FSMAC, FCUS e FSUS apresentam agucares tais como: « e S
glicose, frutose e sacarose , como constituintes principais, observados na faixa de Jén 3,0-5,4
ppm. Também foram observados sinais de hidrogénios de compostos terpénicos (on 0,5-3,4
ppm) e sinais de insaturagdes ou compostos fendlicos (on 6,5-7,5 ppm), conforme apresentado
nas Figuras 10 a 15.

Resultados similares aos do presente estudo foram relatados por Ferreira (2018)
que através de analises qualitativas com os extratos metandlicos das folhas, frutos e caule de
Physalis angulata confirmou a presenca de esteroides, terpenoides e taninos, principalmente,
no extrato das folhas. Este apresentou teores de compostos fenolicos de 27,39 mg EAG / g de
extrato seco sendo também observada maior capacidade antioxidante (CEso de 7,24 mg/ mL)
quando comparado aos demais extratos.

Ogundajo et al. (2015) em triagem fitoquimica realizada com o 6leo essencial das
folhas de Physalis angulata observaram as seguintes classes quimicas: diterpenos (31,7%),

acidos graxos (22,8%), sesquiterpenos oxigenados (22,3%) e compostos aromaticos (13,6%).
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Estes autores relataram diferengas quimicas qualitativas e quantitativas quando comparado
com outros estudos e atribuiram estas a fatores como o local de cultivo, a idade fenoldgica, a
natureza da planta, as condi¢6es climaticas, os procedimentos de manuseio, entre outros.

Estas variagdes também ocorrem principalmente em decorréncia de flutuac6es nas
condigdes ambientais, 0 que leva as plantas a sintetizarem metabdlitos secundarios como
estratégia de defesa para completar o seu ciclo de vida. Em outras palavras, estas substancias
sdo produzidas em resposta ao estresse ambiental (MASTUTI; ROSYIDAH, 2019).

A composicdo quimica dos extratos dos géneros das Solanaceas ja € bem
conhecida na literatura, sobretudo, na farmacologica (ZHANG; TONG, 2016). Entretanto,
devido as variagOes qualitativas e quantitativas de uma mesma espécie e até de tecidos
diferentes, é importante determinar a composicdo fitoquimica para permitir que
procedimentos como 0 método de extracdo e isolamento de compostos bioativos ocorram com

maior eficiéncia.



Figura 10 — Espectro de RMN 1H (500 MHz em D20) de FCDEC
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FCD: Extrato das folhas cultivadas de Physalis angulata obtido por decoccéo.
Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 11 — Espectro de RMN 1H (500 MHz em D20) de FSDE.
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FCD: Extrato das folhas silvestres de Physalis angulata obtido por decocgdo. Fonte:

elaborada pela autora.
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Figura 12 - Espectro de RMN 1H (500 MHz em D20) de FCMAC
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FCM: Extrato das folhas cultivadas de Physalis angulata obtido por maceracéo.
Fonte: elaborada pela autora.



Figura 13 — Espectro de RMN 1H (500 MHz em D20) de FSMAC
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FSM: Extrato das folhas silvestres de Physalis angulata obtido por maceracéo.
Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 14 — Espectro de RMN 1H (500 MHz em D20) de FCUS
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FCUS: Extrato das folhas cultivadas de
ultrassom. Fonte: elaborada pela autora.

Physalis angulata assistidos por
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Figura 15 — Espectro de RMN 1H (500 MHz em D20) de FSUS.
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FSD: Extrato das folhas de Physalis angulata silvestres assistidos por
ultrassom. Fonte: elaborada pela autora.
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Os extratos com maior potencial antimicrobiano, FCDEC e FCUS, foram
submetidos a extracdo de fase sélida. Apos este procedimento os aglcares foram separados
(fracdo aquosa; Figuras 17 e 18) dos compostos terpénicos (fracdo metandlica; Figuras 19 a
22). Em ambas as fragdes metanolicas foi identificado por RMN H, 3C e por comparacéo
com a literatura o composto 4-f-hidroxivitanolideo E (Figura 16), como constituinte
majoritario (MASTUTI; ROSYIDAH, 2019).

Figura 16 — Representacdo estrutural do composto 4B-hidroxivitanolideo E

Fonte: Mastuti e Rosyidah (2019).



Figura 17 — Espectro de RMN 1H (500 MHz em D20) de FCDEC
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FCD: Extrato das folhas de Physalis angulata cultivadas obtido por
decoccdo. Fonte: elaborada pela autora.



Figura 18 — Espectro de RMN 1H (500 MHz em D20) de FCUS.
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FCUS: Extrato das folhas de Physalis angulata cultivadas assistido
por ultrassom. Fonte: elaborada pela autora.



Figura 19 — Espectro de RMN 1H (500 MHz em MeOD) de FCDEC

5

21047
20726

2.0424

20033

~ 1.8460

] 18062

1.8835

M- 1 5587

& 1.8302

=N 1.6928

: 1.6752

A 1.6510

w | - 1.5815

] M- 15523

(- 1.5346

| & 1.5116

" N~ 1.4879

o] M- 1.3789

B\ 13554

R 1.3286

s - 12020

tn 3 - 1.2723

N 1.2545

M 1.2417

13 " 1.2083
- |3 )

n] =T
————

—

[
Ty,
=1

&

J

3

L

7

;

2

|

I
oy | =
3!\8:?

|

e
«

L
%'JI

|

i~
=

d

FCD: Extrato das folhas de Physalis angulata cultivadas obtido por
decoccdo. Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 20 — Espectro de RMN 1H (500 MHz em MeOD) de FCUS-2
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FCUS: Extrato das folhas de Physalis angulata cultivadas assistido por
ultrassom. Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 21 - Espectro de RMN 13C (125 MHz em D20) de FCDEC-2
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FCD: Extrato das folhas de Physalis angulata cultivadas obtido por
decoccdo. Fonte: elaborada pela autora.



Figura 22 — Espectro de RMN 13C (125 MHz em D20) de FCUS
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FCD: Extrato das folhas de Physalis angulata cultivadas assistido por
ultrassom. Fonte: elaborada pela autora.
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Os vitanolideos sdo os principais metabodlitos secundarios produzidos pelas
Solanaceas, especialmente as do género Physalis com cerca de 60 tipos sintetizados, entre eles
as fisalinas, ixocarpalactonas e acnistinas (ZHANG; TONG, 2016). As concentracfes destes
compostos nas plantas estdo principalmente relacionadas com as variacbes sazonais e
geogréficas (MISICO et al., 2011).

Mastuti e Rosyidah (2019) identificaram 32 tipos de vitanolideos com niveis
variaveis entre 2,76 a 51,59 ug/ g de extrato seco das folhas de Physalis angulata, incluindo o
4B-hidroxivitanolideo E. Brar e Gupta et al. (2017) em seus estudos fitoquimicos com 0s
extratos de varias partes de Physalis angulata identificaram maior quantidade de vitanolideos
no extrato das folhas.

5.5.2 Atividade bioldgica das fracbes aquosas e metandlicas dos extratos de Physalis
angulata

As fracdes aquosas e metanolicas dos extratos da folhas de Physalis angulata
foram avaliadas quanto ao potencial antimicrobiano, antioxidante, conteudo fendlico e

toxicidade sobre A. salina conforme pode ser observado na Tabela 8 a seguir.

Tabela 8 — Atividade bioldgica das fracfes aquosas e metandlicas obtidas a partir dos extratos

aquosos das folhas de Physalis angulata

FracOes Atividade Toxicidade Atividade CFT
de antimicrobiana CLso antioxidante (mg EAG/100 g
Physalis CMI (mg/ mL) (Mg/mL) (UM Trolox/g) PS)
angulata
L.monocytogenes  S. aureus A. salina Média £ DP Média £ DP
FCDM 2,7 1,0 > 1000 205,05+ 12,91  725,41+0,038
FCDA >3,0 >3,0 > 1000 246,98 + 24,40  459,14+0,025
FCUSM 1,0 1,0 > 1000 174,85+12,81  357,48+0,009
FCUSA >3,0 >3,0 > 1000 43,029 +9,82 245,59+0,014

FCDM: Fragdo metandlica dos extratos das folhas cultivadas obtidos por decoc¢do; FCDA: Fracdo aquosa dos
extratos das folhas cultivadas obtidos por decoccdo; FCUSM: Fracdo metandlica dos extratos das folhas
cultivadas obtidos através do método assistido por ultrassom; FCUSA: Fracdo aquosa dos extratos das folhas
cultivadas obtidos através do método assistido por ultrassom; CMI: Concentra¢cdo minima inibitdria; CFT:
Compostos fendlicos totais. Fonte: elaborada pela autora.

As fragbes metandlicas dos extratos das folhas de Physalis angulata (FCDM e
FCUSM) mostraram acdo inibitdria sobre as bactérias Gram-positivas, S. aureus e L.
monocytogenes. A acdo bactericida ndo foi evidenciada no presente estudo, sendo necessaria
concentragfes maiores que 3,0 mg/ mL para ambas as fragdes testadas. Ja as fracGes aquosas

ndo apresentaram potencial antimicrobiano, podendo-se inferir que estd atividade esta
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realcionada com a presenca do vitanolideo 44-hidroxivitanolideo E identificado no presente
estudo como o composto majoritario em ambas as fracbes metandlicas e/ou a outros
metabolitos secundarios como por exemplo, os compostos fenolicos.

Estudos com extratos de Physalis angulata utilizando solventes como o etanol,
metanol, n-hexano, cloroformio e extragdes a quente tém sido relacionados com a presenca de
vitanolideos (GIBSON et al., 2012). Estes autores também relataram a atividade
antibacteriana do extrato etandlico das folhas de Physalis virginiana contendo fisagulina V
(composto majoritario) sobre Bacillus cereus, Corynebacterium xerosis, Micrococcus luteus e
Micrococcus roseus, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis e Mycobacterium
smegmatis, atribuindo esta atividade a capacidade de penetracdo deste composto as
membranas estruturais das células bacterianas Gram-positivas.

Khan, Bakht e Shafi (2016) em seus estudos com extratos de Physalis ixocarpa
utilizando solventes de diferentes polaridades observaram a atividade inibitéria sobre S.
aureus e K. Pneumoniae. Estes autores atribuiram esta atividade biolégica a metabdlitos
secundarios presentes nas fracbes metandlicas dos frutos e folhas de P. ixocarpa. Igualmente
a estes autores Shu et al. (2016) atribuiram a atividade antibacteriana sobre S. aureus e
Pseudomonas aeruginosa aos metabolitos secundarios (fisalinas e flavonas), vitanolideos,
identificados em extratos hidroalcodlicos das folhas de Physalis Alkekengi.

H& muito se vém investigando sobre os vitanolideos presentes nas espécies do
género Physalis e consequetemente, importantes propriedades biolégicas tém sido relatadas
na literatura, tais como a atividade antiproliferativa de células cancerigenas de vitanolideos
(fisalinas) isolados das folhas e caules de Physalis angulata (SUN et al., 2017), a atividade
antileishmanial das fisalinas B, D e F isoladas de Physalis angulata (GUIMARAES et al.,
2010), propriedades analgesicas de extratos metanolicos das folhas de Physalis angulata
(UKWUBILE; OISE, 2016), entre outras.

No presente estudo os maiores teores de compostos fenolicos foram observados
para as fracbes metandlica (725,41 mg EAG/100 g PS) e aquosa (459,14 mg EAG/100 g PS),
ambas obtidas a partir do decocto das folhas de Physalis angulata. Estas fracGes também
apresentaram maior potencial antioxidante quando comparado as fracBes do extrato obtido
pelo método assistido por ultrassom.

Brar e Gupta (2017) realizando uma triagem fitoquimica com extratos das folhas,
caules e frutos de Physalis angulata observaram maiores teores de compostos fendlicos e
vitaesteroides nos extratos das folhas. Carniel et al. (2018) relataram teores de compostos

fenolicos totais que variaram de 3,0 a 374,00 mg EAG/ 100 g de extrato hidroalcéolico dos
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frutos de Physalis angulata. Outros estudos com os extratos metandlicos das folhas, frutos e
raizes demonstraram maiores teores de compostos fenolicos e consequentemente maior
potencial antioxidante para os extratos das folhas e frutos de Physalis angulata (KRISHNA et
al., 2013).

Medina-Medrano et al. (2015) avaliaram os extratos metandlicos das folhas,
calices e frutos de seis espécies de Physalis entre elas Physalis angulata e constataram por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia um total de 28 compostos fenolicos em
tecidos foliares, principalmente, kaempferol-3-O-glicosideos, sendo este encontrado nos trés
tipos de tecidos indicando especificidade da espécie. Além dos derivados de Kaempferol,
também foram revelados derivados de quercetina e &cidos fendlicos.

Uma comparacdo dos valores absolutos entre esses estudos é limitada devido a
diferencas metodoldgicas na quantificacdo de compostos, producdo de extrato e tipos de
partes de plantas estudadas. Sabe-se que os compostos fendlicos, metabdlitos secundarios,
podem atuar combatendo radicais livres nas células humanas, conferindo propriedades
antioxidantes e consequentemente, inibindo processos patoldgicos e degenerativos. Portanto,
estes resultados indicam que os extratos aquosos das folhas de Physalis angulata podem ser
uma fonte promissora de compostos bioativos com propriedades relevantes a salde.

A toxicidade das fragOes, assim como a dos extratos de origem, apresentaram
valores de CLsg >1000 pg/ mL. Segundo Meyer (1982), sdo considerados atoxicas ou
isilvestres, amostras que apresentarem CLso superior a 1000 pg/ mL. Em funcdo destes
resultados, da composicdo fitogquimica e do potencial bioldgico demonstrados no presente
estudo ficou evidenciado que os extratos de Physalis angulata podem ser considerados fontes
potenciais de antioxidantes e antimicrobianos naturais com possivel aplicacdo nas industrias

farmacéuticas e alimenticias.
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6 CONCLUSAO

Os extratos aquosos das folhas (cultivada e silvestre) de Physalis angulata L.
foram obtidos por diferentes métodos de extracdo apresentam potencial antioxidante antes e
apos a digestdo gastrointestinal simulada. O maior potencial antimicrobiano foi observado
para os extratos das folhas cultivadas obtidos pelo método assistido por ultrassom, seguido
por decoccdo sobre as bactérias Gram — positivas, S. aureus e L. monocytogenes, ndo sendo
observada a acdo antimicrobiana sobre as bactérias Gram — negativas estudadas;

A acdo inibitoria frente as bactérias S. aureus e L. monocytogenes foi observada
apenas para as fracdes metandlicas dos extratos de Physalis angulata, ndo sendo determinadas
concentragdes bactericidas.

Os extratos aquosos das folhas de Physalis angulata foram obtidos por decoccéo,
assistidos por ultrassom e suas respectivas fragdes metanolicas ndo apresentam toxicidade
sobre Artemia salina.

O vitanolideo 4p-hidroxivitanolideo E identificado nas fracbes metanolicas
obtidas dos extratos aquosos das folhas de Physalis angulata pode estar relacionado com o
potencial antioxidante e antimicrobiano.

De forma geral, o extrato das folhas silvestres obtido por decoccdo apresenta os
maiores teores de compostos fendlicos e maior potencial antioxidante. O método de decoc¢édo
obteve maior resposta bioldgica frente as variaveis teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante (ABTS e DPPH) antes e ap0s digestdo, seguido pelo método de maceracédo e o
método assistido por ultrassom.

Os extratos em estudo apresentaram valores reduzidos de compostos fendlicos
apos digestao gastrointestinal simulada, o que pode ser atribuido as variacdes de pH, a acdo

enzimatica, e consequentemente, mudancas na estrutura destes compostos.
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