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RESUMO

A utilizagdo das plantas medicinais faz parte da histéria da humanidade. Essas plantas sao tidas
como fontes consideraveis de compostos bioativos. O jambu (Acmella ciliata (Kunth) Cass.) ¢
uma planta pertencente a familia Asteraceae, amplamente distribuida nas regides tropicas e
subtropicas de todo o mundo. A sensacdo de dorméncia e formigamento deixado nos labios sdo
caracteristicas marcantes desse vegetal em virtude da presenca do espilantol. Esse composto
tem atraido atencdo de muitos pesquisadores e industrias por suas numerosas atividades
biologicas e farmacologicas. A vista disso, o presente trabalho teve por objetivo produzir um
extrato etanolico de jambu e avaliar o rendimento do extrato, realizar a caracterizagdo quimica
por CG-MS, identificar, isolar e quantificar o espilantol por CLAE, determinar o limite de
deteccao e o limite de quantificagdao do espilantol, analisar o contetido fenolico total (CFT) e a
capacidade antioxidante pelos métodos ABTS™ e DPPH, avaliar a atividade antimicrobiana por
difusdo em agar, observar possiveis efeitos toxicos frente ao Zebrafish (Danio rerio), aplicar o
extrato em gelatina vegetal, avaliar a bioacessibilidade do espilantol nas gelatinas adicionadas
do extrato e por fim, avaliar a aceitacdo do produto através da anélise sensorial. O redimento
do extrato apresentou um valor de 4,75%. O CG-MS identificou o espilantol no Rt 37,299,
revelando pureza de 83,60%. O limite de detec¢ao foi determinado em 0.434 pg/mL e o limite
de quantificagdo foi definido em 0.868 pg/mL. Os cromatogramas obtidos por CLAE revelaram
um teor de 86,83+ 1,07 mg de espilantol/g de extrato. O CFT apresentou um valor de 1053,27
mg EAG/100g, e para a capacidade antioxidante, observou-se melhor potencial pelo método
ABTS™ (117,54 uM Trolox/g extrato). A atividade antimicrobiana foi positiva contra trés L.
monocytogenes e S. aureus (Gram+) e S. enteritidis (Gram-). Na analise de toxicidade, houve
redu¢do na atividade locomotora na concentragao de 1000 ppm em relagao ao grupo de 500
ppm, porém, ndo ocorreram mortes nas concentragdes. Apos a avaliagao do grupo focal, foram
aplicadas em gelatina vegetal de uva as seguintes concentragdes de extrato: 7,5, 12,5 ¢ 25% e
posteriormente foi realizada a analise sensorial que revelou um produto com boa aceitagdo de
forma geral, mostrando maior preferéncia dos provadores para a amostra A com 33,75% (27
provadores). O percentual bioacessivel do espilantol foi determinado por CLAE-DAD obtendo-

se os valores de 23,38, 26,86 ¢ 18,53% de espilantol apds o processo de digestao simulada.

Palavras-chave: plantas medicinais; alimentos funcionais; jambu.



ABSTRACT

The use of medicinal plants is part of human history. These plants are considered to be
considerable sources of bioactive compounds. The jambu (Acmella ciliata (Kunth) Cass.) Is a
plant belonging to the Asteraceae family, widely distributed in the tropics and subtropics of the
world. The sensation of numbness and tingling left on the lips are hallmarks of this vegetable
due to the presence of spilantol. This compound has attracted the attention of many researchers
and industries due to its numerous biological and pharmacological activities. In view of this,
the present work aimed to produce an ethanolic extract of jambu and evaluate the yield of the
extract, perform the chemical characterization by CG-MS, identify, isolate and quantify the
spilantol by HPLC, determine the detection limit and the limit quantification of spilantol,
analyze the total phenolic content (CFT) and the antioxidant capacity by ABTS + « and DPPH
methods, evaluate the antimicrobial activity by agar diffusion, observe possible toxic effects
against Zebrafish (Danio rerio), apply the extract in gelatin vegetable, evaluate the
bioaccessibility of spilantol in gelatins added to the extract and, finally, evaluate the acceptance
of the product through sensory analysis. The extract yield showed a value of 4.75%. CG-MS
identified spilantol in Rt 37,299, revealing 83.60% purity. The detection limit was determined
at 0.434 pg / mL and the limit of quantification was set at 0.868 pg / mL. The chromatograms
obtained by HPLC showed a content of 86.83 + 1.07 mg of spilantol / g of extract. The CFT
had a value of 1053.27 mg EAG / 100g, and for the antioxidant capacity, a better potential was
observed by the ABTS + method (117.54 uM Trolox / g extract). Antimicrobial activity was
positive against three L. monocytogenes and S. aureus (Gram +) and S. enteritidis (Gram-). In
the toxicity analysis, there was a reduction in locomotor activity in the concentration of 1000
ppm in relation to the group of 500 ppm, however, there were no deaths in the concentrations.
After the evaluation of the focus group, the following extract concentrations were applied in
vegetable grape gelatin: 7.5, 12.5 and 25% and subsequently a sensory analysis was carried out
that revealed a product with good general acceptance, showing greater tasters' preference for
sample A with 33.75% (27 tasters). The bioaccessible percentage of spilantol was determined
by HPLC-DAD, obtaining the values of 23.38, 26.86 and 18.53% of spilantol after the

simulated digestion process.

Key words: medicinal plants; functional foods; jambu.
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento da populacdo, o processamento de alimentos se tornou
substancial para atender a demanda. No entanto, os alimentos ultraprocessados, possuem altos
niveis de gorduras saturadas e trans, aglcares, sodio, além de aditivos sintéticos que muitas
vezes estdo associados ao desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT).
O consumo desses alimentos, de acordo com o Guia alimentar para a populagao brasileira, deve
ser evitado, porém, ainda apresenta um percentual de ingestao elevado. Segundo evolugao dos
dados da Pesquisa de Or¢camento Familiar (POF) em 2002-2003, 2008-2009 e 2017-2018,
ocorreu um declinio no consumo de alimentos in natura ou minimamente processados € um
aumento no percentual de ingestdo de alimentos ultraprocessados, chegando a 18,4% das
calorias totais ingeridas, repercutindo negativamente na dieta do brasileiro (IBGE, 2004; IBGE,
2011; IBGE, 2020; LOUZADA et al., 2015).

Ao longo dos ultimos anos, alteragdes ocorreram na percep¢do do consumidor
quanto a relagdo entre alimentacao e saude, dessa forma, observa-se atualmente a existéncia de
uma busca crescente por qualidade de vida, fazendo com que seja intensificada a procura por
produtos menos processados ou incrementados com substancias detentoras de propriedades
funcionais, enfatizando cada vez mais esses alimentos como um dos determinantes de saude
(FIESP, 2018; MENDES et al., 2018).

As plantas alimenticias ndo convencionais, por exemplo, vém ganhando cada vez
mais adeptos, em razao da presenga de metabdlitos primarios (polissacarideos) e secundarios
(terpenos, compostos fenolicos e compostos nitrogenados), que, por sua vez, sdo capazes de
agir biologicamente contra diferentes fatores nocivos a satide humana e deste modo, sendo
responsaveis pelas propriedades funcionais que elas apresentam (AGISHO; OSIE; LAMBORE,
2014; KALNY et al., 2007, SANA; RANIL; SULAKSHANA, 2014).

A Acmella ciliata, conhecida popularmente como jambu ¢ uma erva consumida em
preparacdes culindrias da regido Norte do Brasil e ¢ bem distribuida em todo o mundo. A planta
contém uma substancia conhecida como espilantol ou afinina, uma substancia oriunda do
metabolismo secundario e responsavel pela sensacdo de dorméncia e formigamento in loco
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; SILVEIRA et al., 2016).

Além do uso culindrio, a erva também ¢ utilizada na medicina popular, em razado
dos seus numerosos efeitos bioldgicos, dentre eles anti-inflamatério, fungicida, larvicida,
bactericida, anestésico e antioxidante atribuidos ao espilantol, além da agdo gastroprotetora,

antitumoral, cicatrizante e antioxidante atribuidos aos polissacarideos presentes na planta. Tais
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efeitos vem atraindo a atencdo dos pesquisadores da industria farmacéutica e da area de
alimentos, e desse modo, transparecendo a necessidade de aplicagdo de meios que impulsionem
estudos nessas areas, fortalecendo, através dessa interacdo, a produgdo de alimentos com
propriedades funcionais (BALIEIRO et al., 2020; FERREIRA et al., 2013; SEKO et al., 2020).

A funcionalidade ¢ uma caracteristica extranutricional de um alimento, ou seja, vai
além do seu beneficio como nutriente. Os alimentos funcionais viabilizam a oportunidade de
conciliar um produto comestivel com substancias bioativas e assim atuar como adjuvante na
prevengdo de distirbios do metabolismo humano e consequentemente reduzir o risco de
desenvolvimento de doengas, bem como contribuir para a manuten¢do da satde. Portanto,
encontrar extratos vegetais com propriedades funcionais, representam desafios e oportunidades
continuas para a induastria de alimentos, proporcionando uma maior producao de alimentos
dessa classe dentro de um mercado em ascensdao (ANJO, 2020; MENDES et al., 2018;
WALZEM, 2004).

Dentre os principais alimentos funcionais, as fibras recebem um destaque
importante em razao da sua relagdo com a redugcdo de DCNT como diabetes melito tipo 2,
doencas cardiovasculares, obesidade, neoplasias colon-retal, sindrome do colon irritavel,
diverticuloses, entre outras. Contudo, o consumo de fibras deve ser realizado de forma regular
para que assim, seus efeitos benéficos possam ser atingidos. (COZZOLINO; COMINETTI,
2018; WAITZBERG, 2004).

Nesse cenario, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar o extrato de jambu
(Acmella ciliata) avaliar sua toxicidade, bem como seu potencial bioativo, elaborar um produto
a base de fibras soluveis, corantes, saborizantes, edulcorantes e aromatizantes naturais,
extinguindo dessa forma os riscos associados ao consumo de aditivos sintéticos, através da
preparagao de um produto natural e exclusivamente de origem vegetal, além de enriquecer este
produto com ativos biologicos e assim, servir como veiculo para redu¢do de risco de

desenvolvimento de DCNT, agregando beneficios a saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Preparar e caracterizar o extrato etanolico de jambu (Acmella ciliata (Kunth) Cass.),
e avaliar o potencial de aplicagdo em gelatina vegetal, visando a produg¢do de um alimento

funcional.

2.2 Objetivos especificos

Objetivos especificos:

a) preparar o extrato etanolico de jambu e realizar sua caracterizacao;

b) quantificar compostos fenolicos totais

¢) determinar atividade antioxidante total;

d) analisar a atividade antimicrobiana do extrato;

e) analisar a toxicidade do extrato de jambu;

f) elaborar formulacdo de gelatina vegetal e avaliar aspectos de aplicacdo do
extrato;

g) avaliar a biocessibilidade do espilantol na gelatina vegetal adicionada de extrato
de jambu;

h) avaliar a aceita¢ao do produto por meio de analise sensorial com provadores nao

treinados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

As plantas sao largamente empregadas em muitos sistemas de medicina indigena
como meio curativo para uma variedade de doengas. A popularizagdo dessa medicina
alternativa ¢ cada vez mais comum em todo o mundo, especialmente nos paises emergentes,
onde as mesmas sdo facilmente adquiridas e financeiramente acessiveis. Além disso, os
usudrios dessas plantas acreditam que elas apresentam menos efeitos adversos que drogas
sintéticas (KRISTANC, 2016).

O uso medicinal das plantas remota de longa data, pois estas constituem uma fonte
essencial de substancias bioativas, que por sua vez, atuam como substrato para produgdo de
medicamentos para a espécie humana, desempenhando fun¢ao importante como constituinte da
atencdo primaria a saide em paises em desenvolvimento, devido a sua acessibilidade e
aceitacdo cultural. Contudo, ao final do século XIX, quando se deu inicio a sintese de
medicamentos por via quimica, e consequentemente iniciou-se uma fase de desenvolvimento
acelerado destes, o uso de plantas medicinais foi reduzido. Nos dias atuais, aproximadamente
50% dos medicamentos utilizados sdo de origem sintética e cerca de 25% sao de origem vegetal,
i1solados ou produzidos por semi-sintese (CALIXTO, 2000; FULLAS, 2007; MAROYT, 2013;
VAN WYK et al., 1997).

O entendimento sobre plantas medicinais muitas vezes ¢ simbolo de padrodes
terapéuticos em diversas coletividades e geracdes. A utilizagdo das plantas no tratamento e na
restauracdo da saude, ¢ tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje, nas regides mais
desamparadas de paises em desenvolvimento como o Brasil, e at¢é mesmo nas suas grandes
metropoles, ¢ comum o comércio de plantas medicinais em feiras, nos mercados e em
domicilios (BEVILACQUA, 2010; FONSECA, 2012).

Com 55 mil espécies ja catalogadas, o Brasil possui o titulo de maior biodiversidade
do planeta, o que perfaz a flora profusa do pais, correspondendo a 20% do total distribuido pelo
mundo. Devido a existéncia desse bioma exuberante, parte importante da populacio se
beneficia através do uso de plantas medicinais no tratamento alternativo dos problemas de
saude. Entretanto, mesmo com a pratica do extrativismo vegetal irregular demasiada, o pais
mantém-se como fornecedor de matérias primas naturais para a cadeia produtiva em areas

diversificadas (BRASIL, [2020]; FONSECA, 2012).
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O olhar atento da populagdo quanto a utilizagdo e eficacia das plantas medicinais
contribui expressivamente para a divulgacao dos beneficios fisiologicos dos vegetais, prescritos

de forma frequente, por razdo de suas propriedades medicinais eficientes, mesmo
nao havendo conhecimento dos seus constituintes quimicos.

A vista disso, usuarios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém a
efetividade da utilizacdo, conservando a validade das informagdes que foram sendo alcangadas
e acumuladas durante muitos anos. De modo indireto, este tipo de conhecimento medicinal
aguca o interesse de pesquisadores no desenvolvimento de pesquisas abrangendo multiplas
areas, como por exemplo, botanica, farmacologia, fitoquimica e tecnologia de alimentos, para
que, em confluéncia, possam contribuir e engrandecer os conhecimentos sobre a infindavel
fonte medicinal natural, a fauna mundial (MACIEL et al., 2002).

Desse modo, em detrimento do mercado crescente e em virtude do interesse dos
consumidores por recursos cada vez mais naturais, se faz necessario o estabelecimento de novas
acoes direcionadas ao desenvolvimento de tecnologias e elaboragdo de novos produtos, visando
a utilizagdo dessas espécies vegetais de baixo custo, visto que, além de reafirmar valores as
plantas medicinais, por seus efeitos curativos, também podem atuar como via de fortalecimento

econdmico da agricultura familiar.

3.2 Género Acmella

Segundo Jansen (1985), o género Acmella foi determinado em 1807 e contém 30
espécies identificadas. No Brasil, o mesmo autor denotou a existéncia de 10 espécies: Acmella
bellidioides (Smith in Rees) R.K. Jansen, 4. brachyglossa Cass., A. ciliata (Kunth) Cass., 4.
decumbens var. decumbens R.K. Jansen, A. leptophylla (DC.) R.K. Jansen, 4. oleracea (L.)
R.K. Jansen, A. psilocarpa R.K. Jansen, A. pusilla (Hooker & Arnott) R.K. Jansen, A.
serratifolia R.K. Jansen e A. uliginosa (Sw.) Cass.

A planta ¢ uma hortali¢a da familia Astraceae, extensamente distribuida em regides
tropicas e subtropicas, nativa da Africa, Asia-tropical e América do Sul e comumente
encontrada em paises como Venezuela, Brasil, Indonésia e Malédsia. Também conhecida como
agrido-do-pard, agrido-do-norte, agrido-do-brasil, abecedaria, jambuarana, jamburana, ¢ uma
planta perene, possui cerca de 20-40 cm de altura, com inclinagdo semi-ereta ou quase rasteira,
caule cilindrico, carnoso e de ramos decumbentes. A raiz principal ¢ axial, com muitas
ramificagdes laterais (GUSMAO; GUSMAO, 2013; HOMMA et al., 2011; LORENZI;
MATOS, 2002; PANDEY et al., 2007).
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Fonte: Acervo da autora.

O jambu ¢ uma planta que vem gerando pesrpectivas positivias para pesquisadores
de diversas areas devido as propriedades bioldgicas do espilantol. Com isso, seu cultivo tem
sido expandido no Brasil, nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais e Piaui. No
estado de Sao Paulo, por exemplo, o cultivo intensificado esta diretamente relacionado a
extracdo do oleo essencial, para avaliagdo da atividade de seus constituintes. J4 no Estado do
Pard, o cultivo ¢ direcionado para o consumo local, visto que nesta regido, a planta faz parte

das preparacdes culinarias tipicas (BORGES; GOTO; LIMA, 2014; SAMPAIO et al., 2018).

3.2.1 Acmella ciliata (Kunth) Cass.

O cultivo da Acmella ciliata tem o ciclo de 45-70 dias, exigindo pouca tecnologia
para o manuseio, ¢ muito cultivado entre os pequenos agricultores. Sua germinagao ocorre entre
5-7 dias aproximadamente. A colheita, na Regido Norte, ¢ realizada entre 35 a 50 dias apds o
transplantio e no Estado do Cear4, a espécie de jambu tem apresentado, geralmente, ciclo de 90
dias (CARDOSO; GARCIA, 1997).

A planta como um todo, produz o espilantol, uma alcaléide que possui efeito
sialagogo, e ¢ considerado um potente inseticida e anestésico local. Ela também ¢ utilizada na
profilaxia do escorbuto e para facilitar o processo de digestao, além de ser usada como tempero
para aperitivos, suas folhas sdo usadas topicamente no tratamento de doengas da pele, a
decoccdo das folhas ¢ utilizada em razdo de suas propriedades diuréticas e litotripticas,
enquanto a planta inteira ¢ usada no tratamento de disenteria e seu extrato ¢ usado como um
material aromatizante para dentifricios (LENG et al., 2011; RAO; RAO; RAO, 2012; SANA;
RANI; SULAKSHANA, 2014).
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Além da presenca de constituintes com atividades biologicas, a planta também
possui compostos importantes para uma alimentacao saudavel e fundamentais na prevengao de
doencas. Os vegetais folhosos como o jambu, podem oferecer uma dieta balanceada, tendo em
vista seu contetido de vitaminas, minerais ¢ fibras alimentares. Apesar disso, somente uma
pequena porgdo desses vegetais comestiveis sdo consumidos. No Brasil os vegetais folhosos
mais conhecidos e consumidos sdo alface, ricula, couve, chicoria, repolho, espinafre e agrido,
com isso o consumo de outras plantas ndo convencionais se torna negligenciado,
desperdigando-se uma boa fonte de vitaminas e minerais (IPGRI, 2002; KAWASHIMA;
SOARES, 2003).

A Tabela 1 apresenta a composi¢ao de macronutrientes € micronutrientes do jambu,
juntamente com as recomendacgdes da Organizagao Mundial de Saitde e o percentual que

representa (Spilanthes acmella).

Tabela 1 — Composicdo de macronutrientes e micronutrientes presentes no jambu (100g),
recomendacdo (DRIs) e percentural representativo

Macronutrientes Quantidade em 100 g

Proteina 1,90 g

Carboidrato 7,20 g

Lipideos 0,30 g

Valor calorico 32 Kcal
Micronutrientes Recomendacio (DRIs) Quantidade (100 g) %
Calcio 1.000 mg 162 mg 16,2
Ferro 8 mg/ 18 mg 4 mg 50/22
Fosforo 700 mg 41 mg 5,85
Vitamina A (Retinol) 700 mcg / 900 mcg 392 mcg 56/43
Vitamina B1 (Tiamina) 1,1 mg/ 1,2 mg 0,03 mg 2,72/2,5
Vitamina B2 (Riboflavina) 1,1 mg/1,3mg 0,21 mg 19/16
Vitamna B3 (Niacina) 14 mg/ 16 mg 1 mg 7/6
Vitamina C (Acido 75 mg /90 mg 20 mg 26,67 /22
ascorbico)

Fibra alimentar 25¢g 1,3¢g 5

Fonte: World Health Organization; Food and Agriculture Organization (2003); IBGE (2011).
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Apesar de numerosos estudos envolvendo o género Acmella na redugdo do risco e
no tratamento complementar de patologias, ainda podem ser considerados escassas as
investigacdes quanto as propriedades quimicas ou biologicas da espécie 4. ciliata (AHMED et

al., 2012).

3.3 Compostos bioativos

A alimentagdo usual oferece além de macro e micronutrientes essenciais, alguns
compostos quimicos, que exercem uma impetuosa atividade bioldgica, ja comprovada por
diversas pesquisas cientificas. Tais compostos sdo denominados como compostos bioativos de
alimentos (CBA) ou, em algumas vezes, de fitoquimicos. Eles estdo presentes em sua maioria
nas frutas e hortaligas e sdo oriundos do metabolismo primério e/ou secundario das plantas.
Geralmente, esses compostos bioativos estdo relacionados com os sistemas de defesa das
plantas contra a radiagdo ultravioleta, ataque de insetos ou patdégenos e podem desempenhar
diversos papéis em beneficio da saude humana (CARRATU; SANZINI, 2005; LHOSTE et al.,
2004).

Durante muito tempo construiu-se uma relacdo complexa entre os temas satde e
nutricdo. No momento atual, em razdo dessa complexidade, os consumidores estdo cada vez
mais propensos a escolha de alimentos que contenham ndo sé o necessario para a homeostasia
efetiva do metabolismo humano, mas também que apresentem compostos com efeitos positivos
a longo prazo. A ascensdo de evidéncias, indicam que esses compostos bioativos estdo
estreitamente associados a saude humana e a prevencao de doencas (GUERIN; HUNTLEY;
OLAIZOLA, 2003; LOBO et al., 2010).

A busca gradativa por compostos bioativos ocorre atualmente nos ramos industriais
farmacéuticos e alimentares. Isto ¢ devido ao efeito pressuposto dessas substidncias na
prevencao de doencas como o cancer e outras diversas doengas cronicas ndo transmissiveis,
devido a sua capacidade de manter ou melhorar a satide humana em virtude da presenca desses
compostos com alta atividade bioldgica (ARCANIJO et al., 2012).

A partir dessa demanda, diversos estudos estdo sendo realizados com o objetivo de
investigar as diferentes atividades biologicas de compostos bioativos, como por exemplo, as
que envolvem o perfil fitoquimico de plantas que possam contribuir com o desenvolvimento e
producio de novos géneros farmacéuticos e alimenticios (GUTIERREZ-DEL-RIO;
FERNANDEZ; LOMBO, 2018).
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O perfil fitoquimico dessa variedade de Acmella, ainda pode ser considerado pouco
investigado. Uma pesquisa qualitativa realizada por Abeysiri et al. (2013), em relagdo aos
compostos fitoquimicos, demostrou a presenga de todas as classes de substancias analisadas
(alcaloides, flavonoides, saponinas, glicosideos esteroides e taninos) conforme ilustrado da

Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros fitoquimicos qualitativos de Acmella oleraceae

Fitoquimicos Parte da planta

Folha Haste Flor
Alcalodides + + +
Flavonoides + + +
Saponinas + + +
Glicosideos Esteroides + + +
Taninos + + +

Fonte: Abeysiri et al. (2013).
+ Presenca; - Auséncia.

A alimentacdo saudavel posta em pratica pode proporcionar aos individuos,
menores riscos para o desenvolvimento de doencgas cronicas ndo transmissiveis, por municiar o
organismo com substancias capazes de exercer atividade protetora, dentre elas os compostos
fendlicos. O termo polifendis ou compostos fenolicos refere-se a um abrangente e volumoso
grupo de moléculas amplamente presentes nos vegetais. Trata-se de produtos do metabolismo
secundario de origem vegetal que vém sendo estudados e relacionados a prevencao de diversas
patologias, em razao da atividade antioxidante e moduladora do estresse oxidativo que possuem
(ANDRES-LACUEVA et al. 2010; GIADA; MANCINI FILHO, 2006; HU, 2011;
LAMARAO; NAVARRO, 2012).
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Figura 2 — Principais classes de compostos fendlicos presentes nos vegetais.
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Fonte: Adaptado de Horst; Lajolo (2009).

Estudos apontam evidéncias que o consumo de vegetais e antioxidantes naturais
pode ser utilizado na preservacao da saide humana, em virtude do seu efeito protetor contra
varias doengas, incluindo cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas. Os
antioxidantes naturais, quando consumidos em quantidades rasodveis, auxiliam o sistema
antioxidante enddgeno na prote¢ao contra o estresse oxidativo, além de ajudar na reparagao das
lesdes causadas pela acdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) (ELMASTAS et al., 2007,
SEN; CHAKRABORTY, 2011; SHIRWAIKAR et al., 2011).

Intimeras pesquisas ja mostraram a relacdo sinérgica entre compostos fendlicos e a
atividade antioxidante de diversas plantas, amplificando a relevancia desses compostos no
combate ao desequilibrio oxidacao/reducao, bem como na prevencao de doengas relacionadas
ao estresse oxidativo. Dessa forma, pesquisas com antioxidantes naturais vém recebendo, ao
longo dos anos, sua devida importdncia para justificar o impulso global no sentido de

reconhecimento e utilizacdao de antioxidantes naturais (SEN et al., 2010).

3.4 Espilantol

As pesquisas que estudam as atividades bioldgicas do jambu, referem-se ao
espilantol como principal bioativo. O espilantol ¢ uma alquilamida (alcaloide), presente no
género Acmella encontrado em todas as partes da planta ¢ em maior concentracdo nas
inflorescéncias. Biossinteticamente, o espilantol ¢ composto a partir de um acido a-linolénico

e do aminoacido valina, o que lhe confere o carater hidrofilico e lipofilico em razao da presenca
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da amida relativamente polar e do 4cido graxo menos polar. Diversas espécies que contém
alquilamidas tém sido usadas em medicamentos tradicionais, como ¢ o caso das familias
Asteraceae, Solanaceae e Piperaceae. Portanto, a utilizacao dessas plantas para fins medicinais
se deve ao espilantol, sendo este citado como o componente responsavel pela bioatividade das
mesmas (ALBUQUERQUE; LEITE, 2020; NAKATANI; NAGASHIMA, 1992;
PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; SILVEIRA et al., 2016). A Figura 3 mostra a

representacao da estrutura quimica do espilantol.

Figura 3 — Representacdo da rota biossitética do espilantol (N-isobutil-2E,
6Z, 8E-decatrienamida)
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Virias atividades bioldgicas ja foram atribuidas ao espilantol, entre elas, atividade
analgésica (CILIA-LOPEZ et al., 2010), antinocicepitivo (DECIGA-CAMPOS et al., 2010)
anti-ansiolitico (DECIGA-CAMPOS et al., 2012), anti-inflamatério (WU et al., 2008),
antimutagénico (ARRIAGA-ALBA; RIOS; DECIGA-CAMPOS, 2013), antifungica e
bacteriostatica (MOLINA-TORRES et al., 2004), inseticida (SHARMA; KUMAR, 2013), anti-
parasitario (SPELMAN et al., 2011).

Em virtude da bioatividade pertinente ao jambu, algumas patentes ja foram
registradas ao redor do mundo e o interesse da indastria por tais atividades, cresceu

substancialmente nas tltimas decadas, o que incentivou o cultivo em varios paises (GREGER,

2016).

3.5 Compostos antioxidantes

Grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas em
todos os organismos aerdbicos. Essas EROs, quando presentes em niveis altos, sdo consideradas
nocivas a varias organelas celulares, bem como as biomoléculas de DNA, lipidios, actcares e
proteinas, podem provocar uma reacdo de lipoperoxidacdo que, através da propagacdo em
cadeia, danifica as membranas e provoca alteracdes nas fungdes celulares e teciduais normais,
além de contribuir para muitos processos patologicos, incluindo oncogénese e doencas do
coragdo ¢ podem também acelerar o processo de envelhecimento (CLINTON;
GIOVANNUCCI, 1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; HUPPI, 2009; KRIS-
ETHERTON et al., 2002).

O estresse oxidativo se da a partir de um desbalanco entre a resposta antioxidante
do organismo e a producdo exacerbada de EROs. Deste modo, uma ingestdo insuficiente de
antioxidantes pode ser a causa dessa condigdo. A partir disso, observamos que, em estudos
dietéticos, o consumo desses antioxidantes alimentares deve sempre estar em evidéncia
(CHOW, 1991).

Os principais antioxidantes presentes nos alimentos sdo algumas vitaminas,
polifendis e carotenoides. Os antioxidantes agem combatendo o estresse oxidativo causado
pelas EROs, os radicais livres e o oxigénio singlete e desse modo conseguem reduzir as chances
de danos nas moléculas, bloqueando reacdes de propagagdo através da quebra de reagdes em
cadeia, pois possuem uma boa capacidade de sequestrar os radicais livres, bem como de inativar

o oxigénio singlete (BERNARDES; PESSANHA; OLIVEIRA, 2010).
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Em pesquisa sobre acdo antioxidante de extratos de Acmella uliginosa, Lagnika et
al. (2016), observaram que, os extratos metanolicos e aquosos apresentaram uma consideravel
atividade sequestradora de radicais livres que, conforme a autora, se deve a presenca de
compostos fenodlicos como as cumarinas e taninos nesses extratos. Abeysiri et al. (2013),
analisando as caracteristicas fitoquimicas, fisico-quimicas e bioativas de extrato metandlico de
diferentes partes de Acmella oleraceae Murr. (Asteraceae), observou uma capacidade
antioxidante total significativamente alta, nos extratos de folhas e flores da planta. Segundo o
autor a presen¢a de maior teor de fenolicos e capacidade antioxidante nessas regides certifica

cientificamente a utilizacdo dessa planta em beneficio humano.

3.6 Atividade antimicrobiana

Os oleos essenciais (OEs) das plantas, geralmente sdo constituidos por compostos
aromaticos volateis que conferem a essas plantas muitas fungdes bioldgicas, como por exemplo
a atividade antimicrobiana e antifiingicas, ja bem estabelecidas na literatura. Essa atividade
contra varias espécies de micro-organismos faz com que os OEs sejam conceituados como uma
opcdo relevante na substitui¢do de antimicrobianos de uso tradicional (SANTOS; PICCOLI;
TEBALDI, 2017; SARTO; ZANASSO JUNIOR, 2018).

De acordo com os resultados obtidos por Rincon Mejia, Castafio Osorio e Vazquez
(2012), a analise da atividade antimicrobiana de extrato de Acmella ciliata, contra os micro-
organismos Staphylococcus aureus (ATCC 6538), S.epidermidis (CIP8039), Staphylococcus
aureus € um Gram-negativos: Escherichia coli (CIP 53126), demonstrou sensibilidade frente
ao0s micro-organismos e por sua vez inibiu o crescimento das bactérias.

Rani e Murty (2006), avaliaram os efeitos de extrato de flor de Spilanthes acmella
em concentragdes distintas contra os fungos: Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus,
Fusarium oxysporum e Fusarium moniliformi e verificaram que em todas as concentragdes
utilizadas no ensaio, houve inibicdo de ambas as espécies, sendo constatados halos de inibi¢ao
de metragem significativa nas espécies F. oxysporium, F. moniliformis, A. niger e A. parasiticus
progressivamente.

Os resultados acima descritos corroboram com os dados observados por
Sathyaprasad et al. (2015), onde foi observado que, a Spilanthes acmella possui uma notavel

atividade contra patogenos.
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3.7 Bioacessibilidade

A bioacessibilidade de um nutriente ¢ a quantidade maxima do mesmo que consegue
chegar ao limem intestinal para ser absorvido, e posteriormente atingir a circulagao sanguinea.
Os ensaios de bioacessibilidade in vitro sao realizados com base na fisiologia do trato gastro-
intestinal (TGI) e recriam o ambiente de digestdo humana. Para isso, utilizam-se solugdes
artificiais compostas de enzimas, aminodacidos, sais e acido cloridrico, simulando as solucdes
liberadas em cada fase de digestdo no TGl (FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA;
PEREZ-GALVEZ, 2009).

As substancias bioativas presentes nos alimentos conseguem agir de diferentes
formas, tanto em seus alvos fisiologicos como nos mecanismos de a¢do. Um estudo completo
sobre a atividade bioldgica dessas substancias deve envolver, entre outros critérios, a
bioacessibilidade, que representa a liberacdo de um determinado composto de sua matriz
alimentar, tornando-o acessivel para a absor¢ao e mantendo sua estabilidade durante o processo
de digestao (COZZOLINO, 2016).

Os testes de bioacessibilidade in vitro sio largamente utilizados quando
comparados aos testes in vivo, uma vez que possuem execucdo simplificada, sio menos
dispendiosos e realizaveis em menor tempo. Através desse teste pode-se analisar o beneficio ou
risco relacionado a diferentes substincias inerentes aos alimentos. Dessa forma, os ensaios de
digestdo in vitro colaboram para uma melhor compreensdo da liberagao dos nutrientes no TGI
bem como de sua absor¢do (CARDOSO et al., 2015;INTAWONGSE; DEAN,
2006; MOREDA-PINEIRO et al. 2011; PEREIRA et al., 2018; TOKALIOGLU et al., 2014).

3.8 Alimentos funcionais

A defini¢do de “alimentos funcionais” ocorreu primeiramente no Japao, na década
de 1980, onde foram designados como alimentos para utilizagdo especifica em satde. Vale
realgcar que, apenas no Japao, os “alimentos funcionais” tem definicdo estabelecida por lei,
baseando-se na relacao de entendimento alimento-saude e recebem certificado de seguranca de
uso. Alguns paises como Australia, Canadd e Estados Unidos também classificaram como
funcionais, alimentos e componentes alimentares naturais que comprovadamente beneficiam o
organismo humano através de efeitos fisiologicos e revertam condigdes que comprometam a

saude (GRANATO et al., 2010; JONES; VARADY, 2008).
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Alimentos funcionais sdo classificados de acordo com as fungdes metabodlicas e/ou
fisiologicas exercidas. Segundo Roberfriod (2000), para que seja classificado como funcional,
o alimento precisa apresentar de forma convincente, efeitos benéficos em uma ou mais fungdes
do organismo, adaptando-se a nutri¢ao e, a sua maneira, reduzindo o risco de doengas e
proporcionando satde e bem estar. No Brasil, essa especificagdo deriva da “alegagdo de
propriedade funcional” e ndo estabelece o alimento funcional propriamente dito (BRASIL,
1999).

Dessa forma, alimentos funcionais podem ser considerados como aqueles que
colaborem com a prevencao de distirbios homeostaticos, promovendo satde por intermédio de
acoes ou efeitos que vao além da nutricao basica.

De acordo com Salgado (2017), existe uma exigéncia crescente de consumidores
buscando alimentos que possuam caracteristicas sensoriais agradaveis e que tragam beneficios
a saude, preferencialmente por meio da prevencdo de doengas. Segundo a autora, este fato
resulta da cuidado dos consumidores na tentativa de amenizar o risco para o desenvolvimento
de patologias associadas a transformagao dos hébitos alimentares da populacdo ocorrida nas
ultimas décadas.

Além disso, o baixo indice de doengas nem alguns grupos populacionais despertou
interesses para o entendimento da relacdo entre alimentacdo e saude. Os orientais, com intenso
consumo de soja, rica em fitoestrogenos, apresentando baixo indice de cancer de mama. Os
esquimos, com o consumo predominate de peixes fontes de 6mega 3 e 6, e os franceses com o
consumo habitual de vinhos, t€ém baixa incidéncia de problemas cardiacos. Além disto, frutas e
verduras sao consumidas em prevaléncia, culminando em excelentes desfechos na redu¢do do
risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares e oncoldgicas, j4 comporvados por
pesquisas epidemiologicas (ANJO, 2020).

Portanto, ¢ de especial interesse que a industria de alimentos busque inovar na
elaboracdo de produtos, incentivando a investigagdo de compostos bioativos, bem como de
outras pesquisas que viabilizem o uso desses compostos em alimentos e dessa forma possibilite
ao consumidor uma maior multiplicidade de produtos a sua escolha, respondendo de forma

habil a demanda do mercado.

3.9 Analises fisico-quimicas (CLAE, CG-EM)

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separacdo que consiste na

passagem dos constituintes de uma amostra apos diferentes interagdes, entre duas fases que nao
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se misturam, fase estacionaria e fase movel. A partir da heterogeneidade entre essas fases, pode-
se analisar uma diversidade de compostos e realizar estudos como a avaliagdo da conformidade
de produtos farmacéuticos, identificar fraudes em alimentos, como azeite de oliva e leite, por
exemplo (CARVALHO et al., 2007).

Diversos métodos de separacdo vém sendo utilizados para isolar, quantificar e
qualificar compostos quimicos presentes em uma determinada matriz. Entre esses métodos
destacam-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectometria de Massas (CG-MS). Por meio do isolamento, quantificacdo e
qualificacdo dos compostos, pode-se definir as técnicas cromatograficas como multivalentes e
com significativa aplicagdo (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998; PERES, 2002).

Diante disso, observa-se que os métodos fisico-quimicos sdo de fundamental
importancia para as analises qualitativas e quantitativas em diversos processos industriais e

pesquisas cientificas (LOPES; FASCIO, 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Material vegetal e producio do extrato

O material vegetal, Acmella ciliata, foi coletado em uma horta comunitaria
localizada no bairro Lagoa Redonda na cidade de Fortaleza — CE, sob as coordenadas -
3.811899, -38.446418. A planta foi identificada, ¢ uma exsicata foi depositada no Herbario
Prisco Bezerra (EAC) da Universidade Federal do Cearéa sob o nimero EAC 62377.

Figura 4 — Classificagdo botanica do material vegetal
Acmella ciliata (Kunth) Cass.)
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Fonte: Herbario Prisco Bezerra (2019).

Laboratorio de Frutas e Hortali¢as da Universidade Federal do Ceara, onde foram lavadas em
agua corrente para retirada de residuos. Em seguida, partes aéreas (folhas, caules e capitulos
florais) da planta foram juntamente submetidas ao congelamento a -50 ° C e liofilizadas a -50 °
C sob vacuo de SmTorr (9,67 x IO5 psi) em secador Labconco Freeze Dry-5 (Labconco, MO)
até secagem completa (RODRIGUES et al., 2006).
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Para a obtencdo do extrato, a metodologia utilizada foi a descrita por Yamane
(2016) com modificagdes. O material previamente selecionado e liofilizado, foi pulverizado em
um Termomix Yammi (SPM-018) até a obtencao de um po6 fino (480g).

O material resultante foi submetido ao procedimento de extracao etanolica, ficando
em repouso em solucdo etandlica 96% durante 5 dias, ao abrigo de luz, na concentragao 1:5
(matéria prima: solvente). A solugdo extrativa resultante foi filtrada sob vacuo em funil de
Biichner com papel de filtro e depois concentrada utilizando um evaporador rotativo (TECNAL
—TE/211, Brasil).

Apobs concentragdo, o material foi liofilizado e pesado, resultando em 22,8g de
extrato etanolico bruto de jambu e foi acondicionado em recipiente de vitro ambar, estéril e
mantido em freezer convencional (-12 °© C) ao abrigo de luz, at¢ o momento das andlises. O

processo de obtencao do extrato etanodlico de jambu estd brevemente descrito na Figura 5.

Figura 5 — Fluxograma demonstrativo do processo de obtencao do EEJ (Acmella ciliata)
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Fonte: A autora.

4.1.2 Rendimento do extrato

No calculo do rendimento do extrato, foi utilizado o peso da planta seca e o peso do
extrato liofilizado. Os valores foram inseridos na equagao abaixo, conforme Rodrigues et al.

(2011).
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R (%) =EL/PS x 100
Onde,
R = Rendimento global do extrato (%);
ES = Peso do extrato liofilizado (g);
PS = Peso da planta seca (g).

4.2 Caracterizacao do extrato

4.2.1 Quimica, equipamentos e procedimentos gerais

O isolamento do padrao de espilantol foi realizado no Laboratério de Anélises
Cromatograficas e Espectrocopicas da Universidade Estadual do Ceara (LACES) localizado na
cidade de Fortaleza-Ceara-Brasil. A caracterizacdo quimica foi realizada comparando os
cromatogramas obtidos por GC-MS com dados da literatura. Os solventes usados para a
extracdo foram de grau analitico (Vetec®), e nas analises por CLAE foram utilizados solventes
de grau CLAE (J.T. BAKER®). A agua foi purificada com um sistema (Direct-Q 3 UV). Todas
as amostras e solugdes preparadas para analises por CLAE foram filtradas em membrana de
nailon de 0,45 um e filtro de membrana de 0,22 pm (Millipore), respectivamente, antes do uso.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.2.2 Isolamento, quantificacdo e identificacdo do espilantol

O espilantol, principal substancia bioativa da planta, estd disponivel comercialmente, no
entanto, ¢ vendido com uma pureza isomérica de 80% a valores significativamente altos,
chegando a custar $ 250,00 para 1 mg ou $ 2.400,00 para 10 mg (SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY, 2020). Portanto, para a realizagdo da andlise de quantificagdo, foi
utilizado um padrdo de producdo propria, e realizados procedimentos de identificagdo e
1solamento de acordo com a metodologia descrita por Boonen ef al. (2010) com modificagoes,

conforme descrito no fluxograma de fracionamento e identificagao do espilantol (Figura 6).
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Figura 6 — Fluxograma de fracionamento e identifica¢do do espilantol
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Fonte: Elaborado pela autora.
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O espilantol foi isolado do EEJ por sistema de CLAE semi-preparativo. O sistema
de CLAE consistia em um Cromatografo Liquido Shimadzu SPD-10AVP (Shimadzu
Corporation, Téquio, Japao), com um detector UV-VIS, conectado a um computador
executando o software LC solucao 1.22 SP1 e as seguintes condi¢des cromatograficas: coluna
Supercosil LC-18 (250x10mm, Sum), tempo de execucao 15min, comprimento de onda 254nm,
taxa de fluxo 5,00 mL / min, metanol de fase mével (70%) com 30% de agua deionizada, o
extrato etanolico de jambu (17,8mg) dissolvido em metanol (10mL), que a solugao foi filtrada
através de um filtro de membrana de 0,45 pm antes da inje¢gao (BOONEN et al., 2010).

As curvas de calibracao dos padrdes foram construidas (no Microsoft Office Excel
2010) por meio da média das areas de picos versus as concentracdes utilizadas.

A curva de calibragdo com a equagdo para quantificacdo de espilantol do extrato
analisado est4 representada na Figura 7. O coeficiente de correlagdo (R?) obtido foi de 0,9988,
indicando comportamento linear na faixa de concentragdo avaliada. A equacdo da reta obtida

por regressdo linear conforme a Equacdo 1: Y = 1 x 107x + 200878
Onde,
Y = érea dos picos;

x = concentragdo de espilantol (mg/mL).

Figura 7 — Curva de calibragdo utilizada na quantificacdo de espilantol no extrato

de jambu.
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A Cromatografia liquida de alto desempenho (CLAE-DAD) foi realizada com um
sistema CLAE Shimadzu Prominence Auto Sampler (SIL-20A) (Shimadzu, Kyoto, Japao),
equipado com bombas reciprocas Shimadzu LC-20AD conectadas a um degaseificador DGU
20A5 com um CBM 20A integrador, detector de matriz de diodos SPD-M20A e solugdo LC
1.22 SP1 software. As analises cromatograficas foram realizadas usando uma coluna de fase
reversa Shim-pack CLC-ODS (M) (250x4,6 mm, 5 um). A vazdo foi de 1,0 mL / min, com
volume de inje¢ao de 20uL. e comprimento de onda de 254nm. A solugdo estoque de espilantol
de referéncia padrao foi preparada no metanol CLAE na faixa de concentracao de 0,0139-
1,78mg / mL, também eluida com um sistema de fase movel isocratica, que consiste em fases
moveis de metanol e a4gua deionizada (70:30, v/ v), B e A correspondentemente (BOONEN et
al., 2010).

Os picos das cromatografias foram confirmados comparando seu tempo de retencao
com o do padrao de referéncia e por espectros DAD (254 nm). O EEJ foi analisado por
dissolugdao em metanol a uma concentracao de 20,00mg / mL.

A andlise quimica dos constituintes do oOleo essencial foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) com um cromatdgrafo
Shimadzu QP-2010 Ultra empregando as seguintes condicdes: coluna Rtx-SMS (Crossbond
5%, difenil / 95% dimetil polissiloxano) com 30m x 0.25 mm x 0.25 pm df; gas de arraste He
(24,2 mL/min, no modo de velocidade linear constante); a temperatura do injetor foi de 250 °C,
em modo split (1: 100), e a temperatura do detector foi de 250 °C. A temperatura da coluna foi
programada para 35-180 °C a 4 °C / min, depois 180-280 °C a 17 °C / min e a 280 °C por 10
min; espectro de massa: impacto de elétrons 70 eV. A amostra foi injetada em volume de 1uL
(Barros et al., 2015).

Os compostos foram identificados por seus tempos de retengdo relativos em CG a
compostos conhecidos e por comparacao de seus espectros de massa com aqueles presentes no
banco de dados do computador (NIST) e na literatura publicada (SPARKMAN, 2005).

Com os resultados das areas obtidas a partir do CG-MS, foi realizada a identificacao

do espilantol a partir das fragmentagdes apresentadas no grafico do espectro.

4.3 Determinac¢ao dos compostos fendlicos totais e atividade antioxidante (DPPH e ABTS)

As andlises de compostos fendlicos totais foram realizadas no Laboratdrio de Frutos

e Hortalicas do Departamento de Engenharia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal do Ceara.
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Os polifendis totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu (Sigma
Aldrich, Saint Louis, EUA), conforme metodologia descrita por Larrauri, Rupérez e Saura-
Calixto (1997) através da leitura do extrato bruto em um espectrofotometro (Shimadzu, modelo
UV-1800) a 700 nm. A analise foi feita em triplicata, sendo utilizada uma curva padrao
preparada com 4cido galico como referéncia. Os resultados estdo expressos em microgramas
de 4cido galico por miligrama de extrato.

A determinagdo da atividade antioxidante foi realizada pelos métodos ABTS "7, e
DPPH. O extrato utilizado para as analises foi o mesmo utilizado para a determinacao de
polifendis totais.

A andlise de sequestro do radical ABTS " foi realizada de acordo com o método
desenvolvido por Miller et al. (1993) adaptado por Rufino et al. (2007). Foi preparada uma
solucdo cationica de ABTS misturando-se partes iguais (v:v) de solugdo de ABTS 7mM e
persulfato de potassio 145mM que ficou reagindo ao abrigo de luz e em temperatura ambiente
por 12 a 16 h antes do uso. Apds a formagdo do radical ABTS " a solugdo foi diluida com etanol
e posteriormente, foram adicionados adicionados 30 pL de amostra a 3 ml de ABTS *. A
determinagdo da absorbancia da amostra foi realizada ap6s 6 minutos de reagdo através de
leitura em espectofotometro de marca SHIMADZU (UV- 1800). Como antioxidante padrao,
foi utilizado como referéncia o Trolox. Os resultados foram expressos como Atividade
antioxidante Equivalente ao Trolox - (TEAC) (&cido 2- carboxilico -6- hidroxi -2,5,7,8 -
tetrametilcromano), em pM/g de amostra.

A analise de captura do radical DPPH foi realizada através da metodologia descrita
por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), com modifica¢des. Aliquotas de 0,5mL do
extrato foram colocadas em tubos de ensaio diferentes, contendo 5,5mL da solugdo de DPPH
em metanol (0,1M). Posteriormente, os tubos ficaram em repouso, ao abrigo de luz, e ao final
de 15, 30, 45 e 60 minutos, a absorbancia foi aferida. A capacidade de capturar o radical, foi
expressa através do célculo do valor do ECso (quantidade de amostra suficiente para reduzir em

50% a concentracdo inicial do radical DPPH).

4.4 Determinacio da atividade antimicrobiana — Difusdo em agar

O potencial antimicrobiano foi avaliado por meio do método qualitativo de difusao
em agar de acordo com a metodologia descrita por Porfirio ez al. (2009), com breves adaptacdes
e seguindo-se as recomendac¢des do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,
2017).
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As andlises supracitadas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Engenharia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Ceard. As cepas foram fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia
de Alimentos (LMA) da Universidade Federal do Ceara (Fortaleza/CE). Os microrganismos
foram escolhidos por sua importancia para a indistria de alimentos e sdo representantes de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, respectivamente.

As culturas bacterianas utilizadas foram: Escherichia coli ATCC 25922, Listeria
monocytogenes ATCC 19115, Salmonella Enteritidis 1AL 1132, Pseudomonas aeruginosa 1AL
1026 e Staphylococcus aureus ATCC 27664 e ATCC 25923 a partir do método de difusdo em
agar adaptado de acordo com a CLSI (2017). As cepas bacterianas foram cultivadas em agar
tripcase de soja (TSA/Difco) a 35 ° C por 24 horas. Posteriormente, colonias foram separadas
entre 1 ¢ 2 mm de diametro e em seguida transferidas para tubos contendo 5 ml de caldo tripcase
de soja (TSA/Difco), apos este processo, foram incubadas a 35 ° C por 24 horas. A concentracao
do indculo utilizada foi 108 UFC/ml.

As suspensoes bacterianas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio de
cultura agar Miieller Hinton, através da técnica de espalhamento em superficie com o auxilio
de um swab. Posteriormente, foram realizadas microperfuragdes com capacidade aproximada
para a inser¢ao de S0uL de solucdo teste, de acordo com a metodologia descrita por Porfirio et
al. (2009), com breves adaptacdes. O extrato foi inserido nas perfuragdes, em duplicata, e
posteriormente as placas foram incubadas a 37 © C por 24 a 48 horas. A avaliacdo da atividade
antimicrobiana foi realizada pela medi¢ao do halo de inibicdo do crescimento microbiano,
considerando-se como atividade antimicrobiana as concentragdes que apresentaram halos com
milimetragem > 8§ mm. A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi considerada a menor
concentracdo utilizada em que se observou halo de inibi¢do com milimetragem > 8§ mm

(PALMEIRA et al., 2010).

4.5 Toxicicidade — Zebrafish (Danio rerio)

Para a andlise de toxicidade, foram utilizados zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa),
selvagens, ambos os sexos com idade de 60-90 dias, tamanhos de 3.5 £ 0.5 cm e peso 0.4 £ 0.1
g, adquiridos na Agroquimica: Comércio de Produtos Veterindrios LTDA, fornecedor
localizado na cidade de Fortaleza (Ceara, Brasil). Um grupo de 32 peixes foi aclimatados por
24 horas em aquarios de vidro (40 x 20 x 25 cm), contendo agua desclorada (anticloro

ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25 °C e pH 7.0, com ciclo cicardiano de
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14:10 horas de claro/escuro. Os peixes receberam ragdo (Spirulina®) ad libitum 24 horas antes
dos experimentos. Apos a realizagdo dos experimentos, os peixes foram sacrificados por
imersdo em agua gelada (2-4 °C), durante 10 minutos, at¢ a perda da mobilidade opercular
(CONCEA, 2018). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica do Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC), sob protocolo n°
5639090320.

A analise de toxicidade por zebrafish foi realizada a partir da metodologia proposta
por Magalhaes et al. (2017). No momento do experimento, os animais foram selecionados de
forma aleatdria, transferidos para uma esponja Umida e tratados com as amostras testes ou
controle, por via oral (v.0.) (COLLYMORE; RASMUSSEN; TOLWANI, 2013). Em seguida,
os animais foram acondicionados individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150
mL de 4gua do mesmo aquario para repouso. Para os tratamentos via oral foi usada pipeta

automatica variavel de 20 pL com ponteiras estéreis.

4.5.1 Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

O teste de campo aberto foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Ahmad e Richardson (2013), com o objetivo de analisar possiveis altera¢des ou ndo na atividade
locomotora, seja por sedagdo e/ou relaxamento muscular dos animais, conforme ilustrado na
Figura 7. Inicialmente, os animais (n=8/gupo) foram tratados com 20 pL, via oral, de extrato
etanolico de jambu nas concentragdes de 500 ppm, 1.000 ppm e 1.500ppm, e o grupo controle
com agua destilada estéril.

Um grupo de animais sem tratamentos foi incluido (Naive). Apds 1 hora dos
tratamentos, os animais foram realocados em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo a
mesma agua do aquario, marcadas com quatro quadrantes e avaliada a atividade locomotora
através da contagem do nimero de cruzamento de linhas (CL). Fundamentando-se com o valor
do CL do grupo Naive (100%), foi calculado o percentual de atividade locomotora (AL%) de

forma individual durante 0-5 minutos.
4.5.2 Toxicidade aguda 96 h
O teste de toxicidade aguda foi realizado com zebrafish (D. rerio) adulto, de acordo

com a metodologia proposta pela Organisation for Economic Co-operation and Development

(OECD) (OECD, 1992) e Huang et al. (2014) com algumas adaptagdes. Os peixes (n=8/cada)
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foram tratados com 20 pL, via oral, de extrato etanodlico de jambu (500 ppm, 1.000 ppm e
1.500ppm), e o controle com 20 pL agua destilada estéril e deixados em repouso para a
avaliacdo da taxa de mortalidade. Apds 96 horas dos tratamentos, foi observado a existéncia ou
ndo de peixes mortos em cada grupo e determinado a concentracdo letal capaz de matar 50%
dos animais (CLso) através da metodologia matematica Trimmed Spearman-Karber com

intervalo de confianca de 95% (ARELLANO-AGUILAR et al., 2015).

Figura 8 — Fluxograma da avaliacdo de toxicidade por zebrafish
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4.6 Aplicacao do extrato em gelatina vegetal

A gelatina ¢ um produto de origem animal, obtido a partir de um prévio
processamento fisico-quimico do colageno oriundo de bovinos e suinos, amplamente utilizado
em elaboragdes alimenticias. No Brasil, a producdo pouco dispendiosa e o retorno financeiro
consideravel, faz com que sua produgdo seja realizada em grandes proporg¢des. O produto ¢
comercializado com diversos sabores e cores, sendo bem aceito pela populacdo, por ser um
alimento de facil preparo e atraente, principalmente para o publico infantil. Contudo, a
composicdo desse tipo de alimento, o encaixa na categoria de ultraprocessado, contendo
ingredientes pouco usados nas preparagdes culindrias (nimero de ingredientes > 5), como
aditivos, corantes, adogantes e saborizantes artificiais (ALMEIDA; VANALLE; SANTANA,
2012; BRASIL, 2014; FREITAS; MELNIKOV, 2006; NOVADZKI; ROSARIO FILHO,
2006).

A utilizagdo de aditivos alimentares pela industria, garante o provimento de maior
vida util ao alimento, preservando-o por um periodo substancialmente superior quando
comparado ao alimento sem aditivo. Entretanto, o uso desponderado desses compostos, tem
levado ao surgimento de manifestagdes clinicas como alergias, cancer e outras enfermidades
(ALBUQUERQUE et al., 2012; HONORATO et al., 2013).

Os colodides hidrofilicos ou hidrocoldides, comumente chamados de gomas, sdo
polissacarideos de grau alimenticio amplamente utilizados pela industria de alimentos e
também pela induastria farmacéutica e de alimentos devido as suas propriedades gelificantes,
espessantes, emulsificantes e estabilizantes. A utilizagdo de dois ou mais hidrocoldides ¢
comum na industria alimenticia, devido a existéncia de sinergia entre eles (SANDOLO et al.,
2007).

Essa combinacao ¢ de fundamental relevancia, uma vez que, alguns hidrocoléides,
se utilizados separadamente, perdem parte de sua for¢ca de gelificacdo ou até mesmo ndo
formam géis (FERREIRA et al., 2013; FRANCK, 2002; HE et al. 2017). Uma combinagao
classica entre hidrocoloides € a utilizacao de goma carragena juntamente com goma de alfarroba
que possibilitam a formagao de géis ténues e limpidos, proporcionando o desenvolvimento de
produtos com caracteristicas de textura e firmeza novas ou melhores (BORGES;
VENDRUSCOLO, 2008; KATZBAUER, 1998).

Por outro lado, o uso popular de plantas medicinais, representa uma pratica
complementar a terapia medicamentosa e vem se intensificando ao longo dos tltimos anos. O

jambu (Acmella ciliata) ¢ uma planta popularmente utilizada na culinaria da regido norte do
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pais, tanto para culinaria quanto como planta medicinal no tratamento de dor de dente, garganta,
nefrolitiase e desordens na bexiga (ELDIN, 2001; HOMMA et al., 2011; SOUZA et al., 2019;
YAROM et al., 2013).

A maioria dos autores atribuem as atividades bioldgicas do jambu a presenca do
espilantol, sendo este o responsavel pela quantidade expansiva de estudos envolvendo a planta,
uma vez que, diversas atividades biologicas j& foram identificadas como atividade
antinflamatéria (BAKONDI et al., 2019), estimulo a atividade de mineralizagdo Ossea
(WIDYOWATTI et al., 2020), efeito anestésico (PRACHAYASITTIKUL et al., 2013),
antinoceptivo (RIOS; AGUILAR-GUADARRAMA; DEL CARMEN GUTIERREZ, 2007),
antimutagénico (ARRIAGA-ALBA; RIOS; DECIGA-CAMPOS, 2013), antifingico e
antimicrobiano (CRUZ et al., 2014) antiplasmddico (SILVEIRA et al., 2016) entre outros.

O jambu ainda ¢ consumido por ser uma consideravel fonte de ferro (AGUIAR et
al. 2014) podendo ser uma alternativa complementar ao tratamento de anemias e também ¢
fonte de compostos fenolicos que podem exercer fungdo antiradicais, contribuindo para a
redu¢do de danos oxidativos oriundos das EROs (TANIA et al., 2015).

Diante desse contexto, neste trabalho, decidiu-se pela elaboragcdo de um produto de
facil preparacdo, composto exclusivamente por produtos de origem vegetal, a saber, Gelificant
Vegetal Sosa ® (100% natural) composto por goma carragena e goma de alfarroba, suco de uva
integral, xilitol e agua, objetivando-se a exclusdo de aditivos artificiais, fatores alergénicos
inerentes as proteinas de origem animal, e, ndo obstante, elaborar um alimento com agregagao
de beneficios a satde humana por meio da utilizagdo de fibras alimentares soltiveis, presentes
no gelificante vegetal (gomas) e no extrato de jambu (rGAL), além dos compostos bioativos

presentes tanto no suco de uva integral como no extrato de jambu.

4.7 Analise sensorial

4.7.1 Grupo focal

Para a determinagao das concentracdes de extrato bruto de jambu a serem utilizadas
nas amostras de gelatina, foi realizada uma apuragdo sensorial prévia e de carater qualitativo
exploratdrio por meio de um grupo focal, seguindo-se a metodologia descrita por Arruda et al.
(2006).

O grupo focal constitui-se de uma reunido informal com a participagdo de 6 a 12

pessoas, que, de forma dinamica, discutem sobre aspectos qualitativos de um novo produto. A
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reunido ¢ dirigida por duas pessoas, um moderador que destaca os topicos abordados no roteiro
e, através de taticas de investigacdo, busca extrair as opinides, preferéncias e sugestdes dos
participantes quanto ao produto avaliado (GOMES; BARBOSA, 1999).

Deste modo, com o objetivo de identificar preferéncias quanto aos atributos
sensoriais das amostras de gelatina vegetal e adicionar possiveis melhorias ao produto, foi
realizado o pré-teste de grupo focal, com 8 participantes nao treinados, onde foram avaliadas 7
formulagdes.

Para realizacao do grupo focal, foram seguidas algumas fases. Na primeira fase
determinou-se a concentragdo de gel vegetal a ser utilizada de forma que obtivessemos uma
textura equivalente a de uma gelatina tradicional, em seguida, definiu-se a concentracao de EEJ
a ser adicionada no produto. Escolheu-se 7 formulagdes com as seguintes concentragdes: 9mg,
15mg, 30mg, 50mg, 100mg, 150mg (por por¢do de 120mL) e uma amostra controle (sem a
adicao de extrato).

A segunda fase constituiu-se na elaboragdo de um roteiro com questdes sobre o
produto a serem exploradas pelo mediador. As perguntas foram elaboradas em concordancia
com os aspectos pretendidos relativos ao produto. Na fase seguinte, convidou-se os alunos
matriculados no curso de Engenharia de Alimentos para participagcdo na sessao.

Na quarta fase realizou-se a sessdo do grupo de foco na qual foi conduzida por um
moderardor que descreveu o objetivo da sessdo aos participantes e deu continuidade ao roteiro
de perguntas, onde foram abordados os seguintes topicos: aparéncia/cor, aroma, textura e sabor,
além do hébito de consumo de gelatina por parte dos participantes. Os dados revelados na sessao
foram salvos em gravagdes e anotagdes, foram lidos, escutados, analisados e discutidos, e em
razao do carater qualitativo das informagdes, ndo houve analise estatistica.

Na tultima fase, apos avaliacao dos dados obtidos, foram escolhidas para a andlise
sensorial, as formulacdes que apresentaram melhor aceitabilidade.

A aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Ceard/PROPESQ referente a este trabalho teve como Certificado de Apresentacdo de
Apreciagdo Etica (CAAE) n°® 41822420.2.0000.5054 conforme norma regulamentadora para

pesquisas com seres humanos do Conselho Nacional de Saude (Ministério da Saude).
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4.8 Bioacessibilidade

O teste de bioacessibilidade foi realizado no Laboratério de Frutos e Hortalicas do
Departamento de Engenharia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Ceara.

As digestdes foram realizadas com as amostras de gelatina contendo concentragdes
de 7,5% (9mg extrato), 12,5% (15mg de extrato) e 25% (30mg de extrato), utilizando fluido
gastrico e fluido intestinal simulados, ambos preparados de acordo com procedimentos
descritos por Verruk et al. (2015), com adaptagoes.

Foram preparados fluidos para a simulag¢do da fase gastrica onde foram dispersas
6,4 g de pepsina e 2 g de cloreto de sddio em agua destilada. Em seguida foi adicionado 7 mL
de acido cloridrico (PA) e o volume completado para 1000 mL com agua destilada. Suspendeu-
se 120 g de amostra em 200 mL de fluido gastrico simulado e o pH final do foi ajustado para 2
com solucdo de HCI (PA). A amostra foi agitada em um banho termostatico, sob agitacao
intermitente a 37 © C, por 2 horas.

Para a elaboragdo do fluido intestinal simulado, foram dispersas 1,25 g de
pancreatina e 6,8 g de fosfato de potassio monobésico em agua destilada. Em seguida foram
adicionados 77 mL de cloreto de sodio (0,2 M) e o volume foi completado para 1000 mL com
agua destilada. Ao término do processo simulado de digestao gastrica, a solucdo resultante foi
filtrada e suspendida em 200mL de fruido intestinal simulado. O pH final do fluido intestinal
simulado foi ajustado para 7,5 com solucdo de NaOH (5 M) e a amostra agitada em um
termostato a 37 © C, por 2 horas.

A didlise foi realizada por duas horas em membranas de didlise (33 x 21 mm,
peso molecular: 12.000-16.000, porosidade: 25 Angstrons - INLAB, Brasil) contendo NaHCO3
0,1 mol L' equivalente a acidez titulavel. Apds ajuste do pH, as membranas de didlise foram
adicionadas e agitadas em banho com termostato a 37° C por 30 minutos, em seguida, foi
acrescentado 5,0 mL de solu¢do de pancreatina e sais biliares que ficaram sob agitacdo em
banho a 37 ° por 2 horas. Esta etapa simulou a digestao de alimentos no intestino. Ao final desta
etapa o conteildo da membrana (dialisado) foi entdo removido e a amostra armazenada a -20 °

C para posterior quantificacdo de espilantol via CLAE.
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4.8.1 Percentual Bioacessivel

Ap0s os procedimentos de digestao simulada das amostras contendo concentragdes
de 7,5% (9mg extrato), 12,5% (15mg de extrato) e 25% (30mg de extrato), foi realizada a
quantificagdo por CLAE e calculada a porcentagem de espilantol que ficou disponivel para

absorc¢ao (PDE), através da seguinte equacao (LOPES NETO et al., 2017):

PEB (%) = (CEd/CEa) x 100
Onde,
PEB: Fragao bioacessivel de espilantol;
CEd: Concentracao de espilantol apos a digestdo gastrointestinal in vitro;

CEa: Concentracao de espilantol antes da digestao gastrointestinal in vitro.

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrao. O teste F e a analise
ANOVA foram utilizados como critérios significativos para os modelos ajustados. O teste de
Tukey foi utilizado para determinar as diferengas significativas entre as amostras (p <0,05).

O teste F e a andlise ANOVA foram utilizados como critérios significativos para os
modelos ajustados. A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software Statistica

10.0 (StatSoft).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do extrato

O célculo do redimento do extrato foi realizado conforme descrito anteriormente no
item (4.1.2) (R (%) = 22,8/480X100) e o resultado obtido foi de 4,75%.

Dias et al. (2012), obtiveram um percentual de rendimento semelhante ao
encontrado neste estudo. Os autores analisaram o rendimento do extrato das flores de Spilanthes
acmella obtido por método de extragdo por fluido supercritico e tiveram como resultado o
percentual de 4,82% para o rendimento do extrato. J& Yamane et al. (2016), avaliando o
rendimento do extrato etanodlico de Acmella oleracea, encontraram um percentual de
rendimento de 3,7% e Franca et al. (2016), alcangou como maior percentual entre os extrados
avaliados o valor de 3,09%.

Com base nas informagdes apresentadas acima, pode-se observar que o percentual
de redimento dos extratos do género Acmella, comumente sdao identificados em valores

semelhantes.
5.2 Caracterizacao do extrato etanolico de jambu
5.2.1 Isolamento, quantificacdo e identificacdo do espilantol
Os cromatogramas obtidos através da andlise do padrdo isolado de espilantol e
extrato etandlico de jambu (EEJ), sdo mostrados nas Figuras 9 e 10, respectivamente. O pico

majoritario marcado na Figura 9 (RT min 10,144) corresponde ao espilantol, j& na Figura 10 o

pico do espilantol ¢ apresentado no RT min 10,147.
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Figura 9 — Cromatograma e curva de calibragdo do padrao de Espilantol obtido
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Fonte: A autora.
(A) Cromatograma do padrao de Espilantol obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (RT min: 10,144) Area: 2620523; Comprimento de onda: 227nm. (B) Curva UV do

padrao de Espilantol. Pico 1 - obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(RT min: 10,147).

Figura 10 — Cromatograma e curva de calibracdo do EEJ obtido por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Fonte: A autora.

(A) Cromatogyama do Extrato Etandlico de Jambu obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (RT
min: 10,147) Area: 17438399; Comprimento de onda: 227nm. (B) Curva UV do Extrato Etanélico de Jambu. Pico
1 - obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (RT min: 10,147).
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5.2.2 Curvas de calibragdo, precisdo, linearidade, limite de deteccdo (LOD) e limite de

quantificacao (LOQ)

As concentragdes calculadas das moléculas encontradas em EEJ, foram expressas
em termos de Média + DP (mg / g). Os padrdes foram executados em diferentes concentragdes
e considerados lineares na faixa com um coeficiente de determinacao (R?) de 0,9988 atendendo
aos critérios minimos para aceitacao, estabelecidos pela Resolugao n® 899 da Agéncia Nacional
de Vigilania Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003). O limite de deteccao (LOD) e o limite de
quantifica¢do (LOQ) foram medidos com a relagdo sinal-ruido (S / N) de 3 e 10 como critérios,
respectivamente (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 2012). A caracterizagdo quimica do
espilantol padrao foi realizada comparando GC-MS com dados da literatura. Os parametros

obtidos na validacdo dos métodos sao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Limite de deteccdo, Limite de quantificacdo, Linearidade, Coeficiente de
determinagdo ¢ Tempo de retencao do espilantol (n = 6).
Parametro LOD (pg/mL) LOQ (ng/mL) Linearidade R? RT min

Espilantol 0.434 0.868 y=1.10"x + 200878 0.9988 10.14

Fonte: Elaborada pela autora.
y = a concentragdo em mg / mL; x = area do pico no comprimento de onda UV designado.

O limite de deteccdo determina a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada, porém, ndo obrigatoriamente, podera ser quantificada em um determinado sistema
experimental (CASSIANO et al., 2009). O LOD foi realizado pela analise do padrao isolado e
foi determinado e 0,434 pg/mL. O limite de quantificagao determina a menor concentragcao do
do analito que pode ser mensurada (LENG; HAW; LAI-KENG, 2004). O LOQ foi realizado
pela andlise do padrao isolado e foi determinado e 0,868 pg/mL.

Conforme mostrado nos cromatogramas, o comprimento de onda de absorbancia
maxima (4 max) foi de 227 nm, consistente com o valor semelhante publicado para espilantol
por Nakatani e Nagashima (229nm) (1992) e Bae et al. (229nm) (2010). De acordo com
Jacobson (1957) o valor de absorbancia maxima do espilantol ¢ de 228,5. Todos os resultados
sdo semelhantes.

Com os resultados das areas obtidas a partir do CG-EM, foi realizada a identificacao
do espilantol a partir das fragmentagdes apresentadas no grafico do espectro, conforme

demonstrado na Figura 11.
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Figura 11 — Cromatograma do padrdo de Espilantol obtido por CG-EM
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Fonte: A autora.

De acordo com a Figura 11, o espectro de massas identifica o espilantol nos
seguintes tempos de retengdo 37.299, 37.434, 37.492 e 37.574 N-Isobutyl-2(E),6(Z2),8(E)-
decatrienamida. Ainda com base no cromatograma apresentado acima, foi possivel constatar o
pico de maior intensidade do espilantol no tempo de retencdo de 37.299 minutos e determinar
a pureza do padrao isolado em 83,60%. Além disso, foi constatado um teor de 86,83 + 1,07 mg
de espilantol/g de EEJ. A concentragdo de espilantol encontrada no presente estudo ¢
equivalente aos teores encontrados por Cheng et al. (2015).

No estudo os autores avaliaram o teor de espilantol no extrato etandlico de Acmella
oleracea e encontraram a concentragdo de 84,52 + 0,81 mg / g do extrato etandlico, valores
praticamente idénticos aos valores observados nesta pesquisa.

Em estudo sobre métodos distintos de crescimento e extragdo de Acmella
oleracea (L.) RK Jansen para a avaliagdo do aumento das concentragdes de espilantol, Franca
et al. (2016), observou que, nas diferentes condi¢des de cultivo, ocorreu uma maior
concentragio de espilantol no material vegetal aclimatado (0,954mg/mL ') seguido do
cultivado em campo (0,465 mg/mL - ') e, por fim, no cultivo in vitro (0,098 mg/mL "~ '), em
outros estudos, os extratos em etanol (65%) de toda a planta, apresentaram maior concentragao
de espilantol (1,030mg/mL) (BOONEN et al., 2010). Os resultados apresentados demonstram
que, variacdes como sazonalidade, ciclo circadiano, idade e desenvolvimento da planta, clima
e tipo de solo, interferem no contetido de metabolitos secundarios (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). Isso leva a concluir que a produgdo de metabdlitos secundarios de uma planta, esta
intimamente relacionada aos fatores externos presentes no ambiente de cultivo, que leva a
alteragcdes na composicao e na quantidade dos referidos metabolitos.

Segundo Cardoso e Garcia (1997), a temperatura média para o Otimo

desenvolvimento vegetativo do jambu, varia entre 15 a 20 ° C, porém o mesmo descreve que a
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planta desenvolve-se bem em temperaturas elevadas, o que explica o cultivo prolifero da
cultivar em diferentes regides do pais. Para os mesmos autores, ciclos pluviais fortes e
excessivos, facilitam a manifestacdo de doencas, causando danos a planta e induzindo o
carreamento de nutrientes para o solo, limitando sua produtividade.

Velozo et al. (2007) observaram, em estudo sobre o dleo essencial de flores de
jambu, a presenga de 15,16% de espilantol. Os valores de espilantol descritos por estes autores,
estdo muito acima do valor encontrado no presente estudo (8,68%), porém, sdo justificaveis
uma vez que os mesmos utilizaram como matéria de partida para a produgao dos seus extratos,
as inflorescéncias das plantas que, segundo Dubey ef al. (2013), possuem a maior concentracao
de espilantol em relagdo as demais partes, o que pode ser explicado, ainda, no estudo de Velozo
et al. (2007) o achado de 1,46% do composto, no oleo essencial das folhas de jambu.

O método extrativo e os solventes utilizados exercem influéncia direta na eficiéncia
da extracdo. Uma pesquisa realizada por Marchesini et al. (2020) avaliou a influéncia do
espilantol na atividade acaricida de Acmella oleracea. No estudo, foram avaliados extratos
produzidos com solventes de diferentes polaridades como metanol, hexano, diclorometano e
acetato de etila, a partir do processo de extragdao liquido-liquido, no qual os componentes da
planta foram transportados e isolados de acordo com a afinidade do solvente.

Foram observados diferentes percentuais de espilantol (0,0% 24,5%, 48% e 100%
de espilantol). O espilantol tem carater anfifilico, podendo ser extraido por meio de solventes
com polaridades diferentes, como etanol, hexano e metanol (BOONEN et al., 2010;
RAMSEWAK; ERICKSON; NAIR, 1999).

Em processos de obtengdo de extrato de jambu, bem como o isolamento do
espilantol, de acordo com a literatura, quase sempre, sdo utilizados como solug¢do extrativa
solventes organicos como hexano, metanol e acetato de etila (RAMSEWAK; ERICKSON;
NAIR, 1999) ou uma combinagao de solventes de diferentes polaridades (DELARCINA et al.,
2007; SHIMADA; GOMI, 1995).

Balieiro et al. (2020), em extenso estudo da extracdo do espilantol, utilizou quatro
solventes (metanol, etanol, aceto nitrila e dgua) em diferentes misturas e, ao investigar a
eficiéncia de extragao de cada solvente e mistura de solventes, identificou o etanol como o de
melhor eficiéncia para extrair o espilantol, os autores também observaram que, o etanol, além

de possuir uma menor toxicidade, com ele, foi possivel extrair uma grande quantidade de
espilantol utilizando um pequeno volume de solvente (10g flores de jambu/25mL de etanol) e

produzir um extrato altamente concentrado.
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A metodologia de extracdo por meio da utilizacdo de solventes, consiste na
separagdo seletiva de compostos em suas diferentes polaridades, entretato, conforme Hui
(1996), o risco de geragdo de residuos toxicos ao organismo e também ao ambiente, deve ser
levado em consideragdo na preparagao desses extratos. Neste sentido, o uso do etanol como
solvente extrator corrobora para uma producdo menos onerosa, ¢ considerando trabalhos
anteriores na obtecdo de espilantol, o etanol foi utilizado como solvente de extracdo para este
estudo, pois além de ser um solvente atoxico, segue principios da quimica verde (NOMURA et
al.,2013; SHARMA et al., 2011; YADAV et al., 2011).

Conforme descrito acima, pode-se assegurar que a literatura majoritaria na obtecao
de extrato de jambu, bem como no isolamento de espilantol, utiliza-se de partes separadas da
planta, especificamente suas inflorescéncias. Além disso, observa-se também o uso
predominante de solventes organicos, nocivos a saide humana. Nesse cenario verifica-se que,
estudos para obtengdo de espilantol utilizando a planta inteira, ainda podem ser considerados
escassos e devem ser estimulados, evitando-se o desperdicio, auxiliando para o aproveitamento
integral da planta e reduzindo maleficios a0 meio ambiente. A substitui¢do dos solventes
extratores também deve ser encorajada, almejando-se a eliminacao da possibilidade de ingestao

de residuos desses solventes.

5.3 Compostos fenolicos totais e atividade antioxidante (DPPH e ABTS)

Algumas substincias presentes nos alimentos, vao além da sua capacidade
nutricional e possuem a propriedade de trazer beneficios a satide humana, estes sdo os chamados
compostos bioativos. Nas plantas, esses compostos comumente encontrados em pequenas
quantidades, sao substancias que resultam do metabolismo secundario e atuam como agente de
protecao, o que lhes confere uma fungao essencial na reprodugdo da planta, frente a resisténcia
aos fatores ambientais como o ataque de micro-organismos e pragas (KENNEDY;
WIGHTMAN, 2011; VERMERRIS; NICHOLSON, 2007).

Dentro da classe de compostos bioativos, os compostos fenolicos (acidos fendlicos,
flavonoides, antocianinas e taninos, etc) frequentemente sao estudados. Esses compostos sdao
responsaveis por numerosas atividades biologicas, atuando como veiculo de prevengdo de
doengas, através de propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas, antitumorais e prote¢ao
das células contra a acdo oxidativa de radicais. A capacidade dos compostos fendlicos em

sequestrar radicais livres, desperta interesses que crescem ano apos ano, em razdo das



50

funcionalidades inerentes a eles (CHOI et al., 2018; GERARDI et al., 2016; HUANG et al.,
2012).

Estudos epidemioldgicos demonstram que, a ingestdo habitual de alimentos ricos
em compostos bioativos ¢ um fator importante na reducao do risco de desenvolvimento de
doencgas cronicas nao transmissiveis (DCNT). Dessa forma, a avaliacdo da capacidade
antioxidante presente nos extratos vegetais, torna-se de fundamental importancia, pois a
atividade sequestrante de radicais livres, se relaciona intimamente com a defesa das membranas
celulares dos organismos vivos podendo atuar na quimioprevengao destes (BAMIA et al.,
2015).

Conforme demonstrado na Tabela 4, no presente estudo observou-se que o EEJ
apresentou concentracao de 1053,27+ 3,88 mg EAG / 100g EEJ para compostos fendlicos, e
atividade antioxidante de 117,54 & 3,69 uM Trolox/g EEJ para ABTS e ECso 46 + 8,08 mg/mL
para DPPH.

Tabela 4 — Resultados obtidos para CFT, ABTS e DPPH do EEJ

Parametro CFT (mg EAG/100g EEJ) ABTS (uM Trolox/g EEJ) DPPH (ECso mg/mL)

EEJ 1053,27 + 3,88 117,54 + 3,69 46 + 8,08

Fonte: Elaborada pela autora.

*Resultados expressos em médias e desvio padrao. ABTS: 2,2- azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico,
expresso em (uM Trolox/g); DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, expresso em g extrato / g DPPH; CTF: Compostos
fenolicos totais, expresso em mg GAE/100 g de extrato.

A investigacao e identificacdo de antioxidantes naturais tem sido objeto de varias
pesquisas que tem por objetivo, auxiliar na prevengao de danificagdes oxidativas. Neste cenario,
os ensaios mais utilizados, de acordo com a literatura, sdo os de captura do radical DPPH e
ABTS. O ensaio DPPH ¢ um método que analisa o potencial dos compostos em transferir
elétrons para um oxidante, baseando-se na analise espectrofotométrica das alteracdes ocorridas
na quantificacdo de DPPH apds sua reagdo com uma determinada substancia antioxidante
(DAWIDOWICZ; WIANOWSKA; OLSZOWY, 2012).

Ja o método ABTS, consiste em monitorar a descoloragdo produzida pela oxidagao
do ABTS"* que apresenta cor esverdeada, em ABTS frente a um composto antioxidante também
via espectrofotometria. Esses tipos de ensaio sdo considerados excelentes pela sua
reprodutibilidade e permitem observar, num plano estabelecido, diferentes comportamentos
antioxidantes de um determinado material e compara-los com uma substincia padrao

(SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2003; TIVERON et al., 2012).
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O ensaio DPPH deste estudo, apresentou um ECso de 46 mg/mL, o que vai em
desacordo com a maioria dos estudos ja publicados na literatura. Romao et al. (2015),
analisando a atividade antioxidante do extrato das flores de Spilanthes acmella, através do
ensaio de captura do radical DPPH, observou que o extrato aquoso da cultivar apresentou ECso
de 307,21 pg/mL e considerou o resultado como atividade antioxidante fraca uma vez que,
estudos de Wongsawatkul ef al. (2008), avaliando a capacidade antioxidante de extrato de
acetato de etila e metanol das partes aéreas de S. acmella, demonstraram capacidade
antioxidante no ensaio de DPPH com ECso de 216 € 223 pg/mL, respectivamente.

Em outros estudos, pesquisadores também encontraram valores de ECso para o
ensaio de DPPH, inferiores ao relatados nesse trabalho. Maimulyanti e Prihadi (2016),
analisando a capacidade antioxidante de trés diferentes extratos de Acmella uliginosa (Metanol,
Acetato de etila e Hexano) e Rodrigues et al. (2009), avaliando atividades bioldgicas do extrato
aquoso das partes aéreas de Baccharis trimera (Asteraceae), obtiveram os resultados de ECso
de 96,83 pg/mL, 123,46 pg/mL e 905,92 pg/mL, e 92,39 ng/mL, respectivamente.

Nesse tipo de ensaio, os menores valores de ECso podem ser avaliados como os de
melhor efetividade antioxidante visto que, para reduzir a concentracao inicial do radical livre
DPPH em 50% ¢ necessaria uma menor quantidade da amostra. A captura pouco intensa
observada neste ensaio ndo ¢ inédita. Dallazen er al. (2020), ao avaliarem o potencial
farmacoldgico do extrato hexanico de Acmella oleracea, verificaram a inexisténcia de atividade
antioxidante no material, corroborando com os valores antioxidantes inferiores encontrados por
este método no presente trabalho.

O valor de ECso mais aproximado ao encontrado neste trabalho, foi observado por
Lalthanpuii, Lalawmpuii e Lalchhandama, (2017) que, analisando as propriedades
fitoquimicas, antioxidantes e antibacterianas de Acmella Oleracea, utilizando extrato obtido a
partir de uma mistura de solventes (hexano, cloroférmio e metanol) via Soxhlet, verificaram o
valor de ECso 13,773 mg/mL. J4 Boontha et al. (2020) obtiveram como ECso 1,2 mg / ml
avaliando os efeitos da maceragdo etanolica (95%) das flores de Spilanthes Acmella.

Segundo Rondanelli et al. (2020), os extratos de Acmella oleracea, obtidos a partir
dos solventes acetato de etila e metanol, sdo mais eficientes na captura do radical DPPH,
ratificando o que foi observado nos estudos de Tanwer, Choudhary e Vijavergia (2010), que
observaram melhores resultados na captura deste radical em extrato metanolico das folhas de
Spilanthes Acmella. Este fato pode justificar a baixa atividade antioxidante apresentada pelo

EEJ pelo método DPPH, uma vez que o material analisado tem como solvente extrator, o etanol.
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Além disso, de acordo com estudo realizado por Dawidowicz, Wianowska e
Olszowy (2012), fatores como o tipo e quantidade de solvente utilizado para a dissolucio do
extrato, a quantidade de 4gua na amostra, bem como a presenca de compostos nao antioxidantes
no ato da medi¢do, podem afetar consideravelmente na quantidade de DPPH nao reagido.

O ensaio de captura do ABTS deste estudo, apresentou melhores resultados para o
potencial antioxidante, com 117,54 uM Trolox/g EEJ. Este resultado distingue-se do resultado
obtido no ensaio DPPH, o que demonstra a variabilidade dos diferentes comportamentos
antioxidantes das substancias presentes nos vegetais, bem como a influéncia do solvente nos
resultados observados.

Swargiary et al. (2019), realizaram um estudo sobre a avaliacdo das propriedades
fitoquimicas de diferentes plantas medicinais, e obtiveram, no ensaio ABTS de Spilanthes
Acmella, o valor de 57,0 uM Trolox/g. Em outros estudos, Weintraub et al. (2020) avaliando a
atividade antioxidante das folhas, raiz, caules e inflorescéncias de Acmella oleracea,
separadamente, obtiveram os seguintes valores: 4,53, 12,20, 16,74 e 13,93 uM Trolox/g, nesta
ordem, e Nascimento ef al. (2020), em pesquisa sobre o perfil fitoquimico de diferentes partes
de Acmella oleracea mantidas sob cultivo hidroponico e convencional, observaram que as
plantas sob cutivo convencional, apresentaram melhores resultados de ABTS 23,43, 14,17,
10,85 uM Trolox/g, folha, flores e caules, respectivamente. Esses resultados demonstram que,
o ensaio ABTS, apresentou-se mais adequado para a identificacdo das caracteristicas
antioxidantes do extrato etandlico de jambu.

Kim et al. (2003) descrevem que a capacidade antioxidante pelo ensaio ABTS ¢é
fortemente correlacionada com o contetdo de fendlicos totais. Floegel et al. (2011) avaliando
o potencial antioxidante de 50 alimentos, considerados fonte desses compostos, observou que
o ensaio ABTS apresentou maior capacidade antioxidante, quando comparado ao ensaio DPPH
nas 18 frutas, 13 vegetais e 19 bebidas analisadas.

Conforme Kim et al. (2002) o método ABTS ¢ aplicado em sistemas antioxidantes
tanto hidrofilicos quanto lipofilicos, por outro lado o ensaio DPPH tem recomendagdo de
aplicacdo em sistemas hidrofobicos. Com base nessa premissa, admite-se que o ensaio DPPH,
apresentaria melhor as caracteristicas antioxidantes do 6leo essencial da planta e devido a alta
solubilidade dos compostos fendlicos e sua correlagdo com o potencial antioxidantes dos
materiais, além do carater anfifilico do espilantol, observa-se que o método ABTS ¢ superior
na avaliacdo antioxidante de materiais vegetais e portanto reproduziu melhor as caracteristicas

antioxidantes do jambu.
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A avaliagdo do teor de compostos fenolicos demonstrou a concentragdo de 1053,27
mg de EAG/100g de EEJ. Pires e Silva (2020), avaliaram o efeito do tipo de cultivo
(convencional e hidroponico) no estadio fenologico do jambu e obtiveram as concentragdes de
360,21 (mg / 100 g) para jambu convencional € 396,89 (mg / 100 g) para jambu hidropdnico,
ndo diferindo significativamente. J4 Venskutonis et al. (2016) avaliaram o teor de fendlicos
totais em uma espécie de Asteracea e verificaram variacdes significantes desses compostos nos
diferentes estagios de crescimento da planta. Dessa forma, Vlaisavljevic et al. (2016) surgerem
que as diferencas observadas para o conteudo total de compostos fendlicos na planta
relacionam-se com seu estagio de crescimento, e refletem as alteragdes bioquimicas ocorridas
durante o desenvolvimento da planta, assim como também as reacdes aos estresses bioticos e
abioticos desses diferentes estagios.

Silva et al. (2021) em anélise de quantificacdo dos compostos fenolicos totais do
extrato etanolico das flores de duas cultivares de Acmella (Nazaré e Jamburana), obtiveram
resultados que foram de 8,97 a 22,48 mg AGE/ 100g, ja Abeysiri et al. (2013), em estudo sobre
a bioatividade de Acmella oleracea. Sob extragao metandlica de partes separadas da planta,
foram encontradas as concentragdes de 759, 534 e 165 mg EAG/100g para folha,
inflorescéncias e caules, respectivamente.

As concentragdes de compostos fenodlicos observadas no EEJ, foram superiores em
relacdo as concentragdes obtidas por estes autores. De acordo com Rufino et al. (2010), o
extrato avaliado neste estudo esta interposto na classificagao de teor de polifenois intermedidrio
(10 a 50 mg EAG/g). Deve-se observar que, métodos de extracao distintos, bem como,
condi¢des de cultivo, clima, tipo de secagem e partes da planta analisadas separadamente,
podem colaborar para obteng@o de diferentes teores fenoldgicos nas espécies analisadas.

Dessa forma, levando-se em consideracao a aten¢ao atual dada aos efeitos adversos
relacionados a utilizacdo de antioxidantes sintéticos e sabendo-se que os extratos de plantas
medicinais podem ser importantes na obtencdo de antioxidantes naturais, estudos sobre a
influéncia dos fatores ambientais na sintese de metabolitos secundarios devem ser estimulados,
uma vez que, a area de interagdo entre o meio ambiente e o vegetal, reflete no contetdo de
metabolitos secundarios que, frequentemente, tem sua sintese afetada por esses fatores

(PEREIRA; MAIA, 2007; SAMPAIO et al., 2011).
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5.4 Atividade antimicrobiana — Difusido em agar

O potencial antimicrobiano dos compostos bioativos presentes nas plantas, tem
fundamentado diversas pesquisas no mundo inteiro. De forma geral, o estudo dessas substancias
¢ realizado através de ensaios in vitro, onde € possivel verificar a susceptibilidade bacteriana
frente a um determinado composto (SOUZA et al., 2003)

A metodologia de difusdo em &gar ¢ reconhecida pela Food and Drug
Administration (FDA) e estabelecida como padrao pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Os métodos de difusd@o em agar ou em caldo sdo equitativamente aceitos na
avaliacdo quantitativa da atividade antimicrobiana de uma dada substancia, frente ao in6culo
(CLSI, 2017).

Os microrganismos avaliados no presente trabalho sdo constantemente estudados
devido a sua importancia para a induastria de alimentos. Os resultados obtidos neste estudo, para

a susceptibilidade microbiana frente ao EEJ, sdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Susceptibilidade microbiana frente ao EEJ - Zona de inibicao
Zonas de inibicio em mm

Concentracio EEJ L. monocytogenes S. aureus E. coli . enteritidis

(mg/ml)
100 10 11 10 10 - - 10 10
50 - - 9 9 - - - -
25 - - 0 8 - - - -
Gentamicina' 25 23 - -
Amicacina? - - 25 27

Fonte: Elaborada pela autora.
! Antibidtico padrao utilizado como controle positivo para os micro-organismos Gram-positivos;
2Antibidtico padrao utilizado como controle positivo para os micro-organismos Gram-negativos.

As doengas transmitidas por alimentos (DTA’s), podem decorrer da ingestdo de
alimentos contaminados por micro-organismos, ou de suas toxinas pré-formadas nos alimentos,
que causam intoxicagao alimentar. Essas intercorréncias afetam, em sua maioria, o sistema
digestorio do hospedeiro, causando manifestacdes clinicas como nauseas, vomitos e diarreias,
acompanhadas ou ndo de febre (BARBOSA et al., 2017; BRASIL, 2010).

De acordo com a Enciclopedia Britanica (2020), as DTA’s sdo causadas,
majoritariamente, por bactérias como Salmonella, Shigella, Escherichia

coli e Staphylococcus e suas toxinas. A Salmonela ¢ considerada um patdégeno importante como
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causa de intoxicagdo alimentar em humanos, gerando manifestagdes como febre entérica e
gastroenterite, este ultimo, causado principalmente por S. typhimurium e S. enteritidis.

A Listeria monocytogenes, ¢ o agente etioldogico de uma DTA com forte letalidade,
a listeriose. Trata-se de micro-organismo oportunista que, uma vez presente nos alimentos,
constitui risco acentuado a satide humana, causando neuropatias e gastroenterites. Em gestantes
a doenca manifesta-se com sintomas semelhantes aos da gripe e uma atencao especial deve ser
dada a este grupo em fungdo do risco elevado de aborto/natimorto (GOEMINNE; DEVLIES;
VANDERLINDEN, 2020; JANZTEN et al, 2006). Para Nakamura et al. (2013), o
comportamento desse micro-organismo, o torna um obstaculo para industria de alimentos, em
decorréncia de sua habilidade em colonizar superficies, formar biofilmes e até mesmo resistir a
acdo de substancias sanitizantes comuns, o que facilita sua disseminagao.

A intoxicagdo causada por pela ingestdo de alimentos contaminados por
enterotoxinas de Staphylococcus aureus € um dos tipos mais comuns DTA’s no mundo. O S.
aureus ¢ uma bactéria patogénica, cuja doenga ¢ classificada pela Comissao Internacional de
Especificagdes Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF, 2002) no grupo de risco III, que inclui
doencas de natureza moderada, de curso rapido e ndo muito graves. Seus principais sintomas
envolvem nauseas, vomitos e diarreia, ¢ variam de acordo com a sensibilidade de cada individuo
(JABLONSKY; BOHACH, 1997; SILVA et al, 2010).

Conforme descrito na Tabela 5, o EEJ apresentou efeito contra trés espécies
testadas, sendo duas Gram + (Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus) € uma Gram -
(Salmonella enteritidis), de acordo com a milimetragem do halo de inibi¢do observada, para as
concentragdes analisadas. Esses resultados ostetam a habilidade inibitéria significativa do EEJ
frente o crescimento microbiano, visto que, o material apresentou inibi¢do para o crescimento
de S. aureus em todas as concentragdes testadas, demonstrou um percentual de inibigdo para L.
monocytogenes de 44% quando comparado ao halo apresentado pelo antibidtico padrao
(Gentamicina) e suspreendentemente, apresentou citotoxidade para uma espécie Gram - (S.
enteritidis).

Alcantara et al. (2015), avaliando a atividade antimicrobiana do extrato etanolico
das flores de Acmella oleracea (Asteraceae), observou atividade contra bactéria Gram —
Salmonella typhi. Entretanto, Sekendar et al. (2011), avaliando o potencial antimicrobiano de
Spilanthes calva, nao observaram efeito contra o micro-organismo Gram-negativo E. colli.
Esses resultados sao semelhantes aos encontrados no nosso estudo visto que o EEJ ndo
apresentou atividade contra E. coli, porém, apresentou citotoxidade para o Gram-negativo S.

enteritidis.
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A efetividade abreviada dos extratos vegetais, frente as bactérias Gram -, de acordo
com Rincon Mejia et al. (2015), pode estar relacionada a superficie hidrofilica da membrana
bacteriana rica em lipopolissacarideos (LPS) que funcionam como uma barreira de
permeabilidade seletiva contra substancias toxicas. Os mesmos autores explicam ainda que,
essas barreiras impossibilitam a permea¢do de grandes moléculas lipofilicas presentes nos
extratos, que muitas vezes possuem constituintes antimicrobianos. No entanto, de acordo com
Beiting (2011), os componentes lipidicos das moléculas presentes nas membranas (lipideos A)
lhes conferem também propriedades hidrofobicas.

Neste estudo foi observada inibicdo de crescimento em uma espécie Gram - (S.
enteritidis). Dessa forma, tendo como base as explana¢des supracitadas e em fungdo da
polaridade anfifilica do espilantol, sugere-se que o mesmo juntamente com os compostos
fenolicos presentes no extrato, podem apresentar uma polaridade ideal capaz de permear a
membrana de bactérias Gram -, sendo necessario estudos complementares para determinagdo
de concentragdes ideais visando uma melhor efetividade contra esses micro-organismos.

Kumar, Ravindra e Parvati (2020), avaliando a atividade antimicrobiana de extratos
de plantas medicinais, obtidos a partir de quatro diferentes solventes (Hexano, Eter de petroleo,
Etanol e Metanol) via Soxhlate, observaram resultados semelhantes aos encontrados neste
estudo, para a atividade antimicrobiana do extrato etanolico de Acmella uliginosa. No estudo,
os autores observaram a presenca de halos de inibi¢do contra S. aureus e E. coli, apresentando
medicdo de 6 mm para ambos. Os mesmos autores relataram uma melhor atividade
antimicrobiana para o extrato metanoélico, apresentando halos com medi¢ao de 10 mm para S.
aureus € 9 mm para E. coli sugerindo que a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais pode
estar relacionada com o tipo de extrag@o e o solvente utilizado.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com o estudo de Mejia,
Castaiio e Vazquez (2012). Os autores analisaram o potencial antimicrobiano do extrato das
folhas e inflorescéncias de Acmella ciliata contra E. coli, S. aureus, S. epidermis por meio do
teste de difusdo de disco e observaram que o extrato inibiu o crescimento de S. aureus e S.
epidermis a concentracdes de 25 e 15 mg/mL, respectivamente e ndo apresentou atividade
contra E. coli.

Os antimicrobianos sdo substancias que agem destruindo ou inibindo o crescimento
de micro-organismos. O uso exacerbado dessas substincias, tem levado ao advento das
chamadas “superbactérias”, que constituem um sério revés para a saude publica (CASELANI,

2014; SCALDAFERRI et al. 2020).
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Essas superbactérias, segundo Tavares (2000), desenvolvem-se a partir do uso
inadequado de antimicrobianos, que por sua vez, promovem alteragdes genéticas de multiplos
aparatos bioquimicos e resultam no impedimento da acdo das drogas, desencadeando a
resisténcia bacteriana. Essa resisténcia bacteriana aos antimicrobianos configura um
consideravel entrave na satide publica, em razdo de consequéncias deletérias e nocivas para o
ambito hospitalar e para a sociedade em geral (LOUREIRO et al., 2016).

Neste estudo, o EEJ apresentou agao inibitoria contra o crescimento de patdogenos
importantes, demonstrando o pontecial antimicrobiano do extrato. Diante disso, conclui-se que,
pesquisas envolvendo plantas medicinais, com propriedades antimicrobianas, sdo promissoras
tanto para industria de farmacéutica quanto para a industria de alimentos.

Além disso, esforgos devem ser realizados de forma a garantir a produgao de
alimentos seguros, livres de contaminantes e dessa forma, possamos contribuir, de forma eficaz,
na promog¢do e prevencdo da saude, auxiliando no crescimento de economias por meio da
utilizacdo de antimicrobianos naturais e evitando gastos dispendiosos com internagdes

evitaveis.

5.5 Toxicidade — Zebrafish (Danio rerio)

O zebrafish adulto (ZFa) tem sido classificado como um modelo vertebrado
potencial para testes de toxicidade de diversas substancias. E um método de facil aplicabilidade,
realizavel em pequenos espagos, € ndo oneroso. Além disso, Howe et al., (2013), em estudo
realizado sobre o genoma do zebrafish, observaram uma correlacdo de 71% entre genes que
codificam proteinas humanas (sendo 82% proteinas responsaveis pelo desenvolvimento de
doencas). Segundo os autores, existe um ortélogo explicito no genoma do ZFa. Todas essas
vantagens consolidam sua utilizagdo como teste complementar em relacao aos testes realizados
com mamiferos e roedores (HOWE et al., 2012; RESENDE; SOCCOL, 2015; FERREIRA et
al., 2020).

Estudos com ZFa tem sido amplamente realizados para monitorar a toxicidade
ambiental, avaliar o potencial toxicoldgico de metais pesados, substancias relacionadas a
processos de carcinogénese, defensivos quimicos utilizados na agricultura, bem como a
toxicidade de diferentes farmacos que vao desde psicoativos a firmacos redutores de colesterol,
por exemplo (LIMA et al., 2020; MU et al., 2015).

A avaliagdo da toxicidade de uma substancia ¢ fundamental para a identificagdao do

seu comportamento toxicoldgico, bem como da relagdo entre dose e resposta, para que assim
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sejam determinadas possiveis concentragdes toxicas ao organismo humano. Nesse contexto, foi
utilizado o zebrafish adulto como modelo animal para avaliar a toxicidade aguda do EEJ. Como
resultado, constatou-se que todas as amostras testadas se mostraram seguras, pois ndo foram

toxicas frente ao ZFa em até 96 h de anélise (Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados dos testes de toxicidade aguda para o EEJ frente ao zebrafish adulto

Mortalidades do Zebrafish Adulto 96h
Amostra CLso (mg/mL) / IV
CN C1 C2
EEJ 0 0 0 > 1000ppm

Fonte: Autora.
CN- Grupo controle negativo: agua destilada estéril. EEJ — extrato etandlico de jambu DC. C1 — concentracao 1

(500ppm; 20 pL; v.0.); C2 — concentragdo 2 (1.000ppm; 20 puL; v.o.). CLso-concentracdo letal para matar 50% dos
Zebrafish adulto; IV — intervalo de confianca.

O EEJ na concentragdo de 500 ppm ndo ocasionou efeito sedativo e nem
comprometimento locomotor nos animais tendo em vista que, os animais apresentaram
atividade locomotora (AL) significantemente (p>0,05) semelhante para esse grupo em relacao

aos controles, naive (AL = 100%) e controle (AL = 107,06%) (Figura 12).

Figura 12 — Cruzamento de linhas do ZFa frente ao EEJ
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Fonte: A autora.

Naive - animais ndo tratados; v.o. — administragdo via oral do extrato
etandlico de jambu. Veiculo — agua destilada estéril (20 zuL; v.0.). Os
valores representam a média + desvio padrdo da média (E.P.M.) para 6
animais/grupo; ANOVA seguida de Tukey. Os niimeros acima de cada
coluna indicam porcentagem de atividade locomotora (%AL); *
Diferenga significativa (p<0,05).
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A atividade locomotora ¢ um dos métodos de andlise comportamental mais
utilizados atualmente para examinar possiveis efeitos de determinadas drogas sob o sistema
nervoso central do zebrafish (Danio rerio) adulto e causando comprometimento locomotor ou
nao (TAYLOR et al., 2017). Alteragcdes no comportamento desses animais iniciam com o
aumento da natacdo e ¢ um parametro que indica o estado geral interno do animal,
caracterizando-se pela tentativa de fuga diante da exposicdo ao estresse (LITTLE;
FAIRCHILD; DELONAY, 1993; SANTOS et al., 2016).

O grupo referente a concentracao de 1000 ppm apresentou diferenca significativa
do grupo de 500 ppm, demonstrando efeito no sistema locomotor dos animais por meio da
reducdo da atividade locomotora. Segundo Maximino et al. (2011) e Gebauer et al. (2011), a
redu¢do da locomogdo observada no experimento, aponta uma provavel atividade sedativa
comumente apresentadas por substancias ansioliticas frente ao ZFa. Além disso, corroboram
com os estudos de Déciga-Campos et al. (2012) e Ambavade et al. (2014), onde foram
observados efeitos ansioliticos para o espilantol e extrato etanolico das raizes de Spilanthes
Acmella (em ratos) respectivamente. Além disso, esses resultados podem ser considerados
fundamentais para o direcionamento de futuras analises, visando a confirmacao e a elucidagdo
de mecanismos envolvidos na atividade ansiolitica apresentada pelo EEJ.

Souza et al. (2019), avaliaram a toxicidade aguda do extrato hidroetanolico (70%)
das flores de Acmella oleracea frente ao zebrafish (Danio rerio) e observaram mudancas
comportamentais significativas ¢ morte dos animais. No estudo, os autores analisaram a
toxicidade das seguintes concentragdes: 44,45, 88,915, 199,94, 281,83 e 448,81 mg / kg, por
via oral, em animais de 300 e 400 mg. Os autores verificaram que a mortalidade dos animais
foi dose dependente, onde nos ensaios com a menor dose (44.45 mg / kg), foi observada a
mortalidade de 8,3% dos animais, e a dose maior (448,81 mg / kg) foi observada a mortalidade
de 100% dos animais. A dose letal mediana calculada (DL s0) foi de 148,42 mg / kg. Os autores
surgeriram que, com base nos resultados obtidos, o espilantol pode ser toxico, dependendo da
dose.

Os resultados descritos por Souza et al. (2019), sao diferentes dos obtidos neste
estudo, uma vez que, nas concentragdes utilizadas (Img e 0,5mg/mL) ndo foram observadas
nenhuma morte nos grupos. Entretanto, variagdes encontradas, como concentracdo utilizada, o
tipo de extrato e a parte da planta que foi utilizada, nos levam a sugerir que influenciaram
negativamente nos ensaios de toxicidade. De acordo com Dubey et al. (2013), as inflorescéncias
de Acmella sao detentoras das maiores concentracdes de espilantol em relacao as demais partes

da planta. Esse fator pode ter contribuido para toxicidade apresentada no estudo desses autores,
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pois conforme resultados demonstrados no referido estudo, o extrato utilizado no ensaio
apresentou um percentual de espilantol de 22,56%, o que pode ter contribuido para uma
ingestdo de doses elevadas de espilantol resultando na morte dos animais.

Ponpornpisit et al. (2011), alegam que na analise de toxicidade do extrato aquoso
das folhas de Spilanthes acmella, nao foram observados efeitos letais para os embrides de peixe-
zebra na maior concentragao analisada (20%).

Em outros trabalhos envolvendo a toxicicidade de algumas cultivares do género
Acmella relatados na literatura, utilizando outros modelos animais, Rocha (2019), avaliou a
toxicidade do extrato etanolico de Acmella oleracea, frente a Artemia salina, nas concentragdes
10, 5, 2,5, 1,25 mg/mL e ndo observou efeitos toxicos relevantes. Nomura et al. (2013)
avaliaram possiveis efeitos toxicos do extrato etanolico das flores de Acmella oleracea, nas
concentragdes de 5, 50, 500 ¢ 5000 mg/Kg por via intraperitoneal em camundongos e
observaram que, nas doses de 5, 50, 500 mg/Kg os animais nao apresentaram sinal ou sintoma
de toxicidade ou morte, ja para a dose de 5000 mg/Kg foram observadas alteracdes respiratorias
e convulsao. Chackraborty et al. (2004), analisaram a toxicidade do extrato aquoso e Sharma et
al. (2011), avaliaram a toxicidade do extrato etandlico das flores de Spilanthes acmella onde
também nao foram observadas alteragdes comportamentais ou mortes nas concentracdes de
3000 mg/kg de extrato aquoso e 2000 mg/Kg de extrato etanolico administrado por via oral em
ratos.

De acordo com os dados relatados acima, entende-se que os ensaios de toxicidade
com ZFa por via oral (gavagem) utilizado neste estudo, podem ser considerados raros e diante
disso, a andlise de comparacdo com outras pesquisas fica complexa. Tal fato sobrevém em
virtude da presenga acentuada de variaveis envolvidas nessas andlises, como por exemplo, as
diversas concentragoes utilizadas nos referidos ensaios, bem como os diferente modelos de
animais submetidos a essas avaliagoes.

Essas variacdes sdo avaliadas de forma positiva, pois manifesta os esforcos
realizados e a execucdo dindmica de pesquisas envolvendo a toxicidade dos extratos do género
Acmella, auxiliando no entendimento e elucidacdo de possiveis efeitos toxicos que esses
extratos possam manifestar.

E indiscutivel a alegagdo de que o efeito toxico de qualquer substincia, &
dependente da dose utilizada, dessa forma, conclui-se que o EEJ nas concentragdes 1 mg e 0,5
mg / mL ndo apresentou letalidade, demonstrando a seguranga do seu uso, estimulando futuras
pesquisas tanto nos aspectos de avaliacdo de toxicidade bem como do seu potencial para

aplicacdo em alimentos.



5.6 Analise sensorial

5.6.1 Grupo focal
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A sessdo de um grupo focal € caracterizada por um conjunto de técnicas abordadas

por um mediador imparcial, objetivando a coleta de informagdes de um determinado produto

através de uma interagdo dos participandos, avaliando-se suas expressdes € opinides sobre o

produto. Esse tipo de técnica tem sido utilizada em muitos estudos de alimentos com a

finalidade de apreciar um conjunto de aspectos, dentre eles, preferéncias alimentares,

frequéncia de consumo, entre outros (BERTELSEN et al., 2021; MANZOOR et al., 2021).

Os dados obtidos quanto a avaliacdo dos aspectos mais generalizados referente ao

consumo de gelatina por parte dos 8 participandos nao treinados, sao descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Aspectos gerais de consumo de gelatina — Grupo focal

Aspecto avaliado

Tem habito de consumir gelatina?

Consome gelatina de uva?

Ja consumiu gelatina vegetal?

Sim (%)  Nio (%)
50 50
37,5 62,5
37,5 62,5

100 -

Algum outro produto contendo gelatina vegetal?

Fonte: elaborada pela autora.

Apos andlise e discussdo das informacdes contidas nas gravagdes e anotagdes, 0s

dados revelados na sessdo foram compilados e estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultado da apuragao sensorial do grupo focal

Amostra Aparéncia/cor Aroma Textura Sabor Aceitacio Global
Controle (sem EEJ) Satisfatorio Satisfatorio  Satisfatorio  Satisfatorio Satisfatoria
Amostra 1 (9mg) Satisfatorio Satisfatorio  Satisfatorio  Satisfatorio Satisfatoria
Amostra 2 (15mg) Satisfatorio Satisfatorio  Satisfatorio  Satisfatorio Satisfatoria
Amostra 3 (30mg) Satisfatorio Satisfatorio  Satisfatorio  Satisfatorio Satisfatoria
Amostra 4 (50mg) Satisfatorio Satisfatorio  Satisfatorio Insatisfatorio™ Insatisfatoria*
Amostra 5 (100mg) Satisfatorio Insatisfatério®* Satisfatorio Insatisfatorio* Insatisfatoria*
Amostra 6 (150mg) Satisfatorio Insatisfatério* Satisfatorio Insatisfatorio* Insatisfatoria*

Fonte: Elaborada pela autora.
*Avaliacao considerada insatisfatoria a partir das respostas expressas pela maioria dos participantes.
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No primeiro aspecto avaliado, aparéncia/cor, os participandos relataram opinides

(P4

equivalentes para todas as 7 amostras, referindo-se ao aspecto visual do produto como “6tima
aparéncia”, “cor atrativa”, “brilhosa” e “nao tem aspecto artificial”.

Na avaliagdo do quesito aroma, os termos referidos pelos participantes foram “amei
0 aroma”, “aroma ndo muito intenso”, “lembra suco de uva integral”, para as amostra controle,
amostra 1, 2, 3 e 4, entretanto, a avaliacdo olfativa das amostras 5 e 6, foram expressos termos
como “aroma herbacio” e “aroma terroso”, o que demonstra que quanto maior a concentragao
de EEJ adicionado, maior a percep¢ao do seu aroma. Dessa forma, as amostras 5 ¢ 6 foram
consideradas insatisfatorias.

J& para o quesito textura, os termos utilizados foram semelhantes para todas as
amostras analisadas. Os participantes relataram um produto com boa firmeza, “semelhante a
gelatina tradicional”, “exudativa”, “homogénea”, “corte firme”. Diante disso, no quesito
textura, todas as amostras foram consideradas satisfatorias.

O penultimo quesito avaliado revelou insatisfacdo quanto as amostras 4, 5, e 6.
Segundo os avaliadores, as amostras apresentaram sabor residual amargo, com forte
adstringéncia, além de sabor herbécio e terroso. Dessa maneira, concluiu-se que o limiar de
aceitagdo para a adi¢ao de EEJ, no teste de grupo focal, foi determinado em 30mg, classificando
assim as amostras controle, 1, 2 e 3 para a etapa da analise sensorial.

O ultimo critério avaliado, a aceitagdo global, mostrou que o produto foi bem aceito
pelo grupo e que apesar de as amostras 4, 5 e 6, terem sido consideradas insatisfatorias pelos
participantes, todos eles informaram que consumiriam o produto. Na discussao, eles relataram
um fator suspresa, pois quando se referem a uma degustacdo de gelatina de uva, espera-se um
produto visualmente artificial e de sabor muito doce, entretanto, o produto apresentado neste
trabalho superoru suas expectativas em virtude da composi¢ao natural e em refutagcdo a pseudo

saudabilidade da gelatina tradicional.

5.6.2 Producdo da Gelatina Vegetal de Uva

Para a producao da gelatina foram utilizados 840mL de suco de uva integral, 360mL
de agua, 50g de xilitol, 30g de gelatina vegetal (50% da indicagdo do rotulo do fabricante).
Inicialmente, foram dissolvidos 30g de gelatina vegetal em 360ml de 4gua mineral fervente, em
seguida, foram adicionados 50g de xilitol e por ultimo, adicionou-se 840mL de suco de uva

integral. Posteriormente a este processo, a solu¢do resultante foi fracionada em copos
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descartaveis (30mL) e acondicionadas sob refrigeracao (5 a 8° C). Os ingredientes utilizados e

o produto final sdo demonstrados na Tabela 9 e Figura 13

Tabela 9 — Ingredientes utilizados no preparo da gelatina

Ingredientes Controle Amostra A Amostra B Amostra C
Suco de uva integral 840mL 840mL 840mL 840mL
Agua mineral 360mL 360mL 360mL 360mL
Xilitol 50g 50g 50g 50g
Gelatina vegetal 30g 30g 30g 30g
Extrato bruto de jambu - 9mg 15mg 30mg

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 13 — Formulagao final de gelatina vegetal de
uva adicionada de EEJ

- — —
\ ‘n 3

Fonte: Acervo da autora.

5.6.3 Caracterizacdo dos provadores

Os 80 provadores que participaram da analise sensorial da gelatina vegetal de uva
adicionada de EEJ foram caracterizados com relacdo ao sexo, escolaridade, faixa etaria,

consumo de gelatina em casa, frequéncia de consumo e o quanto gostam, conforme descrito na

Tabela 10.
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Tabela 10 — Descri¢ao do perfil dos provadores das amostras de gelatina vegetal

Pardmetro Percentuais (%)
<18 2,5
18-25 87,50
Idade 25-35 7,5
35-45 1,25
>45 1,25
Feminino 60
Sexo Masculino 40
Fundamental -
Médio 3,75
Escolaridade Superior incompleto 83,75
Superior completo 7,50
Pos-graduacao 5
Consumo em casa Sim 48,75
Nao 51,25
Diariamente 1,25
Frequéncia de consumo 2 a4 vezes por 1,25
semana
Quinzenalmente 10
Mensalmente 87,50
O quanto gosta de gelatina Gosto Pouco 11,25
Gosto moderadamente 60
Gosto muito 28,75

Fonte: A autora.

De acordo com a tabela acima, 60% dos provadores nao treinados eram do sexo
feminino e 40% do sexo masculino. Destes, 87,50% possuiam idade entre 18 e 25 anos e
83,75% possuiam o nivel superior incompleto, caracterizando a participagdo majoritaria de
jovens. Além disso, o consumo de gelatina em casa apresentou um percentual aproximado
(48,75% sim e 51,25% nao), a grande maioria (87,50%) relatou o consumo mensal de gelatina
e 60% dos participates relataram gostar moderadamente do produto.

Segundo Barbosa ef al. (2013) a gelatina tem aceitagdo elevada entre criangas e

adolescentes, e ¢ consumida por individuos de todas as idades, principalmente por ser um
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alimento de fécil preparo e saboroso. Dessa forma, os participantes da analise sensorial do nosso
estudo, podem ser considerados bons julgadores uma vez que, prevalentemente, sdo jovens

universitarios com rotina académica ardua que buscam praticidade para o dia-a-dia.

5.6.4 Teste de aceitabilidade - Escala hedonica

Entre os métodos mais utilizados para mensurar a aceitabilidade de um produto esta
a escala hedonica. Por meio dessa escala, os provadores exteriorizam sua aceitagao pelo produto
através da atribuicao de notas aos pardmetros analisados, numa escala pré-estabelecida que de
forma gradual apresenta os termos ‘“gostei” e “desgostei”. O teste de escala heddnica
estruturado de 9 pontos ¢ o mais utilizado para a analise de aceitacdo de alimentos, pois ¢
caracterizado pelo facil entendimento, possibilitando a participagdo de provadores nado
treinados, sendo ideal para testes com consumidores (SILVA; MINIM; RIBEIRO, 2005).

Os resultados da aceitabilidade da gelatina vegetal de uva adicionada de extrato

bruto de jambu encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 — Resultados do teste de aceitabilidade escala hedonica das formulagdes de gelatina
vegetal com as concentragdes de 9mg, 15mg, 30mg de extrato bruto de jambu e amostra.
controle.

Amostra Sabor Cor Textura Aceitacdo Intencdo Idealidade
global de do sabor
compra doce
Controle 6,038  7,5002 7,0002 6,5002 3,0752 -0,6752
Amostra A (9 mg) 6,088 7,688 6,9132 6,500° 3,0752 -1,0002
Amostra B (15 mg) 5,838 7,675 6,8882 6,2882b 3,0752 -0,6752
Amostra C (30 mg) 5,100° 7,188 6,5132 5,713b 2,4752 -0,7382

Fonte: A autora.
Médias com pelo menos uma letra igual, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia e médias
seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Os parametros cor e textura foram assinalados na escala heddnica entre gostei
moderadamente (nota 7) e gostei ligeiramente (nota 6). As notas de aceitagdo global e sabor
ficaram entre gostei ligeiramente (nota 6) e nem gostei nem desgostei (nota 5). J& para inteng¢ao
de compra as notas ficaram entre tenho duvidas se compraria (nota 3) e provavelmente nao
compraria (nota 2). Finalmente, a idealidade do sabor doce revelou média na escala no termo
muito menos doce que o ideal (-1).

As amostras contendo diferentes concentragdes de extrato bruto de jambu ndo

diferiram entre si nos parametros de cor, textura, intencdo de compra e idealidade do sabor
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doce. Entretanto, na amostra C, contendo maior concentracao do extrato (30mg), os parametros
de aceitagdo global e sabor diferiram estatisticamente das demais (p>0,05) obtendo-se valores
na escala hedonica dentro dos termos nem gostei nem desgostei (nota 5). Tal fato pode ser
explicado em razao do sabor amargo residual que, conforme Pereira (2019) ¢ caracteristico em
extratos do género Acmella, que mesmo passando por diversos processamentos, ainda podem
ficar evidentes.

Através da visdo, sdo alcancadas as primeiras percepgoes a respeito de um alimento,
como a cor do alimento, forma, textura, aparéncia, superficie, brilho, tamanho. Dentre esses
aspectos, a cor ¢ apontada como um dos mais importantes atributos no momento da escolha de
um alimento, podendo fazer com que um determinado produto seja aceito ou rejeitado antes
mesmo de ser provado (Palermo, 2015). Diante disso, o quesito cor, surpreendentemente,
revelou uma boa pontuagdo no produto analisado, visto que, ao se avaliar uma gelatina de uva,
de acordo com os padrdes do produto comercializado, espera-se um produto de cor roxa, clara
e limpida e o produto elaborado no nosso trabalho, diverge do padrdo uma vez que apresenta
cor semelhante ao vinho (Item 5.6.2, Figura 13).

Johann e Gréff (2014), avaliaram a aceitabilidade de gelatinas produzidas com
corantes artificiais, naturais e extratos vegetais por criancas de 8 a 14 anos e observou uma
melhor aceitag@o para a gelatina produzida com corante artificial (84,4%), seguida da gelatina
com corante natural (74,4%) e extrato vegetal (72,8%). Almeida, Vanelle e Santana (2012),
também avaliaram a aceitabilidade de gelatina produzida com corante e saborizante artificial
de uva e obtiveram boa avaliagdo do produto, adquirindo a nota 7 (gostei) na escala hedonica.

De acordo com os resultados apresentados anteriormente, e com base nos resultados
obtidos no nosso estudo, infere-se que, o parametro cor, alcangou impacto positivo na avaliacao
do produto, visto que revelou boa aceitacao pelos participantes mesmo ndo sendo utilizados
corantes artificiais, caracterizando um produto atrativo visualmente, chamando a atencao do
consumidor para um dos principais aspectos avaliados no momento da compra, a cor.

Nos resultados obtidos para o quesito textura, as amostras apresentaram textura
desejavel para uma gelatina, o que corrobora com um dos objetivos do nosso trabalho, a
producao um produto semelhante a gelatina tradicional.

Na elaboragdo do produto, a propor¢ao de gelatina vegetal utilizada para gelificacao
e obtencdo de textura de gelatina foi de 30g para 1.200mL de formulagdo (50% da indicagdo do
rotulo do fabricante) o que se assemelha ainda mais com a gelatina padrao uma vez que, para a
preparagao do mesmo volume do produto padrao (1.200mL), utiliza-se 28,8g de gelatina (Dr.

Octker ®).
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Palazzo e Bolini (2009), avaliaram a aceitacdo de seis amostras de gelatinas
tradicionais de trés diferentes marcas lideres e no parametro textura, obtiveram valores na escala
heddnica majoritariamente proximos ao termo gostei ligeiramente (nota 6). J4 no estudo de
Almeida et al. (2016), com gelatinas produzidas a partir de trasos de frango, os valores
revelados demonstraram uma baixa aceitacao pelos participantes, chegando a valores proximos
do termo desgostei muito (nota 2).

Esses resultados surgerem que, a gelatina produzida no nosso estudo, utilizando
como material gelificante a gelatina vegetal, possui textura semelhante a gelatina tradicional,
potencializando o uso desses gelificantes como substituto da gelatina de origem animal e com
isso aumentando as alternativas tanto no mercado de alimentos funcionais e veganos como para
o publico em geral, além de reduzir potenciais danos a saude atribuidos aos constituintes da
gelatina comercial.

Na avaliacdo da intencdo de compra, a maioria dos provadores revelaram ter
davidas se comprariam o produto. Esses resultados sdo justificados pelos resultados obtidos
para idealidade do sabor doce, onde todos os participantes relataram um produto muito menos
doce que o ideal. Segundo Araujo (2003), para que ocorra a percep¢ao do sabor de um
determinado alimento, as substancias presentes nele, devem possuir a capacidade de difundir-
se entre as papilas gustativas. Portanto, compostos soluveis e difusiveis, como o aglcar
fornecem graus gustativos mais altos. Isso explica a objecdo dos provadores quanto a inten¢ao
de compra, visto que o produto elaborado nao contém agucar e sim um substituto de sacarose
com poder adocante semelhante a este que por sua vez, com o objetivo de ndo tornar a
elaboracdo do produto dispendiosa, foi utilizado em pequena concentracdo de xilitol (Item
5.6.2, Tabela 9), deixando a gelatina com um sabor mais proximo ao sabor natural do suco de
uva integral, o que pode ter influenciado negativamente na intencdo de compra dos julgadores.

O teste de preferéncia revelou que 32,5% (26 provadores) marcaram a amostra
controle como preferida, seguido por 33,75% (27 provadores) a amostra A, 25% (20
provadores) a amostra B e 8,75% (7 provadores) a amostra C.

O resultado equilibrado de preferéncia entre a amostra controle e a amostra A,
demonstram que quanto maior a concentracao de extrato, menor a aceitacao, o que explica-se
pelo sabor residual amargo caracteristico do extrato. Dessa forma, sugere-se que maiores
concentragdes de xilitol, ou uma combinag@o de edulcorantes naturais pode ser utilizada para
atenuar o sabor amargo do jambu, melhorar o sabor doce do produto e consequentemente

aumentar sua aceitacao.
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5.7 Bioacessibilidade

O jambu ¢ uma hortaliga de pequeno porte pertencente a familia Asteraceae,
comumente utilizada na culindria tipica da regidio norte do Brasil (GUSMAO; GUSMAO,
2013). E uma hortalica rica em proteinas, lipideos, fibras, minerais (magnésio, fosforo e ferro),
vitaminas B1, B2 e C (AGUIAR et al., 2014) além de substancias bioativas como o espilantol,
compostos fenodlicos, poliaminas, flavonoides e carotenoides (BORGES et al., 2015).

Esse tipo de alimento pode ser consumido em quantidades consideraveis, porém,
para se atingir os efeitos benéficos a saude, que esses vegetais sdo capazes de conceder, por
meio do seu conteudo de compostos bioativos, estes devem estar bioacessiveis, para que assim
possam ser eficazmente absorvidos do intestino para a circulacdo, alcangando seus tecidos alvo
no organismo (MANACH et al., 2004).

O estudo da bioacessibilidade in vitro, por meio da simulacdo de digestdo
gastrointestinal, ¢ frequentemente utilizado para avalia¢do da liberacdo de compostos da matriz
alimentar e analise do comportamento dessas substancias, frente as condi¢des da digestdo
(WANG et al., 2017). Contudo, mesmo que existam evidéncias sobre os efeitos benéficos do
consumos de vegetais ricos substancias bioativas, faz-se necessario a compreensao quanto aos
aspectos de bioacessibilidade e biodisponibilidade de tais substancias, para uma avaliagdo mais
fidedigna de sua influéncia na promogao e manuten¢do da saide (GRANADO et al, 2006).

Os conceitos de bioacessibilidade e biodisponibilidade sdo frequentemente
empregados de forma imprecisa, dessa forma, ¢ importante ressaltar que a biodisponibilidade
engloba os conceitos de bioatividade e bioacessibilidade. A especificacdo da bioacessibilidade
desses compostos, permite a obtengdo de informagdes quanto a determinacao de quantidade

satisfatoria e as matrizes alimentares apropriadas para um determinado alimento,
afim de garantir sua qualidade nutricional e pode ser também utilizada para estimar aspectos
relativos ao potencial dos compostos bioativos na andlise de seus beneficios a satde
(ALEGRIA-TORAN; BARBERA-SAEZ; CILLA-TATAY, 2015).

A Figura 14 apresenta uma breve descricao de eventos que ocorrem nos processos

de biodisponibilidade, bioacessibilidade e bioatividade.
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Figura 14 — Eventos dos processos de biodisponibilidade, bioacessibilidade e bioatividade

Biodisponibilidade

e

Biodisponibilidade ¢ a chave para
a eficiéncia nutricional. Da
ingestdo total de alimentos, uma
pequena quantidade fica acessivel
para utiliza¢do, armazenamento e
funcdes metabdlicas

Bioacessibilidade A - (Ap——————— Bioatividade
Eventos que ocorrem na digesfio Transporte e assimilagio pelo
dos ahmentqs para a conversao tecido alvo; Eventos que ocorrem
em material bioacessivel; durante a interagdo com
Absorgdo e assimilagdo através biomoléculas; Metabolismo ou
do tecido epitelial Metabolismo biotransformagio e geragdo de
pré-sistémico biomarcador; resposta fisiologica

Fonte: Adaptado de Fernandez-garcia; Carvajal-lérida; Peréz-galvez (2009).

As andlises de bioacessibilidade do presente estudo foram realizadas nas amostras de
gelatina adicionadas de EEJ, conforme descrito no item 6.2. Foram analisadas trés amostras de
gelatina contendo as seguintes concentragdes de EEJ: Gelatina + Extrato 1 (GE1) 7,5%,
Gelatina + Extrato (GE2) 12,5% e Gelatina + Extrato 3 (GE3) 25% de EEJ. A analise
quantitativa foi realizada, via CLAE-DAD, para a obtecdo das concentragdes bioacessiveis de
espilantol, apds o processo de digestao simulada, levando-se em consideragdo o teor de 86,83
+1,07mg de espilantol/g de EEJ. Este composto foi escolhido como pardmetro devido suas
funcdes bioldgicas extensamente relatadas na literatura. A Figura 15 apresenta os

cromatogramas referentes as gelatinas adicionadas de extrato de jambu.
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Figura 15 — Cromatogramas de identificacdo e quantificagdo de espilantol nas gelatinas
adicionadas de EEJ.
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Fonte: A autora.

(A) Cromatograma GE1 7,5% de EEJ obtido por cromatografia liquida de alta precisdo com detector Diode Array
(CLAE-DAD) (RT min =10.15); (B) Cromatograma GE2 12,5% de EEJ obtido por cromatografia liquida de alta
precisdao com detector Diode Array (CLAE-DAD) (RT min =10.16); (C) Cromatograma GE3 25% de EEJ obtido
por cromatografia liquida de alta precisao com detector Diode Array (CLAE-DAD) (RT min =10.12).

As pesquisas encontradas na literatura envolvendo varidveis da familia Asteraceae
quanto a bioacessibilidade in vitro, tem como foco, a investigagdo da fracdo bioacessivel de
outros compostos presentes na planta. Maria-Ferreira ef al. (2014), investigou a
bioacessibilidade da ramnogalacturonana (rGAL), um polissacarideo presente em Acmella
oleracea (Asteraceae) que apresenta funcdo promissora no manejo terapéutico da colite
ulcerativa. D’ Antuono et al. (2018), analisou a bioacessibilidade de compostos bioativos em
duas cultivares de Asteraceas (Cardo e Alcaxofra), porém, até a presente data, ndo foram
encontradas pesquisas envolvendo o estudo da bioacessibilidade do espilantol.

Na Tabela 12, sdo apresentados os resultados obtidos neste estudo para a

bioacessibilidade do espilantol nas amostras de gelatina.

Tabela 12 — Ensaio de bioacessibilidade do espilantol em cada amostra de gelatina

Amostra EEJ Adicionado (mg) CEa (mg) CEd (mg) PEB (%)
GE1 9 0,78 0,18 + 0,04 23,07
GE2 15 1,3 0,36 + 0,007 27,69
GE3 30 2,6 0,48 +0,13 18,46

Fonte: A autora.
CEa: Concentragdo de Espilantol antes do ensaio de digestdo simulada in vitro; CEd: Concentragdo de Espilantol
apos o ensaio de digestdo in vitro; PEB (%): Percentual de Espilantol bioacessivel.
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As andlises de bioacessibilidade sdo realizadas com o intuito de verificar
modifica¢des que possam ocorrer ao longo das etapas do processo de digestdo, de modo que,
caracteriza-se como fragao bioacessivel aquela que uma vez liberada de sua matriz alimentar,
torna-se susceptivel a absorcdo (GALANAKIS, 2016).

Durante o processo de digestao in vitro, diferentes fatores intrinsecos e extrinsecos
aos alimentos, podem interferir na bioacessibilidade de um componente alimentar, como por
exemplo a matriz alimentar em que produto se encontra, as fibras alimentares presentes no
alimento, a atividade de 4agua, o tipo de composto alimentar analisado, entre outros. Portanto, a
diminui¢do na concentragdo de um composto pds digestdo simulada, € um evento provavel
(CARDOSO et al., 2015; MOURAO et al., 2005)

Os resultados supracitados, demonstram que a concentragao de espilantol diminuiu
ap6s o processo de digestdo simulada, conforme esperado. O espilantol ¢ uma substancia
descrita como um 6leo viscoso ardente presente no extrato de jambu, sendo caracterizado como
uma fonte de 4cidos graxos essenciais como acido palmitico, 4cido linoleico (dmega 6) e acido
linolénico (6mega 3), a planta também apresenta um polissacarideo péctico pertencente ao
grupo das fibras soltiveis, a ramnogalacturonana (rGAL) (MOREIRA et al., 2008).

As pectinas s3o um grupo de fibras que apresenta como caracteristica, a formagao
de géis viscosos e possuem efeito hipocolesterolémico ja reconhecido cientificamente
(COZZOLINO, 2016). De acordo com Santos, Dias e Santos (2021), o -efeito
hipocolesterolémico das fibras soluveis estd relacionado a capacidade de adesdo aos sais
biliares, o que prejudica o processo de micelinizagdo de materiais lipidicos, dificultando sua
absor¢do e aumentando a excre¢do. Dessa forma, sugere-se que a presenca da
ramnogalacturonana no extrato de jambu, bem como das fibras carragenana e a goma de
alfarroba presentes no gelificante vegetal, apresentaram efeito parcialmente antagénico a
bioacessibilidade do espilatol.

Para Constant et al. (2016), a redugdo de compostos lipofilicos apds o ensaio de
bioacessibilidade, também ocorre em virtude do conteudo de fibras presentes no alimento.
Ainda segundo os autores, a dgua contida no alimento, pode atuar como agente plastificante,
prejudicando a liberagdao dos materiais lipidicos de sua matriz, o que pode favorecer uma maior
retencdo do composto na matriz alimentar. Essas hipdteses confirmam que a variabilidade de
diferentes fatores, podem interferir nas concetragdes finais bioacessiveis desses compostos.

Na auséncia de ensaios de bioacessibilidade in vitro envolvendo o espilantol, até a
presente data, sugere-se que, devido o espilantol estar presente em abundancia no 6leo essencial

de jambu, portanto em matriz lipofilica, uma possivel concentragdo elevada de fibras soluveis
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presentes no extrato adicionado, uma vez que o extrato utilizado foi o extrato bruto, bem como
a quantidade de agua total e as fibras soluveis contidas nas formulac¢des de gelatina, podem ter
influenciado a retencao do espilantol na matriz alimentar, reduzindo sua bioacessibilidade.
Dessa forma infere-se que, a bioacessibilidade do espilantol variou entre 18,46 ¢
27,69% e que esses dados fornecem informacgdes relevantes na utilizagdo de matrizes
alimentares que fornecam uma melhor concentracdo de fracdo acessivel de compostos
bioativos, podendo servir de ponto de partida para a avaliacdo da biodisponibilidade do
espilantol, além de auxiliar como ferramenta de estimativa para a mensuracao do potencial

bioativo do espilantol e seus possiveis beneficios a saude.
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6 CONCLUSAO

O extrato etandlico bruto de jambu (Acmella ciliata) obtido por maceracao,
apresentou rendimento de 4,75% e um teor de espilantol de 8,68% e o padrdo isolado
demonstrou uma pureza de 83,60%. A agdo antioxidante foi melhor identificada pelo método
ABTS e a quantificagdo de CFT foi classificada com intermedidria. O potencial antimicrobiano
foi positivo para L. monocytogenes e S. aureus (Gram +) e S.almonella enteritidis (Gram -).

O teste de toxicicidade frente ao Zebrafish (Danio rerio), nas concentragdes 1.000
ppm e 500 ppm e ndo apresentou mortalidade entre os animais. Entretanto, demonstrou uma
reducdo na atividade locomotora destes, no teste de maior concentragao.

A analise sensorial demonstrou boa aceitacdo do produto nos pardmentros sabor,
cor textura e aceitacdo global e a andlise de preferéncia, revelou a preferéncia de 33,75% (27
provadores) para a amostra A (9 mg de EEJ).

No entanto, nos paramentros de intengdo de compra e idealidade do sabor doce, o
produto ndo obteve uma boa aprovacao provavelmente pela auséncia de sacarose na
composi¢ao do produto.

A bioacessibilidade do espilantol apds digestdo grastrointestinal simulada,
apresentou percentuais de 18,46 a 27,69% nas concentragdes analisadas.

Em face do exposto, considera-se que o uso da gelatina vegetal adicionada de
extrato de jambu, ostenta um aspecto interessante na perspectiva do beneficio a saide humana
por obra dos efeitos inerentes aos compostos presentes em sua composicdo ¢ dessa forma
atuando como estratégia para a prevencao do desenvolvimento de doengas cronicas nao

transmissiveis.
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