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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho analisar a atividade antimicrobiana de extratos aquoso e alcodlico obtidos de frutos da
Schinus terebenthifolius ou aroeira-vermelha, diretamente ligados a quantidade de compostos fendlicos existentes nesses
extratos. Pelos testes, verificou-se que o extrato alcodlico apresentou efeito inibitério sobre o crescimento de Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus, ja o extrato aquoso nédo apresentou efeito inibitdrio sobre os crescimento dos microrganismos testados.
O extrato alcodlico mostrou-se com quantidade significativa da flavona apigenina, além de &cido elagico, ao passo que no extrato
aquoso foi observada a presenca da flavanona naringina.

Termos para indexagdo: Atividade antimicrobiana, Compostos fendlicos, Schinus terebenthifolius.

ABSTRACT

This research analyzed the antimicrobial activity of aqueous and acoholic extracts obtained from Schinus
terebenthifolius fruits or aroeira-vermelha, directly linked to the amount of phenolics compouds existent in these extracts. The
tests showed that the alcoholic extract presented an inibitory effect to the growth of Staphylococcus aureus and Bacillus cereus,
and the aqueous extract didn't present inibitory effect to the growth of the tested microorganisms. The alcoholic extract was
shown with a significant amount of the flavone apigenin, besides ellagic acid and siringic acid, while in the agueous extract was

observed the flavanone naringine.

Index terms: Antimicrobial activity, Phenolics compouds, Schinus terebenthifolius.
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INTRODUCAO

A Schinus terebenthifolius Raddi, popularmente
conhecida como aroeiravermelha, é uma éarvore de
folhas perenes, origin&ria da América do Sul,
especialmente do Brasil, Paraguai e Argentina. Os frutos
sdo do tipo drupa e tém coloragdo verde no inicio e
depois tornam-se vermelhos. Essa casca vermelha seca,
transformando-se em uma espécie de concha de papel,
gue envolve a semente. A semente é Unica, marrom-
escura e mede cerca de 0,3 milimetros de didmetro
(BORNHAUSEN, 2002; USP, 2002).

Esse pequeno fruto inscreve-se entre as muitas
especiarias existentes e que sdo utilizadas
essencialmente para acrescentar sabor e refinamento
aos pratos da culinaria mundial. O sabor suave e
levemente picante do fruto da aroeira-vermelha, bem
como sua bonita aparéncia, de uso decorativo,
permite 0 seu emprego em diversas preparacoes,
podendo ser utilizada na forma de gréos inteiros ou
moidos. No entanto, a aroeira € especiamente
apropriada para a confeccdo de molhos que

acompanham as carnes brancas, de aves e peixes, por
ndo sobrepor o seu gosto sutil (USP, 2002).

As partes utilizadas que apresentam propriedades
medicinais sf0: casca, folhas e frutos. E considerada
pela medicina popular como adstringente, antidiarréica,
antiinflamatdria, depurativa, diurética e febrifuga. N&o é
utilizada como componente para cosmetologia. Devido
a composicdo de seus Oleos essenciais, € usada no
tratamento de distlrbios respiratérios. Popularmente, é
empregada no tratamento da diarréia, inflamagdes, para
promover a transpiracdo e a eliminagdo de liquidos. A
casca da aroeira tem acdo contra febre, hemoptises e
afecgbes uterinas, em geral. Da casca, extrai-se 6leo
empregado contra tumores e doencas da cornea
(BORNHAUSEN, 2002).

A partir do inicio dos anos 80, o interesse em
encontrar agentes antiomicrobianos naturais para o
emprego em produtos aimenticios ou para uso
farmacéutico tem aumentado consideravelmente, com o
intuito de promover acdo sinergistica com conservantes
guimicos, os quais tém sido restringidos devido ao seu
potencia de carcinogénese (RAUHA et a., 2000).
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A deterioracd0 de aimentos por origem
microbiana € um problema constante nas indUstrias
alimenticias. Para contornar esse problema, o0s
fabricantes tém que se utilizar de aditivos do tipo
conservantes, com o intuito de conservar melhor e
aumentar o prazo de validade de produtos alimenticios.
Por outro lado, os consumidores tendem a evitar
produtos que apresentem em sua COMPOSICA0 esses
conservantes de origem quimica devido aos seus
problemas de toxicidade (RAUHA et a., 2000).

Na natureza, existem diversos tipos de
substéncias  antimicrobianas  (fitoalexinas)  que
desempenham um importante papel na defesa de seres
vivos. Este estudo esta baseado nas fitoalexinas
fendlicas, isto &, os flavondides, que sdo metabdlitos
secundarios de plantas. Como substancias dietéticas, sdo
largamente conhecidos como antioxidantes que inibem
a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
reduzindo a tendéncia de trombose (MERCIER, 1997,
RAUHA et a., 2000).

Neste trabalho tem-se como objetivo gera a
andlise do fruto da aroeira (Schinus terebenthifolius
Raddi) no que diz respeito as suas propriedades
antimicrobianas para uso em produtos alimenticios com
relacdo aos compostos fendlicos em extratos acodlico e
aquoso.

MATERIAIS E METODOS
Material boténico e obtencéo dos extratos

A atividade e a concentracdo de antioxidantes
fendlicos em frutos de aroeira foram estudadas neste
trabalho. Os frutos obtidos foram cuidadosamente
selecionados, evitando-se 0 topo e as partes mais baixas
da érvore. A colheita ocorreu no més de fevereiro de
2004 (periodo de frutificacdo de janeiro a junho), a
partir de um exemplar da Schinus terebenthifolius Raddi
jA adulta, situada em latitude sul 25° 25 36,8"
longitude oeste 49° 17' 51,0” e dtitude de 892 metros
(Curitiba-PR-Brasil). O material colhido foi limpo de
sujidades, sendo selecionados apenas os frutos maduros
com coloragdo variando do rosa ao vermelho. Os frutos
verdes foram descartados.

Os frutos foram secos em estufa comum (sem
ventilagdo) numa temperatura de 50 °C por 96 horas até
a reducdo total da umidade (umidade inicia de 39%).
Ap6s a secagem, obteve-se um total de 300 g de
material seco. Os frutos secos foram moidos em moinho
microtriturador (IKA Labortecnik) até a granulometria
aproximada de 32 mesh. Apds moidos, esses foram
submetidos a extragdo com éter etilico em aparelho

Soxhlet  (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985),
visando a retirada de substancias lipidicas (teor de
lipidios da fruta de 15% em base seca ou 12% base
Umida) (BIRCH et a., 2001).

ApGs evaporacdo do éter (a0 ar livre em capela),
a amostra foi dividida em duas partes distintas e iguais
de 150 g, e partiu-se para a extragdo dos compostos
fendlicos com dois solventes distintos. etanol absoluto
PA (99,7% de pureza) e &gua deionizada. Para a
extracdo com etanol, 3 porcdes de 50 g de amostra
foram adicionadas a 400 mL do solvente e mantidos sob
agitacdo orbital por 1 hora, numa temperatura de 20 °C.
Decorrido esse tempo de extragcdo, reuniram-se as
amostras, filtrando-se a vacuo (5 mm Hg), obtendo-se o
extrato alcodlico. Para o extrato aquoso, 3 amostras de
50 g foram adicionadas de 400 mL de &gua a 50°C cada
uma e mantidas sob agitagdo orbital com banho-maria a
50°C por 1 hora. Decorrido esse tempo de extragdo,
reuniram-se as amostras, peneirando-as em peneiras de
32 mesh (para retirar o material mais Qrosso),
centrifugando por 20 minutos a 3.000 rpm (forga
centrifuga relativa de 7 g) para retirar 0 material mais
fino, filtrando-as a véacuo (5 mm Hg) para retirar o
sobrenadante final, obtendo-se o extrato aquoso
(BURNS et a., 2001; CORDENUNSI et a., 2002;
KAHKONEN et a., 2001; YILDIRIM et al., 2001;
ZHENG & WANG, 2001).

Do extrato alcodlico obtido, o etanol foi
removido em evaporador rotatério (T < 50 °C),
(Fisatom) para obtencdo do extrato seco, que foi diluido
em 7 mL de metanol. O extrato aquoso foi liofilizado
(llshin Lab Co.) numa pressdo de 5 mm Hg e T = -50°C,
diluido em 30 mL de metanol e filtrado a vacuo (5 mm
Hg). O extrato acodlico e o extrato aguoso, ambos
diluidos em metanol, foram mantidos estocado em freezer
vertica numa temperatura de —18 °C, até 0 momento de
utilizagdo nas andlises (SLUIS et d., 2001).

Determinacdo de compostos fenolicos totais

Foi utilizado 0,25 mL dos extratos obtidos ou da
diluicdo adequada deles e adicionados 2 mL de &gua
destilada e 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteau.
Apo6s 3 minutos a temperatura ambiente, adicionou-se
0,25 mL de solugdo saturada de carbonato de sddio,
sendo os tubos colocados em banho-maria a 37°C
durante 30 minutos para desenvolvimento de cor. As
leituras das absorbancia foram realizadas a 750 nm e 0s
resultados foram expressos em mg equivaentes de
catequina por g de amostra (b.u.) (GENOVESE et 4.,
2003; ZIELISKI & KOZOWSKA, 2000).
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Identificacdo e quantificacdo dos compostos
fenolicos

Foi utilizado cromatografo de fase reversa HP
1100 acoplado a detetor de varredura por diodo. A
coluna utilizada foi a Prodigy 5u ODS3 com fase
reversa de silica (250 mm x 4,6 mm, Phenomenex) e
os solventes de eluicdo foram (A) agua/
tetrahidrofurano/ &cido trifluoracético 98:2:0,1 e (B)
acetonitrila. As amostras foram injetadas em
duplicata. A calibracéo foi feita injetando os padrdes
3 vezes a 4 concentragdes diferentes (CORDENUNSI
et a., 2002).

Testes microbiolégicos

Os testes  foram redlizados  com
microrganismos fornecidos pelo CEPPA (Centro de
Pesquisa e Processamento de Alimentos) da
Universidade Federa do Parand. Esses foram: uma
levedura (Candida albicans ATCC 10231) e um fungo
(Aspergillus niger ATCC 16404) e 5 cepas bacterianas
(Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,
Salmonella choleraesuis ATCC 10708; Staphylococcus
aureus ATCC 6538 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145).

Os inéculos foram obtidos a partir de culturas
recentes dos microrganismos-teste, preparando-se
suspensdes padronizadas pela densidade 6tica de 0,45
de absorbancia em comprimento de onda de 450 nm,
com uma concentragdo de 10° célulasmL (THE
UNITED..., 2000).

Para andlisar a atividade antimicrobiana dos
extratos alcodlico e aguoso dos frutos da aroeira, foi
utilizado o método de difusdo em disco de papel (com 6
mm de diémetro) no meio gelosado Miller Hinton (para
as bactérias) e meio PDA (para a levedura e fungo). As
suspensBes dos microrganismos-teste foram semeadas
na superficie do meio, em placas de Petri, com o auxilio
de alca de Drigalsky (100 plL/placaigual a 10’ células).
Foram utilizados discos de 6 mm de di@metro,
embebidos com 20 uL de solugdo a 100 mg/mL dos
extratos em estudo. As placas foram incubadas a 35°C
durante 24 horas. Os testes foram realizados em
triplicata e os resultados expressos em mm pela média
aritmética do didmetro dos hal os de inibi¢do formado ao
redor dos discos nas 3 repeticdes. O teste-controle foi
realizado com os discos embebidos com o agente
diluente dos extratos no caso metanol (CARVALHO et
al., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a obtencdo dos extratos contendo os
compostos fendlicos dos frutos da aroeira, coletaram-se
os frutos das partes medianas da arvore (evitando o topo
e as partes mais baixas). Esse procedimento foi adotado
pelo fato de que a concentragdo total de flavondides é
muito menor na auséncia de luz. Para a extracdo dos
compostos fendlicos, adotaram-se duas metodologias
distintas: extragdo com agua quente e extragdo com
etanol absoluto. Essas duas substancias empregadas na
extracdo foram escolhidas, em vez do metanol, que é o
solvente mais indicado, para evitar que possivel residuo
da substéncia extratora pudesse interferir no grau de
pureza do extrato final, que poderd ser empregado como
aditivo alimenticio futuramente.

A extracdo com agua quente envolveu diversas
etapas de separacdo até se conseguir um extrato
aceitdvel, quando comparada a extragdo feita com
etanol. Apds 0 agquecimento em agua a 50°C, a amostra
foi peneirada, centrifugada e posteriormente filtrada, até
se chegar ao extrato final. Ja a amostra extraida com
etanol, apds a extragdo, sofreu apenas um processo de
filtracdo. Assim sendo, a extragdo com agua seria mais
dispendiosa em termos de processo, visto que
envolveria maior nimero de operagdes unitérias,
guando comparada a extragdo com etanol.

Com relacdo a quantificagcdo dos compostos
fendlicos, esses foram determinados como catequina
equivalente, usando a seguinte equagdo linear baseada
na curva de calibragéo:

Y = 42,426 X + 61,262, R?=0,999

Em que Y é a absorbancia e X, o equivalente de
catequina (ug/mL de extrato).

Encontraram-se um total de 88 g de catequing/
g de amostra base seca para 0 extrato aguoso e 685 ug
de catequina/ g de amostra para o extrato alcodlico.
Comparando-se com o0s dados de literatura
(CORDENUNSI et al., 2002), observou-se que, com
relacdo a quantidade de compostos fendlicos do
morango (fruta base Umida), os frutos da aroeira
apresentam de 94% a 97% menos compostos fendlicos,
quando se andlisa 0 extrato aguoso. JA O extrato
alcodlico mostrou-se com 77% a 57% menos compostos
fendlicos, ou sga, os frutos da aroeira apresentam
pouca quantidade de compostos fendlicos. |sso poderia
ser um indicio de que talvez ndo valesse a pena sua

extragéo.
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Com relago aandlise de HPLC, verificou-se que
a amostra obtida a partir do extrato acodlico apresentou
uma quantidade significativa da flavona apigenina (vide
estrutura quimica na FIGURA 1) (quatro picos) nos
tempos de retencdo de 25 a 27 minutos, o que justifica a
sua coloragdo amarelada. Apresentou também um pico de
acido dégico (vide estrutura quimica na FIGURA 01) no
tempo de retencdo de 14 minutos, conforme exibido na
Figura 2.

Ja na amostra obtida a partir do extrato aguoso,
foi encontrada uma pegquena quantidade da flavanona
naringina (vide Figura 01) no tempo de retengéo de 26
minutos, conforme exibido na Figura 3; concluindo-se
gue essa baixa quantidade encontrada pode ser devida a
instabilidade dos flavondides em &agua, por serem
facilmente hidrolisados. Com esses dados, infere-se que
o melhor solvente de extragdo para a aroeira € o etanol
ou metanol.

HO: o) OH HO o) OH
OH O OH O
Apigenina Acido elégico Naringina

FONTE: Bobbio & Bobbio (1989).

FIGURA 1 - Estruturas quimicas basicas dos taninos hidrolisaveis.
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FIGURA 2 - Andlise pelo HPL C do extrato alcodlico.
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FIGURA 3 — Andlise pelo HPLC do extrato aquoso.

Na analise microbioldgica, verificou-se que entre
as cepas analisadas, as do Staphylococcus aureus ATCC
6538 e do Bacillus cereus ATCC 11778 apresentaram-se
sensiveis a agdo antimicrobiana do extrato acodlico,
sendo os haos de inibicio de 9 mm paa o
Staphylococcus aureus e de 11 mm para o Bacillus
cereus. Quanto as outras cepas testadas, ndo foram
observados halos de inibicdo produzidos devido a
atividade antimicrobiana do extrato. De acordo com a
determinacdo de compostos fendlicos pelo método de
Folin-Ciocalteu, a quantidade de compostos fendlicos
do extrato alcodlico impregnado no disco foi de 197,52
ug equivalentes de catequina

JA o0 extrato agquoso ndo apresentou poder
inibitério em nenhuma das cepas testadas, ndo sendo
observado halos inibitérios em nenhuma das placas
produzidas. A quantidade de compostos fendlicos do
extrato aquoso impregnado no disco foi de 14,65 ug
equivalentes de catequina. Provavelmente a quantidade
aplicada do extrato ndo tenha sido suficiente para
promover a agdo inibitoria

De acordo com a literatura consultada (RAUHA et
a., 2000), uma amostra de flavona empregada
(concentracdo de 500 pg) apresentou acdo antibacteriana,

entre as cepas testadas, para Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Escherichia coli e
Saccharomyces cereviseae. Dessa forma, os resultados
foram compativeis com relacdo a acdo inibitoria para o
Staphylococcus aureus, mas ndo compativel a Escherichia
coli. Nesse caso, infere-se que a cepa de Escherichia coli
utilizada seja resistente a agdo inibitdria do extrato, visto
gue ambas as cepas sfo diferentes.

CONCLUSAO

Os frutos da Schinus terebenthifolius ou
aroeira-vermelha apresentam baixo teor de compostos
fendlicos, quando comparados a outros vegetais ja
estudados. O extrato alcodlico mostrou-se com uma
guantidade significativa da flavona apigenina, além
de &cido elagico. Com relagdo a sua acgdo
antimicrobiana, observou-se que o extrato alcodlico
apresentou  efeito  inibitério as cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e do Bacillus
cereus ATCC 11778, mas sem efeito inibitério para as
outras cepas testadas. O extrato aguoso néo
apresentou efeito inibitdrio aos microrganismos
testados.
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