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Resumo

Aacerola (Malpighia sp.) é origindria das Antilhas, pertence a familia botdnica Malpighiaceae, dentre
aos seus constituintes pode-se citar a vitamina C, carotenoides, dcidos fendlicos, furanos, dcido clo-
rogénico, galato de epigalocatequina, epicatequina, procianidina, carboidratos, proteinas, fosforo,
cdlcio, ferro, riboflavina, fibra, lipidios, tiamina, piridoxina, flavonoides (flavanonas, flavondis, rutina
eantocianinas) e compostos voldteis, s quais podem estar relacionados com suas atividades antifun-
gica, antibacteriana, antianémica, adstringente etambém nutricional. Dentre as técnicas de extragGo
de compostos bioativos, destaca-se a extracao assistida por ultrassom, por ser uma técnica rdpida, de
baixo custoeambientalmentevidvel. Umaimportanteestratégia para obtencéo de melhores condicoes
de extracdo para extratos hidroalcdolicos é a otimizagédo que utiliza a metodologia de superficie de
resposta (MSR). Neste estudo, utilizou-se o planejamento fatorial Box-Benken para avaliar os possiveis
efeitos de tempo, graduacéo alcodlica (etoh) e propor¢éo sélido: liquido (PSL) sobre a concentragdo de
fendis totais (FT) e flavonoides (Fv) extraidos da espécie Malpighia sp. O extrato liquido de Malpighia sp
otimizado foi utilizado em testes antimicrobianos pela técnica de difuséo em disco adaptada, sendo
testado contra cepas de Staphylococcus aureus, Klebsiellapneumoniae e Escherichia coli. Os resultados
daotimizagdo do extrato de acerola obtiveram-se um r2adj=0,9908 para doseamento de fendis totais
eR2adj=0,6110paraflavonoides. Em relacéo aos testes antibacterianos, o extrato liquido de acerola
apresentou atividade frente as 3 cepas de bactérias testadas. Obteve-se o extrato de acerola otimizado,
o qual apresentou agdo antimicrobiana, com isso percebe-se a necessidade de futuros estudos para
identificacdo de quais compostos séo responsdveis por desenvolver tal resultado, podendo contribuir
com o desenvolvimento farmacéutico.

Palavras-Chave: Box-Behnken, Extrato liquido padronizado, Frutos do cerrado, Atividade
antimicrobiana.

Abstract

Acerola is originally from the Antilles, belonging to the Malpighiaceae botanical family. Vitamin C,
carotenoids, phenolics, furans, chlorogenic acid, epigallocatechin gallate, epicatechin, procyanidins,
carbohydrates, substances, phosphorus, alcohol, iron include its constituents, riboflavin, fiber, lipids, thia-
mine, pyridoxine, flavonoids (flavanones, flavonols, rutin, and anthocyanins) and volatile compounds,
which may be related to their antifungal, antibacterial, anti-anemic, astringent and also nutritional
activities. Among the bioactive compound extraction techniques, including ultrasound-assisted ex-
traction, it is a fast, low cost and environmentally viable technique. An important strategy for the best
extraction conditions is the optimization that uses the response surface methodology (RSM). In this
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study, use or plan the Box-Benken factorial to evaluate the possible effects of time, alcohol content (etoh)
and solid: liquid density (SLD) on the concentration of total phenols (TP) and flavonoids (Fv) extracted
from area Malpighia sp. Malpighia sp optimized liquid extract was used in antimicrobial tests by the
adapted disc diffusion technique and was tested against Staphylococcus aureus, Klebsiellapneumoniae
and Escherichia coli strains. The results of the optimization of the acerola extractor obtain an r2adj =
0.9908 for the complete phenol assay and R2 adj = 0.6110 for flavonoids. Concerning the antibiotics
tested, the acerola liquid extract has activity front as 3 strains of bacteria tested. Therefore, using the
optimized acerola extractor or exhibiting antimicrobial action, will realize the need for future studies
to identify which are the main components responsible for developing the result, use the investment

with pharmaceutical development.

Keywords: Box-Behnken, Standardized liquid extract, Cerrado fruits, Antimicrobian activity.

Introducao

A acerola (Malpighia sp.) pertence a familia botanica Mal-
pighiaceae, é originaria das Antilhas, na América Central, e
presente também na América do Sul. Devido a sua facil adap-
tacao em climas tropicais, o Brasil tornou-se um dos maiores
exportadores de acerola do mundo', sendo encontrada prin-
cipalmente na regido nordeste, e em menor concentracdo nas
outras regides do pais.

A acerola possui em sua composicao substancias como
vitamina C, carotenoides, 4cidos fendlicos, furanos, acido
clorogénico, galato de epigalocatequina, epicatequina,
procianidina, carboidratos, proteinas, fésforo, calcio, ferro,
riboflavina, fibra, lipidios, tiamina, piridoxina, flavonoides
(flavanonas, flavondis, rutina e antocianinas) e compostos
volateis que fornecem o aroma natural do fruto. Possui im-
portancia econdmica e pode ser empregado como matéria-
prima para a producao de geleias, sucos, chas, gomas, polpas
e nutracéuticos*>.

Estudos relatam que o estagio de maturacdo do fruto
e a composicao do solo em que se encontra a Malpighia
sp podem influenciar na constituicdo do fruto de acerola e
consequentemente em suas diversas atividades bioldgicas
como antifungica, antibacteriana, antianémica, adstringente e
nutricional. Outros efeitos como a atividade quimioproterora,
acao contra arteriosclerose, doencas cardiovasculares, doen-
¢as neurodegenerativas e também capacidade de retardar
o envelhecimento podem ser influenciados com a alteracao
qualitativa e quantitativa dos metabdlitos secundarios pre-
sentes neste fruto®.

A extracdo de compostos bioativos de espécies vegetais
depende de vdrios fatores, como a técnica empregada, as
matérias-primas utilizadas e o tipo de solvente. Dentre as
técnicas convencionais, que empregam solventes organicos,
temperatura e agitacao, podemos citar maceracao, hidrodes-
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tilacao, infusdo, percolacdo, decoccao e extracao continua a
quente. Ja as técnicas ndo convencionais as quais demandam
maior tecnologia encontra-se extragdo em contracorrente,
extracdo assistida por microondas, ultrassom, fluido super-
critico e turbdlise®”. A extracio assistida por ultrassom (US)
consiste no emprego de ondas mecanicas de alta frequéncia®.
Esse método extrativo ocorre por meio de um fendmeno de
cavitagcao, em que os efeitos causados pelas ondas ultrassoni-
cas criam um ciclo de bolhas e cavidades no liquido solvente
que sao responsaveis pelo cisalhamento do material vegetal,
propiciando a extracdo de compostos bioativos®™®.

As técnicas de otimizagdo de processos, como a metodo-
logia de superficie de resposta (MSR) representam importante
estratégia para a obtencao de melhores condi¢ées em diver-
S0s processos, como em métodos extrativos de metabdlitos
secundarios a partir de espécies vegetais. Essas ferramentas
podem ser aplicadas em diversas etapas de obtencdo de
produtos nas dreas farmacéutica e alimenticia".

Apos obtencao de extratos ricos em compostos bioativos,
experimentos biolégicos podem permitir a investigagao de
propriedades que beneficiam os seres humanos e/ou animais,
sendo a avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato
liquido um caminho a ser pesquisado™.

Ainvestigacao de novos compostos com atividade antimi-
crobiana faz-se necessario devido ao aumento de micro-or-
ganismos resistentes as substancias convencionais utilizadas.
Diversos ensaios sao realizados em plantas medicinais para
avaliarem seu potencial antimicrobiano, os quais podemos
citar método de difusao em agar por poco, disco-difusdo e
métodos de macrodiluicio e microdiluicio®. Tais técnicas aux-
iliam na descoberta de novas substancias com propriedades
antimicrobianas que podem ser usadas no desenvolvimento
de novos produtos eficazes e mais seguras'.

O presente estudo teve como objetivo obter o extrato




liquido padronizado em compostos fendlicos dos frutos de
Malpighia sp. L e avaliar a atividade antimicrobiana do extrato
otimizado.

Métodos

Coleta e processamento

Os frutos foram coletados no municipio de Goiania - GO
(16°40'13.1"S49° 19'22.7"W) e no povoado de Luiz Alves - GO
(Latitude-13,2155; Longitude -50, 5779). Apos coleta dos frutos
lavou-se os mesmos com agua corrente e armazenou-se em
temperatura - 18°C. Conforme o necessario retirou-se os frutos
congelados para trituracao e posterior liofilizagcao.

O processo de liofilizacdo foi realizado em liofilizador
LS3000, no qual os frutos triturados de acerola congelados
foram colocados em potes de vidros e levados para o liofiliza-
dor por sete dias. Apds esse periodo, retirou-se os potes, os
mesmos foram lacrados e armazenados em freezer.

Analises quantitativas
Os experimentos executados em cada etapa das analises
foram realizados em duplicatas para confirmacgao dos resultados.

Doseamento de fenéis totais (FT)

A determinacédo do teor de fendis totais foi realizada de
acordo com o método de Hagerman e Buttler adaptado™.

Para o processo extrativo de fendis totais nas amostras,
pesaram-se as massas de 0,375, 0,5 e 0,625 g do material veg-
etal pulverizado dos frutos liofilizados de acerola e transferiu-
se para um baldo de fundo chato de 50 mL e completou com
solucdo hidroalcoéolica (60, 70 e 80%). A amostra foi obtida
por extracao assistida por ultrassom (25, 30 e 35 minutos). A
solucdo foi filtrada em papel de filtro.

Adicionou-se em um tubo de ensaio, 2 mL de solugdo de
Lauril Sulfato de Sédio/Trietanolamina (LSS), 1mL de solucédo
cromogénica de Cloreto férrico (FeCl3) e 1 mL da amostra de
extrato previamente filtrada. Apds 15 min realizou-se a leitura
em espectrofotdbmetro a 510 nm. Preparou-se o branco com
2 mL de solugdo de Lauril Sulfato de Sédio/Trietanolamina,
1 mL de solugcdo cromogénica de cloreto férrico e 1 mL de
agua destilada.

Para a construcdo da curva padrdo pesou-se 100 mg de
acido tanico, transferindo-o para um baldo volumétrico de
100 mL, completando-se o volume com 40 mL de metanol
50% e o restante com agua destilada. Pipetou-se aliquotas
de0,1-0,2-0,3-0,4e0,5 mL da solucao padrao, transferiu-
as para tubos de ensaio contendo 2 mL de solucdo de LSS/
Trietanolamina e 1 mL de solu¢cdo cromogénica de FeCl3.

Completou-se o volume para 4,0 mL com dgua destilada e os
tubos foram deixados em repouso por 15 min antes de realizar
aleitura em espectrofotdmetro a 510 nm. Construiu-se a curva
de calibragao padrao (Absorbancia x Concentragao) de acordo
com os dados obtidos.

Para calcular a porcentagem de fendis totais presentes nas
amostras analisadas utilizou-se as seguintes féormulas:

C = Absorbancia - A
B

%Fenois totais=c x 250 x 10-3 x 100
m(g)
Em que:
C = concentragao de 4cido tanico em mg/mL
A = coeficiente linear da equacao da reta
B = coeficiente angular da equacéo da reta

Doseamento de flavonoides

A determinacao dos teores de flavonoides totais como
equivalentes de rutina foi realizada segundo o método descrito
modificado. Para extracao dos flavonoides, pesou-se 0,375, 0,5
e 0,625 g da amostra, transferiu-se para um baldo de fundo
chato de 50 mL e completou com solucao hidroalcdolica (60,
70 e 80%). Colocou-se em ultrassom (25, 30 e 35 minutos) e
posteriormente filtrou-se em papel filtro®.

Pipetou-se 3 mL do filtrado em um tubo de ensaio e
realizou-se leitura direta em espectrofotometro a 361 nm,
utilizando-se como branco, solucao hidroalcéolica 70%. Essas
leituras foram realizadas em triplicatas.

Para a construcao da curva padrao, preparou-se uma
solucdo de rutinaa 100 ug/mL em metanol: 4cido acético 0,02
M (99:1). Os pontos feitos foram de 10 a 30 pg/mL, de forma
que pipetou-se aliquotas de 0,2-0,3-0,4-0,5¢e 0,6 mL da
solucdo padrdao e completou-se com a mistura de metanol:
acido acético 0,02 M (99:1) para 2 mL num tubo de ensaio.
Realizou-se a homogeneizacao, fez-se a leitura em espec-
trofotdmetro a 361 nm e construiu-se a curva de calibracao
padrdo (Absorbancia x Concentracao).

Para calcular a porcentagem de flavonoides presentes nas
amostras utilizou-se as seguintes féormulas:

C = Absorbancia - A
B

%Flavonoides=C x 500 x 10-3 x 100
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Em que:

C = concentracdo de rutina em mg/mL

A = coeficiente linear da equacéo da reta

B = coeficiente angular da equacao da reta

Planejamento fatorial aplicado ao processo extrativo de
fendis totais e flavonoides a partir dos frutos de Malpighia sp.

O processo de otimizacdo do método extrativo por ultrassom
foi conduzido por meio de um planejamento experimental Box-
Behnken com 3 fatores sendo trés pontos centrais (15 experimen-
tos). Foram avaliadas ainfluéncia do tempo de extracdo - X1 (min),
proporcao solido/solvente - X2 (g/50 mL) e teor alcodlico - X3 (%
v/v), na quantificacdo de fendis totais e flavonoides.

Tabela 1. Fatores e respectivos niveis utilizados no pro-
cesso de otimizacdo da extracdo assistida por ultrassom do
material liofilizado dos frutos de Malphigia sp.

Nivel 1
Fator -1 1
Tempo(min) 25 35
PSL (9/50 ml) 0,375 0,625
EtOH (%) 60 80

Legenda: PSL: proporcao sélido liquido; EtOH: etanol.

Analise antibacteriana do extrato liquido obtido de Mal-
pighia sp

Para a obtencdo do extrato liquido concentrado em-
pregado no ensaio de atividade antimicrobiana, a melhor
condicdo do planejamento Box-Behnken foi reproduzida e o
extrato concentrado em rotaevaporador a pressao reduzida
e em banho de 40°C.

Preparo do inéculo

Cepas padrao das bactérias Escherichia coli (ATCC 25923)
e Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) foram reativadas em
agar MacConkey, e no dgar manitol sal o Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), posteriormente foram incubadas por 24 horas,
a 37°+ 1°C. Apds crescimento, as col6nias bacterianas foram
transferidas para solucéo fisiolégica a 0,85% (p.v) até obter
turvacdo equivalente ao padrao 0,5 da escala de McFarland,
que corresponde aproximadamente a 1,5 x 108 UFC/mL. Pos-
teriormente, semeou-se a suspensdo bacteriana em placas
de Petri em meio dgar Mueller-Hinton, com auxilio de swab.
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Teste de Difusao

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato liquido
acerola foi realizada pela técnica da difusdo em agar. Apos
semeadura da suspensao bacteriana, procedeu-se a abertura
de sete orificios no meio de cultura, com auxilio de um tubo de
ensaio estéril 10 mL, formando pocos, sendo estes preenchidos
com 10, 25, 50, 100, 150, 200 e 300 ul do extrato com auxilio
de pipetas semiautomaticas.

As placas foram entdo incubadas em estufa bacterioldgica
a 37 = 1°C. Transcorrido o tempo de incubacao (48 horas),
procedeu-se a leitura dos diametros dos halos de inibicao.

Resultados e Discussao

A partir dos 15 experimentos executados conforme o
planejamento fatorial Box-Behnken, obteve-se os resultados
referentes as concentracbes de fendis totais e flavonoides,
conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Planejamento fatorial realizado em 15 experi-
mentos desenvolvido pelo Box-Behnken para obtencdo do
extrato liquido dos frutos de acerola e suas respectivas absor-
bancias de flavonoides e fendis totais.

EtOH (%) PSL (g) Tempo (min) FT Fv
60 0,5 35 35 35
35 0,283 0,088 35 35
80 0,5 35 0,284 0,108
70 0,375 35 0,199 0,088
70 0,625 35 0,333 0,152
60 0,375 30 0,192 0,063
80 0,375 30 0,183 0,088
60 0,625 30 0,309 0,082
80 0,625 30 0,301 0,135
70 0,5 30 0,273 0,087
70 0,5 30 0,265 0,089
70 0,5 30 0,262 0,08
60 0,5 25 0,303 0,094
80 0,5 25 0,243 0,118
70 0,375 25 0,211 0,092
70 0,625 25 0,199 0,073

Legenda: FT: fendis totais; FV: flavonoides; PSL:proporcéo sélido liquido;

EtOH: etanol.




A partir da leitura das absorbancias dos fendis totais do
extrato liquido, o mesmo deve-se ser analisado. Portanto
utiliza-se um software que permite desenvolver um modelo
quadratico da extracao de fendis, sendo este a analise de
variancia (ANOVA).

Tabela 3: Andlise de variancia (ANOVA) referente ao
modelo quadratico da extragao de fendis totais assistida por
ultrassom a partir dos frutos liofilzados de acerola.

Somade

Fonte quadrados gl F Prob >F p
Modelo 0,033 11 2,996E-003 137,40 0,0009
A-EtOH 8,619E-004 1 8,619E-004 39,52 0,0081
B-PSL 3,721E-003 1 3,721E-003 170,63 0,0010
C-Tempo 3,721E-003 1 3,721E-003 170,63 0,0010
AB 2,500E-007 1 2,500E-007 0,011 0,9215
AC 9,389E-004 1 9,389E-004 43,06 0,0072
BC 5,329E-003 1 5,329E-003 244,37 0,0006
A? 4,632E-004 1 4,632E-004 21,24 0,0192
B2 3,722E-003 1 3,722E-003 170,66 0,0010
A’B 1,596E-003 1 1,596E-003 73,19 0,0034
AC 1,268E-003 1 1,268E-003 58,14 0,0047
AB? 2,175E-004 1 2,175E-004 9,98 0,0509
Residuo 6,542E-005 3 2,181E-005

Falta de ajuste 7,549E-007 1 7,549E-007 0,023 0,8926
Erro puro 6,467E-005 2 3,233E-005

Cor total 0,033 14

Legenda: gl: grau de liberdade; FV: flavonoides; PSL:proporcao solido liquido;
EtOH: etanol.

Pode-se observar a partir da Tabela 3, que o modelo ob-
tido para FT foi significativo (p=0,009), apresentou falta de
ajuste nao significativo (p=0,8926). Além disso, o valor de
R2adj=0,9908 revela que o modelo em questao consegue
explicar 99,08% do comportamento extrativo dos dados de
fendis totais em funcdo dos fatores Tempo, PSL e EtOH. As-
sim, a partir da analise de variancia (ANOVA) deste modelo, é
possivel considera-lo adequado para a predicao das melhores
condi¢des de extragdao dentro dos niveis avaliados.

A ANOVA gera uma equacao que possui todas as variaveis
possiveis demonstrada pelo modelo quadratico, pois através

desta equacao, pode-se calcular quando houver condicdes
de extracdes diferentes desse experimento. A seguir, tem-se
a equacao 1 para o modelo de andlise de fendis totais.

Equacao 1:
FT =+0.27-0.015 x A+0.030 x B +0.031 x C +2.500E-004 x A x B

+0.015xAxC+0.036 xBx C+0.011 xA?-0.032x B> +0.028 x A’ x
B-0.025xA% xC+0.010x A x B?

Figura 1. Gréficos de superficie de resposta representando a
variacao de FT em funcgédo de PSL e EtOH (A); EtOH e Tempo
(B) e Tempo e PSL (C).

Legenda: FT: fendis totais; PSL: proporcéo sélido liquido; EtOH: etanol.

A partir da Equacao 1, obteve-se o graficos de superficie
de resposta, representados na Figura 1. A melhor condicao
extrativa de fendis totais ocorreu nas condi¢cdes que se teve
proporcao sélido liquido (PSL) aproximadamente de 0,63
g/50mL e EtOH 60% obtendo-se uma concentracdo de FT
de aproximadamente 0,32 mg/mL (figura 1A). Na Figura 1B,
pode-se obervar que a graduacao alcoolica e tempo de ext-
racdo responsaveis pelas maiores concentragdes de FT (0,303
mg/ml), foram 60% e 25 min respectivamente. Jd a figura 1C
as varidveis consideradas foram tempo (min) e PSL (g/50mL),
em que o tempo foi 35 min e PSL 0,63 g/50mL. Estas condi¢oes
levaram a extrair 0,34 mg/mL de FT.

O método assistido por ultrassom para extrair compostos
fendlicos de residuos de alcachofra, no qual obtiveram maiores
rendimentos dos compostos fendlicos, comprovando a eficacia
da técnica de extracao™.

O ultrassom para extrair polissacarideos com atividade anti-
oxidante das frutas de amoreira preta, de acordo esses estudos
obtiveram rendimento maximo de 3,13%, mostrando que a
técnica de ultrassom desempenhou uma extracéo eficaz”.

A extracdo assistida por ultrassom atualmente vem se
destacando como uma excelente técnica para a obtencao de
compostos bioativos, pois é possivel adquirir elevada con-
centracao dos compostos em estudos, devido método nédo
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ser destrutivel, e capaz de extrair os compostos da amostra,
em menor tempo e temperatura, dependendo da analise em
questao, além de reduzir o gasto de solventes que muitas
técnicas convencionais ocasionam.

A analise de variancia (ANOVA) abaixo, foi feita a partir
das concentra¢des do extrato liquido dos frutos de acerola
presentes na Tabela 2, semelhante a Tabela 3.

Tabela 4: Andlise de variancia (ANOVA) referente ao modelo
quadratico da extracao de flavonoides assistida por ultrassom
a partir dos frutos liofilzados de acerola.

Fonte qi‘;':;gg s gl F Prob > F P
Modelo 5,558E-003 4 1,390E-003 6,50 0,0076
A-EtOH 1,860E-003 1 1,860E-003 8,70 0,0145
B-PSL 1,540E-003 1 1,540E-003 7,20 0,0229
C-Tempo 4,351E-004 1 4,351E-004 2,03 0,1842
BC 1,722E-003 1 1,722E-003 8,05 0,0176
Residuo 2,138E-003 10 2,138E-004

Falta de ajuste 2,094E-003 8 2,617E-004 11,72 0,0810
Erro puro 4,467E-005 2 2,233E-005

Cor total 7,696E-003 14

Legenda: FT: fendis totais; FV: flavonoides; PSL:proporcdo sélido liquido;

EtOH: etanol.

Neste modelo apenas os fatores EtOH, PSL, Tempo e PSL
xTempo apresentaram efeito significativo sobre a extracdo
de flavonoides, sendo os R2 adj = 0,6110, comparando com o
valor de extracao de FT, podemos dizer que foi inferior, pois o
esperado é proximo de 1. Porém o R2 adj = 0,6110 revela que
o modelo para flavonoides apresenta uma explicabilidade do
sistema de 61,10 %.

Assim como a equagao 1,0 mesmo acontece com a equagao
2, a qual também é gerada pela ANOVA, e esta representada
abaixo, com as condicdes de extracdo de flavonoides no extrato
liquido dos frutos de acerola, as quais podem ser alteradas
quando houver necessidade de mudanca dos valores das
variaveis em questao.

Equacao 2:

Fv=+0.096+0.015xA+0.014 x B+7.375E-003 x C+0.021 x Bx C
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=00 oE PSL (g/S0ml)

Figura 2: Graficos de superficie de resposta representando a
variagao de Fv em funcdo de PSL e Tempo.

Na Figura 2 pode-se observar as melhores condi¢cées de
extracdo de FV, sendo o tempo de 35 min e 0,63 g/50 mL de
PSL, obtendo aproximadamente 0,140 mg/mL de FV.

Segundo um estudo, o fruto analisado (ameixa) obteve mel-
hores concentracdes de flavonoides com extracao a tempera-
tura aproximadamente 60°C. Porém neste estudo o objetivo foi
analisar condi¢bes intermediarias, que seriam capazes de extrair
maiores concentragdes de compostos fenolicos e flavonoides,
diminuindo o gastos de solventes e otimizando o tempo™®. Isso
pode ser observado através da funcdo de desejabilidade em
que se encontrou valor de 1 (valor maximo que se pode obter
nessafuncdo), obtendo concentragdes de FT(0,355826 mg/mL)
e flavonoides (0,1520 mg/mL) em tempo de aproximadamente
35 minutos, PSL 0.62 g/50 mL e solugao hidroalcéolica de 80%.

FaL indmmi

Figura 3: Gréficos obtidos com base na funcao de
desejabilidade demonstrando as melhores condi¢des de
PSL, EtOH e tempo para extragao de flavonoides e fenois
totais.

Legenda: FT: fendis totais; FV: flavonoides; PSL:proporcdo sélido liquido;

EtOH: etanol.




Os graficos de contorno avaliam a variacdo da desejabi-
lidade (referente a concentracdo de FT e Fv) em funcao dos
fatores investigados (tempo, PSL e EtOH).

Em relacdo a avaliacdo de desejabilidade em que se tem
extracao de fendis totais e flavonoides nas maiores concentra-
¢oes, considerando as varidveis de tempo, EtOH e PSL obteve-
se a funcao de desejabilidade monstrando o melhor de cada
fator interferente e a concentragao desejavel de fendis totais
e flavonoides. Essa relacdo também pode ser visualizada na
figura 3, no qual tem-se a figura 3A comparando a variavel
de PSL e EtOH, sendo que teve-se uma melhor extracdo com
etanol 80 % e PSL de aproximadamente 0,63 g/50 mL. J4 a
figura 3B mostra a relacdao de tempo e etanol, no qual a melhor
extracao ocorreu com etanol 80% e tempo de 35 minutos. E
na figura 3C tem-se a relacdo da melhor condicao entre tempo
(35 minutos) e PSL (0,63 g/50 mL).

No intuito de investigar o potencial antimicrobiano do
extrato liquido dos frutos de acerola otimizado, realizou-se a
avaliacdo de sua atividade frente a cepas de Escherichia coli
(ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) e Staphylo-
coccus aureus (ATCC 25923), avaliando a formacao de halos de
inibicdo de crescimento bacteriana. A seguir, tem-se a Tabela
5 com as respectivas concentracdes de inibidas e diametros
dos halos de inibicéo.

Tabela 5: Medidas dos halos de inibicdo do crescimento
bacteriano encontrados naavaliacdo daatividade antimicrobiana
do extrato dos frutos de acerola por meio do método de difusdo
em disco adaptado.

Bactérias 10l 25ul  50ul  100pl 150pl 200pl 300 pl
Staphylococcus } R : 18 23 20 22
aureus mm mm mm mm
Klebsiella ) B . . 19 17 21
pneumoniae mm mm mm
18 18 20

Escherichia coli - -
mm mm mm

Conforme aTabela 5 verifica-se que os maiores halos forma-
dos foram obtidos com os volumes de extrato de 150 pl, 200 pl
€ 300 ul. Contundo obteve-se inibicdo com volumes menores
do extrato, tendo uma pequena formacdo de halo. Os testes
foram repetidos apds uma semana, sendo que o extrato em
estudo ficou armazenado em geladeira durante tal periodo.

O extrato dos frutos de acerola otimizado mostrou-se eficaz
aoinibir a bactéria Klebsiella pneumoniae, que de acordo com
estudos, a cepa possui uma resisténcia antimicrobiana vasta,
de aproximadamente 95% dos antimicrobianos encontrados

no mercado farmacéutico, esta bactéria possui mecanismos
préprios para inibir acdo dos antimicrobianos produzindo a
enzima beta-lactamases'%.

De acordo com um estudo, E. coli possui resisténcia aos
antimicrobianos varidvel, em 17 cepas de E. coli testadas
pelo autor somente dois antibioticos inibiram as 17 cepas, a
Tobramicina (TO) e Gentamicina (GE). O extrato dos frutos de
acerola otimizado foi capaz de inibir E. coli (ATCC 25923) em
trés volumes 150 pl, 200 pl e 300 pl, mostrando alto potencial
antibacteriano frente a cepa em estudo®.

Por outro lado, um estudo realizado testando extratos
brutos de cajueiro, barbatimao, aroeira, favela, fedegoso e
quixaba nao inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus
e Escherichia coli**. E como observado na tabela 3, o extrato
dos frutos de acerola foi capaz de desenvolver atividade frente
a esses microrganismos. Com isso, percebe-se a necessidade
de outros estudos para analisar os principais compostos do
fruto da Malpighia sp que desenvolvem tal atividade, além
de testar a otimizacdo do mesmo em outras condi¢des que
poderdo aumentar a acio antimicrobiana®.

Olaleye testou o extrato alcodlico de célices de Hibiscus
sabdariffa L. como um agente antibacteriano frente aos
micro-organismos Staphylococcus aureus, Bacillus stearother-
mophilus, Micrococcus luteus, Serratia mascences, Clostridium
sporogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
cereus e Pseudomonas fluorescence, tal extrato apresentou
atividade antimicrobiana, sendo até mesmo comparado com
a acao da estreptomicina, sé que o antibiético ndo inibe a E.
coli ao contrario do extrato de Hibiscus sabdariffa L.

Conclusao

Os resultados obtidos no processo otimizagao do extrato
liquido da acerola demonstrou que os flavonoides e fendis
presentes no fruto podem ser extraidos em condi¢oes se-
melhantes, obtendo teores significantes. O extrato liquido da
acerola otimizado apresentou atividade antibacteriana avali-
ada pelo método de difuséo contra cepas de Klebsiella pneu-
moniae (ATCC 700603), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Escherichia coli (ATCC 25923) em diferentes concentracdes.
Portanto estudos deverao ser desenvolvidos para identificar
quais compostos ativos que oferecem acao antimicrobiana
ao extrato liquido. Posteriormente estabelecer condi¢ées de
controle de qualidade para o material vegetal, pois a partir
da geracao de informacdes deste extrato liquido, pode-se
estabelecer quais aplicagdes possiveis de desenvolver com
extrato liquido do fruto acerola.
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