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Resumo

Atualmente, o fruto originario da Ceratonia siliqua L., a alfarroba, tem despertado o interesse
de varios setores industriais, devido as caracteristicas benéficas que lhe estdo associadas. O presente
estudo recaiu sobre a avaliagdo do potencial bioativo dos diferentes componentes da alfarroba,
largamente cultivada em Portugal e em outros paises mediterraneos. O seu objetivo foi adquirir um
conhecimento mais aprofundado sobre as suas propriedades, preparando extratos etanélicos de polpa,
grao e vagem inteira (misto), e um extrato aquoso da polpa, determinando o seu teor em compostos
fendlicos totais e flavonoides totais, e procedendo a avaliacdo da sua atividade antioxidante e

antimicrobiana, bem como a avaliacdo da sua possivel mutagenicidade.

A atividade antioxidante dos varios componentes da alfarroba foi determinada com recurso a
diversos tipos de ensaios. Mais concretamente, a avaliagdo da sua capacidade de reducédo, através
dos ensaios FRAP e CUPRAC, a avalia¢@o da capacidade de sequestro do radical DPPH" e a avaliacdo
da capacidade de sequestro do radical anido superoéxido. A atividade antimicrobiana foi determinada
através de dois métodos distintos, 0 método por difusdo em agar e o método da microdilui¢do, utilizando
onze microrganismos diferentes: Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Propionibacterium acnes, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis , Escherichia coli
e Candida albicans. A atividade mutagénica foi pesquisada através do Teste de Ames, utilizando duas

estirpes distintas de Salmonella enterica subsp enterica serovar Typhimurium: TA100 e TA102.

Os resultados obtidos demonstraram que os extratos preparados a partir de todos os diferentes
componentes da alfarroba possuem atividade antioxidante, sendo que o extrato etandlico de grao foi o
que apresentou um teor mais elevado em compostos fendlicos e flavonoides, tendo apresentado uma
atividade antioxidante e antimicrobiana, muito superior aos restantes extratos analisados. Os extratos
que apresentaram resultados mais fracos relativamente as propriedades estudadas foram os extratos

etandlicos de polpa e misto (extrato contendo polpa e grdo em propor¢des adequadas).

Palavras-chave: Alfarroba, compostos fendlicos, flavonoides, teste de Ames, atividade antioxidante,
atividade antimicrobiana.
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Abstract

Currently, the fruit originary from Ceratonia Siliqua L., the carob, is the object of interest of several

industrial sectors, due to its beneficial characteristics associated with this fruit.

The present study was focused on the bioactive potential of the carob’s different components, a plant
that is widely cultivated in Portugal and other Mediterranean countries. Its main target was to acquire a
more in-depth knowledge of its properties, preparing ethanolic extracts of the pulp, seed and the pod
(mixed extract, containing pulp and seed), and also an aqueous extract of the pulp, and by determining
its content in phenolic compounds, by the Folin-Ciocalteu method, its content in flavonoids, and by
evaluation of its antioxidant and antimicrobial activity, as well as the evaluation of its mutagenicity.

The extract’s antioxidant activity was determined by different assays. More specifically, the assessment
of its reducing capacity with the FRAP and CUPRAC assays, and of its scavenging of DPPH" and
superoxide anion radical. The antimicrobial activity was determined by two different methods, the agar
diffusion method and microdilution method, using eleven different microrganisms: Staphylococcus
aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis, Bacillus
cereus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Propionibacterium acnes, Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Choleraesuis, Escherichia coli and Candida albicans. The mutagenic properties
were measured by an Ames test, using two distinct strains of Salmonella enterica serovar Typhimurium:
TA100 e TA102.

The results showed that the extracts of all the different carob’s components have antioxidant activity.
The seed’s ethanolic extract presented a higher content in phenolic compounds and flavonoids, as well
as it was the one that exhibited a higher antioxidant and antimicrobial activity, much superior to the other
extracts analyzed. The extract that showed weaker results with respect to the studied properties were

the ethanolic extracts of pulp and mixed.

Key words: Carob, phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity, Ames assay, antimicrobial
activity.
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SIMBOLOGIA E NOTACOES

CUPRAC - Cupric Reducing antioxidante capacity
DPPH: - 2,2'-difenil-1-picrilhidrazilo

EAA — Equivalente de acido ascorbico

EAG - Equivalente de acido galico

eq — Equivalente

FRAP - Ferric Reduction Antioxidant Power

g — grama

mg — miligrama

MHA — Mieller-Hinton Agar

MHB — Mueller-Hinton Broth

MIC — Concentragdo minima inibitéria

MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina
NADH - Dinucleétido de adenina e nicotinamida na forma reduzida
NBT?* — Azul de nitrotetrazélio

nm — Nanometro

PMS — Metossulfato de fenazina

ROS - Espécies reativas de oxigénio

spp — Espécie

TPTZ - 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina

TSA — Trypticase soy agar

UFC — Unidades Formadoras de Coldnias

Mg — micrograma
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1. Introducéo

1.1 Alfarrobeira e caracterizacao do seu fruto

A Ceratonia siliqua L., mais comumente conhecida como alfarrobeira, € uma arvore de folha
perene da familia de leguminosas Fabaceae que pode ser encontrada na maioria dos paises
mediterraneos e do norte de Africa (incluindo Tunisia, Argélia e Marrocos), usualmente em locais de
clima temperado e seco com solos pobres (Bernado-Gil et al.,, 2011) e que exibe uma grande
heterogeneidade genética, dependendo da sua origem geogréafica (Rtibi et al., 2017). Esta planta é
cultivada em Portugal ha ja& muitos anos, sendo que, em 2016, Portugal apresentava-se como o
segundo maior produtor de alfarrobeira a nivel mundial (Roseiro et al., 2013; FAOSTAT, 2016) com
uma producéo de aproximadamente 40 mil toneladas de alfarroba, apenas atras da Espanha, com uma
producédo de cerca de 70 mil toneladas, o que torna o estudo das caracteristicas e propriedades dos
produtos da alfarrobeira extremamente importante para um melhor aproveitamento desta arvore e do

seu fruto.

As folhas da alfarrobeira possuem 3 a 7 cm de comprimento, e sao ricas em polifendis em geral
e em flavonoides em particular (Rtibi et al., 2017). A alfarroba, fruto da alfarrobeira, € uma vagem de
cor acastanhada ligeiramente curvada que, quando madura, possui 10 a 25 cm de comprimento (figura
1.1), sendo constituida por cerca de 90 % de polpa e 10 % de grdo ou semente. O grao (figura 1.2)
possui uma pelicula exterior de cor castanha (30-33% do seu peso), um endosperma branco e
transllcido (42-46% do seu peso) e o gérmen (23-25% do seu peso) (Dakia et al., 2008; Ritbi et al.,
2017).

Figura 1.1 - Vagem inteira da alfarroba, produto de Ceratonia siliqua L.



Figura 1.2 — Aspeto do gréo de alfarroba

1.1.1 Valor nutricional e composicéo de alfarroba

O valor de um alimento relaciona-se com 0s seus conteldos nutricionais e com a sua
digestibilidade, bem como com a presenca ou auséncia de fatores toxicos (Rtibi et al., 2017). Os
alimentos ndo s6 oferecem nutrientes essenciais como outros compostos bioativos importantes na
promocédo da saude e prevencdo de doencas. Tém sido encontradas fortes correlagdes entre uma dieta
saudavel (sem excesso de energia, rica em frutos, vegetais e graos integrais, e pobre em gorduras
saturadas, sédio e acUcares refinados) e a diminuicdo do risco de doencas crénicas e degenerativas
(Sofi e Dinu, 2016).

Devido a sua composicdo Unica, abundancia em carboidratos, fibra, compostos fendlicos e
outros compostos bioativos, a alfarroba possui um grande potencial para ser utilizada como ingrediente
funcional na producéo de produtos alimenticios (Benkovic et al., 2017). As vagens de alfarroba contém
entre 40 a 60 % de carboidratos, compostos polifenélicos, especialmente taninos (18 a 20 %), minerais,
tais como o potassio, sédio, ferro, cobre, manganés e zinco, e uma pequena quantidade de proteinas
(3 a 4%). Este fruto é reconhecido especialmente pela sua riqueza em agucares, essencialmente
compostos por sacarose (32-38%), frutose (5-7%) e glucose (5-6%), sendo as suas proporcoes
variaveis (Karababa e Coskuner, 2013; Rithi et al.,, 2017). Varios estudos realizados recorrendo a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography) para a determinacdo do perfil em compostos fendlicos da alfarroba revelaram a
presenca de taninos condensados (proantocianidinas), acido galico, catequina, epicatequina galato,
epigalocatequina galato e glicosideos de quercetina. As substancias quimicas na alfarroba podem

diferir largamente, de acordo com a espécie, clima e estado de maturacdo do fruto (Ritbi et al., 2017).

A semente € a fracdo da alfarroba mais utilizada industrialmente na producdo de goma de
alfarroba ou extrato de goma de alfarroba. A goma proveniente do endosperma da semente de alfarroba
€ um polissacérido — a galactomanana — que é utilizada nao sé na industria alimentar, como aditivo
natural (E410), como também nas indUstrias farmacéutica, cosmética e téxtil devido as suas
propriedades espessantes, emulsificantes e estabilizantes (Bernardo-Gil et al., 2011; Karababa e
Coskuner, 2013). A producdo de goma de alfarroba gera dois subprodutos: o gérmen da semente e o
que resta das vagens moidas (polpa da vagem). O gérmen contém uma mistura de proteinas insolUveis
em agua com propriedades semelhantes ao glaten, que conferem a farinha do gérmen de alfarroba

potencial para ser utilizada como suplemento dietético ou como ingrediente em alimentos derivados de



cereais, tendo como populacdo alvo pessoas que sofrem de doenca celiaca (Durazzo et al., 2014;

Tsatsaragkou et al., 2014).

A polpa da vagem ¢é a fragdo menos utilizada da alfarroba. Apenas cerca de um terco desta
polpa é consumida como alimento para animais ou utilizada para producéo de farinha de alfarroba que
€ utilizada, especialmente, na confeitaria regional, principalmente como substituto do chocolate
(Roseiro et al., 2013; Dakia et al.,2017). Para além do seu sabor doce e semelhante ao chocolate,
outros beneficios na utilizacdo de farinha de alfarroba sédo também o seu baixo preco, auséncia de
cafeina e teobromina e a sua abundancia em fibras e compostos bioativos (Benkovic et al., 2017), como
por exemplo os polifendis, particularmente proantocianidinas e galotaninos, que apresentam atividade
antioxidante, sendo importantes na protecdo do organismo contra a excessiva producdo de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio, que se encontram envolvidas no desenvolvimento de diversas
patologias como o Alzheimer e o cancro (Custddio et al., 2011; Roseiro et al., 2013). A composi¢édo
nutricional da farinha de alfarroba encontra-se apresentada na tabela 1.1, enquanto que na tabela 1.2
se apresentam diversos compostos fendlicos que tém vindo a ser encontrados nesta farinha.

Tabela 1.1 — Composigéo nutricional e quimica da farinha de alfarroba por 100 g (Adaptado USDA,
2018).

VALOR NUTRICIONAL POR 100 g DE FARINHA DE ALFARROBA

Energia (kcal) 222
Proteinas (g) 4,62

Lipidos (g) 0,65
Acidos gordos saturados, total (g) 0,090
Acidos gordos monoinsaturados, total (g) 0,197
Acidos gordos polinsaturados, total (g) 0,216
Acgucares () 49,08

Fibra (g) 39,8

Agua (9) 3,58

MINERAIS

Célcio (mg) 348

Ferro (mg) 2,94

Magnésio (mg) 54

Fosforo (mg) 79

Potéassio (mg) 827

Saodio (mg) 35

Zinco (mg) 0,92

VITAMINAS

Vitamina C (mg) 0,2
Tiamina (mg) 0,053
Riboflavina (mg) 0,461
Niacina (mg) 1,897
Vitamina B6 (mg) 0,366

Folato (mg) 29

Vitamina A (ug) 1

Vitamina E (mg) 0,63




Tabela 1.2 — Composicdo em compostos fendlicos da farinha de alfarroba (Adaptado de Youssef et al.,
2013).

Compostos fendlicos Ppm
Acido galico 10,21
Pirogalhol 4970,18
Acido protocatecuico 79,47
Acido cloragénico 101,09
Catequina 27,97
Catecol 164,67
Acido cinamico 7,78
Acido cafeico 48,23
Acido vanilico 13,92
Acido fertlico 10,17

1.1.2 AplicacBes farmacolégicas da alfarroba

As enfermidades do trato gastrointestinal podem interferir com a digestdo de alimentos e
liquidos, com a absor¢do de nutrientes ou com a excregao. Estes distdrbios podem ser provocados por
infecdes de variados tipos de bactérias, virus e organismos parasitas (Mathabe et al., 2006; Karki e
Tiwari, 2007). O fruto da alfarrobeira tem sido tradicionalmente utilizado no tratamento de perturbagdes
do trato gastrointestinal. O sumo de alfarroba tem, igualmente, sido utilizado no tratamento da diarreia,
devido a sua riqueza em eletrdlitos. Este fruto tem ainda sido tradicionalmente utilizado como um

antitassico e no tratamento de verrugas (Ritbi et al., 2017).

Recentemente, estudos cientificos efetuados com os produtos da alfarrobeira indicam que
estes possam ter multiplas atividades farmacolégicas, especialmente no trato digestivo, incluindo acao
antioxidante, antidiarreica, antibacteriana, anti-inflamatéria, anti-ulcerativa, laxante e antidiabética
(Kivgak et al., 2002; Ritbi et al., 2015; Ritbi et al., 2016a e b; Ritbi et al., 2017).

A acdo antidiarreica pode estar relacionada com ac¢do antimicrobiana contra bactérias
envolvidas nas infe¢des gastrointestinais. Os extratos aquosos da alfarroba tém mostrado ter diferentes
acbes sobre o transito intestinal consoante o seu estado de maturagcdo. Assim, enquanto que 0s
extratos aquosos das vagens ndo maduras produzem uma diminuicdo significativa do transito
gastrointestinal em ratos, os extratos aquosos de vagens maduras possuem uma atividade laxativa.
Esta diferenca de atividade devera resultar da diferente composicao fitoquimica das vagens nestes dois
estadios de maturacao (Ritbi et al., 2016a, 2017).

Os extratos aquosos das vagens de alfarroba mostraram inibir todos os pardmetros indicativos
da inflamacé&o em ratos tratados com sulfato de dextrano sddico, sugerindo que estes extratos possam
ter um efeito anti-inflamatorio sobre a mucosa colénica inflamada e plasma em ratos (Ritbi et al., 2016b).
Os extratos aquosos preparados a partir dos produtos das folhas e da casca da alfarrobeira mostraram
glucose durante a digestdo gastrointestinal, o0 que sugere que estes extratos tenham um potencial

antidiabético (Custédio et al., 2015). No mesmo sentido, foi também verificado que extratos da vagem



imatura conseguiam reduzir a glicemia em ratos diabéticos (Ritbi et al., 2017). Os extratos aquosos
preparados a partir dos produtos das folhas e da casca da alfarrobeira mostraram, igualmente,
conseguir inibir in vitro a atividade das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, o que suporta

a sua acgdo sedativa (Custddio et al., 2015).

1.2 Antioxidantes e stress oxidativo

O corpo humano mantém um equilibrio constante entre a producéo de pré-oxidantes, que sao
gerados no metabolismo celular, e os sistemas de defesa antioxidante. Se este equilibrio for
comprometido, existe uma situagdo de stress oxidativo, caracterizada pelo aumento de espécies
reativas e radicais livres, que pode originar danos ou mesmo a morte celular (Halliwel e Gutteridge,
1999; Garay, 2017).

Os radicais livres sdo espécies quimicas que possuem um eletrdo desemparelhado. Estas
espécies sao extremamente reativas, pois tém tendéncia a captar um eletrdo proveniente de moléculas
estaveis. Quando essa situagdo ocorre, a molécula estavel torna-se ela propria um radical livre,
iniciando-se uma reacdo em cadeia (Avello e Suwalsky, 2006). Os radicais livres sdo produzidos no
organismo por via de reacdes bioquimicas de oxidag&do-reducéo que ocorrem naturalmente nas células.
Em quantidades moderadas, estes elementos possuem efeitos fisiolégicos benéficos, como a
regulacdo da resposta imunoldgica e de defesa (Olguin et al., 2004). Todavia, se a sua producao for
excessiva, pode conduzir a lesdes celulares que poderéo induzir o desenvolvimento de doengas como
0 cancro, doencas cardiovasculares, desordens neurolégicas, diabetes ou envelhecimento (Garay,
2017).

As espécies reativas de oxigénio (ROS), como o radical superdxido (Oz2"), o perdxido de
hidrogénio (H202), o acido hipocloroso (HOCI) ou o radical hidroxilo (OH®) possuem uma grande
importancia na patogénese de diversas doen¢as humanas (Ramful et al., 2010). A oxidacdo induzida
por ROS pode resultar na desintegracdo da membrana celular, danos em proteinas e mutagdes no
DNA, o que podera iniciar ou propagar o desenvolvimento de doengas graves como o cancro, doencgas
degenerativas como a doenga de Alzheimer e doenca de Parkinson, artrite, aterosclerose, diabetes,
podendo também acelerar o processo de envelhecimento (Magalhées et al., 2008; Moon e Shibamoto,
2009).

De modo a haver um controlo dos niveis destas espécies oxidativas, os diferentes organismos
necessitam de possuir sistemas de defesa antioxidante, que incluem dois tipos de antioxidantes: os
antioxidantes end6genos (sistemas enzimaticos), que sao produzidos no organismo, e 0s antioxidantes
exogenos (por exemplo, vitaminas e compostos fendlicos), que séo obtidos através da dieta (Céspedes
e Sanchez, 2000). O papel desempenhado por fatores dietéticos no que a salde respeita tem sido
reconhecido ao longo dos tempos, com os estudos epidemiolégicos e clinicos a fornecerem uma visédo
mais clara acerca dos mecanismos fisiolégicos dos efeitos dos alimentos bioativos sobre a salde
humana. Muitos dos efeitos positivos atribuidos aos alimentos bioativos parecem estar relacionados

com a presenca nesses alimentos de compostos com elevada capacidade antioxidante.



1.2.1 Antioxidantes na cosmética

Os estudos relativos as propriedades antienvelhecimento de substancias ativas tém despertado
um grande interesse, tendo em consideracdo o aumento da expetativa do tempo de vida, bem como a
procura pela qualidade de vida durante o processo de envelhecimento (Scotti et al., 2007). Conforme
ja referido, uma das principais razdes apontadas como sendo responsavel pelo processo de
envelhecimento é o desequilibrio do mecanismo de defesa antioxidante do organismo (Magalhaes,
2000). Assim, um dos objetivos da area da cosmética é o de prevenir e atenuar o envelhecimento

cuténeo por meio da procura e estudo de substancias antioxidantes eficazes.

O desequilibrio do mecanismo de defesa antioxidante do organismo pode provocar danos na
pele que sdo consequéncia de danos em estruturas como lipidos e proteinas presentes na pele. Cerca
de 80% dos sinais visiveis no envelhecimento sdo causados pelos raios ultravioleta (UV) e pelos
radicais livres formados, devido a exposicdo aos mesmos (Buchli, 2002). A aplicagédo tépica de
antioxidantes reduz os danos oxidativos causados pela radiagdo UV (Scotti et al., 2007). Entre as
substancias ativas utilizadas em produtos cosméticos com agédo antienvelhecimento encontram-se 0s
carotenoides, as vitaminas C e E, a glutationa e diversos extratos vegetais. O mecanismo de acao
antioxidante dos carotenoides resulta da sua capacidade de neutralizacdo de ROS, reduzindo o stress
oxidativo, existindo diversos estudos que demonstram os efeitos benéficos dos carotenoides, em
especial do B-caroteno (percursor da vitamina A). A sua ingestao oral permite uma reducéo das lesdes
celulares, aumentando deste modo a fotoprotecao (Fuchs, 1998; Ceésarini et al., 2003). A vitamina C é
um antioxidante hidrossollvel, forte agente redutor, que é capaz de reagir diretamente com os radicais
livres. O acido ascorbico (vitamina C) possui ainda a propriedade de estimular a sintese de colagénio
(Fuchs, 1998). A glutationa € um agente redutor de varias enzimas, exercendo a sua ac¢ao antioxidante
por inibicdo direta de ROS, atuando ainda como dador de hidrogénio a outros antioxidantes (Scotti et
al., 2007). No entanto, a sua absorcdo por via tépica é muito fraca, o que leva a que resultados em
produtos cosméticos sejam mais favoraveis quando obtidos com derivados da glutationa (Okigami,
2001). A atividade antioxidante do a-tocoferol acontece tanto por neutralizacéo das formas radicalares
de oxigénio, inibindo a peroxidacao lipidica, bem como pela inibicdo direta da peroxidagéo lipidica
(Okigami, 2001). Os vegetais séo ricos em substancias antioxidantes, que desempenham um papel
muito importante nas plantas como prote¢cdo natural contra os radicais livres formados pela radiagéo
UV nos tecidos vegetais. Muitos extratos vegetais possuem compostos, entre os quais se destacam os
polifendis, que tém capacidade de neutralizar a atividade radicalar, diminuindo deste modo lesdes
celulares (Nikolic, 2006; Scotti et al., 2007).



1.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabolitos de diversas plantas, e tém uma importante
contribuicdo nas caracteristicas organoléticas dos alimentos, tais como a cor, o sabor ou o aroma
(Karakaya, 2004). Estes compostos sdo encontrados em produtos de origem vegetal, podendo, por
isso ser encontrados em frutas, legumes, cereais, especiarias, leguminosas, cha, café, etc. Estes
compostos podem ser divididos em acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas e taninos
(Ferreira e Abreu, 2007) (figura 1.3), sendo os acidos fendlicos e os flavonoides os mais abundantes

na dieta.
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Figura 1.3 — Estrutura de alguns compostos fendlicos (Adaptado de Apak et al., 2007)

Os &cidos fendlicos classificam-se em acidos hidroxibenzéicos e hidroxicinamicos, podendo
ser encontrados sob diversas formas, tais como acidos fendlicos livres, ésteres ou glucosideos. A sua
capacidade antioxidante depende do nimero e de grupos hidroxilo ligados ao anel aromatico, sitio de
ligacdo e posicéo relativa dos grupos ligados, bem como do tipo de substituintes (Weichselbaum e
Buttriss, 2010).

Os flavonoides sdo uma classe extensa de substancias fendlicas que se encontra amplamente
distribuida no reino vegetal, e que pode ser encontrada em varios locais das plantas, desde as raizes,
até as flores e frutos, sendo encontradas no interior dos vacuolos das células. Podem encontrar-se nos
alimentos principalmente como glucosideos, mas também na sua forma livre (agliconas). Os

flavonoides dividem-se em vdrias classes: flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis (catequinas),



antocianidinas e isoflavonas (Weichselbaum e Bulttriss, 2010). Os flavonoides tém a capacidade de
modular a peroxidacdo lipidica envolvida na aterogénese, trombose e carcinogénese. As suas
propriedades reconhecidas incluem elevada atividade antioxidante, inibicdo de enzimas hidroliticas e
oxidativas e agao anti-inflamatéria (Zhishen et al., 1999).

Os taninos sdo polifendis de origem vegetal, soliveis em agua e com um peso molecular
relativamente elevado (de 500 a 3000 unidades de massa atomica) (Serrano et al., 2009). Estes
compostos possuem a capacidade de formar complexos com proteinas e carboidratos (Patra e Saxena,
2011). Devido a sua capacidade de complexacdo de ides metalicos e de sequestro de radicais livres

o0s taninos sao, igualmente, importantes agentes antioxidantes.

Os taninos dividem-se principalmente em dois grandes grupos: os taninos hidrolisaveis (HTS)
e os taninos condensados (CTs, também conhecidos como proantocianidinas). Os taninos hidrolisaveis
sdo moléculas complexas com um poliol como nucleo central, como a glucose, glucitol e &cidos quinicos
ou quercitol. Estes compostos sdo suscetiveis a hidrélise por 4cidos, bases ou esterases, produzindo
um poliol e os seus acidos fendlicos constituintes. Os taninos condensados, ou proantocianidinas, sao
principalmente polimeros de unidades de catequinas como a epicatequina e epigalocatequina (figura
1.4).
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Figura 1.4 — Unidades monoméricas de taninos condensados (catequina e galocatequina) e

taninos hidrolisaveis (acido galico e acido elagico). (Adaptado de Patra e Saxena, 2011).

Os polifendis tém demonstrado exercer a sua atividade antioxidante através de mecanismos
de transferéncia eletrénica, mecanismos de transferéncia de atomos de hidrogénio e quelacao de
metais de transi¢éo. Certos polifendis tém-se revelado capazes de induzir enzimas de fase Il, tais como
a glutationa-S-transferase (GST), conduzindo a um aumento da excrecdo de espécies oxidativas, ou
de induzir as enzimas antioxidantes, ao mesmo tempo que se revelam capazes de inibir a acdo de

enzimas oxidativas como os citocromos P450, ciclooxigenases ou lipoxigenases. Para além das



propriedades antioxidantes, muitos polifendis apresentam igualmente propriedades anti-inflamatérias,
antimutagénicas e/ou anticarcinogénicas, in vitro ou em sistemas animais, havendo uma correlacao
entre o consumo de antioxidantes polifendlicos e a redugédo do risco de desenvolvimento de doencas

cardiovasculares, bem como de determinados tipos de cancro (Ferguson, 2001).

As atividades biolégicas dos compostos fendlicos sdo dependentes do seu comportamento no
trato digestivo. Estes compostos possuem biodisponibilidade limitada, podendo ser amplamente
metabolizados. Contudo, apesar de quantidades menores serem absorvidas pelo organismo, é
sugerido que essas quantidades menores sejam suficientes para exercer efeitos benéficos na saude
humana (Williamson e Manach, 2005). A biodisponibilidade pode ser definida como a extenséo na qual
um composto é absorvido, ficando disponivel num determinado érgdo. A biodisponibilidade de uma
substancia depende das suas caracteristicas, como a sua solubilidade, permeabilidade, estabilidade
no trato gastrointestinal e biotransformacgéo antes de atingir a circula¢do sanguinea, uma vez ingerida
por via oral (Ratnam et al., 2006). A biodisponibilidade dos diferentes grupos de polifendis difere entre
si, e aqueles que existem em maiores quantidades ndo sdo necessariamente aqueles com maior
disponibilidade. Durante a digestdo gastrointestinal, os polifenéis podem combinar-se com outros
ingredientes dos alimentos, tais como agucares, lipidos e fibras, reduzindo ou aumentando a sua
biodisponibilidade (Rtibi et al., 2017). Os acidos fendlicos de baixo peso molecular, como o acido galico
e as isoflavonas, parecem ser facilmente absorvidos, seguidos pelas catequinas, flavanonas e
glicosideos de quercetina, sendo as proantocianidinas, as catequinas galato do ch& e as antocianinas

os polifendis de mais dificil absor¢do (Manach et al., 2005; Rasteiro, 2012; Rtibi et al., 2017).

1.3.1 Atividade mutagénica e antimutagénica de polifendis

Apesar da sua forte atividade antioxidante, os polifendis podem em determinadas condicdes,
como por exemplo na presenca de Oxido nitrico ou quando presentes em doses elevadas, atuar como
pré-oxidantes. Alguns compostos fenélicos podem gerar radicais secundarios reativos capazes de
oxidar proteinas e lipidos. Radicais hidroxilo derivados de flavonoides semelhantes & quercetina iniciam
a peroxidacéo lipidica nas membranas celulares e causam danos ao nivel do DNA (Ferguson, 2001).
As mutacdes em células somaticas ndo s6 se encontram envolvidas no processo da carcinogénese,
mas também desempenham um importante papel na patogénese de outras doencas degenerativas
cronicas, tais como a aterosclerose e doencas cardiacas, principais causas de morte na populagdo
humana (De Flora et al., 1996).

Se por um lado, alguns estudos indicam que alguns polifendis, particularmente a quercetina,
possam ter atividade mutagénica, por outro, a maioria destes ensaios apontam no sentido destes
compostos terem uma atividade antimutagénica e anticancerigena (Ferguson, 2004). Os mecanismos
de acdo dos agentes antimutagénicos podem ser classificados como desmutagénese, em que estes
agentes atuam diretamente sobre os compostos que induzem mutacdes no DNA, inativando-os, e a
bio-antimutagénese, onde os agentes antimutagénicos atuam sobre o0 processo que leva a inducgéo de

mutagdes, ou na reparagdo das lesdes causadas no DNA (Antunes e Araujo, 2000). Os compostos



fendlicos podem exercer os seus efeitos antimutagénicos através de diferentes mecanismos tais como
(Flora, 1998):

Inibicdo das reacdes de nitrosacdo — As N-nitrosaminas podem formar-se no estbmago a
partir de componentes dos alimentos. Muitos destes compostos tém demonstrado ser cancerigenos em
animais de laboratorio. Diversos compostos fendlicos como o catecol, acido cinamico, acido
cloragénico, acido galico e taninos tém demonstrado ser capazes de inibir a formacao destes

compostos.

Inibicdo das rea¢des de bioativacdo — Os flavonoides conseguem inibir a ativacdo dos
agentes cancerigenos por inibirem as enzimas envolvidas nestas rea¢bes, nomeadamente 0s

citocromos P450.

Captura de eletréfilos por reacdo quimica ou conjugacdo catalisada por enzimas —
Polifen6is como os flavonoides, os taninos e o acido elagico podem realizar este mecanismo de

protecdo contra agentes mutagénicos.

Atividade antioxidante e eliminacéo de espécies reativas de oxigénio

Inducdo de apoptose celular — os flavonoides encontram-se envolvidos neste processo de

protecdo celular.

Modulagédo da transducéo de sinal — compostos como os flavonoides conseguem efetuar

este processo.

A atividade antimutagénica dos polifendis pode desempenhar um papel importante na protecdo
do sistema gastrointestinal de diversos compostos presentes nos alimentos e ingeridos pelo Homem
que possuem efeitos mutagénicos e carcinogénicos, ou seja, que podem induzir mutagdes no DNA ou
favorecer o desenvolvimento de tumores. E sabido que a dieta possui um papel muito relevante para o
desenvolvimento do cancro, sendo que se estima que cerca de um ter¢co dos cancros humanos possam

estar relacionados com os habitos alimentares (Antunes e Araujo, 2000).

Os compostos mutagénicos podem ser constituintes naturais dos alimentos, podem ser
contaminantes ambientais que se acumulam nos alimentos, podem ser compostos produzidos por
microrganismos que contaminam os alimentos, podem ser intencionalmente adicionados, ou podem

ainda ser produzidos nos processos de confecdo ou conservacao dos alimentos (Ferguson e Philpott,
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2008). Entre os compostos capazes de induzir mutagcdes na molécula de DNA encontram-se, por
exemplo, a aflatoxina Bi, alguns alcaloides pirrolizidinicos, aminas heterociclicas, hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos e as N-nitrosaminas, bem como os produtos das rea¢6es de Maillard.

Os alcaloides pirrolizidinicos sdo compostos comuns presentes em plantas que podem ser
utilizadas na alimentacdo ou na preparacgéao de infus@es (Liu, 2016). A aflatoxina Bz, por sua vez, € um
composto produzido por fungos, o Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, que podem crescer em
cereais e frutos secos, quando armazenados de forma indevida. A exposicdo a aflatoxina B1 encontra-
se associada a hepatocarcinomas, principalmente quando associada a infecao pelo virus da hepatite
B (Qi et al., 2014; Hussain et al., 2007). As aminas heterociclicas sdo substancias produzidas quando
alimentos como carne ou peixe sdo expostos a temperaturas mais elevadas (superiores a 150 °C),
durante a sua confecdo (Szterk, 2015; Sepahpour et al., 2018). As N-nitrosaminas podem ser
encontradas principalmente em alimentos como carnes processadas. Podem também ser sintetizadas
no estbmago a partir do nitrito e de aminas existentes nos alimentos (Mestankova et al., 2014). Os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos podem formar-se nos alimentos aquando da sua confecdo a
temperaturas elevadas e, do mesmo modo, por existirem naturalmente no ambiente, sendo produtos
da combustdo incompleta de material organico (Agudelo-Castafieda et al., 2017). Por fim, e como
resultado das reac¢des de Maillard, que ocorrem durante a confecéo a temperatura elevada temperatura
(acima dos 100 °C) de alimentos ricos em acucares, podem formar-se compostos provavelmente

cancerigenos como é o caso da acrilamida (Sung et al., 2018).

1.3.2 Atividade antimicrobiana de polifendis

Atualmente, e cada vez mais, existe uma maior procura de produtos seguros e com uma
elevada qualidade, bem como uma crescente preocupacéo relativamente a saude e doencas de origem
alimentar, causadas por diversos microrganismos (Tajkarimi et al., 2010; Leandro, 2015). A inibicdo do
crescimento destes microrganismos patogénicos causadores de doengas, e também da deterioragédo
de alimentos, é conseguida através da utilizacdo de conservantes quimicos e antimicrobianos néo
naturais. No entanto, a procura por produtos mais saudaveis e naturais leva a que haja um aumento do
interesse no que diz respeito a utilizacdo de compostos antimicrobianos naturais que permitam a
preservacdo de alimentos. Para além da indUstria alimentar este interesse abrange igualmente outras

industrias como a farmacéutica ou a cosmeética (Shan et al., 2007).

Tal como nos alimentos, os conservantes sdo, igualmente, indispensaveis em produtos
cosméticos para prevenir o crescimento de microrganismos e a subsequente deterioracdo dos
produtos. No entanto, apesar de serem geralmente ndo téxicos, juntamente com as fragrancias os
conservantes estao entre as causas mais comuns de dermatite de contacto, pelo que existe uma grande

procura por conservantes naturais para aplicacdo em formula¢cdes cosméticas (Mauricio et al., 2017).

Os antimicrobianos naturais, além de poderem possuir as caracteristicas de conservacao e

seguranca, reduzem o desenvolvimento de resisténcias a certo tipo de antibiéticos por parte dos
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microrganismos patogénicos (Tajkarimi et al., 2010; Leandro, 2015). O surgimento de bactérias com
resisténcia aos antibidticos é uma séria ameaca na luta contra as doencas infeciosas. Para resolver
este problema, a industria farmacéutica tem vindo a desenvolver antibiéticos mais poderosos. No
entanto, este processo pode ter um sucesso temporario e, eventualmente, contribuir para o
desenvolvimento de maior resisténcia. Assim, ha uma necessidade extrema de identificar novos
compostos naturais com atividade antimicrobiana elevada, com estruturas quimicas diversas e novos
mecanismos de acdo, que possam vir a substituir os antibiéticos. Os maiores desafios incluem
encontrar compostos com concentracdes inibitérias minimas suficientemente baixas, pouca toxicidade
e facilidade de biodisponibilidade para uso eficiente e seguro no Homem e em animais (Bilal et al.,
2017).

Entre os constituintes responséaveis pelas propriedades antimicrobianas de produtos naturais,
como as plantas arométicas ou os frutos, encontram-se os compostos fenoélicos, como os acidos
fendlicos, os flavonoides, os taninos, entre outros (Makwana et al., 2015). Varios estudos apontam para
que estes compostos possam interferir com a integridade da membrana celular inviabilizando assim a
sobrevivéncia das células. Esta interferéncia pode ocorrer através da alteracdo da permeabilidade de
membrana, permitindo assim a passagem de agentes nocivos para o interior da célula. Outra
possibilidade é a capacidade de os compostos fendlicos conseguirem afetar a sintese do
peptidoglicano, contribuindo para a perda de rigidez da célula e alterando assim a sua forma. Outros
mecanismos de ac¢do dos compostos fendlicos incluem a inibicdo da sintese de DNA, de acido
ribonucleico (RNA) e ainda da sintese proteica e lipidica. Também a inibicdo de enzimas, como a
NADH-citocromo c¢ redutase ou a interferéncia com proteinas da membrana (por exemplo, ATPase)
tém sido identificados como mecanismos de atividade bacteriana de compostos fendélicos (Orsi et al.,

2006; Bilal et al., 2017).

A capacidade antimicrobiana dos compostos fenélicos parece relacionar-se com 0S grupos
hidroxilo presentes nos mesmos, pois estes possuem a capacidade de interagir com as membranas
celulares de bactérias, conseguindo neutraliza-las. Apesar desta intera¢@o existir, 0 comportamento
destes compostos ndo € igual para todas as bactérias. As bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis
que as bactérias gram-negativas, devido a constituicdo das suas paredes. Uma vez que as bactérias
gram-negativas possuem lipopolissacaridos na sua membrana externa, sdo capazes de restringir a

disseminagdo de compostos hidrofébicos (Tajkarimi et al., 2010).

1.4 Microrganismos e patologias

Microrganismos séo organismos apenas visiveis ao microscopio que incluem diversos grupos,
entre os quais se destacam as bactérias e os fungos. Os microrganismos tanto podem ser benéficos
como prejudiciais para as outras espécies. Podem existir em simbiose com outro organismo, trazendo-
Ihe beneficios, ou podem ser prejudiciais, transmitindo doencas devido a sua ingestdo ou das suas
toxinas (Ray, 2004).
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As bactérias sao organismos unicelulares, que podem ter uma forma de bastonete, ser
esféricas ou curvadas. Podem encontrar-se isoladas ou formar agregados, e podem ou ndo ser méveis.
Dividem-se em dois grupos: as bactérias gram-positivas (como, por exemplo, géneros Bacillus,
Clostridium, Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus e Listeria) e as bactérias gram-negativas
(como, por exemplo, os géneros Escherichia, Salmonella e Pseudomonas), que sdo distinguiveis
devido a constituicdo da sua parede celular. As bactérias gram-positivas possuem uma parede celular
com uma elevada quantidade de peptidoglicano, contrariamente as bactérias gram-negativas que
possuem uma parede celular mais complexa, composta por uma membrana exterior, que é constituida
por lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas e fosfolipidos e por uma camada mais fina de

peptidoglicano (Ray, 2004).

Os fungos séo organismos eucariotas que se dividem em leveduras e fungos filamentosos, e
que possuem células com um nucleo individualizado contendo cromossomas. As leveduras constituem
um tipo de fungo unicelular, que possui um papel importante na producdo de alimentos, bem como na
sua deterioragdo. Os fungos filamentosos, comummente chamados de bolores, sdo organismos
pluricelulares que produzem um elevado niumero de esporos que se difundem facilmente (Adams e
Moss, 2008). os fungos filamentosos possuem uma grande importancia na producao e na deterioragdo
dos alimentos, e as suas micotoxinas podem provocar intoxicagbes alimentares, podendo ser

cancerigenas, como é o caso da aflatoxina B1, ou causar toxicidade em orgaos especificos (Ray, 2004).

Quando se pretende estudar o potencial antimicrobiano de extratos naturais com vista a sua
aplicagdo como conservante alimentar deve avaliar-se a sua ac¢éo contra microrganismos envolvidos
na deterioracdo de alimentos ou microrganismos patogénicos transmitidos pelos alimentos. Por outro
lado, quando esta avaliacéo visa a incorporacao em produtos cosmeéticos devem ser preferencialmente

utilizados microrganismos envolvidos na deterioragdo de cosméticos e nas infecdes da pele.

1.4.1 Bacillus cereus

As espécies de Bacillus compreendem organismos termofilos (organismos adaptados a
ambientes com temperaturas extremamente elevadas) e psicréfilos (organismos adaptados a
ambientes com temperaturas baixas), o que lhes permite colonizar uma ampla gama de ambientes
(Guinebretiére et al., 2013). Bacillus cereus é uma bactéria gram-positiva formadora de esporos
frequentemente encontrada numa ampla variedade de alimentos e condi¢cdes ambientais. Os seus
esporos germinam quando em contacto com matéria organica ou no interior de um inseto ou animal
hospedeiro (Bottone, 2010). E uma bactéria patogénica alimentar que pode causar intoxicagéo
alimentar do tipo diarreico ou emético (Kim et al, 2011; Guinebretiere et al., 2013). A intoxicagao
alimentar diarreica é causada por enterotoxinas como a hemolisina BL (HBL), a enterotoxina ndo
hemolitica (NHE) e a citotoxina K (CytK), que sé@o produzidas durante o crescimento vegetativo da
bactéria no intestino delgado (Bottone, 2010). Os sintomas incluem dor abdominal e diarreia, e podem

ocorrer entre 8 a 16 horas apos a ingestdo de alimentos contaminados (Kim et al., 2011).

A intoxicacdo alimentar emética é causada por uma toxina emética, um péptido ciclico

conhecido por cereulida, que é produzida em produtos alimentares e ingerido pré-formado (Bottone,
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2010). Os sintomas sao caracterizados por vOmitos e nauseas e ocorrem entre uma a 5 horas apos a
ingestdo de alimentos contaminados (Kim et al., 2011).

Além de intoxicacdo alimentar, o Bacillus cereus causa um grande ndmero de infe¢bes locais
e sistémicas em grupos imunologicamente comprometidos e individuos imunocompetentes. Entre os
mais frequentemente infetados incluem-se recém nascidos, individuos consumidores de drogas
intravenosas e pacientes com feridas traumaticas ou cirtrgicas. O espectro de infe¢Bes inclui o sistema

nervoso central, endoftalmite, pneumonia e infeces cutaneas (Bottone, 2010).

1.4.2 Propionibacterium acnes

Propionibacterium acnes é uma bactéria gram-positiva anaerébica aerotolerante, que pertence
ao microbiota natural da pele, e que reside nos foliculos pilossebaceos da pele humana, existindo
principalmente na face, torax e axilas, cavidade oral, trato intestinal e canal auditivo externo (Perry e
Lambert, 2011; Bacle et al., 2017).

Foi desde sempre considerado um organismo comensal, isto €, um organismo que estabelece
uma relagéo ecoldgica intraespecifica com outro organismo, beneficiando do mesmo, sem o prejudicar
significativamente (Levy et al., 2008). Esta bactéria é reconhecida como relevante nos mecanismos
fisiopatolégicos de acne. No entanto, um nimero crescente de estudos tem associado este organismo
como sendo um patogénico responsavel por uma ampla gama de condi¢Bes inflamatoérias e infe¢des
pos-cirargicas (Perry e Lambert, 2011). De facto, Propionibacterium acnes é usualmente isolado de
acne inflamatério ou da pele, mas tem sido igualmente encontrado em casos de infe¢cBes articulares
prostéticas, endocardite, endoftalmite, osteomielite e infecdes do sistema nervoso central. Pode

também ser relevante em casos de sarcoidose e cancro da prostata (Grange et al., 2017).

1.4.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positiva, anaerébia facultativa e ndo formadora
de esporos. E uma bactéria psicrotrofica (Ray, 2004; Carpentier e Cerf, 2011), e 0 seu crescimento
acontece a temperaturas entre 0s 0 °C e os 42 °C (Farber e Peterkin, 1991; Adams e Moss, 2008).
Existe em diversos meios ambientais, tais como ambientes de agua salgada, agua doce, solo, esgoto
e vegetacdo em decomposicao. O transporte animal e humano assintomético é também comum com

relatos de isolamento do organismo nas fezes de bovinos, suinos, ovinos, aves, moscas, entre outros.

A sua existéncia em diversos meios ambientais sugere que a exposi¢cao do ser humano a L.
monocytogenes é frequente. A incidéncia de infe¢éo é, no entanto, reduzida, uma vez que uma infecédo
invasiva acontece apenas se o individuo suscetivel for exposto a uma dose suficientemente elevada da
estirpe virulenta (Adams e Moss, 2008). Este organismo é recorrentemente encontrado em superficies
da industria alimentar, nomeadamente em instalacdes refrigeradas, mesmo que rotineiramente limpas
e desinfetadas (Carpentier e Cerf, 2011). A sua ampla distribuicdo no meio ambiente e a sua
capacidade de crescer na maioria dos alimentos ndo acidos oferece a L. monocytogenes diversas

oportunidades para se inserir na cadeia alimentar e se multiplicar.
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O periodo de incubacéo para a doenca causada pela L. monocytogenes varia entre 1 e 90 dias,
com um periodo tipico de incubacdo de algumas semanas, 0 que faz com que a identificacdo do
alimento veiculo de infecdo seja extremamente dificil. Os sintomas da doencga, que se desenvolvem
principalmente em gravidas, criangas ou idosos e ainda individuos imunocomprometidos, variam desde
sintomas semelhantes aos de gripe, a meningite e meningoencefalite (Adams e Moss, 2008). A
listeriose & usualmente caracterizada por septicemia, meningite e meningoencefalite, mas pode incluir
também endocardite. A listeriose tem uma elevada taxa de mortalidade, entre os 20% a 30%
(Carpentier e Cerf, 2011).

1.4.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva, com células de forma esférica a ovoide
e é anaerobia facultativa (Ray, 2004). E uma bactéria mesoéfila, com uma temperatura de crescimento
desde os 7 °C aos 48 °C, com um crescimento 6timo aos 37 °C. A producédo de enterotoxinas por
Staphylococcus aureus ocorre num intervalo limitado de temperatura, entre os 35 °C e os 40 °C. E

tolerante ao sal e a uma atividade de agua reduzida.

O principal habitat desta bactéria é a pele, as glandulas da pele e as membranas mucosas em
animais de sangue quente. Nos humanos, € particularmente associada com o trato nasal, sendo
encontrada em 20% a 50% de individuos saudaveis (Adams e Moss, 2008; Tong et al., 2015). Esta
bactéria é isolada de fezes e esporadicamente a partir de uma ampla variedade de outros locais
ambientais como solo, ambientes de 4gua salgada ou doce, superficies de plantas, p6 e o ar (Ray,
2004). Embora seja normalmente um parasita inofensivo para o humano, onde desempenha um
importante papel no metabolismo dos produtos de pele e possivelmente na prevencéo da colonizagéo
da pele por agentes patogénicos, pode causar abcessos na pele como furlinculos e ser um patogénico
oportunista quando a barreira da pele é violada ou a resisténcia do hospedeiro esta diminuida (Adams
e Moss, 2008; Tong et al., 2015).

A intoxicacdo por Staphylococcus aureus é caracterizada por um curto periodo de incubacéo,
tipicamente entre 2h a 4h. Os sintomas predominantes sdo nauseas, vomitos, colicas e prostracédo. Por
vezes também existe diarreia, e a recuperacdo acontece normalmente entre 1 a 2 dias. A presenca de
pequenos numeros de Staphylococcus aureus em alimentos ndo é incomum. Ocorre naturalmente em
aves e outras carnes cruas como um componente da microflora da pele. Da mesma forma, pode ser
isolado de leite ndo pasteurizado (Ray, 2004). A contaminagdo por individuos manipuladores de
alimentos é também uma ocorréncia frequente desta bactéria, face a elevada taxa de transporte

humano.

A meticilina foi introduzida em 1959 com vista ao tratamento de infe¢cBes causadas por
Staphylococcus aureus resistente a penicilina. No entanto, poucos anos mais tarde, esta bactéria
adquiriu, igualmente, resisténcia a meticilina. A Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
passou entdo a ser um problema sério especialmente em ambientes hospitalares. E uma bactéria
multirresistente e apenas suscetivel a antibiéticos glicopeptidicos como a vancomicina e a teicoplanina

(Enright et al., 2002). O facto da MRSA se encontrar bem adaptada a todos os ambientes hospitalares
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contribui para a sua patogenicidade, podendo causar infe¢cdes que variam de abcessos na pele, a
pneumonia e endocardite (Hidayat et al., 2006), podendo ainda causar complicacdes mais severas

como infe¢Bes do sistema nervoso central (Liu et al., 2011).

1.4.5 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis € uma bactéria gram-positiva que constitui um componente na
microflora natural da pele humana (Dubin et al., 2001). Esta bactéria € a que mais comummente se
encontra na pele e, como resultado, muitas vezes aparece como contaminante em amostras de sangue
(Moon et al., 2001). No entanto, S. epidermidis € também reconhecida como patogénico, infetando
individuos imunocomprometidos ou com dispositivos estranhos ao organismo, como cateteres, shunts
ou implantes artificiais (Dubin et al., 2001; Moon et al., 2001). Esta bactéria pode causar furanculos,

abcessos, endocardite e outras patologias associadas ao estado de imunossupressao.

Este organismo é também um suspeito patogénico oral, frequentemente isolado em individuos
com periodontite. O principal fator de viruléncia reconhecido de S. epidermidis parece ser um biofilme
produzido para fornecer ao organismo protec¢do contra os mecanismos de defesa do hospedeiro (Moon
et al., 2001).

1.4.6 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis é uma bactéria do género Enterococcus. Como outras espécies do
mesmo género, € uma bactéria gram-positiva, ndo formadora de esporos e anaerdbia facultativa. Pode
crescer entre 10 °C e 45 °C, podendo surgir em alimentos através de contaminacéo fecal ou através de
agua contaminada, vegetacdo ou equipamento. Esta bactéria € extremamente resistente, conseguindo
sobreviver em condi¢Bes extremas de pH e concentracfes elevadas de sal (Ray, 2004).

Esta bactéria é encontrada no trato intestinal do ser humano e animais de sangue quente, aves
e insetos. Apesar de ser um organismo comensal, pode causar graves complicagfes, em particular em
ambientes nosocomiais, uma vez que possui niveis de resisténcia elevados a antibioticos, o que
contribui para a sua patogenicidade. Entre as complicacBes causadas por esta bactéria encontram-se
a bacteremia, a endocardite, septicemia, meningite, entre outras infecdes (Shankar et al., 2002; Creti
et al., 2004).

1.4.7 Escherichia coli

Eschericha € um género da familia Enterobacteriaceae e Escherichia coli € uma espécie desse
género. A E. coli € uma bactéria gram-negativa, ndo formadora de esporos, mesdfila, com o seu
crescimento a efetuar-se desde os 7-10 °C até aos 50 °C, com um crescimento 6timo por volta dos 37

°C (Ray, 2004; Adams e Moss, 2008).

A E. coli é um habitante quase universal do intestino humano e de outros animais de sangue

quente (Ray, 2004). Geralmente é um organismo comensal inofensivo. No entanto, pode ser um
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patogénico oportunista, causando varias infecdes como sepse por bactérias gram-negativas, infeces
do trato urinario ou pneumonia em pacientes imunossuprimidos (Adams e Moss, 2008). A ocorréncia
desta bactéria é comum nas fezes, e as suas caracteristicas de sobrevivéncia na agua permitiram a
bactéria E. coli ser um indicador de contaminacao fecal e possivel presenca de patogénicos entéricos

em agua.

Existem quatro categorias principais de E. coli diarreicogénica baseadas nas propriedades
virais distintas que se dividem em: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E.

coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC) (Adams e Moss, 2008).

A doenca causada pela ETEC ocorre geralmente entre as 12h e as 36h apds a ingestdo do
organismo. Os sintomas podem variar entre diarreia leve até uma severa sindrome de fezes aquosas
sem sangue ou muco, dores de estdbmago e vomitos. Persiste geralmente por dois a trés dias, embora
em paises em desenvolvimento seja uma causa comum de diarreia infantil, que pode provocar

desidratacdo severa (Jay et al., 2005; Adams e Moss, 2008).

A infecdo por EIEC resulta em sintomas como febre, dores abdominais severas, mal-estar e
por vezes diarreia aguosa que precede a passagem de fezes contendo sangue, muco e leucdcitos
fecais (Jay et al., 2005; Adams e Moss, 2008).

A infecdo por EPEC resulta em sintomas como mal-estar, vomitos e diarreia com fezes com
muco. Estes sintomas surgem apos 12 h a 36 h apés a ingestdo do organismo. Em criangas, a doenga
€ mais severa e pode persistir por mais de duas semanas em alguns casos (Jay et al,, 2005; Adams e
Moss, 2008).

A EHEC tem atraido mais aten¢des, ndo sé porque a transmisséo através de alimentos é mais
comum do que as outras estirpes de E. coli diarreicogénica, como também porque a doenca causada
pela EHEC, que produz verotoxinas, pode variar desde uma diarreia ndo sanguinolenta, até uma colite
hemorragica, ou até a condi¢cdes que podem pdr em riso a vida humana, como o sindrome urémico

hemolitico (SHU) e purpura trombocitopénica trombética (TTP) (Jay et al., 2005; Adams e Moss, 2008).

1.4.8 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa que normalmente reside em solos e
superficies em ambientes aquosos (Gellatly e Hancock, 2013) e que pode infetar um variado nimero
de hospedeiros animais e vegetais (Breidenstein et al., 2011). Desde a sua descoberta em meados do
século dezanove, conquistou um lugar notério na lista de patogénicos humanos. Tem multiplos
mecanismos de resisténcia e uma elevada adaptabilidade, permitindo uma rapida colonizagdo em
diversos ambientes. (Jimenez et al., 2012). As infe¢Bes causadas por esta bactéria sdo muitas vezes
nosocomiais e apresentam elevada mortalidade (Poole, 2011; Gellatly e Hancock, 2013).
Comparativamente com outros agentes patogénicos, € extremamente dificil de erradicar, uma vez que
apresenta uma alta resisténcia a uma ampla variedade de antibiéticos, e devido a sua capacidade de

se adaptar a condi¢cdes ambientais diversas (Breidenstein et al., 2011).

17



1.4.9 Salmonella enterica

7

Salmonella enterica é uma bactéria da familia Enterobacteriaceae. Sdo bactérias gram-
negativas, ndo formadoras de esporos, e anaerdbicas facultativas. O seu crescimento situa-se a
temperaturas acima dos 5°C e até 47°C com um 6timo crescimento aos 37 °C. A Salmonella enterica é
sensivel ao calor e rapidamente destruida por temperaturas de pasteurizacdo (Adams e Moss, 2008).

Este microrganismo é principalmente habitante do trato gastrointestinal, e transportada por uma
grande variedade de animais, como animais selvagens, roedores, animais domésticos, aves, répteis e
insetos, que geralmente ndo apresentam sinais de contaminagdo. A Salmonella enterica pode ser
disseminada através de fezes para o solo, 4gua e alimentos e, por consequéncia, para os animais,
incluindo o para o Homem (Adams e Moss, 2008; Jackson et al., 2013). A transmisséo é feita por via
oral. Um periodo de exposicao excessivo a temperaturas étimas de crescimento da Salmonella enterica
ou o tratamento ineficiente ou ausente de pasteurizagdo sdo fatores comuns que contribuem para
surtos desta bactéria. Os alimentos mais suscetiveis a esta bactéria sao a carne, o leite e 0s ovos mal
cozinhados. A contaminacédo pode ainda ser feita por contaminagéo cruzada (Adams e Moss, 2008). A
Salmonella enterica é responsavel por um numero distinto de sintomas clinicos, que originam doenca

entérica ou doenca sistémica (Grassl e Finlay, 2008).

As infecdes gastrointestinais (doenca entérica) sdo predominantemente associadas com o0s
serotipos que ocorrem amplamente em animais e humanos. Podem variar em gravidade, desde
transporte da infecdo assintomético a diarreia severa (Adams e Moss, 2008). O periodo de incubagéo
é tipicamente entre 6 e 48 horas, e 0s principais sintomas séo febre, ndusea e vomitos, dor abdominal
e diarreia, que persistem entre alguns dias a mais de uma semana. A doeng¢a pode ser mais severa em

grupos mais suscetiveis como criangas, idosos e individuos doentes (Adams e Moss, 2008).

A doenca sistémica ocorre quando os serotipos se encontram adaptados ao hospedeiro,
tornando-os mais invasivos e provocando a doenga. A doenga mais comum associada a este tipo de

bactérias é a febre tifoide (Grassl e Finlay, 2008). Esta tem um periodo de incubagédo de entre

aproximadamente 3 a 56 dias, sendo mais usual entre os 10 e os 20 dias ap0s a ingestdo da bactéria.

1.4.10 Candida albicans

Varias espécies de Candida sdo normalmente comensais inofensivas do trato gastrointestinal,
sistema urinario e genitalia. No entanto, podem também constituir um patogénico importante que causa
diversas condig¢8es, incluindo infe¢des superficiais dolorosas, como a vaginite nas mulheres saudaveis,
infecBes severas na boca e es6fago em individuos com virus da imunodeficiéncia humana, e infecbes
na corrente sanguinea entre pacientes vulneraveis (Sudbery et al., 2004). O espectro clinico de infecbes
por Candida spp varia entre a colonizacdo benigna da pele e superficies mucosas, as formas

mucocutaneas de candidiase e infe¢cBes sistémicas (Netea et al., 2008).

Candida albicans é uma levedura ubiqua que coloniza frequentemente a pele e superficies
mucosas dos individuos, sem causar qualquer doenca. No entanto, quando 0s mecanismos normais

de defesa do hospedeiro sdo comprometidos, C. albicans pode tornar-se um patogénico (Netea et al.,
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2008). Nas superficies mucosas, a limitacdo de nutrientes e a competicdo entre bactérias e fungos
providencia pressdes seletivas que resultam na eliminacdo de microrganismos menos adaptados
(Calderone e Fonzi, 2001).

Uma caracteristica fundamental desta espécie € a sua capacidade de crescer numa variedade
de formas morfoldgicas, sendo organismos polimérficos. Um componente crucial da sua versatilidade
€ a sua habilidade de sobreviver como um comensal em diversos locais anatomicamente distintos. Esta
capacidade significa que o espectro de doencas causadas por C. albicans e outras Candida spp.
excede o da maioria dos outros microrganismos comensais (Calderone e Fonzi, 2001). Apesar de
infecBes causadas por outras espécies de Candida estarem a aumentar a sua prevaléncia, a maioria
das candidiases é ainda causa pela Candida albicans. A candidaemia, a forma mais comum de
candidiase invasiva, est associada a uma taxa de mortalidade superior a 30% em individuos que
tenham os seus mecanismos de defesa comprometidos, como por exemplo em pacientes submetidos
a quimioterapia, que recebam imunossupressores apoés transplante de érgaos ou ainda pacientes com
o virus VIH (Netea et al., 2008).

19



1.5 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o potencial bioativo dos produtos da alfarrobeira

do Algarve, averiguando o seu potencial de utilizagdo tanto na industria alimentar como na industria

cosmeética, recorrendo ao estudo das suas propriedades antioxidantes, através de varios ensaios de

determinacéo desta capacidade, e também ao estudo das suas capacidades antimicrobianas contra

varios microrganismos. Para este propoésito, o trabalho experimental foi estruturado em quatro

diferentes etapas.

1)

2)

3)

4)

A primeira etapa consistiu na preparagédo de diferentes extratos (aquosos e hidroetandlicos)
dos diferentes constituintes da vagem de alfarroba: gréo, polpa e a vagem de alfarroba no
seu todo, e na sua caracterizacao relativamente ao teor em compostos fendlicos totais e

flavonoides totais.

A segunda etapa compreendeu a avaliacdo das propriedades antioxidantes dos extratos
preparados, através de diversos métodos existentes para este fim: a capacidade de
reducéo do ferro (FRAP), capacidade de reducédo do cobre (CUPRAC) e capacidade de

sequestro dos radicais anido superoxido e 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH").

A terceira etapa consistiu na avaliagdo dos efeitos antimicrobianos dos extratos através de

ensaios com bactérias gram-negativas e gram-positivas, e ainda com uma levedura.

Por dltimo foi estudada a seguranca dos extratos através da avaliacdo do seu potencial

mutagénico, avaliado pelo teste de Ames.
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2. Materiais e métodos

2.1 Reagentes e meios de cultura

Na realizag&o do presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes e meios de cultura:
acetato de amonio (Fisher Scientific, 99,6%); acetato de sédio trihidratado (Panreac, 99%); acido
acético (Riedel-de Haen, 99,5%); acido ascérbico (Fisher Chemical); acido citrico (Panreac Applichem,
99,5%); acido galico (Merck, 99,5%); acido cloridrico (Panreac); azul de nitrotetrazélio (NBT2*) (Sigma,
90%); Bacto agar (Quiloban); Biotina (Sigma); Brain Heart Infusion Agar (BHIA) (Biokar diagnostics),
carbonato de sodio (Applichem Panreac, 99,5%); catequina monohidratada (Sigma-aldrich, 96%);
cloreto de aluminio hexahidratado (Panreac); cloreto de cobre (Il) bihidratado (Riedel-de Haen, 99%);
cloreto de ferro hexahidratado (José Manuel Gomes dos Santos, LDA, 99%); cloreto de sédio (Panreac,
99%); Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma); 2,2-difenil-1-pircrilhidrazil (DPPH") (Fulka); dihidrogenofosfato
de sédio hidratado (NaH2P04.2H20) (Panreac Applichem); dinucliétido de nicotinamida e adenina na
forma reduzida (NADH) (Amresco); etanol (Sigma-Aldrich, 99,8%); fostato de potassio dibasico
(Honeywell, 98%); fosfato de potassio monobasico (Sigma-aldrich, 99%); Glucose monohidratada
(Fluka analytical, 99%); hidrogenofosfato de amonio e sodio tetrahidratado (NaNH4HPO4.4H20)
(Sigma-Aldrich, 99%); hidroxido de sddio (Eka); histidina.HCI (Merck); metassulfato de fenazina (PMS)
(Sigma-Aldrich, 98%); Mueller-Hinton Agar (MHA) (Biokar diagnostics); Mueller-Hinton Broth; (MHB)
(Biokar diagnostics); neocuproina (Sigma-Aldrich); nitrito de sodio (Merck, 99%); Nutrient broth n°® 2
(Oxoid); reagente de Folin (Merck); Reinforced Clostridial Médium (Oxoid), sulfato de ferro
heptahidratado (Panreac); sulfato de magnésio heptahidratado (LABCHEM); tert-butil-hidroperoxido (t-
BHP) (Aldrich); 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (Fluka, 99%); Triptona-Soja-Agar Agar (TSA) (Biokar
diagnostics). Na preparacao de todas as solu¢cdes e meios de cultura utilizou-se agua ultra-pura,

captada a partir de um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore, Molsheim, Franca).

2.2. Preparacgao dos extratos de alfarroba

As vagens de alfarroba secas estudadas foram colhidas na regido de Tavira, no Algarve, tendo
sido secas em ambiente fresco e seco e no escuro durante trés meses. Primeiramente as vagens foram
devidamente lavadas e secas para retirar residuos de pé, terra e outras possiveis contaminacdes e
pesadas numa balanca eletrénica. De seguida, as vagens foram separadas nos seus diferentes
componentes, tendo-se procedido a pesagem das diferentes fragdes (gréo e polpa). Os graos e a polpa
foram moidos até serem reduzidos a um p6 o mais fino possivel com auxilio de um Robot de cozinha
(Bimby Vorwerk TM31). As amostras foram guardadas em recipientes de plastico, congeladas e
protegidas da luz até ao momento de utilizagdo, de modo a minimizar a oxidagcdo dos varios

constituintes, mantendo as propriedades iniciais da alfarroba.

Foram preparados extratos de grao, de polpa e misto contendo grao e polpa em proporgcdes

adequadas (aproximadamente 11% e grdo e 89% de polpa). Para a polpa foram preparados dois
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extratos com solventes diferentes: agua e etanol 70% (v/v). Os extratos de grédo e misto foram apenas

preparados em etanol 70% (v/v).

Para a realizacdo do extrato aquoso foram colocados 20 g de amostra em copos fechados com
200 mL de agua miliQ, que permaneceram em agitacdo numa placa de agitacdo magnética (FALC
Instruments), em banho maria, durante 15 minutos apos a fervura da dgua. Os extratos foram realizados
em duplicado. De seguida, foi realizada uma filtragéo a vacuo, tendo o residuo obtido sido lavado por
duas vezes com 60 mL de agua miliQ. O extrato resultante foi congelado e liofilizado de forma a remover

toda a agua. O extrato seco foi pesado, aliquotado e congelado para posterior utilizacéo.

Os extratos em etanol 70% (v/v) foram realizados em condi¢des semelhantes para as amostras
de gréo, polpa e mistas. Foram colocados 20 g de amostra em copos fechados com 200 mL de etanol
70%, que permaneceram em agitacao durante 24 h numa placa de agitagdo magnética (ASINCRO P
Selecta), protegidos da luz, sem aquecimento. Os trés extratos foram realizados em duplicado. De
seguida, foi realizada uma filtracdo a vacuo a todos os extratos, com duas lavagens de 60 mL de etanol
70%. O etanol foi posteriormente evaporado em rotavapor (BUCHI R-200, Suica) em banho a 45 °C —
50 °C (BUCHI B490, Suica), tendo a &gua remanescente sido retirada por liofilizacdo. Os extratos secos

foram ent&o pesados, aliquotados e congelados para posterior utilizacao.

Para efetuar todos os ensaios, os extratos de polpa (aquoso e etandlico) e misto foram sempre
reconstituidos em &gua enquanto que o extrato de grao foi sempre reconstituido em etanol 70%, exceto

na realizacdo do teste de Ames em que foi reconstituido em DMSO.

2.3. Quantificagdo do teor em fendis totais

A determinacdo da composi¢cdo em constituintes fendlicos dos extratos de alfarroba foi
realizada segundo o método de Folin-Ciocalteu. Os compostos fendlicos, a um pH alcalino, encontram-
se na forma de ido fenolato e reduzem o heteropolianido molibdotungnesteniofosférico do reagente de
Folin-Ciocalteu, o que origina o aparecimento de um produto corado de cor azul, com o seu maximo de
absorcdo nos 765 nm (Singleton et al., 1999; Blainski et al., 2013). A intensidade da coloragéo

desenvolvida sera proporcional ao teor em compostos fendlicos nas amostras.

Para a determinacéo dos compostos fendlicos totais utilizou-se o método descrito por Kosar et
al. (2008). Em tubos de ensaio contendo 3 mL de 4gua, adicionaram-se 50 uL de amostra com uma
concentracdo adequada, de modo a que os valores de absorvancia se encontrassem dentro da reta de
calibracdo, e 250 pL de reagente de Folin-Ciocalteu. Apos permanecer a temperatura ambiente durante
1 minuto, foi adicionado 750 uL de carbonato de sédio, Na2COs, 20% (p/v), e perfez-se a um volume
de 5 mL com agua miliQ. Apés um periodo de incubacdo de 2 horas no escuro e a temperatura
ambiente, as amostras foram lidas num espectrofotometro (Pharmacia LKB Novaspec Il) a 765 nm,
contra um branco preparado de forma semelhante, porém utilizando 50 pyL de agua miliQ em vez de

amostra.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado, tendo a concentracdo em fendis sido

determinada por interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada de forma igual as amostras, mas
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substituindo estas por solucdes de acido galico com concentragdes entre os 50 e os 500 mg/L. Os
resultados foram expressos em microgramas de equivalentes de acido galico por miligrama de extrato

Seco.

2.4. Quantificacdo de Flavonoides Totais

A determinagédo de flavonoides totais foi realizada segundo o método de complexacdo com o
aluminio na presenca de nitrito e em meio alcalino, de acordo com o método descrito por Barros et al.
(2010). Nestas condicdes os flavonoides complexam com o aluminio, originando um complexo de
coloracéo rosada, com um maximo de absorcdo a 510 nm, sendo a concentracdo de flavonoides

proporcional a intensidade cor rosada formada (Pekal e Pyrzynska, 2014).

Em tubos de ensaio foram adicionados 2 mL de agua miliQ, 250 yL de amostra diluida de modo
a que os valores se encontrassem dentro da curva de calibragcéo para as amostras de polpa etandlico,
polpa aquoso e misto etandlico, ou 50 pL no caso da amostra de gréo etanodlico e 150 pL de NaNOz,
5%(p/v). A mistura foi agitada num vortex (VWR Mixer Mini Vortex, USA). Apos 6 minutos de repouso
a temperatura ambiente, adicionaram-se 150 pL de AICIz, 10% (p/v). Apds agitar no vortex (VWR Mixer
Mini Vortex, USA) e apés outros 6 minutos a temperatura ambiente, adicionaram-se 2 mL de NaOH,
4% (p/v) e perfez-se o volume a 5 mL com agua miliQ. A mistura foi entdo agitada novamente no vortex
(VWR Mixer Mini Vortex, USA) e incubada 15 minutos em ambiente escuro, a temperatura ambiente.
Apos o periodo de incubacdo, a intensidade da cor rosada foi medida a um comprimento de onda de

510 nm (Pharmacia LKB Novaspec Il), usando como branco agua miliQ.

Foi realizada uma curva de calibracdo de catequina, preparada de forma semelhante as
amostras, com diferentes concentracdes de catequina (entre 1 mM e 0,001565 mM), utilizada para o
célculo da concentragdo de flavonoides nas diferentes amostras. Todos os ensaios foram realizados
em triplicado, e os resultados apresentados em micromoles equivalente de catequina por grama de

extrato seco.

2.5. Determinacéo da atividade antioxidante

2.5.1. Determinacao da capacidade de sequestro do radical DPPH®

O radical 2,2-difenil-1-pircrilhidrazilo (DPPH") tem uma cor pUrpura apresentando o seu maximo
de absorcdo a um comprimento de onda de 517 nm. Ao aceitar um atomo de hidrogénio de um
antioxidante, ou ao ser reduzido, o radical vai desaparecendo, dando lugar a hidrazina correspondente
(figura 2.1), passando a cor de purpura para amarelo (Magalhdes et al., 2008; Moon e Shibamoto,
2009). Assim, a intensidade da cor amarelo determina a atividade antioxidante, havendo uma relagdo

proporcional entre os dois pardmetros (Prior et al., 2005).
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Figura 2.1 — Reacdo de desativacao do radical DPPH* (adaptado de Moon e Shibamoto,
2009).

Este ensaio foi efetuado de acordo com o método descrito por Miceli et al. (2009). Os extratos
secos foram reconstituidos como indicado no ponto 2.2 tendo, de seguida, sido preparadas diferentes
diluicbes de cada um. Seguidamente, em tubos de ensaio, foram adicionados 500 pL de cada uma
dessas diluicdes, de modo a se conseguir obter uma curva para cada uma das amostras, com 3 mL da
solugdo DPPH" (24mg/L em etanol). Foi realizado um controlo da mesma forma que as amostras,
substituindo esta por igual volume de agua miliQ (no caso dos extratos de polpa e misto) ou de etanol
70% (no caso do extrato de gréo). Os tubos foram agitados no vortex (VWR Mixer Mini Vortex, USA) e
incubados no escuro a temperatura ambiente, durante 30 minutos. ApGs o periodo de incubacéo, as
absorvancias foram lidas numa cuvete de vidro, a um comprimento de onda de 517 nm

(espectrofotometro Pharmacia LKB Novaspec Il).

Foi realizada uma curva de calibracdo com 4cido ascorbico de forma semelhante as amostras,

mas utilizando padrdes com concentragdes de acido ascorbico entre 0,0044 e 0,035 mg/mL.

A percentagem de inibicdo foi calculada através da equacéo (1):

.~ Ab - Ab «
% Inibicio = “-branco” T%amostra o 1)) (Equacéo 1)
AbSpranco

Todos os ensaios foram realizados em triplicado, e os resultados expressos em ICso, que
corresponde a quantidade de extrato responsavel por 50% de inibicdo da descoloragédo do radical

DPPH", e ainda pg de equivalentes de acido ascoérbico por mg de extrato seco.

2.5.2. Determinacgéo da atividade de reducéao Fe(lll) a Fe(ll) pelo ensaio FRAP

O ensaio de FRAP (Ferric Reducting Antioxidant Power) mede a capacidade dos antioxidantes
para reduzir o complexo Fe(lll)- tripiriditriazina (Fe3*-TPTZ) a um complexo ferroso de coloracdo azul
intensa Fe(ll)-tripiriditriazina (Fe2*-TPTZ) (figura 2.2), em meio acido (Magalhaes et al., 2008). O poder
de reducéo esta relacionado com o grau de hidroxila¢&@o e extensdo da conjugacao em polifendis (Prior

et al., 2005). A intensidade da coloracdo azul pode ser quantificada espetrofotometricamente a um
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comprimento de onda de 593 nm, e esta linearmente relacionada com a atividade antioxidante (Ramful
et al., 2010).

Complexo Fe* -TPTZ de

Complexo Fe*'-TPTZ . .
intensa coloragdo azul

Figura 2.2 — Reagéo de formacdo do complexo Fe?*-TPTZ ap6s reducao de Fe®* devido a acédo

de um antioxidante (adaptado de Prior et al., 2005).

O procedimento foi realizado segundo o método descrito por Ramful et al. (2010). Assim, em
tubos de ensaio adicionaram-se 3 mL de reagente de FRAP previamente preparado e 300 yL de agua
miliQ. O reagente FRAP preparou-se no momento da utilizagdo, adicionando 25 mL de tampé&o acetato
0,25 M (pH 3,6), 2,5 mL de TPTZ (10 mM, em HCI 40 mM) e 2,5 mL de cloreto de ferro (lll) (FeCls.6H:0,
20 mM). O ensaio iniciou-se com a adicdo, num tubo de ensaio, de 3,0 mL do reagente FRAP,
preparado de fresco e pré-aquecido a 37 °C, com 300 L de agua e 100 pL de cada uma das amostras.
As misturas foram incubadas no escuro durante 20 minutos a 37 °C. Durante esta incubac&o foi possivel
observar o aparecimento de uma colorag¢éo azul, cuja intensidade variava entre as varias amostras, e
que foi quantificada por leitura da absorvancia a 593 nm num espectrofotdmetro (Pharmacia LKB

Novaspec Il) utilizando como branco a absorvéancia do reagente FRAP.

As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a atividade antioxidante sido determinada
por interpolagdo de uma reta de calibragcdo, preparada da forma ja descrita para as amostras, mas
substituindo as amostras por solu¢des de sulfato ferroso com concentracdes entre os 0 e 0s 1,25 mM.

Os resultados foram expressos em pmol de Fe?* por grama de peso seco de extrato.

2.5.3 Determinacéo da reducédo do Cu(ll) pelo ensaio CUPRAC
O ensaio de CUPRAC (Copper Reduction Assay) é baseado na reducao do cobre Cu(ll) a Cu(l),

por uma acéo combinada de todos os antioxidantes (agentes redutores) presentes na amostra (Prior et
al., 2005). O CUPRAC utiliza um composto, a neocuproina, que complexa com o cobre. A forma
reduzida deste complexo, Cu(l)-neocuproina, apresenta uma coloragéo intensa com o seu maximo de
absorcdo a um comprimento de onda de 450 nm. Assim, a reducdo da forma oxidada deste complexo
(Cu(I)-neocuproina) pela acdo dos polifendis presentes na amostra (figura 2.3) pode ser

espectrofotometricamente determinada através da leitura da absorvancia a 450 nm (Apak et al., 2004).
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Figura 2.3 — Reducéo do complexo Cu(ll)-neocuproina a Cu(l)-neocuproina, por acéo dos

antioxidantes da amostra (adaptado de Apak et al., 2004).

Este ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por Apak et al. (2004). Assim, em
tubos de ensaio adicionou-se 1 mL de uma solucdo de cloreto de cobre (Il) bihidratado 10 mM, 1 mL
de solugéo de acetato de amdnio 1 M, 1 mL de solugdo de neocuproina 7,5 mM em etanol 99%. De
seguida, adicionaram-se 100 yL das amostras previamente diluidas e 1 mL de agua miliQ. Efetuou-se
um branco da mesma forma que as amostras, mas substituindo-as por 1,1 mL de agua miliQ.
Procedeu-se a um periodo de incubagédo dos tubos de 1 hora a temperatura ambiente e, ap0s esse
periodo, foram medidas as absorvancias a um comprimento de onda de 450 nm espectrofotémetro
(Pharmacia LKB Novaspec II).

Foi realizada uma curva de calibragdo com &cido ascérbico procedendo da mesma forma que
para as amostras, utilizando 1,1 mL de padrbes com diferentes concentragdes, entre os 0 e os 250 uM.
Todos os ensaios foram realizados em triplicado, e os resultados expressos em pmol de equivalentes

de acido ascorbico por grama de extrato seco.

2.5.4. Determinacao da capacidade de sequestro do radical anido superéxido

O azul de nitrotetrazélio (NBT2*) reage com o radical anido superéxido (O2) originando um
composto chamado azul formazano (figura 2.4). A formag¢do do formazano é acompanhada pelo
aparecimento de uma coloragdo purpura, que apresenta o seu maximo de absor¢éo a 560 nm (Valentao
et al., 2001; Gilgin, 2006; Magalhées et al., 2008; Alves et al., 2010). Assim, se se adicionar a mistura
de reacdo um composto com capacidade para captar o Oz™, passardo a existir no meio reacional dois
compostos em competicdo pelo radical anido superdxido, traduzindo-se essa competicdo numa
diminuigcdo da extensdo da reducdo do NBT?*, com uma consequente diminuicdo da taxa de aumento

da absorvancia a um comprimento de onda de 560 nm (Magalh&es et al., 2008).

26



NO, ON NO, ON

 / \

N . \ W <\\ Y
/ P L \ L = NN _<N N
Oad - [ I N D
. N 'S A AT
MoO M CMe

OMe el

\ /
A B

s t

Figura 2.4 — Reducéo do NBT?* (A) pelo radical anido superéxido, originando azul de formazano (B).

O radical ani@o superoxido pode ser produzido em condi¢des aerdbias, recorrendo ao sistema
metossulfato de fenazina (PMS)/NADH em que o PMS, apés ser reduzido pelo NADH, ira reagir com o
oxigénio, dando origem ao radical anido superoéxido (figura 2.5) (Nakamura et al., 1992). Uma vez que
o radical anido superdxido resulta da reducéo do oxigénio molecular, podendo surgir no decurso de
varios processos metabdlicos, este ensaio possui a vantagem de utilizar um oxidante com grande

relevancia fisiolégica, contrariamente aos restantes ensaios efetuados (Magalhaes et al., 2008).

NADH +H +PMS — NAD + PMSH,

PMSH; +20; — 20,"+2H +PMS

Figura 2.5 — Reac¢des de formacéo do radical anido superéxido através do sistema PMS/NADH
(adaptado de Nakamura et al., 1992).

A capacidade das amostras para sequestrar o radical anido superéxido foi avaliada com base
no meétodo descrito por Valentdo et al. (2001), com pequenas alteracbes. Em cuvetes de
espectrofotdometro, adicionaram-se 200 pL de amostra em diferentes diluicdes, 300 yuL de NADH (1,66
mM em tampdo fosfato 19 mM, pH 7,4), 300 uL de NBT?%* (430 uM em tampéo fosfato 19 mM, pH 7,4)
e tampao fosfato (19 mM, pH 7,4) de modo a completar um volume de 2950 uL. A mistura foi agitada
e, de seguida, de modo a iniciar a reacdo, adicionaram-se 50 yL de PMS (162 yM em tampao fosfato
19 mM, pH 7,4). A absorvancia foi por fim medida de 10 em 10 segundos, durante 2 minutos a
temperatura ambiente num espectrofotometro (Pharmacia LKB NovaSpec Il) a um comprimento de
onda de 560 nm. Realizou-se igualmente um ensaio controlo, substituindo a amostra por igual volume

de solvente da amostra.

Todas as determinacgfes foram realizadas em triplicado, tendo a percentagem de inibicdo da

formagéo do azul de formazano sido avaliada através da equacao (2).
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AbSpranco— AbSamostra % 100
AbSpranco Equacdo (2)

% inibicao =

Os resultados foram apresentados em valores de IC50 para cada extrato, que corresponde a

concentracao responsavel por 50% da inibicdo do azul de formazano.

2.6. Determinacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi estudada testando a sensibilidade aos extratos de bactérias
gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC6538, Staphylococcus epidermidis ATCC1228,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) ATCC33591, Enterococcus faecalis
ATCC29212, Listeria monocytogenes ATCC15313, Bacillus cereus ATCC11778 e Propionibacterium
acnes ATCC6919), bactérias gram-negativas (Escherichia coli ATCC8739, Pseudomonas aeruginosa
ATCC9027 e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC10708), e uma levedura
(Candida albicans ATCC10231).

Todos os ensaios e procedimentos foram realizados em condi¢bes de assepsia (camara de
fluxo laminar Steril - VBH). Todos os microrganismos foram mantidos a -70 °C em meio de cultura
contendo glicerol (15% v/v). Para a realizacdo dos ensaios de atividade antimicrobiana, os
microrganismos foram inoculados em placas de Petri contendo meio TSA, exceto a L. monocytogenes
que cresceu em BHIA, a C. albicans que cresceu em MHA e o P. acnes que cresceu em meio
Reinforced Clostridial Medium. As placas foram incubadas durante 24 ou 48 horas (C. albicans e P.
acnes), em estufa a 37 °C ou 30 °C (B. cereus e C. albicans). No caso do P. acnes a cultura foi efetuada

em atmosfera anaerébia (Biomérieux).

A suspensdo inicial para a realizacdo dos ensaios foi preparada a partir destas placas,
transferindo-se, com o auxilio de uma ansa, coldnias para um tubo contendo 3,0 mL de meio salino
(0,85 % NaCl). A turbidez da suspensao de microrganismos foi ajustada a cerca de 0,5 na escala de
McFarland (Densitometro Grant-Bio DEN-1B), o que corresponde a uma densidade celular de 1x108

UFC/mL, no caso das bactérias ou 1x10% UFC/mL no caso da levedura.

A atividade antimicrobiana dos diferentes extratos foi avaliada através de duas técnicas: O
ensaio de difusdo em placa e o ensaio pelo método de microdiluicdo em meio liquido, tendo todos os

ensaios sido realizados em duplicado.

2.6.1. Determinacao da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar

O método de difusdo em agar baseia-se no Método de Kirby-Bauer (1966). Este método baseia-
se na avaliacdo da concentracdo de substancia necesséria para inibir uma determinada estirpe
bacteriana, que se determina através da medicdo do halo de inibicdo de crescimento criado na
superficie de uma placa de agar com um meio de cultura adequado, e inoculada homogeneamente

com a bactéria em estudo. Sao depositados na placa discos de papel de filtro com 6 mm de diametro
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que sao embebidos com uma certa quantidade da sustancia em estudo, ou sédo efetuados po¢os no
meio a distancias equivalentes, que séo preenchidos com um determinado volume de amostra (Hacek
etal., 1999; Mbata et al., 2006). Uma vez aplicadas as amostras nas placas, estas devem ser colocadas
em refrigeracdo a 4 °C, permitindo assim a difusdo total do extrato antes de se proceder a incubacao
da bactéria em estufa (Tepe et al., 2004). A dimensao do halo criado pode ser afetada por fatores como
a capacidade de difusdo do composto, a quantidade e concentracdo do composto e ainda o tempo de

incubacéo.

As suspensdes preparadas como anteriormente descrito foram aplicadas com o auxilio de uma
zaragatoa na superficie de placas de Petri de plastico com meio MHA, ou Reinforced Clostridial Médium
(P. acnes). Posteriormente, foram efetuados pocos equidistantes, de aproximadamente 6 mm de
didmetro, nas diversas placas. Os pocos foram entdo preenchidos com 45 pL dos extratos de polpa
etandlico, polpa aquoso, misto etandlico e gréo etandlico, em diferentes concentracdes (concentracdes
entre 0 e 500 mg/mL para as amostras de polpa e mista e concentra¢gdes entre 0 e 25 mg/mL para as
amostras de gréo). Seguidamente, as placas foram colocadas em refrigeracdo a 4 °C, de modo a haver
a difusao total dos extratos e, por fim, foram incubadas em estufa (Memmert) a 37 °C (ou a 30 °C, para
a bactéria Bacillus cereus e levedura Candida albicans) durante 24 horas. No caso da bactéria P. acnes
a incubacao foi efetuada em atmosfera anaerébia (Biomeriéux). Foram igualmente realizados ensaios
controlo utilizando 45 pL dos solventes das amostras (Agua ou etanol 70 %). Ap6s o tempo de
incubacéo em estufa, os didmetros das zonas de inibi¢céo criadas foram medidos com recurso a uma

régua, e a atividade antimicrobiana foi estimada a partir desses mesmos didmetros.

2.6.2. Determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em meio
liquido

Existem varios métodos disponiveis para a realiza¢édo de testes antibacterianos e antifungicos,
e para a determinacéo das concentragcdes minimas inibitorias (MICs) de véarios agentes (Zgoda e Porter,
2001). Nos ensaios pelo método de difusdo em agar a capacidade de difusdo do componente
antimicrobiano pode influenciar os resultados obtidos. Esta técnica também néo distingue efeitos
bactericidas e bacteriostaticos, e ndo é possivel a determinacdo da concentracdo minima inibitéria
(MIC). O método de microdiluicdo baseia-se no método desenvolvido por Eloff (1998). Nesta técnica as
microplacas de 96 pocos séao utilizadas para analisar os extratos de um modo mais sensivel, realizando
vérias diluicdes em série. Este método € um método relativamente barato, é reprodutivel, sensivel,
tendo ainda a vantagem de necessitar de uma quantidade de amostra menor, quando comparado com

0 método de difusdo em agar (Ostrosky et al., 2008).

Em microplacas de 96 pocos (Grainer), adicionaram-se 100 pyL de meio MHB a todos os pogos.
Em seguida adicionaram-se 100 pL do extrato a analisar, numa concentragéo inicial de 12,5 mg/mL, na
coluna 1, tendo de seguida sido efetuadas diluicbes sequenciais de 1:2, tendo-se desprezado 100 pL
da dltima coluna de modo que todos os pogos ficassem com o mesmo volume. Por fim, adicionaram-

se 10 yL das suspensdes microbianas preparadas como anteriormente descrito. Foram efetuados
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ensaios em que se substituiram os extratos por igual volume do solvente dos extratos (controlo

negativo) e ensaios sem adi¢éo dos microrganismos (controlo de esterilidade).

As microplacas foram entdo incubadas a 30 °C (B. cereus) ou 37 °C (restantes
microrganismos), por um periodo de 24 horas, ao abrigo da luz e no caso da P. acnes em condig6es
anaerobias. Os resultados foram analisados observando a turvagéo dos pocgos, seguindo-se de uma
repicagem para placas com meio MHA. A concentragdo minima inibitoria foi considerada como a menor

concentracao de extrato capaz de inibir o crescimento microbiano.

2.7. Avaliacdo da atividade mutagénica através do Teste de Ames

O teste de Ames ou bacterial reverse mutagenicity test, desenvolvido por Bruce Ames em 1975,
deteta o potencial mutagénico de substancias através da indu¢do da mutacdo reversa no operéo
histidina em mutantes de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium LT2. Este teste é
amplamente utilizado para a determinagédo da mutagenicidade de compostos puros ou misturas, como

por exemplo extratos obtidos a partir de certos alimentos (Maron e Ames, 1983; Pan et al., 2010).

O teste de Ames utiliza estirpes com diversas mutagfes em genes do operdo histidina, e que,
portanto, ndo tém a capacidade de sintetizar este aminoacido. Ao crescerem num meio de cultura sem
histidina (um meio que contém apenas sais minerais e uma fonte de carbono e azoto), apenas uma
percentagem reduzida de células tem a capacidade de reverter espontaneamente a mutacéo,
sintetizando a histidina e conseguindo entdo crescer, formando colénias. Uma exposicdo destas
estirpes a um agente mutagénico leva a um aumento da taxa de reversdo da muta¢do, havendo, por
consequéncia, um aumento do niumero de colénias capazes de sintetizar a histidina. Assim, existe uma
relagdo diretamente proporcional entre o nimero de revertentes e a dose de mutagéneo adicionado
(Mortelmans e Zeiger, 2000).

Os resultados s@o expressos em numero de revertentes por placa, ou nimero de revertentes
por quantidade de substancia testada (Mortemans e Zeiger, 2000). Um determinado composto é
positivo no teste de Ames quando se observa um efeito dose-resposta, existindo um aumento do
namero de revertentes com o aumento da concentragdo e, do mesmo modo, quando se observa uma
duplicacdo do nimero de revertentes espontaneos para uma das doses estudadas. A atividade

mutagénica pode ser calculada através do declive da parte linear da curva de dose-resposta.

2.7.1. Caracterizagéo das estirpes utilizadas

Neste estudo, utilizaram-se duas estirpes de Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium: A estirpe TA100 e a estirpe TA102. A estirpe TA100 contém uma mutagdo por
substituicdo de bases, em que o c6édado CTC foi substituido por CCC no alelo hisG46 (Mortelmans e
Zeiger, 2000). Para além desta mutacdo no operdo da histidina, a estirpe TA100 possui outras
caracteristicas adicionais que aumentam a sua sensibilidade para a detecdo de mutagéneos. Estas
incluem a mutacdo rfa, que causa a perda parcial da barreira lipopolissacarida aumentando a

permeabilidade da parede celular bacteriana a moléculas de grande dimensédo (Ames e Durston, 1973);
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A delecdo uvrB, que corresponde a uma delecdo do gene que codifica para uma das enzimas
envolvidas no sistema de reparacao de DNA por excisao e que, ao abranger parte do gene que codifica
para a biotina, torna a estirpe incapaz de crescer na sua auséncia (Ames e Durston, 1973); e a insercao
do plasmideo pKM101, que confere resisténcia a ampicilina, e que contém os genes de um sistema de
reparacdo erronea, o que permite aumentar a frequéncia da mutagdo. Esta estirpe exibe um ndmero

de revertentes espontaneos entre os 150 e os 200 (Maron e Ames, 1983; Mortelmans e Zeiger, 2000).

Na estirpe TA102, e com o objetivo de ampliar o nimero de alvos por célula, o gene da histidina
foi removido do cromossoma bacteriano encontrando-se o gene mutante (hisG428) no plasmideo
pPAQ1, que confere resisténcia a tetraciclina. Para além desta mutacéo, esta estirpe possui ainda a
mutacao rfa e o plasmideo pKM101. O gene mutante contém uma mutacéo ochre, TAA, que pode ser
revertida por todas as possiveis modificacdes de pares de bases, levando a transi¢des ou transversoes.
A estirpe TA102 difere das outras estirpes padrdo utilizadas nos testes de Ames, pelo facto de possuir
um par de base T:A (timina: adenina) no local de reversdo, ao passo que todas as outras estirpes,
possuem, neste local, o par de bases G:C (guanina-citosina). E provavel que esta diferenca seja
responsavel pela sensibilidade Unica da TA102 a reversdo mediada por mutagéneos do tipo oxidativo
(Levin et al., 1984; Mortelmans e Zeiger, 2000). Esta estirpe apresenta um nimero de revertentes

espontaneos entre os 100 e os 300 (Mortelmans e Zeiger, 2000).

2.7.2 Realizagéo experimental do Teste de Ames

As estirpes para a realizacdo dos ensaios foram inoculadas, a partir de stocks de glicerol
congelados a - 70 °C, em meio NB n°2 e incubadas durante 12 a 16 horas, a 37 °C, ao abrigo da luz e

com agitagdo (210 rpm) numa incubadora orbital (Innova 4000 New Bronswick Scientific).

O teste de Ames foi realizado na variante de Plate assay de acordo com o procedimento
descrito por Mortelmans e Zeiger (2000). Assim, em tubos de top agar (tabela 2.1) adicionaram-se
volumes entre 0 e 50 yL dos extratos analisados, com 500 pL de tampéao fosfato de sodio e 100 yL de
cultura bacteriana. Para o volume final se manter constante, este foi sempre ajustado com agua estéril
ou DMSO (no extrato de grdo) até um volume final de 650 pL. A mistura foi entdo agitada num vortex
(VWR Mixer Mini Vortex, USA) e colocada em placas de Petri com meio VB (tabela 2.2). As placas
foram incubadas a 37 °C durante 48 horas. Posteriormente, procedeu-se a contagem manual das
coldnias de revertentes para cada concentracao de cada extrato. os ensaios foram todos realizados em

triplicado.

Tabela 2.1 - Composicéo do top agar por litro (Maron e Ames, 1983).

Reagentes Quantidade / Concentracéo
Agar 649
NaCl 59
Histidina 0,05 mM
Biotina 0,05 mM

A histidina e a biotina foram adicionadas ap0s esterilizagdo da mistura de NaCl e agar, a partir
de uma solucao estéril e equimolar de histidina e biotina (0,5 mM). Apds esta suplementacéo o
meio foi imediatamente distribuido, em aliquotas de 2 mL, por tubos de vidro esterilizados.
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Tabela 2.2- Composi¢édo do meio VB (por litro) (Maron e Ames, 1983).

Reagentes Quantidade (9)
Glucose 20
Agar 15
K2HPO4 10
NaHNH4PO4.4H-0 3,5
Acido citrico monoidratado 2
MgS0O4.7H20 0,2

O meio VB resulta da mistura, apds esterilizacédo, de solugbes de agar (1,5%),
glucose (40%p/v) e de uma solucéo de sais composta por MgSO4.7H20 (10g/L),
acido citrico monoidratado (100g/L), K2HPO4 (500g/L) e NaHNH4PO4.4H>0
(175g/L).

2.8. Andlise Estatistica

De forma a determinar se existiam diferengas significativas entre os varios pard@metros analisados
nos diferentes extratos realizou-se a analise paramétrica One-Way ANOVA, seguida de Teste Tukey.
Para tal foram previamente testados os pressupostos da analise, isto é, a normalidade dos residuos e
a homogeneidade de variancias (Teste de Cochran, Hartley e Bartlett). O nivel de significAncia para a
analise estatistica efetuada foi de 0,05, tendo sido utilizado o software STATISTICA™ 7.0 (StatSoft) no
tratamento dos dados.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Determinagao dos fendis totais pelo método Folin-Ciocalteu

Os resultados referentes a quantificacao dos compostos fendlicos totais através do método de

Folin-Ciocalteu nos diferentes extratos de alfarroba encontram-se representados na figura 3.1.
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Figura 3.1 — Teor de compostos fendlicos totais nas diferentes amostras testadas. Amostras com

letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05).

Os resultados obtidos (figura 3.1) mostram a existéncia de uma variacdo muito significativa no
teor de compostos fendlicos entre os diferentes extratos, principalmente entre o extrato etandlico de
gréo e os restantes extratos, com este a possuir um valor cerca de 10 vezes superior aos restantes. Os
valores variaram entre os 9,18 e 0s 169,82 ug de equivalentes de acido gélico por mg de extrato seco.
O extrato etandlico de grdo foi o que apresentou o valor de compostos fendlicos mais elevado, por
oposicao ao extrato etandlico de polpa que foi 0 que apresentou 0 menor valor, sendo todos os valores
significativamente diferentes (p<0,05). As diferen¢as observadas entre o teor em compostos fendlicos
dos extratos aquoso e etandlico da polpa sugerem que o método de extracdo com agua quente seja
mais eficiente a extrair os compostos fendlicos da polpa do que a extragdo com etanol (70% v/v) a

temperatura ambiente.

Num estudo realizado por Benkovic et al. (2017), onde foram igualmente estudadas as
propriedades da alfarroba, os resultados obtidos para compostos fendlicos totais de extratos em
acetona (70%) de farinha de alfarroba contendo as suas sementes foram de 15,74 mg, 9,80 mg e 4,51
mg equivalentes de acido gélico por grama de extrato, sendo que estas variacdes advém de amostras
com tamanhos de particulas distintos e técnicas de moagem das particulas também distintas. Para
amostras de farinha de alfarroba ndo contendo as suas sementes, os valores situaram-se nos 17,96,
16,76 e 15,58 mg equivalentes de acido galico por grama de extrato. Com base nestes resultados, os

autores concluiram que a semente seria a parte da vagem com menor teor em compostos fendlicos.

33



Custodio et al. (2015) estudaram extratos aquosos de polpa e de gérmen tendo obtido valores
de 8,2 mg e de 6,1 mg equivalentes de acido gdlico por grama de extrato seco de polpa e de gérmen,
respetivamente. Por sua vez, Durazzo et al. (2014), avaliaram o teor em polifenois de extratos, obtidos
por extracéo sequencial com metanol/agua (50:50 v/v, pH 2) e acetona/agua (70:30 v/v), de farinhas
de diferentes partes da semente de alfarroba (goma, gérmen e semente inteira), obtendo valores de
0,7103 mg equivalentes de acido gdlico por grama de goma, 24,29 mg equivalentes de acido galico
por grama de farinha preparada com o gréo inteiro e 19,26 mg equivalentes de acido galico por grama
de farinha de gérmen de alfarroba. Dudonné et al. (2009) avaliaram o teor em compostos fendlicos
totais de um extrato aquoso da vagem da alfarroba (extrato misto) tendo obtido um valor de 23,58 mg

de equivalentes acido gdlico por grama de extrato.

Comparando os valores encontrados na literatura com os obtidos experimentalmente é possivel
observar a existéncia de algumas diferencas respeitantes ao conteldo em fendis totais.
Respetivamente as amostras de polpa e misto, os valores obtidos foram semelhantes aos reportados
por Custdédio et al. (2015) e por Benkovic et al. (2017), mas inferiores ao reportado por Dudonné et al.
(2009). Também o extrato de gréo apresentou valores bastante superiores as restantes amostras o que
contradiz os resultados de Benkovic et al. (2017). As diferengas verificadas poder&o relacionar-se com
diversos fatores como a dimenséao da particula e o tipo de moagem (Durazzo et al. 2014; Benkovic et
al., 2017), a proveniéncia da alfarrobeira, o estado de maturacdo (Ritbi et al., 2016a, 2017) e a
percentagem de humidade do fruto, bem como com as diferencas de metodologia na preparacéo dos
extratos, nomeadamente no que diz respeito ao solvente utilizado e ao tempo e temperatura de
extracdo. Apesar dos valores ndo poderem ser diretamente comparaveis, por estarem expressos por
peso de farinha e ndo por peso de extrato, os resultados de Durazzo et al. (2014) também demonstram
a existéncia de uma quantidade muito significativa de compostos fendlicos totais na farinha preparada

com o grao inteiro.

3.2. Quantificagcéo dos Flavonoides Totais

Os resultados relativos a quantificagéo de flavonoides totais nos diferentes extratos de alfarroba
pelo método de complexagdo com o aluminio na presenga de nitrito encontram-se representados na

figura 3.2.

Através da andlise dos resultados obtidos, é verificavel uma diferenca significativa do teor em
flavonoides totais entre os diferentes extratos estudados. Os valores variaram entre os 5,58 e os 70,36
pmol de equivalentes de catequina por g de extrato seco, sendo que os valores referentes ao extrato
aquoso de polpa e ao extrato etandlico misto ndo séo significativamente diferentes entre si, situacéo
que se opde aos restantes valores. O valor de flavonoides mais elevado corresponde ao extrato
etandlico de grao, seguido do extrato etandlico misto e aquoso de polpa. Porém estes dois Ultimos
apresentaram valores significativamente menores que os apresentados pelo extrato de gréo. Por fim,
0 extrato etandlico de polpa foi o que possuiu 0 menor teor em flavonoides totais. De um modo geral
pode dizer-se que o teor em flavonoides totais acompanhou a tendéncia verificada nos compostos

fendlicos totais (grao>polpa aquoso>misto etandlico>polpa etandlico). Mais uma vez a extragdo com

34



agua, nas condicdes em que foi realizada, mostrou ser mais eficiente a extrair os compostos fenélicos

da polpa de alfarroba.
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Figura 3.2 — Teor em flavonoides totais nas diferentes amostras testadas. Amostras com letras

diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05).

Num estudo realizado por Benkovic et al. (2017), onde foram igualmente estudadas as
propriedades dos diferentes componentes da alfarroba, os resultados obtidos foram de 11,55 mg, 2,65
mg e 6,56 mg de equivalentes de acido galico por grama de extrato de farinhas contento polpa e gréo
da alfarroba em acetona (70%). Para extratos de farinha sem a presenca do gréo, os valores obtidos
foram de 13,38 mg, 11,98 mg e 11,94 mg de equivalentes de &cido gélico por grama de extrato. Num
outro estudo realizado por Custddio et al. (2011), analisaram-se os valores totais em flavonoides
referentes a extratos metandlicos de farinha de gérmen de semente de alfarroba, provenientes de seis
diferentes cultivares desta arvore. Os autores verificaram variagdes significativas entre cultivares tendo
os valores oscilado entre os 10 mg e os 22 mg de equivalentes de rutina por grama de extrato. Por
outro lado, Custddio et al. (2015) dosearam os flavonoides em extratos aquosos de farinha de gérmen
de alfarroba e de polpa tendo encontrado valores de 0,3 mg de equivalentes de rutina por grama de
extrato para a farinha de gérmen de alfarroba ndo tendo conseguido detetar estes compostos no extrato

da polpa.

A comparacéo direta dos resultados obtidos experimentalmente com os resultados da literatura
ndo é possivel devido as diferentes unidades utilizadas. No entanto, tal como Custédio et al. (2015),
também neste trabalho se detetou um nivel mais elevado de flavonoides no extrato de grao em
comparacao com os extratos contendo polpa. Contudo, no presente caso foi possivel quantificar os
flavonoides nestes extratos, incluindo no extrato aquoso. Mais uma vez a variabilidade verificada no
teor de flavonoides totais pode dever-se a utilizacdo de técnicas de moagem distintas, diferentes
tamanhos de particulas, as condi¢cfes de preparacdo dos extratos, podendo ser atribuida, igualmente,
a proveniéncia da alfarrobeira, as condi¢des climatéricas em que se desenvolveu, bem como o estado

de maturacgédo do fruto, que em muito influencia as suas propriedades.
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3.3. Determinacdo da atividade antioxidante dos constituintes da alfarroba

Uma vez que ndo existe um método universal para analisar a atividade antioxidante de uma
amostra, por esta poder ser exercida através de diferentes mecanismos, aplicaram-se diversos ensaios
para avaliar o potencial antioxidante dos extratos. Assim, realizaram-se dois ensaios de determinagéo
da capacidade de sequestro de espécies radicalares (sequestro dos radicais DPPH' e anido

superéxido) e dois ensaios de determinacao da capacidade redutora (ensaios FRAP e CUPRAC).

3.3.1 Determinacéo da capacidade de sequestro do radical DPPH*

A figura 3.3 permite verificar que se verificou a existéncia de uma relacéo linear entre o aumento
da percentagem de sequestro do radical DPPH" (percentagem de inibicdo) e o aumento da
concentracdo de amostra na mistura reacional. Assim, para todos os extratos, & medida que a
concentracdo de extrato foi aumentando, a percentagem de captura do radical também aumentou.
Contudo, esse aumento foi muito mais acentuado com o extrato de grédo do que com todas as restantes

amostras o que evidencia a maior capacidade de sequestro deste radical exercida por este extrato.
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Figura 3.3 — Percentagem de inibicdo em funcdo da quantidade de amostra, para os diferentes extratos

analisados.

Num estudo realizado por Seed et al. (2012), concluiu-se que a percentagem de inibicdo no
ensaio com o DPPH" aumenta com o aumento da concentracdo do extrato. Por sua vez, Viuda-Martos
et al. (2009) estudou a atividade antioxidante de éleos essenciais de varias plantas utilizadas na dieta
mediterranea. Segundo este estudo, os valores de inibicdo no ensaio com o DPPH* apresentam-se

muito elevados, aumentando com a concentracéo de extrato estudada.

Através dos dados apresentados na figura 3.4 foi possivel determinar a quantidade de amostra

necessaria para sequestrar 50% do radical DPPH* presente na mistura reacional (IC50) (figura 3.4).
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Quanto mais pequeno for este valor maior serd a capacidade antioxidante da amostra, uma vez que
um valor mais baixo significa que € necessaria uma quantidade de amostra mais baixa para se
conseguir a mesma percentagem de sequestro. O extrato etandlico de grdo apresentou um valor de
IC50 de 85,9 ug, muito inferior ao dos restantes extratos analisados. Contrariamente, o extrato misto
etandlico apresentou o valor mais elevado de IC50 (1066,7 ug). Assim, o grao € o extrato que necessita

de uma menor quantidade para provocar metade da resposta maxima.
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Figura 3.4 — Valores de IC50 obtidos nas diferentes amostras testadas. Amostras com letras diferentes
significam valores de IC50 significativamente diferentes (p<0,05).

Os resultados obtidos para a capacidade de sequestro do DPPH* foram ainda expressos em
equivalentes de &cido ascérbico (figura 3.5), tendo variado entre os 23,95 ug e os 232,67 ug de
equivalentes de acido ascoérbico por mg de extrato seco, sendo todos os valores significativamente
diferentes entre si. Como seria esperado, o0 extrato de grao foi o que apresentou o valor mais elevado,
0 que revela que este possui a maior capacidade de sequestro do DPPH* e, consequentemente, possui
uma maior atividade antioxidante, em oposicao ao extrato misto etanolico, que apresenta o menor valor
de capacidade de sequestro do DPPH".
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Figura 3.5 — Valores da capacidade de sequestro do radical DPPH' nas diferentes amostras testadas.
Amostras com letras diferentes significam quantidades de equivalentes de acido ascérbico

significativamente diferentes (p<0,05).

Num estudo publicado por Benkovic et al. (2017), referente as propriedades de diferentes
farinhas de alfarroba, os resultados respeitantes aos extratos de farinha contendo casca e semente
foram de 23,02 umol, 56,87 umol e 68,07 pmol de equivalentes de trolox por grama de extrato. Os
resultados alusivos a farinhas de alfarroba sem as sementes foram relativamente superiores, com
valores de 96,37 umol, 88,52 uymol e 104,23 pmol de equivalentes de trolox por grama de amostra. Em
ambos 0s casos, os resultados mais elevados foram alcangados com as amostras com maior

concentracdo de compostos fendlicos totais.

Maizura et al. (2011), ao estudarem o teor em fendis totais e as propriedades antioxidantes de
extratos de plantas, obtiveram resultados de inibicdo referentes ao ensaio com o DPPH* entre os 70%
e os 80%, verificando a existéncia de uma correlagdo positiva entre o teor em fendis totais e a
percentagem de inibicdo medida. Assim, os extratos que possuiam um teor em fendis totais mais

elevado, apresentaram valores mais elevados na inibicdo do DPPH".

Estes resultados encontram-se em concordancia com os obtidos experimentalmente, onde 0s
extratos de polpa aquoso e grao etandlico, que possuem um teor em fendis totais superior, foram, do

mesmo modo, aqueles que apresentaram percentagens de inibicdo para o DPPH" mais elevados.

3.3.2 Determinacdo da atividade antioxidante por sequestro do radical anido

superoxido

Todas os extratos conseguiram sequestrar o radical anido superéxido uma vez que, em
comparacao com o controlo, todas levaram a uma diminui¢cdo da velocidade de formacéo do formazano,

resultante da redugédo do NBT?2* pelo radical anido superéxido gerado no sistema NADH/PMS. Assim,
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para todas as amostras verificou-se uma diminuicao do aumento da absorvancia a 560 nm em funcéo

do tempo, visivel pelo menor declive das retas de absorvancia em funcdo do tempo, que traduz a

diminuicdo da velocidade de reducdo do NBT?*. Esta diminuicdo foi dependente da dose, tendo

aumentado com o aumento da concentragdo de amostra na mistura reacional (figuras 3.6, 3.7, 3.8 e

3.9).
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Figura 3.6 — Variagdo da absorvancia em funcéo do tempo, na presenca de diferentes concentracdes

de extrato etandlico de gréo.
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de extrato aquoso de polpa.
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Figura 3.8 — Variagdo da absorvancia em funcéo do tempo, na presenca de diferentes concentracdes

de extrato etandlico misto.
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Figura 3.9 — Variacéo da absorvancia em funcédo do tempo, na presenca de diferentes concentracdes

de extrato etandlico de polpa.

A realizacdo das curvas de percentagem de inibicdo da formacéo de formazano em funcéo da
quantidade de amostra que se encontrava presente na mistura reacional em que se verificou essa
inibicdo (figura 3.10 A a E), permitiu calcular os valores de percentagem de amostra na mistura
reacional que causaram 50% de inibicdo da formag&o de formazano, ou seja, o valor de IC50 para as

diferentes amostras (tabela 3.1).
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Figura 3.10 — Percentagem de inibicdo em funcao da quantidade de amostra na mistura reacional, para

os diferentes extratos analisados (A) extrato etandélico de grao; (B) extrato etanélico misto; (C) extrato

aquoso de polpa; (D) extrato etanélico de polpa.

Tabela 3.1 — Valores de IC50 obtidos na determinacao da capacidade de sequestro do superdxido nas

diferentes amostras.

Amostra IC50 (ng)
Gréo Etandlico 131,792+ 1,37
Polpa Aquoso 672,390 + 4,64

Misto Etandlico
Polpa Etandlico

2979,44° + 162,77
4224,499 + 474,18

Amostras com letras diferentes significam valores de IC50 significativamente diferentes (p<0,05).

A determinacdo da capacidade de sequestro do radical anido superdxido revela uma

importancia extrema e uma grande relevancia bioldgica, uma vez que a formacdo desta espécie

radicalar ocorre in vivo.
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Através da andlise da figura 3.10, bem como da tabela 3.1, verifica-se que existem algumas
diferencas entre os quatro extratos estudados. Respetivamente aos valores de IC50, é possivel
observar que os valores variaram entre os 131,79 ug de extrato seco e os 4224,49 ug de extrato seco,
com todos os extratos a apresentar diferencas significativas ente si (p < 0,05). A amostra que
apresentou um valor de IC50 mais elevado foi o extrato etandlico de polpa, seguindo-se o0 misto
etandlico e o polpa aquoso. Por sua vez, a amostra que apresentou um valor de IC50 mais baixo foi o
extrato etandlico de grao, que apresentou um valor bastante distinto dos restantes, significando que é
necessaria uma quantidade muito menor de amostra para originar o mesmo efeito de sequestro do

radical anido superéxido, significando que é um antioxidante mais eficaz.

O radical anido superéxido € extremamente prejudicial para os componentes celulares. A
capacidade de sequestro deste radical em extratos de plantas tem mostrado ser diretamente
proporcional a concentracdo em compostos como os fendis e, em particular, dos flavonoides (Hazra et
al., 2008). Zhishen et al. (1999), ao investigar o teor em flavonoides em folhas, galhos e casca de
amoreira e o seu efeito sobre o sequestro do radical anido superdxido, demonstrou que os flavonoides

sdo importantes agentes no sequestro destes radicais.

Amarowicz et al. (2004) também estudou a capacidade de sequestro de radicais livres e a
atividade antioxidante de diversas espécies de plantas, concluindo que as catequinas, polifendis da
familia dos flavonoides, possuem uma grande capacidade de sequestro do radical anido superéxido.
Estes compostos tém uma variedade de funcdes fisioldgicas e podem atuar como antioxidantes in vitro
e in vivo. Os flavonoides atuam como sequestrantes de espécies reativas de oxigénio antes que estas
danifiguem os componentes celulares. A sua eficacia depende do numero e arranjo dos grupos hidroxilo

que se ligam as estruturas anelares (Gill e Tuteja, 2010).

Associando as investigagdes ja publicadas aos resultados obtidos no presente estudo, também
se observa uma associacao entre o conteddo em compostos fendlicos e a capacidade de sequestro do
radical anido superdxido. Contudo, essa associagdo ndo parece ser especificamente devida aos
flavonoides dado que os extratos etandlicos de polpa e misto apresentaram teores semelhantes de
flavonoides totais, apresentando uma diferenca acentuada na capacidade de sequestro do radical anido

superoéxido.

3.3.3 Determinacéo da atividade de reducéo do Fe(lll) a Fe(ll) pelo ensaio FRAP

Os resultados referentes a atividade de reducéo do Fe(lll) a Fe(ll), obtidos recorrendo ao ensaio

FRAP, encontram-se apresentados na figura 3.11.
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Figura 3.11 — Resultados obtidos através do ensaio FRAP nas diferentes amostras testadas. Amostras

com letras diferentes significam valores de FRAP significativamente diferentes (p<0,05).

Apds a analise dos resultados obtidos, verifica-se que os diferentes extratos apresentam
valores de FRAP que variaram entre os 162,29 e os 3028,88 umol de Fe2* por grama de extrato seco,
sendo todos os resultados significativamente diferentes entre si (p <0,05). O menor valor foi obtido com
0 extrato etandlico de polpa e o valor mais elevado com o extrato etandlico de grdo, sendo que este
extrato apresentou um valor de FRAP cerca de dez vezes superior as restantes amostras, revelando
que o extrato de grao possui uma atividade redutora, detetada pelo ensaio FRAP, muito superior aos

restantes extratos.

Durazzo et al. (2014), avaliaram a atividade antioxidante de extratos, obtidos por extracéo
sequencial com metanol/agua (50:50 v/v, pH 2) e acetona/agua (70:30 v/v), de farinhas de diferentes
partes da semente de alfarroba (goma, gérmen e semente inteira), tendo obtido resultados no ensaio
FRAP que variaram entre os 11,62 e os 439,02 ymol de Fe?* por grama de farinha, sendo o valor mais
elevado obtido com a farinha proveniente do gréo inteiro e o mais baixo com a goma. Uma vez que no
trabalho de Durazzo et al. (2014) os valores estdo expressos por grama de farinha e ndo de extrato
seco ndo é possivel fazer uma comparacao direta com os resultados deste estudo. Numa investigacao
efetuada por Dudonné et al. (2009), onde foi realizado um estudo comparativo das propriedades
antioxidantes e teor fendlico de 30 extratos de plantas com interesse industrial, foi obtido um resultado
para o extrato aquoso da vagem da alfarroba de 680 pmol de Fe?* por grama de amostra. O valor obtido
difere um pouco do obtido neste estudo, uma vez que a vagem, correspondente ao extrato misto,

apresentou um valor de cerca de 189 umol de Fe?* por grama de extrato seco.

Por outro lado, num estudo realizado por Clarke et al. (2013), foi confirmada uma correlacéo
elevada entre o teor em compostos fendlicos de extratos de plantas e o seu valor de FRAP, existindo
uma relagdo diretamente proporcional entre ambos. Da mesma forma, andlises efetuadas por
Dundonné et al. (2009) e por Maizura et al. (2011) concluiram que existe de facto uma relacédo entre o

teor fendlico de uma amostra e o seu valor de FRAP. Também no presente estudo esta relagao
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acontece, uma vez que as amostras que possuem um teor mais elevado de compostos fendlicos, o
extrato de polpa aquoso e o extrato etandlico de gréo, foram aquelas que apresentaram os valores de
FRAP mais elevados.

3.4. Determinacao da reducéo do Cu (ll) pelo ensaio CUPRAC

Os resultados referentes ao ensaio CUPRAC encontram-se representados na figura 3.12.
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Figura 3.12 — Resultados obtidos através do ensaio CUPRAC nas diferentes amostras testadas.

Amostras com letras diferentes significam valores de CUPRAC significativamente diferentes (p<0,05).

Os valores obtidos através do ensaio CUPRAC sao significativamente diferentes (p<0,05),
variando estes entre os 102,04 e os 1938,69 umol de equivalentes de acido ascérbico por g de extrato
seco. O extrato etandlico de polpa foi 0 que apresentou o menor valor, tendo o maior valor sido obtido
com a amostra de gréo etandlico. A amostra de gréo, por sua vez, tem uma capacidade de reducéo do
Cu(ll) cerca de dez vezes superior as restantes amostras. Comparando os resultados do ensaio
CUPRAC com os do ensaio FRAP, verifica-se que a ordem de atividade dos extratos se mantém
idéntica, com o extrato etandlico de polpa a ser 0 que apresentou a menor capacidade redutora, seguido

do extrato etandlico misto, aquoso de polpa e etandlico de gréo.

Este método apresenta uma relagdo linear com o teor em fendis totais, como indica Apak et al.
(2006) no estudo do contetdo fendlico e a capacidade antioxidante de chas feitos a partir de plantas,
sendo o valor de CUPRAC tanto maior quanto maior for o teor em fenois de uma amostra. Esta
correlagdo é também indicada numa investigacdo efetuada por Apak et al. (2008). Estes estudos
corroboram os resultados obtidos experimentalmente, onde os extratos que possuem um maior teor

em compostos fendlicos sdo os mesmos que apresentaram valores de CUPRAC superiores.

O reagente do CUPRAC é seletivo, uma vez que possui um potencial redox baixo (Apak et al.,

2008; Ozyuewk et al., 2008). A reacao redox que origina um quelante colorido de Cu(l) é relativamente
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insensivel a um ndimero de parametros que afetam negativamente certos reagentes, como o DPPH",
tais como ar, luz solar, humidade e pH, até um certo ponto. A reacdo redox ocorre a pH 7, em oposicao
as condicdes acidas do FRAP ou condig6es basicas do ensaio de Folin-Ciocalteu. Em condi¢cdes mais
acidas que o pH fisiolégico, a capacidade redutora pode ser suprimida devido a protonacdo em
compostos antioxidantes. Em condi¢Bes basicas, a dissociacdo de protSes fendlicos aumentaria a
capacidade de redugdo da amostra. Este método pode ainda medir simultaneamente antioxidantes
hidrofilicos e lipofilicos (Apak et al., 2007; Apak et al., 2008).

3.5 Determinacgao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos diferentes extratos foi avaliada através de duas técnicas: O

ensaio de difusdo em placa e o ensaio pelo método de microdiluicdo em meio liquido.

3.5.1 Determinacgao da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar

A atividade antimicrobiana avaliada através do método de difusdo em agar foi determinada
através da medicao dos halos de inibi¢cdo, em milimetros, em volta do po¢o onde as diferentes amostras
foram colocadas, e apresentam-se natabela 3.2, e nas figuras 3.13 a 3.21. Foram aplicadas diferentes
concentracdes dos extratos nas placas Petri. Assim, no caso dos extratos de polpa (aquoso e etandlico)
e misto aplicaram-se em todos os poc¢os 40 pL de extrato com concentragfes de 125 mg/mL, 250
mg/mL e 500 mg/mL, e, no caso do extrato etandlico de grao concentrac¢des de 6,25 mg/mL, 9,5 mg/mL,
12,5 mg/mL e 25 mg/mL.

45



Tabela 3.2 — Diametro dos halos de inibicao obtidos através do método de difusdo em agar com os as
diferentes concentra¢des dos extratos em estudo.

Didmetro do halo de inibigdo (mm)

EtZﬁlc’)plﬁ:o Misto Etanolico Polpa Aquoso Gréo Etandlico
500 250 500 250 500 25 12,5 9,5 6,25
mg/mL mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL | mg/mL | mg/mL
Bactérias gram-positivas
S. aureus - - 10,5+07 | 7+0,0 | 12+0,0 | 13,8+0,5 | 11,5+0,6 | 7,5+0,7 -
MRSA - - 10+0,0 | 7,5+0,7 | 11+0,0 | 14+0,0 | 11,5+0,7 | 10+0,0 | 7,50,7
S. epidermidis - - - - 8,5#2,1 | 10+ 0,0 - - -
B. cereus 8,5+0,7 | 8,5+0,7 | 11+1,4 | 8,0+00 | 11+0,0 | 14,5+0,7 | 12+0,0 11+0,0 | 10+0,0
E. faecalis - 8+0,0 | 10+0,0 - - -
monoc;ll_t.ogenes ) ) ) ) 7200 | 95207 ) ) )
P. acnes - - 11+0,0 - 12+0,0 | 13+0,0 | 11+0,0 | 9+0,0 -
Bactérias gram-negativas
Salmonella - - - - - - - - -
E. coli - - - - - - - - -
P. aeruginosa - - - - - - - - -
Levedura
C. albicans ‘ - ‘ - - ‘ - ‘ - ‘ 9,0+0,0 ‘ - - -

(-): Sem halo de inibicao visivel.
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Figura 3.13 — Resultados obtidos na determinacgédo da atividade antimicrobiana das amostras de grao

(A), polpa aquoso (B), polpa etandlico (C) e misto etandlico (D) para Bacillus cereus.

Figura 3.14 — Resultados obtidos na determinacao da atividade antimicrobiana das amostras de grao

(A), polpa aquoso (B), polpa etandlico (C) e misto etandlico (D) para a Candida albicans.
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Figura 3.15 — Resultados obtidos na determinacdo da atividade antimicrobiana das amostras de grao

(A) e polpa aquoso, polpa etandlico e misto etanolico (B) para Enterococcus faecalis.

Figura 3.16 — Resultados obtidos na determinacédo da atividade antimicrobiana das amostras de grao

(A), polpa aquoso (B), polpa etandlico (C) e misto etandlico (D) para a Listeria monocytogenes.
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Figura 3.17 — Resultados obtidos na determinacdo da atividade antimicrobiana das amostras de grao

(A), polpa aquoso (B), polpa etandlico (C) e misto etandlico (D) para S. aureus resistente a meticilina.

Figura 3.18 — Resultados obtidos na determinacdo da atividade antimicrobiana das amostras de gréo
(A) e polpa aquoso, polpa etandlico e misto etandlico (B) para Propionibacterium acnes.
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Figura 3.19 — Resultados obtidos na determinacgédo da atividade antimicrobiana das amostras de grao

(A), polpa aquoso (B), polpa etandlico (C) e misto etandlico (D) para Staphylococcus aureus.

Figura 3.20 — Resultados obtidos na determinacdo da atividade antimicrobiana das amostras de gréo

(A), polpa aquoso (B), polpa etandlico (C) e misto etandlico (D) para Staphylococcus epidermidis.
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Figura 3.21 — Resultados obtidos na determinagéo da atividade antimicrobiana das amostras de gréo,

polpa aquoso, polpa etandlico e misto etandlico para Salmonella enterica (A), Pseudomonas
aeruginosa (B) e Escherichia coli (C), com todos os extratos em concentra¢des de 500 mg/mL para as

amostras de polpa e misto, e 25 mg/mL para o extrato de grao.

Através da andlise da tabela 3.2 e das figuras 3.13 a 3.21, observa-se que os diferentes extratos
mostraram resultados distintos para os diferentes microrganismos em estudo. Assim, para as bactérias
gram-negativas, nenhum dos extratos revelou atividade antimicrobiana, uma vez que nédo foi possivel
observar nenhum halo de inibicdo (figura 3.21), o que sugere que nenhum componente da alfarroba

possui a capacidade de inibir ou impedir o crescimento de P. aeruginosa, E. coli e Salmonella enterica.

As bactérias gram positivas que se revelaram mais sensiveis foram o B. cereus, 0 S. aureus e
0 MRSA e o P. acnes. O extrato de grdo foi o que apresentou maior atividade antimicrobiana,
destacando-se dos restantes. Com efeito, com este extrato foi possivel verificar a inibicdo do
crescimento do B. cereus e do MRSA com a concentracdo mais baixa testada (6,25 mg/mL). O extrato
etandlico de polpa foi o que apresentou uma atividade menor, uma vez que apenas foi possivel observar
um halo de inibicdo para o B. cereus e apenas quando se aplicou a concentragdo mais elevada. O
extrato etandlico misto também se apresentou fraco relativamente a atividade antimicrobiana, embora
com uma atividade um pouco superior a do extrato etandlico de polpa. O extrato de polpa aquoso
apresentou uma atividade antimicrobiana um pouco superior aos dois anteriores. No entanto, néo foi
possivel detetar atividade antimicrobiana contra nenhum dos microrganismos estudados quando estes
trés extratos foram testados na concentracdo minima aplicada (125 mg/mL). Relativamente ao extrato
etandlico de grao, os resultados obtidos diferem muito em relacdo aos restantes extratos. Este extrato
apresentou atividade antimicrobiana contra todas as bactérias gram-positivas estudadas, com
concentracbes muito inferiores as dos restantes extratos, precisando no maximo de 25 mg/mL,
contrastando com a concentragdo maxima para os restantes extratos que foi de 500 mg/mL.

A levedura estudada, C. albicans, revelou-se resistente a maioria dos extratos de alfarroba,
apresentando apenas um halo de inibicdo de 9 mm quando se aplicou a concentracdo mais elevada

(25 mg/mL) do extrato etanolico de gréo.
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Analisando todos os resultados obtidos ao longo deste estudo, é possivel encontrar uma
correlacdo entre a atividade microbiana de cada extrato e a quantidade de compostos fendlicos
presentes nos mesmos. O extrato que possui um maior teor em fendis, ou seja, 0 extrato de gréo, é
também aquele que apresenta uma atividade antimicrobiana superior, inibindo o crescimento de todas
as bactérias gram-positivas e também da levedura. Este extrato apenas nao revelou atividade
antimicrobiana contra as bactérias gram-negativas. Por oposi¢do, a amostra de polpa etandlica, que
apresentou os resultados menores para o teor em fendis totais, foi igualmente a que apresentou uma

atividade antimicrobiana menor.

Vaérios estudos realizados anteriormente relevam, da mesma forma, uma relacdo entre o teor
em fendis totais e as atividades antioxidante e antimicrobiana (Shan et al., 2007; Hyder et al., 2010).
Um estudo realizado por Klancnik et al. (2010) avaliou a atividade antimicrobiana de diversos extratos
de plantas, tendo encontrado uma relacdo linear entre o teor em compostos fendlicos e a atividade
antimicrobiana. Compostos como os flavonoides, os taninos e outros fenois revelam-se extremamente

importantes como mecanismo de defesa das plantas contra varios microrganismos (Hyder et al., 2010).

O mecanismo de a¢éo destes compostos antimicrobianos depende da sua estrutura e da sua
interacdo com 0s microrganismos. A caracteristica dos microrganismos que mais influencia a acéo
destes compostos é a constituicdo da sua parede celular, nomeadamente no que diz respeito a
presenca ou ndo da membrana externa. Quando comparadas com as bactérias gram-positivas, as
bactérias gram-negativas sdo mais resistentes a maioria destes agentes antimicrobianos naturais, pelo
facto de possuirem uma membrana externa com lipopolissacaridos, que constitui uma barreira contra
a entrada destes compostos (Ray, 2004). No entanto, tal facto ndo significa que todas as bactérias
gram-positivas sejam sempre mais vulneraveis (Tajkarimi et al., 2010), como pbdde também ser
verificado no presente estudo, analisando os resultados obtidos relativamente bactérias como E.

faecalis ou L. monocytogenes.

3.5.2 Determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicéo

em meio liquido

De forma a quantificar a atividade antimicrobiana detetada no método de difusédo em agar, foi
efetuada a determinacéo da concentracdo minima inibitéria (MIC) pelo método da microdiluicdo. Esta
analise s0 foi realizada para o extrato de grdo uma vez que 0s restantes extratos s6 apresentaram
atividades em concentragdes muito elevadas. Este ensaio so6 foi igualmente realizado com as bactérias
gram-positivas, uma vez que as bactérias negativas apresentaram resultados negativos no método por

difuséo em agar. Os valores de MIC obtidos no ensaio de microdiluicAo em encontram-se na tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Concentracdo minima inibitéria para o extrato etanélico de gréo

Concentracdo minima inibitéria

Bactéria (MIC) (mg/mL)
S. aureus 3,125
MRSA 3,125
S. epidermidis 6,25
P. acnes 3,125
E. faecalis 6,25
B. cereus <0,78
L. monocytogenes 6,25

Apbds a andlise da tabela 3.3 é possivel observar que os MICs para a maioria das bactérias se
encontram em concentragdes entre os 3,125 mg/mL e os 6,25 mg/mL, encontrando-se apenas o MIC
para B. cereus fora deste intervalo. Com efeito, todas as concentra¢cfes testadas foram capazes de
inibir totalmente o crescimento desta bactéria, pelo que ndo se conseguiu chegar ao valor do MIC. A
bactéria mais sensivel foi assim o B. cereus, seguido das S. aureus, MRSA e P. acnes que

apresentaram um MIC de 3,125 mg/mL.

E possivel verificar ainda que os resultados obtidos pelo método de microdiluicio estdo de
acordo com os resultados obtidos pelo método de difusdo em agar, uma vez que as bactérias que se
mostraram mais sensiveis num ensaio foram, igualmente, as que se mostraram mais sensiveis no
outro. E igualmente possivel confirmar que este método é de facto mais sensivel relativamente ao
método por difusdo em agar, como anteriormente concluiu Eloff (1998), uma vez que as concentracdes
inibitérias foram muito menores. Apesar do método por difusdo em agar ser amplamente utilizado, o
método da microdiluigdo tem a vantagem de utilizar menores quantidades de meio e poder ser utilizado
num numero elevado de amostras, para além da sua ja referida maior sensibilidade (Ostrosky et al.
2007).

As bactérias que se mostraram sensiveis ao extrato de grao sdo microrganismos que podem
causar infe¢des alimentares (S. aureus, E. faecalis, L. monocytogenes e B. cereus) e/ou infe¢cdes na
pele (S. aureus, E. faecalis, S. epidermidis e P. aches) mais ou menos graves dependendo do estado
de saude do hospedeiro e da patogenicidade do microrganismo (Harvey et al., 2007). O facto do extrato
ter sido ativo contra estas bactérias sugere que ele possa ser aplicado como conservante alimentar ou
possa ser aplicado em produtos tépicos, protegendo a pele contra os microrganismos deste género.
Por sua vez, a incorporacao deste extrato em produtos topicos de utilizagao hospitalar poderia contribuir
para a prevencdo e diminuicdo das infe¢cBes oportunistas causadas pela utilizagdo prolongada de
antibioticos em meio hospitalar. Neste contexto destaca-se a sua agao contra 0 MRSA, uma bactéria
multirresistente que constitui um problema sério especialmente em ambiente hospitalar. Por outro lado,
a sua acdo contra a P. acnes, sugere igualmente gque este extrato possa ter potencial para ser

incorporado em produtos tépicos como principio ativo no combate a acne.
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3.6. Avaliacao da atividade mutagénica através do Teste de Ames

Nos diferentes componentes da alfarroba, foi avaliada a sua atividade mutagénica através da
realizacdo do teste de Ames em duas estirpes de Ames: TA100 e TA102. Os resultados obtidos

encontram-se presentes nas tabelas 3.4 e 3.5.

Tabela 3.4 — Numero de revertentes/placa verificados com a estirpe TA100 em presenca de diferentes
quantidades de extrato.

Extrato (uL) Polpa Etanélico Misto Etanélico Polpa Aquoso Gréao Etandlico
0 181 + 29,3 181 £ 29,3 181 + 29,3 170+ 0,6
12,5 176 £ 10,4 160 +21,5 156 +4,5 205+ 22,6
25 179 +11,4 148 + 3,2 159+7,4 215+ 8,7
37,5 180+ 7,6 149 £ 15,0 146 £7,9 251 +21,5
50 176 £ 19,3 159+2,1 153 + 23,6 248 +17,6

Através da analise da tabela 3.4, é possivel afirmar que nenhum dos extratos analisados possui
um efeito mutagénico, uma vez que ndo existe a duplicacdo dos revertentes espontaneos em nenhuma
quantidade de extrato estudada, ndo se verificando um efeito dose-resposta. Assim, conclui-se que

nenhum dos extratos é mutagénico para a estirpe TA100.

Tabela 3.5 — Numero de revertentes/placa verificados com a estirpe TA102 em presenca de diferentes
quantidades de extrato.

Extrato (uL) Polpa Etandlico Misto Etandlico Polpa Aquoso Gréo Etandlico
0 335+ 13,0 335+13,0 272+ 16,8 271+2,52
12,5 379+15,4 386 +19,5 310+ 27,6 297 £ 29,7
25 374 +£16,2 395+ 32,0 293+21,1 317 +25,3
37,5 407 + 4,0 414+11,1 297 + 30,7 345+ 16,1
50 392+221 417 £11,9 332+25,8 388+20,4

Através da andlise da tabela 3.5, é possivel afirmar que nenhum dos extratos analisados possui
um efeito mutagénico, uma vez que nao existe a duplicacdo dos revertentes espontaneos em nenhuma
quantidade de extrato estudada, ndo se verificando um efeito dose-resposta, concluindo-se que

nenhum dos extratos € mutagénico para a estirpe TA102.

Analisando globalmente o teste de Ames para a determinacdo da atividade mutagénica, €
possivel inferir que nenhum dos extratos de alfarroba apresentou atividade mutagénica, uma vez que
se apresentou negativo nas duas estirpes estudadas. O interesse deste estudo residiu no facto de ser
conhecido que os polifendis podem, em determinadas condi¢des, como por exemplo quando presentes
em doses elevadas, como é o caso do extrato de grdo, atuar como pré-oxidantes e gerar radicais

capazes de oxidar proteinas, lipidos e causar danos ao nivel do DNA (Ferguson, 2001). Desta forma,
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colocou-se a hipétese deste extrato poder apresentar problemas em relacdo a seguranca da sua
aplicacdo. O teste de Ames foi efetuado na estirpe TA102 por ser conhecida a sensibilidade desta
estirpe na detecéo de mutagénios do tipo oxidativo (Levin et al., 1984; Mortelmans e Zeiger, 2000). A
auséncia de resultados positivos € um bom resultado mas nao descarta a necessidade de realizar mais
ensaios, nomeadamente com outras estirpes e na presenca de sistemas de ativacdo metabolica, como

a fracdo S9.
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4. Conclusao

A alfarroba, fruto da espécie Ceratonia siliqua L., tem sido objeto de estudo, com o objetivo de
aprofundar o conhecimento acerca deste fruto, e maximizar as suas utilizacdes, estudando as
propriedades e caracteristicas dos seus componentes. Apesar de, no inicio, apenas 0 seu grao ser
utilizado como aditivo devido as suas caracteristicas espessantes, emulsificantes e espessantes e a
sua polpa ser apenas utilizada como alimento para animais, ou para confeitaria regional a uma pequena
escala, nos dias de hoje, e cada vez mais, 0 seu consumo tem aumentado como alternativa a outros
alimentos. Assim, é de grande importancia compreender melhor as propriedades dos componentes da

alfarroba, de modo a que esta seja explorada de uma forma mais eficiente em varios setores industriais.

Assim, no presente estudo avaliou-se o potencial antioxidante e antimicrobiano de extratos
preparados a partir de varios componentes deste fruto (polpa, vagem inteira e grédo) com vista a sua
possivel utilizacdo na inddstria alimentar, bem como na inddstria cosmética. Os extratos mostraram
todos atividade antioxidante e atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas. Contudo, o
extrato de grado destacou-se de todos o0s restantes por apresentar atividades mais expressivas,
consequéncia do seu teor mais elevado em compostos fenolicos. No entanto, os restantes extratos,

apesar de menos eficazes, exercem igualmente atividade antioxidante.

As bactérias que se mostraram sensiveis ao extrato de grdo s&o microrganismos que podem
causar infecbes alimentares (S. aureus, L. monocytogenes e B. cereus). O facto do extrato ter
apresentado uma elevada capacidade antioxidante e ter sido ativo contra estas bactérias, sugere a sua
possivel aplicacao na industria alimentar, onde pode funcionar como conservante e como antioxidante.
Por outro lado, o0 extrato de grdo mostrou-se igualmente capaz de inibir o crescimento de
microrganismos que podem causar infe¢cdes na pele (S. aureus, S. epidermidis e P. acnes), o que aliado
ao seu elevado potencial antioxidante sugere, igualmente, que este extrato possa ser aplicado em
produtos tépicos, protegendo a pele contra os processos oxidativos e contra microrganismos deste
género. A incorporacdo deste extrato neste tipo de produtos pode ainda ajudar na conservagédo do
préprio produto.

Por sua vez, a incorporagéo deste extrato em produtos topicos de utilizagao hospitalar poderia
contribuir para a prevencéo e diminuicdo das infe¢cdes oportunistas causadas pela utilizacdo prolongada
de antibioticos em meio hospitalar. Neste contexto destaca-se a sua acgdo contra o S. aureus, em
especial contra o MRSA, e contra o E. faecalis, bactérias associadas a resisténcias a antibiéticos e que
constituem um problema sério especialmente em ambiente hospitalar. Por outro lado, a sua agéo contra
a P. acnes, sugere, igualmente, que este extrato possa ter potencial para ser incorporado em produtos

tépicos como principio ativo no combate a acne.

Um ponto bastante interessante seria o0 de estudar a composicao fendlica dos varios extratos,
com o objetivo de identificar os compostos que mais contribuem para a sua bioatividade. Esta
identificacdo permitiria efetuar uma melhor padronizacdo dos extratos. Outro ponto interessante seria
aprofundar os estudos sobre a seguranca dos extratos, uma vez que, apesar da alfarroba ser utilizada

na alimentacdo ha ja muitos anos, nao se pode descartar a possibilidade dos extratos preparados a
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partir deste fruto poderem apresentar algum tipo de toxicidade. Com efeito, a preparacédo de extratos

altera a concentragdo e a hiodisponibilidade dos compostos presentes.

Atualmente, e cada vez mais, varios setores industriais, como o setor alimentar ou o da
cosmética, tém procurado desenvolver os seus produtos recorrendo a compostos naturais, em
detrimento de compostos sintéticos, devido a maior procura por produtos seguros e 0 mais naturais
possiveis por parte do consumidor. Os resultados obtidos sugerem a potencial aplicagdo da alfarroba
na industria alimentar, mas também na indlstria cosmética, ao melhorar as propriedades dos seus

produtos, quer em termos da sua seguranca microbioldgica, bem como ao nivel da sua eficacia.
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