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Jorcilene dos Santos Silva

Subprodutos de Malpighia emarginata e Euterpe edulis como fonte sustentavel de
compostos bioativos para conservacio de alimentos

RESUMO: As doengas de transmissao hidrica e alimentar representam um grave problema de
saude publica, o que reforca a necessidade do uso de conservantes nos alimentos. Os
conservantes sintéticos podem causar riscos a saude, impulsionando a busca por alternativas
naturais seguras, especialmente oriundas de subprodutos agroindustriais ricos em compostos
bioativos. Além disso, a valorizagdo desses subprodutos contribui para o cumprimento dos
Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS), principalmente os n° 2 (agricultura
sustentavel, n° 3 (satide e bem-estar), n° 9 (industria, inovagdo e infraestrutura) e n® 12
(consumo e produgdo responsaveis). Este trabalho estd dividido em 2 capitulos: o Capitulo I
teve como objetivo avaliar a composicdo quimica, atividade antioxidante, antibacteriana e
sinergismo com nitrito de sddio dos extratos de subprodutos de Malpighia emarginata obtidos
por extragdo assistida por ultrasson e maceracao. Os extratos foram obtidos na propor¢do 1:10
(m/v) por maceragdo (MC) e extragado assistida por ultrassom (US), empregando etanol a 34%
e 70% como solvente para ambos. Os extratos foram caracterizados quanto a composi¢ao
fitoquimica por cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas em tandem (UHPLC-MS/MS), teor de fendis totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante pelos métodos de sequestro do radical livre 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
poder de reducdo do ferro (FRAP) e método do radical ABTSe + (2,2’azinobis-
(3ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid). A atividade antibacteriana foi avaliada contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas de origem alimentar, por microdilui¢do em caldo para
determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM). O potencial sinérgico dos extratos US34 e M(C34 associados ao nitrito de sodio foi
avaliado pelo método Checkerboard em Staphylococcus aureus e Salmonella enterica Typhi.
Foram identificados 23 compostos, predominantemente &cidos fenolicos, aldeidos fendlicos e
flavonoides. O extrato US34 apresentou maiores teores de fenois totais (141,5 + 4,29 g
EAG/mg) e flavonoides (135,41 + 3,21 ug EQ/mg). Todos os extratos exibiram atividade
antibacteriana, com CIM variando de 4,8 a 40 mg/mL. As combinagdes com nitrito de so6dio
demonstraram efeito sinérgico, com valores de Indice de concentragio fracional inibitorio (FIC)
entre 0,17 e 0,50. Conclui-se que os extratos etanolicos do subproduto de M. emarginata
apresentam relevante potencial bioativo e atividade antibacteriana, evidenciando sua
viabilidade como conservante natural em alimentos, isoladamente ou em associa¢ao com nitrito
de sodio. Capitulo II teve como objetivo avaliar o potencial antibacteriano do extrato do
subproduto de Euterpe edulis Martius e sua aplicagdo como indicador de pH em filmes para
embalagens alimenticias. Os extratos foram obtidos com etanol 50% e 70% sob diferentes
rotagdes (80, 130 e 180 rpm), sendo os extratos nomeados de T1 (etanol 50% e 80 rpm), T2
(etanol 50% e 130 rpm), T3 (etanol 50% e 180 rpm) e T4 (etanol 70% e 180 rpm), e testados
frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de origem alimentar. Os extratos T2 e T4
foram avaliados sobre seu potencial sinérgico com nitrito de s6dio em S. aureus e S. enterica
Typhi. O extrato T2 foi caracterizado quanto a composic¢ao fitoquimica por UHPLC-MS/MS e
posteriormente foi incorporado em filmes a base de alginato de sodio e gelatina nas
concentracoes 0,00%, 0,25%, 0,50% e 1,00%. Os filmes foram submetidos a analise do seu
potencial indicador de pH e de Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). Todos extratos apresentaram atividade antibacteriana, com CIM entre 10 e 40 mg/mL,
destacando-se o extrato T2 (etanol 50% e 130 rpm), que exibiu menor CIM (10 mg/mL) e efeito
sinérgico com o nitrito de sodio, reduzindo a CIM de ambos. A andlise fitoquimica do T2
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revelou predominancia de 4acidos fendlicos, especialmente &cido protocatecuico, p-
hidroxibenzoico e resorcilico. Filmes de alginato e gelatina incorporados com o extrato T2 nas
proporc¢des demonstraram capacidade de mudanga de cor conforme o pH, variando de vermelho
em meio acido a verde em meio alcalino. Por meio da analise de FTIR observou-se que os
filmes tiveram sua matriz quimica preservada apds a incorporagao do extrato. Conclui-se que o
extrato possui potencial para aplicagdo como agente antibacteriano e indicador de pH em
embalagens inteligentes para alimentos. De forma geral, conclui-se que os extratos de
subprodutos de M. emarginata e. edulis M. possuem potencial para serem utilizados de forma
isolada ou em combinag¢do com o nitrito de sddio na conservagao de alimentos e como indicador
de pH em filmes inteligentes, respectivamente.

Palavras-chave: Acerola. Acai. Aditivos naturais. Antibacteriano.
Sustentabilidade.
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Jorcilene dos Santos Silva

By-products of Malpighia emarginata and Euterpe edulis as a sustainable source of
bioactive compounds for food preservation

ABSTRACT: Waterborne and foodborne illnesses represent a serious public health problem,
reinforcing the need for the use of preservatives in food. Synthetic preservatives can pose
health risks, driving the search for safe, natural alternatives, especially those derived from
agro-industrial byproducts rich in bioactive compounds. Furthermore, the valorization of these
by-products contributes to the fulfillment of the Sustainable Development Goals (SDGs),
especially numbers 2 (sustainable agriculture), 3 (health and well-being), 9 (industry,
innovation and infrastructure), and 12 (responsible consumption and production). This work
is divided into 2 chapters: Chapter I aimed to evaluate the chemical composition, antioxidant
and antibacterial activity, and synergism with sodium nitrite of extracts of Malpighia
emarginata by-products obtained by ultrasound-assisted extraction and maceration. The
extracts were obtained in a 1:10 (w/v) ratio by maceration (MC) and ultrasound-assisted
extraction (US), using 34% and 70% ethanol as solvent for both. The extracts were
characterized in terms of phytochemical composition by ultra-high performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS), total phenol
content, total flavonoids and antioxidant activity were assessed using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging method, the ferric reducing antioxidant power
(FRAP) method, and the ABTSe+ (2,2’azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)
radical scavenging method. Antibacterial activity was evaluated against foodborne Gram-
positive and Gram-negative bacteria by broth microdilution to determine the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC). The
synergistic potential of extracts US34 and MC34 associated with sodium nitrite was evaluated
using the Checkerboard method in Staphylococcus aureus and Salmonella enterica Typhi.
Twenty-three compounds were identified, predominantly phenolic acids, phenolic aldehydes,
and flavonoids. Extract US34 showed higher levels of total phenols (141.5 £ 4.29 pug).
GAE/mg) and flavonoids (135.41 + 3.21 pg QE/mg). All extracts exhibited antibacterial
activity, with MICs ranging from 4.8 to 40 mg/mL. Combinations with sodium nitrite
demonstrated a synergistic effect, with Fractional Inhibitory Concentration Index (FIC) values
between 0.17 and 0.50. It is concluded that the ethanolic extracts of the M. emarginata
byproduct present relevant bioactive potential and antibacterial activity, demonstrating their
viability as a natural food preservative, alone or in combination with sodium nitrite. Chapter
IT aimed to evaluate the antibacterial potential of the Euterpe edulis Martius byproduct extract
and its application as a pH indicator in films for food packaging. The extracts were obtained
with 50% and 70% ethanol at different rotations (80, 130, and 180 rpm), and the extracts were
named Extracts T1 (50% ethanol, 80 rpm), T2 (50% ethanol, 130 rpm), T3 (50% ethanol, 180
rpm), and T4 (70% ethanol, 180 rpm) were tested against Gram-positive and Gram-negative
foodborne bacteria. Extracts T2 and T4 were evaluated for their synergistic potential with
sodium nitrite against S. aureus and S. enterica Typhi. Extract T2 was characterized for its
phytochemical composition by UHPLC-MS/MS and subsequently incorporated into sodium
alginate and gelatin-based films at concentrations of 0.00%, 0.25%, 0.50%, and 1.00%. The
films were subjected to analysis of their pH indicator potential and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR). All extracts showed antibacterial activity, with MICs between 10 and
40 mg/mL, with extract T1 standing out. T2 (50% ethanol and 130 rpm), which exhibited a
lower MIC (10 mg/mL) and a synergistic effect with sodium nitrite, reducing the MIC of both.
Phytochemical analysis of T2 revealed a predominance of phenolic acids, especially
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protocatechuic, p-hydroxybenzoic, and resorcylic acids. Alginate and gelatin films
incorporated with the T2 extract in the proportions demonstrated the ability to change color
according to pH, varying from red in acidic medium to green in alkaline medium. Through
FTIR analysis, it was observed that the films had their chemical matrix preserved after the
incorporation of the extract. It is concluded that the extract has potential for application as an
antibacterial agent and pH indicator in smart food packaging. In general, it is concluded that
the extracts of by-products of M. emarginata and E. edulis M. have potential to be used alone
or in combination with sodium nitrite in food preservation and as a pH indicator in smart films,
respectively.

Key-words: Acerola. Agai. Natural additives. Antibacterial. Sustainability.
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CAPITULO1

Potencial bioativo do subproduto de Malpighia emarginata: capacidade antioxidante,
antibacteriana e sinergia com nitrito de sédio

RESUMO:

Subprodutos agroindustriais apresentam propriedades bioativas com potencial antioxidante e
antimicrobiano, sendo promissores na conservacdo de alimentos. O subproduto de Malpighia
emarginata destaca-se como fonte relevante de compostos de interesse. Este estudo teve como
objetivo avaliar a composi¢ao quimica, atividade antioxidante, antibacteriana e sinergismo com
nitrito de sodio dos extratos de subprodutos de M. emarginata obtidos por extragao assistida
por ultrasson e maceracdo. Os extratos foram obtidos por macera¢do do material vegetal (MC)
e extracdo assistida por ultrassom (US), na propor¢ao 1:10 (m/v), utilizando etanol a 34% e
70% como solvente. Os extratos foram caracterizados quanto a composi¢cdo quimica por
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem
(UHPLC-MS/MS) teor de fenodis totais, flavonoides totais e atividade antioxidante pelos
métodos de sequestro do radical livre 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), poder de redugao do
ferro (FRAP) e método do radical ABTSe + (2,2’azinobis-(3ethylbenzthiazoline-6-sulfonic
acid)). A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo para
determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e bactericida minima (CBM). Avaliou-
se o potencial sinérgico antibacteriano dos extratos US34 e MC34 combinados com o nitrito de
sodio através do método de Checkerboard frente a S. aureus ATCC 29213 e S. enterica Typhi
ATCC 19214. Foram identificados 23 compostos, predominando acidos fenolicos, aldeidos
fenolicos e flavonoides. O extrato US34 apresentou os maiores teores de fenois totais (141,5 £
4,29 ng EAG/mg) e flavonoides (135,41 + 3,21 pg QE/mg). Todos os extratos demonstraram
atividade antibacteriana, com CIM variando entre 4,8 e 40 mg/mL. Além disso, a associacao
dos extratos com nitrito de sédio evidenciou efeito sinérgico, com valores de Indice de
concentragdo fracional inibitorio (FIC) entre 0,17 e 0,50. Conclui-se que os extratos etandlicos
de M. emarginata apresentam elevado potencial comparado ao nitrito de sédio, como agentes
conservantes naturais, podendo ser aplicados isoladamente ou em combinag@o com nitrito de
sodio.

Palavras-chave: Acerola. Conservacao de Alimentos. Conservante natural. Nitrito de
sodio.



18

1 INTRODUCAO

O processamento dos alimentos de origem vegetal gera diversos subprodutos
agroindustriais como caules, graos, sementes, cascas e bagagos, sendo geralmente descartados
pelas industrias ou convencionalmente destinados a aterros sanitarios, impactando problemas
ambientais, econdmicos e sociais (Goémez-Garcia et al., 2021). Dentre as industrias de
alimentos que geram uma quantidade relevante de subprodutos, destaca-se as do processamento
de frutas (Sani et al., 2023), em que os subprodutos correspondem a 60% do total de matéria-
prima processadas (Sette et al., 2020). Esses subprodutos tém recebido atencao especial por
serem uma fonte disponivel, econdmica e sustentdvel de compostos bioativos com potencial
atividade antioxidante e antimicrobiana (Reguengo et al., 2022).

Malpighia emarginata, popularmente conhecida como acerola, membro do género
Malpighia e tamilia Malpighiaceae, ¢ uma fruta tropical proveniente da América Central,
Antilha e Noroeste da América do Sul, apresenta porte arbustivo e frutifica praticamente o ano
todo em regides de clima tropical (Vieira ef al., 2019). De acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) no Brasil, sua producao em 2017 foi de 60.966 toneladas, tendo
um valor de R$ 91.627.000,00 e sendo o Pernambuco o maior estado produtor (IBGE, 2017).
E processada e comercializada como suco clarificado, polpa e exportada como fruta congelada

(Santos et al., 2023). Na figura 1 ¢ apresentada a morfologia e as estruturas da fruta.

Mesocarpo: polpa
suculenta de cor
amarelo-laranja
azul

Epicarpo:
Pele cxterna fina
de cor vermelha

Endocarpo: trés sementes
contendo embrido

Figura 1: Aspectos morfologicos do fruto de Malpighia emarginata e seus elementos estruturais relacionados
Fonte: (Vega-Baudrit et al., 2023)

Subprodutos provenientes do processamento de M. emarginata podem chegar a 40% do
seu peso total. A composi¢do apresenta importantes substancias bioativas como antocianinas,

acido ascorbico e flavonoides (Santos et al., 2023). Dentre as substancias, destacam-se os
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compostos fenolicos como lignanas, estilbenos, flavonoides e acidos fendlicos, que apresentam
em sua estrutura molecular um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila, podendo ser
molécula polimerizada ou simples. De acordo com suas caracteristicas estruturais os compostos
fenolicos sao divididos em diversos grupos, entretanto, os principais correspondem aos acidos
fenolicos, nao flavonoides e flavonoides (Lima et al., 2019).

Extratos de subprodutos de M. emarginata, possuem compostos que apresentam
potencial antibacteriano e antioxidante (Wang et al., 2019). Esse potencial torna importante a
aplicacdo em alimentos e para controle da qualidade e seguranga dos alimentos, pois em muitos
produtos alimenticios ¢ necessario a utilizacdo de conservantes para evitar a deterioragdo
quimica e microbiana (Pateiro et al., 2021). Os conservantes sintéticos usados em alimentos
como o nitrito de sodio, dependendo da concentragao usada, podem causar danos a saude, pois
aumenta pode ocasionar metemoglobina, gerando hipoxia sist€émica, acidose metabodlica e
cianose (Padovano et al., 2022). Assim a substituicao total ou parcial de compostos sintéticos
por naturais € necessaria.

Os compostos bioativos presentes nos subprodutos podem ser obtidos por extracao, um
processo importante na recuperacdo de fragdes fendlicas da matriz vegetal. As extracdes por
métodos convencionais como soxhlet, maceracdo, agitacdo, esgotamento, entre outros,
apresentam diversas restricdes como baixo rendimento, grande consumo de extratores e longo
tempo de extracdo. Logo, os processos modernos de extracdo auxiliados tecnologicamente
podem contribuir para a reducao do desperdicio e tempo de extracao. Tecnologias de extragao
nao térmica como por exemplo, a extracdo assistida por ultrassom, modem melhorar a extracao
polifenolica (Boateng; Clark, 2024).

Até o momento, poucos trabalhos relataram a atividade antibacteriana de extratos dos
subprodutos de M. emarginata. Santos et al. (2023) realizaram a otimizacao da extragao através
de delineamento rotativo composto central, avaliaram o efeito de temperatura, tempo e
concentragdo de etanol, e atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em disco. Apenas
Donadone ef al. (2025) relataram a atividade antibacteriana pelo método de microdilui¢do em
caldo e antioxidante dos extratos de subprodutos de M. emarginata obtidos por extragao
assistida por ultrassom. Entretanto, ndo foram encontrados trabalhos que analisaram a atividade
antibacteriana e o sinergismo com aditivos alimentares como nitrito de sddio.

Além disso, o presente trabalho condiz com os Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), n° 2: busca erradicar a fome, alcancar a segurancga alimentar, melhorar a
nutri¢ao e promover a agricultura sustentavel, n® 3: garantir o acesso a saude de qualidade e

promover o bem-estar para todos, em todas as idades, n° 9: construir infra estruturas resilientes,
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promover a industrializag¢do inclusiva e sustentavel e fomentar a inovacdo e n° 12: assegurar
padrdes de producdo e de consumo sustentiveis (NACOES UNIDAS BRASIL, 2023),
promovendo uma valorizagdo da cadeia produtiva dos frutos de M. emarginata e estratégia
sustentavel para obtengao de compostos bioativos.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a composi¢do quimica,
atividade antioxidante, antibacteriana e sinergismo com nitrito de sodio dos extratos de

subprodutos de M. emarginata obtidos por extragdo assistida por ultrassom e maceragao.



21

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Foram utilizados os seguintes reagentes: Mueller Hinton Agar (Kasvi), Mueller Hinton
Broth (Kasvi), nitrito de sodio P.A. — ACS (Dinamica, 97%), cloreto de s6dio PA ACS (Reatec,
Alcool etilico ABS. P.A — ACS (Dinamica), agua ultrapura (MILLIQ), 4gua destilada, folin-
ciocalteu, carbonato de sdédio, cloreto de aluminio, metanol, MS grau metanol
(Merck ® (Darmstadt, Alemanha), acido féormico, MS grau metanol (Merck ® (Darmstadt,
Alemanha) e os seguintes reagentes da marca sigma aldrich: acido galico, morina, catecol,
naringenina, siringaldeido, isovanilina, hidroxibenzaldeido, quercitina, acido salicilico, acido
siringico, acido clorogénico, acido protocatecuico, acido vanilico, acido ferulico, acido p-
hidroxibenzdico, naringina, acido cafeico, vanilina, acido p-cumarico, acido sinapico, aldeido
coniferilico, catequina, sinapaldeido, rutina, siringaldazina, teobromina, epicatequina,
baicalina, luteolina, kaempferol, 4cido quinico, 4cido malico, cafeina, crisina, cumarina, acido
resorcilico, acido nicotinico, acidos fumaricos, 2,2 difenil-1-picrilhidrazil, 2,4,6-Tris (2-
piridil)-striazina (TPTZ - 10 mM), cloreto férrico (20 mM), persulfato de potéassio 140 mM
radical ABTSe+. e trolox.

2.2 Material vegetal

Os subprodutos provenientes do processamento de polpa congelada de M. emarginata
foram obtidos de agroindustria da regido de Umuarama-PR (-23.75945, -53.30656). O
subproduto foi desidratado em estufa de ventilagcdo forcada a 50 °C por 48 h. O material seco
foi moido em picador/triturador forrageiro TRF 70 (TRAPP) e classificado em mesh 42 em
peneiras tipo Tyler (Bertel ASTM) com agitador mecanico (Marconi, MA 750) por 10 min para

padronizagdo e homogeneizagao.

2.3 Métodos de obtenciao do extrato

O subproduto de M. emarginata foi submetido a extracdes por dois métodos distintos,
sendo extracdo assistida por ultrassom (US) e extragdo por maceragdo (MC). Ambas, usando
etanol 34% e etanol 70% como solvente e razao massa volume (1:10), conforme com Santos et
al. (2023) com adaptagdes.

A extragdo assistida por ultrasson foi realizada em equipamento ultrassonico

- - , probe 12, em poténcia 25%, pulso on 2.0, pulso off 4.0 durante
BIOBASE - UCD-950 be 12 éncia 25%, pul 2.0, pulso off 4.0 d 30
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min a 37°C (Donadone et al., 2025). Enquanto a extracdo por maceracdo do material foi
realizada por maceragdo em equipamento de agitacdo orbital (TECNAL - TE-421), na
temperatura de 30 °C, agitacdo de 90 rpm, durante 96 horas com renovagao do solvente a cada
48 horas.

Os extratos foram filtrados ap6s a extracdo e submetidos a analise de composicao
fitoquimica, ap0s, foram congelados, liofilizados e armazenados a -20 °C para posterior analises
de fenois totais, flavonoides totais e analises antimicrobianas. Os extratos foram denominados
conforme o método de sua extracao e a concentracao de etanol utilizada, assim foram nomeados

de US34, US70, MC34 e MC70.

2.4. Determinacao do Teor de Fenois Totais (FT) nos extratos de subproduto de Malpighia

emarginata

A determinacdo do teor de fenois totais (FT) foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteu conforme Swain e Hillis (1959) com modificagdes De Sa (2012), através de
espectroscopia na regiao visivel. As amostras foram diluidas em agua ultrapura (MILLIQ) nas
concentragoes de 1,0 mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL. A solugdo reagente foi
composta por 155 pL da solucdo de Folin-Ciocalteu, 125 pL de solug¢do de carbonato de sodio
e 20 uL. da amostra diluida (1 mg/mL) em cada po¢o da microplaca. A mistura foi deixada em
repouso na auséncia de luz por 60 min e a leitura foi realizada em aparelho SpectraMax Plus384
Microplate Reader a 760 nm, em triplicata. A curva de calibragdao foi obtida pelo uso de
diluicoes de acido galico (0-100 pg/mL), obtida por regressao linear foi realizada conforme

Equacao 1.
A =0,0196 C - 0,031 (R?=0,9997) Eq. 1

Onde A corresponde a absorbancia medida, C a concentragdo de equivalentes de acido
gélico, e R? o coeficiente de determinagiio para a regressdo multipla. Os resultados foram

expressos como pg de equivalente de 4acido galico (EAG) /mg de amostra.

2.5 Determinaciao do Teor de Flavonoides nos extratos de subproduto de Malpighia

emarginata

O teor de flavonoides totais foi determinado através do método colorimétrico com
cloreto de aluminio conforme Alves e Kubota (2013). Realizou-se a dilui¢ao dos extratos em

agua (MilliQ) para obtencao de concentragdes que variaram de 1,0; 0,75; 0,50 e 0,25 mg/mL.
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Uma aliquota de 0,5 mL dos extratos nas diferentes dilui¢cdes, foram misturadas a 0,5 mL de
solugdo de cloreto de aluminio 2% (m/v) em metanol e mantida a temperatura ambiente durante
10 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada em aparelho SpectraMax Plus384 Microplate
Reader a 425 nm, em triplicata. Como controle analitico, utilizou-se a solu¢do de cloreto de
aluminio. A concentra¢do de flavonoides totais foi calculada de acordo com curva padrao de
quercetina (5 — 40 ug/mL) e os resultados foram expressos em pg equivalentes de quercetina

(EQ) por mg de extrato.

2.6 Identifica¢do fitoquimica por UHPLC-MS dos extratos etanolicos do subproduto de
Malpighia emarginata

Os extratos obtidos do subproduto de M. emarginata foram caracterizados quanto ao
perfil de compostos fendlicos conforme Junior ef al., (2025) através de cromatografia liquida
de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem (UHPLC-MS/MS)
(Shimadzu ® modelo 8050 MS e Nexera ® X2 HPLC). O volume de inje¢ao utilizado foi de 1
nL. As fases moveis foram agua Milli-Q acidificada com 0,1% de acido formico (A) e MS grau
metanol (Merck ® (Darmstadt, Alemanha)) (B), operada a uma vazao de 0,5 mL/min, em modo
gradiente linear: 1-9 min (20% B), 10—15 min (40% B) e 16-30 min (10% B). A corrida foi
realizada utilizando uma coluna C18 (5 pm, 150 x 4,6 mm, Shimadzu ®), sem pré-coluna. A
temperatura do amostrador automatico e da coluna foi mantida a 40 °C. O detector MS/MS foi
operado em modo de varredura por 15 min (taxa de varredura de até 30.000 u/s). Foi monitorado
em fonte de ionizagdo por eletrospray (EIS) positiva e negativa, escaneado em modo de
monitoramento de multiplas reagdes (MRM) (até 555 MRMs/s). A energia de colisdo foi de 30
V (negativa) e -15 V (positiva). As vazodes de gas de secagem e nebulizacdo e gas de secagem
foram de 10 L/min e 3 L/min, respectivamente. Os valores de tensdo de interface, corrente e
temperatura foram de 3 kV, 7 pA e 300 °C, respectivamente, enquanto a temperatura de
dessolvatagdo correspondeu a 526 °C. O argdnio foi usado como gés de colisdo a uma pressao
maxima de 20 mPa e o tempo de permanéncia foi de 2 a 12s. Foi utilizado o software Insight
versao 5.123 (Shimadzu ® ) para a quantificacdo dos compostos detectados, de acordo com as
curvas analiticas (10-250 pg/L) do seguintes compostos: acido galico, morina, catecol,
naringenina, siringaldeido, isovanilina, hidroxibenzaldeido, quercitina, acido salicilico, acido
siringico, acido clorogénico, acido protocatecuico, acido vanilico, acido ferulico, acido p -
hidroxibenzodico, naringina, acido cafeico, vanilina, acido p -cumarico, acido sinapico, aldeido

coniferilico, catequina, sinapaldeido, rutina, siringaldazina, teobromina, epicatequina,
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baicalina, luteolina, kaempferol, 4cido quinico, 4cido malico, cafeina, crisina, cumarina, acido

resorcilico, acido nicotinico e acidos fumaricos (Junior et al., 2025).

2.7 Atividade antioxidante

2.7.1 Método de sequestro do radical livre 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Para determinar a capacidade do sequestro de radicais livres de DPPH, foi utilizada a
metodologia descrita por Rufino et al. (2007). Uma aliquota de 10 pL das amostras nas
concentragdes de 1,0; 0,75; 0,50 e 0,25 mg/mL foram adicionadas em 290 pL de solucao
metanolica de DPPH (60 uM). Para o controle negativo foi utilizado 10 pL. de metanol na
solucao de DPPH (60 uM). A mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente por 30
minutos. A redu¢do da absorbancia foi medida em 515 nm em um aparelho SpectraMax Plus
384 Microplate Reader. A capacidade antioxidante total foi calculada usando uma solugao
padrao de quercetina (60 uM) como referéncia de 100%. A partir da correlacdo entre
absorbancia versus concentragdo da amostra antioxidante, foi determinada a concentracao

necessaria para reduzir 50% dos radicais livres (ICsp).

2.7.2 Poder de reducao do ferro (FRAP)

O preparo do reagente FRAP foi realizado utilizando a metodologia de Benzie e Strain
(1996), modificada por Rufino et al. (2006a), dos quais foram combinados 25 mL de tampao
acetato (0,3 M), 2,5 mL de solugdo aquosa de 2,4,6-Tris (2-piridil)-striazina (TPTZ - 10 mM),
2,5 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico (20 mM) e 3 mL de 4gua destilada. A solucao
reagente foi composta por 10 uLL extratos nas concentragdes de 1,00; 0,75; 0,50 ¢ 0,25 mg/mL,
290 pL do reagente FRAP em cada pogo da microplaca. A mistura foi colocada no aparelho
SpectraMax Plus384 Microplate Reader e mantida a 37 °C por 30 minutos. Absorbancia
foi lida em 595 nm. Usando uma curva padrao de sulfato ferroso (0 — 2000 uM) foi calculada
a percentagem de atividade antioxidante. A atividade antioxidante foi expressa em uM sulfato

ferroso/mg da amostra.

2.7.3 Método do radical ABTSe + (2,2’azinobis-(3ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid))

Para a determinacao da atividade antioxidante pelo método do radical ABTSe+, utilizou-

se a metodologia descrita por Rufino et al. (2007). Inicialmente, foi preparado o radical
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ABTSe+, a partir da reagdo de 5,0 mL de ABTS 7 mM com 88 pL de persulfato de potéassio 140
mM, os quais foram incubados a temperatura ambiente e na auséncia de luz, por 16 horas.
Posteriormente, 1 mL da solugdo foi diluida em etanol até a obtencdo de uma solu¢do com
absorbancia de 0,70 nm = 0,05 nm a 734 nm. Para realizar as analises, foram utilizadas
microplacas com 96 pocos, sendo adicionado em cada pogo 10 pL dos extratos (nas
concentragdes de 1,0; 0,75; 0,50 e 0,25 mg/mL) e 290 puL da solucdo contendo o radical
ABTSe+. A mistura foi colocada no aparelho SpectraMax Plus384 Microplate Reader ¢ a
absorbancia determinada apds 30 minutos de reacdo a 734 nm. Como solugdo-padrao, usou-se
o antioxidante sintético Trolox nas concentracdes de 100; 500; 1.000; 1500 e 2000 uM em
etanol. As leituras foram realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos em mM de

Trolox por grama de extrato.

2.8 Atividade antibacteriana

2.8.1 Microrganismos

As espécies de bactérias Gram positivas avaliadas foram: Staphylococcus aureus ATCC
29213, Bacillus cereus ATCC 12228, Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923. As bactérias Gram negativas foram: Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Shigella sonnei ATCC 25931, Salmonella enterica subsp. enterica Typhi ATCC 19214
e Escherichia coli ATCC 25922. Os microrganismos foram provenientes do Laboratério de

Biotecnologia de Produtos Vegetais e Microrganismos da Unipar - Umuarama/Pr.
2.8.2 Preparo e padronizaciao do indculo

Para os ensaios, foi preparada a diluicdo da massa celular bacteriana a partir do cultivo
por 24 h em 4dgar Muller Hinton. A concentracgdo de células foi ajustada em solucdo salina estéril
0,85% (m/v) utilizando a Escala 0,5 de McFarland (1,5 x 103 UFC/mL) e ajustada em
espectrofotometro (SpectraMax Plus 384 Microplate Reader) a 625 nm. A seguir foi feita a
dilui¢do da suspensdo 1:10 em meio de cultura Muller Hinton, obtendo-se como inéculo 1,5 x

10’ UFC/mL, a qual foi utilizada para a determinagio da concentracio inibitoria minima (CIM).
2.8.3 Método de microdiluicio em caldo

Foi realizado um screening para a determinacdo da concentragdao inibitéria minima
(CIM) de cada microrganismo frente a cada extrato de subproduto de M. emarginata. A CIM

foi determinada conforme o método de microdilui¢do em caldo (CLSI, 2015) modificado para
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produtos naturais. Os extratos foram dissolvidos em dgua destilada estéril e Tween 80 2%, e
entdo analisados nas concentragdes de 0,084 a 43 mg/mL. Para isso, 50 uL de caldo Muller
Hinton foram adicionados em cada poco da microplaca, posteriormente foram adicionados os
extratos e realizado a dilui¢do seriada (1:2) em um volume total de 100 puL da solugao (meio de
cultura e amostras). Ap6s a diluicao seriada, 50 pL do in6culo foi adicionado a cada pogo (1,5
x 10° UFC/mL) e submetido a incubagdo por 35 °C por 24 h. A leitura foi realizada com a
adicdo de 20 pL de revelador 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (Reatec®) a 1,0% em cada pogo
seguida de incubagdo das microplacas a 35 °C por 20 min. A CIM foi definida como a menor
concentracdo que resultou em inibicdo do crescimento visual. A concentracdo bactericida
minima (CBM) foi determinada pelo subcultivo de 10 uL de cada pogo. Foi utilizado o aditivo
nitrito de sodio (0,20 a 100 mg/mL) dissolvido em &4gua destilada estéril como padrao.
Posteriormente, os extratos que apresentaram melhor CIM foram submetidos a analise do efeito

da combinag¢do entre extrato e nitrito de sodio.

2.8.4 Efeito da combinacio entre extratos de subproduto Malpighia emarginata e nitrito

de sodio

Foram analisados o efeito potencial sinérgico antibacteriano entre o extrato US34 e
MC34, que apresentaram melhor CIM na andlise anterior, com o padrdo nitrito de s6dio em
bactéria gram-negativa e gram-positiva (S. enterica Typhi ATCC 19214 e S. aureus ATCC
29213). Os testes foram realizados pelo método Checkerboard. As concentragdes testadas
foram baseadas nos resultados da CIM do extrato de subproduto e nitrito de sddio obtido no
ensaio anterior. As microplacas foram incubadas por 35 °C por 24 h. O indice de concentragdo
fracional inibitério (FIC) foi definido como a soma dos CIMs de cada composto antibacteriano
em combinagdo dividido pelo CIM do composto antibacteriano sozinho (Batista et al., 2019)
Os resultados foram interpretados como (FIC < 0,5), adi¢ao (0,5 < FIC < 1), indiferenca (1<
FIC <4) ou antagonismo (FIC > 4) Checkerboard (Odds, 2003).
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2.9 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos através
da média + desvio padrdo e analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguido
pelo teste de Tukey (p < 0,05) para determinar se houve diferenga estatisticamente significativa

entre os resultados obtidos. A anélise foi realizada utilizando o software InfoStat® 2020.
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3 RESULTADOS

3.1 Teor de fenois totais e flavonoides no extrato de Malpighia emarginata

O teor de fenois totais dos extratos etanodlicos de M. emarginata sao apresentados na
Tabela 1. Os resultados mostram que os valores foram maiores na concentragdo 1 mg/mL para
todos os extratos, e 0 que apresentou maior teor de fenois foi o extrato US34 (141,5+ 4,29 pg
EAG/ mg de amostra) e a menor quantidade de fendis totais foi encontrada no extrato MC70

(79,14 ug EAG/ mg de amostra).

Tabela 1. Concentragdo de Fendis Totais (ug EAG/mg) dos extratos etandlicos do subproduto
de Malpighia emarginata.

Amostra Concentracao
I mg/mL 0,75 mg/mL 0,5 mg/mL 0,25 mg/mL
US34 141,5 + 4,29%A 105,8 + 3,81 72,05 +2,76°A 3833 +0,47%
Us70 79,14 + 5,58 68,46 + 3,98°C 4431 +0,95¢ 17,74 +3,2798
MC34 87,17+ 5,37%8¢ 69,79 + 2,15%¢ 4427 +438C 20,56+ 1,039
MC70 95,09 + 5,658 82,60 + 4,878 53,12+ 3,118 22,87 +3,92¢

US34 = extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom e etanol 34%; US70 = extrato obtido por extracdo
assistida por ultrassom e etanol 70%; MC34 = extrato obtido em extragdo por maceragdo e etanol 34%; MC70 =
extrato obtido em extracdo por maceragdo e etanol 70%. Os valores sdo a média + desvio padrdo da analise
realizada em triplicata. A andlise estatistica empregada foi analise de varidncia (ANOVA), e as diferencas entre as
médias determinadas pelo teste de Tukey. Valores na mesma linha com diferentes letras minusculas sao
significativamente diferentes (p < 0,05), valores na mesma coluna com diferentes letras maiusculas sdo
significativamente diferentes (p < 0,05).

Na Tabela 2, apresenta-se os valores do teor de flavonoides dos extratos do subproduto
de M. emarginata. O extrato US34 apresentou a maior concentragao 135,41 = 3,21 ug EQ/mg
de extrato, enquanto a menor concentragdo foi do extrato MC34 (42,72 + 0,60 ng EQ/mg de

extrato).



29

Tabela 2. Teor de Flavonoides (ug EQ/mg) dos extratos etanolicos do subproduto de Malpighia
emarginata extraido por diferentes métodos.
Amostra Concentracio do extrato

1 mg/mL 0,75 mg/mL 0,5 mg/mL 0,25 mg/mL

US34 127,01+ 4,074 128,86 +0,51%°4 13541 +3,21*4 124,53 +2,10°*
USs70 100,62 + 1,80 99,26+ 0,10°® 99,68 + 3,308 9541 + 5,718
MC34 42,72+ 0,60°° 49,83+ 0,30°® 5335+ 1,06 61,21 +3,50%°
MC70 110,41+ 5,298 62,34+2,86°C 62,90 £2,25°C 72,68+ 4,44°C

US34 = extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom e etanol 34%; US70 = extrato obtido por extracdo
assistida por ultrassom e etanol 70%; MC34 = extrato obtido em extragdo por maceragdo e etanol 34%; MC70 =
extrato obtido em extracdo por maceragdo ¢ etanol 70%. Os valores sdo a média = desvio padrio da analise
realizada em triplicata. A analise estatistica empregada foi analise de varidncia (ANOVA), e as diferengas entre as
médias determinadas pelo teste de Tukey. Valores na mesma linha com diferentes letras mintsculas sdo
significativamente diferentes (p < 0,05), valores na mesma coluna com diferentes letras maiusculas sdo
significativamente diferentes (p < 0,05). EQ = equivalente de quercetina.

3.2 Composi¢cao quimica

A composi¢do quimica dos extratos de subproduto de M. emarginata, realizada por
UHPLC/MS-MS estao apresentados na Tabela 3. Os extratos do subproduto de M. emarginata
apresentaram em sua composi¢ao 23 compostos organicos, sendo os principais pertencentes a
classe dos flavonoides, 4cidos fendlicos e aldeidos fendlicos. Todos os extratos apresentaram
acido malico (>100 pg/g) como composto principal. Além disso, o extrato US34 apresentou
como compostos majoritarios o acido protocatecuico (82,01 pg/g), acido resorcilico (80,39
ug/g), rutina (67,23 pg/g), acido quinico (41,71 pg/g) e acido p-hidroxibenzoico (39,01ug/g).
Enquanto o extrato US70 apresentou rutina (57,01 pg/g), acido resorcilico (50,99 ng/g), acido
protocatecuico (50,69 pg/g), vanilina (26,13 pg/g) e acido p-hidroxibenzoico (25,77 ng/g),
como compostos predominantes. J4 o extrato MC34 apresentou como majoritarios, rutina
(36,62 ng/g), vanilina (29,78 nug/g), acido p-hidroxibenzoico (26,27 ug/g), acido protocatecuico
(22,67 ng/g) e acido resorcilico (21,54 pg/g). O extrato MC70 apresentou acido protocatecuico
(84,01 pg/g), acido resorcilico (79,78 pg/g), rutina (76,40 pg/g), acido p-hidroxibenzoico
(42,06 ng/g) e acido quinico (41,71 pg/g), como compostos majoritarios.

Assim, os diferentes extratos apresentaram concentragdes distintas dos compostos
identificados o que deve-se a influéncia dos métodos de extracdo na composi¢cdo quimica dos

extratos.
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espectrometria de massas (ug/g) dos extratos etanodlicos do subproduto de Malpighia
emarginata extraido por diferentes métodos.

Classe Composto US34 US70 MC34 MC70
Rutina 67,23+0,43° 57,01+1,12°¢ 36,62+1,12¢ 76,40+0,232
Epicatequina 4,53+0,122® 4,69+0,40° 3,75+0,17° 4,78+0,01*

Flavonoide Catequina 3,79+0,222 4.47+0,14° 2,98+0,23°¢ 3,52+0,18%
Naringenina 2,95+0,15¢ 4,53+0,21° 0,95+0,04¢ 8,44+0,14*
Quercetina 0,54+0,07°¢ 3,97+0,25° <0,5¢ 9,59+0,09*
Acido 82,01+0,63° 50,69+1,20°  22,67+0,30° 84,01+0,45°
Protocatecuico
Acido Resorcilico 80,39+0,93 50,99+0,68°  21,54+0,27¢ 79,78+0,48*

, Acido p- 39,01+0,03" 25,77+0,13°¢ 26,27+0,19°¢ 42,06+0,132
Ac’ic.lo hidroxibenzoico
fendlico  y7hilina 28,56:0,44°  26,13£0,57°  2978+0,57°  26,60+2,54"
Acido p-cumarico 20,58+0,24° 15,08+0,24¢ 13,83+0,07¢ 24,71+0,002
Acido Ferulico 4,86+0,31° 4,33+0,10b¢  3,88+0,10° 6,93+0,14*
Acido Vanilico 4,54+0,122 3,70+0,19° 3,02+0,13° 4,64+0,32°
Acido cafeico 3,44+0,252 2,06+0,05° 1,46+0,13° 3,23+0,132
Coniferil Aldeido 24,76+0,69° 16,57+0,25¢ 11,87+0,25¢ 28.81+0,272
Aldeido  Isovanilina 4,58+0,16"  4,40:0,06>  5,69:020°  4,17£0,19°
fendlico  Siringaldeido 3,48+0,00° 2,87+0,27% 2,6140,26° 4,48+0,01°
Hidroxibenzaldeido 2,75+0,04 2,30+0,27° 2,1340,29° 3,23+0,15°2
Sinapaldeido 1,31+0,132 1,07+0,26* 1,03+0,222 1,51+0,28*
Acidos  Acido. Malico >100 >100 >100 >100
organicos Acido Quinico 41,71+0,39* 17,01+£0,64°  9,06+0,18¢ 38,27+0,01°
Acido Nicotinico 6,09+0,052 4,65+0,03¢ 5,24+0,11¢ 5,79+0,04°
Alcaloide Cafeina 0,83+0,082 0,81+0,06% 0,72+0,042 0,82+0,032

US34 = extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom e etanol 34%; US70 = extrato obtido por extracdo
assistida por ultrassom e etanol 70%; MC34 = extrato obtido em extragdo por maceragdo e etanol 34%; MC70 =
extrato obtido em extracdo por maceragdo e etanol 70%. Os valores sdo a média = desvio padrdo da analise
realizada em triplicata. A andlise estatistica empregada foi analise de varidncia (ANOVA), e as diferencas entre as
médias determinadas pelo teste de Tukey. Valores na mesma linha com diferentes letras minusculas sao

significativamente diferentes (p < 0,05).

3.3 Atividade antioxidante

A Tabela 4, apresenta os valores das analises de atividade antioxidante determinada por

DPPH, FRAP e ABTS dos extratos do subproduto de M. emarginata. Comparados com o0s

padrdes quercetina e Trolox, os extratos ndo apresentaram atividades antioxidantes

significativas, entretanto os padrdes sdo substincias puras. Esses resultados sugerem que a

eficiéncia antioxidante dos extratos varia conforme o método analitico e o tipo de extracao

empregado, indicando a presenca de diferentes compostos bioativos com multiplos mecanismos

de acao antioxidante.
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Tabela 4. Atividade antioxidante determinada pelo sequestro do radical livre 2,2 difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) e do poder de reducao do ferro (FRAP) e pelo ensaio do radical 22 —
(ABTS) dos extratos etanolicos do subproduto de Malpighia emarginata

DPPH FRAP ABTS
Amostras ICso (uM sulfato ferroso / (uM de Trolox /
(mg/mL) mg) mg)

US34 3,81 +0,37° 0,92 + 0,05° 3,57 +0,054°
US70 7,05 + 0,44¢ 0,72 +0,03¢ 5,91 +0,75
MC34 5,89 + 0,63° 0,74 + 0,03¢ 4,63 +0,43%
MC70 3,87 + 0,33 0,97 + 0,08 5,01+0,48"
Quercetina 0,01 +0,001° - -
Trolox - 9,17 +0,001? 0,25 +0,0025°

US34 = extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom e etanol 34%; US70 = extrato obtido por extracdo
assistida por ultrassom e etanol 70%; MC34 = extrato obtido em extragdo por maceragdo e etanol 34%; MC70 =
extrato obtido em extracdo por maceragdo e etanol 70%. Os valores sao a média + desvio padrio do experimento
realizado em triplicata. A analise estatistica empregada foi analise de varidncia (ANOVA), e as diferengas entre
as médias determinadas pelo teste de Duncan (P < 0.05). Valores na mesma coluna com diferentes letras sdo
significativamente diferentes (P < 0.05). EC50: DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil); Atividade antioxidante;
Controles positivos para DPPH: Quercetina (0.010 mg/mL); FRAP: poder antioxidante de reducdo do ferro;
Controles positivos para FRAP: Trolox (9.18 mg/mL). ABTS: Trolox.

3.4 Atividade antibacteriana

A Tabela 5 apresenta os valores de CIM e CBM dos extratos etanolicos de M.
emarginata avaliados frente a bactérias testadas, bem como do controle positivo nitrito de
sodio, cujos valores variaram entre 4,8 a 40 mg/mL. Todos os extratos demonstraram agao
antibacteriana contra as cepas analisadas. O extrato US34 apresentou os menores valores de
CIM (4,8 mg/mL), indicando maior eficacia e espectro mais amplo de acdo antibacteriana. Esse
valor foi 2,6 vezes inferior a CIM observada para o nitrito de sodio (12,5 mg/mL). Em
contraste, o extrato US70 apresentou os maiores valores de CIM frente as bactérias avaliadas,
evidenciando menor potencial antibacteriano e espectro de a¢do mais restrito.

Os valores de CBM dos extratos ¢ nitrito de sédio em bactérias variaram de 4,8 a >100
mg/mL, sendo que a menor CBM apresentada foi do extrato US34 (4,8 mg/mL) em quase todas
as bactérias analisadas, esse valor foi 21 vezes menor que o CBM do nitrito de soédio (100
mg/mL) utilizado como controle. Dessa forma, o extrato US34 apresentou a¢do bactericida

frente as cepas bacterianas avaliadas.



Tabela 5. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) (mg/mL) dos extratos de subproduto de Malpighia

emarginata e nitrito de sodio.

Bactérias US34 US70 MC34 MC70 Nitrito de sodio
CIM CIM CIM CIM CIM
CBM CBM CBM CBM CBM
4.80 £ 0,00 40,00 £ 0,00 5,00 + 0,00 20,00 = 0,00 12,50 £ 0,00
Staphylococcus aureus ATCC 29213 4,80 + 0,00 40,00 = 0,00 > 40,00 >40,00 100,00 £ 0,00
4,80 + 0,00 40,00 + 0,00 5,00 + 0,00 20,00 = 0,00 12,50 + 0,00
Staphylococcus aureus ATCC 25923 9,50 + 0,00 40,00 + 0,00 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00 100,00 + 0,00
. 4,80 + 0,00 40,00 = 0,00 5,00 + 0,00 5,00 + 0,00 12,50 + 0,00
Bacillus cereus ATCC 12228 4.80 + 0,00 40,00 + 0,00 5.00 + 0,00 20,00 + 0,00 100,00 + 0,00
o 4,80 + 0,00 40,00 = 0,00 10,00 + 0,00 10,00 + 0,00 12,50 + 0,00
Listeria monocytogenes ATCC 7644 3¢ 5 4 ) 9 40,00 + 0,00 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00 100,00
Pseudomonas aeruginosa ATCC 19,10 = 0,00 40,00 + 0,00 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00 12,50 +£ 0,00
27853 38.20 + 0,00 >40,00 40,00 = 0,00 20,00 = 0,00 50,00 £ 0,00
. . 4,80 + 0,00 20,00 = 0,00 10,00 £ 0,00 10,00 = 0,00 12,50 + 0,00
Shigella sonnei ATCC 25931 38,20 + 0,00 40,00 = 0,00 20,00 = 0,00 20,00 = 0,00 100,00 £ 0,00
Salmonella enterica Typhi ATCC 4,80 + 0,00 40,00 = 0,00 10,00 + 0,00 20,00 = 0,00 12,50 + 0,00
19214 38,20 + 0,00 40,00 = 0,00 40,00 = 0,00 20,00 = 0,00 100,00 = 0,00
o 20,00 £ 0,00 10,00 + 0,00 10,00 + 0,00 10,00 + 0,00 12,50 + 0,00
Escherichia coli ATCC 25922 20.00 + 0,00 20,00 + 0,00 40,00 + 0,00 20,00 + 0,00 25.00 + 0,00

US34 = extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom e etanol 34%; US70 = extrato obtido por extragdo assistida por ultrassom e etanol 70%; MC34 = extrato obtido em
extracdo por maceracao e etanol 34%; MC70 = extrato obtido em extracdo por maceracao e etanol 70%. Os valores sdo a média + desvio padrdo do experimento realizado em
triplicata. A andlise estatistica empregada foi analise de varidncia (ANOVA), e as diferengas entre as médias determinadas pelo teste de Tukey. Valores na mesma linha com
diferentes letras minusculas sdo significativamente diferentes (p < 0,05), valores na mesma coluna com diferentes letras maiusculas sao significativamente diferentes (p < 0,05).



33

3.3 Sinergismo

Conforme Tabela 9, os resultados de FIC indicaram sinergismo para ambos os extratos
testados em combinagdo com o nitrito de sodio, tanto frente a S. aureus ATCC 29213 quanto a
S. enterica Typhi ATCC 1921. Esses achados evidenciam o potencial da combinacao de
antimicrobianos em possiveis aplica¢des alimenticias com o intuito de reduzir o uso de aditivo
sintético. Ademais, o extrato US34 apresentou valores de FIC inferiores aos observados para o
extrato MC34 em ambas as cepas bacterianas, evidenciando seu maior potencial antibacteriano

na forma combinada.

Tabela 9. indice fracional inibitério (FIC) dos extratos etanodlicos do subproduto de M.
emarginata US34 e MC34 e nitrito de sddio.

Compostos utilizados Bactéria FIC

US34

Nitrito de Sodio S. aureus ATCC 29213 0,17 +0,02

MC34 s
Nitrito de Sédio S. aureus ATCC 29213 0,50 +0,00

US34 ] ] .
Nitrito de Sédio S. enterica Typhi ATCC 1921 0,26 0,01

Me34 S. enterica Typht ATCC 1921 0,3140,09¢

Nitrito de Sodio

US34 = extrato obtido por extragdo assistida por ultrassom e etanol 34%; MC34 = extrato obtido em extragao por
maceracdo e etanol 34%. Os valores sdo a média + desvio padrao do experimento realizado em triplicata. A analise
estatistica empregada foi analise de varidncia (ANOVA), e as diferengas entre as médias determinadas pelo teste
de Tukey. Valores na mesma coluna com diferentes letras mintsculas s@o significativamente diferentes (p < 0,05).
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4 DISCUSSAO

Malpighia emarginata destaca-se como uma matriz rica em compostos bioativos,
incluindo antocianinas, carotenoides, flavonoides e compostos fendlicos, os quais estdo
diretamente relacionados com suas propriedades bioativas (Vega-Baudrit et al., 2023).

A obtencdo desses compostos, entretanto, ¢ dependente das condi¢des de extragdo,
principalmente o método empregado e a natureza do solvente utilizado. Nesse sentido
abordagens que demandam menor volume de solvente, menor tempo de processamento e maior
eficiéncia na recuperacdo de compostos bioativos t€ém despertado crescente interesse, nao
apenas pelo aumento do rendimento extrativo, mas também pela sua viabilidade tecnologica e
sustentabilidade. Assim métodos alternativos como extragdo assistida por ultrassom, tém sido
amplamente investigados por proporcionarem menor tempo de extracdo, maior rendimento, e
redug¢do no consumo de solventes quando comparado a métodos convencionais (Boateng;
Clark, 2024).

Nesse contexto, o extrato US34 apresentou teor de fenois totais de 141,5 + 4,29 g
EAG/mg de amostra, valor superior ao observado nos demais extratos avaliados. Quando
comparados com a literatura, esses valores sdao superiores aos reportados por Donadone et al.
(2025) relataram teores de fenois totais variando entre 14,4 e 33,6 ug EAG/mg em extratos
obtidos do subproduto de M. emarginata por extragdo assistida por ultrassom. Poletto et al.
(2021) observaram valores de 106,8 + 5,5 ng EAG/mg em extratos fendlicos provenientes de
bagaco de M. emarginata, obtidos por extracdo com fluido supercritico em modo de fluxo
continuo. Dessa forma, os valores de fenois totais determinados no presente estudo sdo
superiores aos previamente descritos na literatura. Além disso, superam inclusive os resultados
apresentados por Stafussa et al. (2021), que encontraram 138,91 + 2,55 ng EAG/mg em puré
de M. emarginata, ressaltando-se que, nesse caso, a analise foi realizada em fruta in natura, e
ndo em subprodutos, o que reforca o desempenho do método de extracdo empregado neste
trabalho.

O extrato US34, conforme Tabela 1, também apresentou maior teor de flavonoides totais
(135.41 = 3.21 pg EQ/mg de extrato), diferindo-se estaticamente dos outros extratos obtidos.
Estudos anteriores, como o de Santos et al. (2023), relataram que o extrato do residuo de M.
emarginata obtido em condic¢des de extracdo (etanol 34%, por 110 min a 20 °C) apresentou
elevadas concentragdes de compostos fendlicos (9,0364 + 0,3764 pg EAG/mg), dos quais
destacaram-se flavonoides como catequina, miricetina € rutina, principalmente pela presenca

de catequina (32,51 £ 3,75 mg 100/g) em sua composicao. No presente estudo, a analise
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qualitativa confirmou a presenca de cinco flavonoides, com destaque para a rutina (67,23 + 0,43
ng/g), o que sugere que condi¢cdes de extracdo com solventes etandlicos favorecem a
recuperagao desses compostos, o que também reforga a relagdo entre o teor de fenodis totais e
flavonoides totais, indicando que ambos sdao fortemente influenciados pelas condicdes de
extracgao.

Essa relagdo ¢ corroborada pela composi¢do quimica dos extratos presente na Tabela 3,
onde revelou-se uma matriz complexa constituida por aldeidos fendlicos, acidos organicos,
acidos fenolicos, alcaldide e flavonodides. O extrato etandlico (50%) de subproduto de M.
emarginata, obtido através de extracdo assistida por ultrassom com sonda, apresentou 29
compostos, sendo 4 acidos organicos, 11 acidos fendlicos, 8 flavonoides, 5 aldeidos fendlicos
e um alcaldide, sendo os compostos majoritarios, o acido malico (825,71 ng/g), o acido
protocatecuico (28,34 nug/g) e o acido resorcilico (25,94 ng/g) (Donadone et al., 2025). Embora
0s compostos majoritdrios apresentados no estudo acima citado, se assemelhem com os do
presente trabalho, a quantidade encontrada se difere do presente estudo, isso deve-se
possivelmente a variagdo nas condigdes experimentais, como a diferenca da concentracdo de
solvente e também da analise do trabalho citado anteriormente ter sido realizado em base seca.

Nesse contexto, Santos et al. (2023) verificaram que a concentragdo do solvente ¢ um
fator determinante na extragdo de compostos fenolicos e na atividade antioxidante. Assim, o
aumento da concentragdo de etanol do solvente proximo a 100% apresentou efeito negativo no
teor de compostos fendlicos totais. Dessa forma, grande parte dos compostos fenolicos
presentes do subproduto de M. emarginata apresentam caracteristicas hidrofilicas.

A composi¢cdo quimica observada reflete diretamente nas propriedades bioativas dos
extratos. Assim os valores da atividade antioxidante para os métodos avaliados, conforme
Tabela 4, foram para DPPH ICso 3,81 a 7,05 mg/mL, para FRAP 0,72 a 0,97 uM sulfato
ferroso/mg amostra e para ABTS 3573,85 a 5914,74 uM de Trolox/mg de amostra. A classe
majoritaria presente nos extratos de M. emarginata foram os acidos fendlicos que apresentam
atividade antioxidante atribuida a reatividade do grupo fenolico, especialmente da hidroxila
ligada ao anel aromatico. O principal mecanismo envolve a neutraliza¢ao de radicais livres por
meio da doagdo de atomos de hidrogénio, embora outros processos também contribuam para
essa acdo. A natureza e a posi¢do dos substituintes no anel aromético influenciam a
estabilizagdo estrutural dessas moléculas, impactando diretamente sua eficiéncia antioxidante.
Assim, diferentes acidos fenodlicos exibem atividades antioxidantes distintas, variando ainda
conforme sua forma quimica, como livres, esterificados, glicosilados ou ndo glicosilados

(Kumar; Goel, 2019).
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De maneira complementar, os extratos apresentaram atividade antibacteriana frente
todas as bactérias avaliadas, com destaque pra US34 que apresentou a menor CIM (4,8 mg/
mL) para quase todas bactérias. Donadone et al. (2025) observaram para o extrato etandlico
(50%) por ultrassom tipo sonda de subproduto de M. emarginata valores de CIM de 2,89
mg/mL para L. monocytogenes, S. Sonnei e S. enterica subs. enterica Typhi, de 5,79 mg/mL
para S. aureus e P. aeruginosa e de 11,32 mg/mL para E. coli. O puré de M. emarginata
apresentou para S. aureus, B. cereus, E. coli e S. enteritidis CIM de 6,25, 12,50, 25,00 e 12,50
mg/mL sucessivamente (Stafussa et al., 2021). Comichio et al. (2024) ao analisarem as
propriedades antimicrobianas e antioxidantes aprimoradas de concentrados de vitamina C
liofilizados de M. emarginata observou valores de CIM para E. coli e S. aureus de 15,6 mg/mL
e 7,8 mg/mL para o extrato liofilizado e de 62 mg/mL e 31 mg/mL para o extrato seco por
pulverizagao.

Embora Donadone et al. (2025) e Stafussa et al. (2021) tenham avaliado a atividade
antibacteriana de extratos de M. emarginata utilizando o método de microdilui¢do em caldo,
observa-se que a maioria dos estudos ainda emprega predominantemente o método de difusao
em disco, o qual apresenta limitagdes quanto a determinagdo da CIM. O método de
microdilui¢do em caldo destaca-se por permitir uma avaliacdo mais precisa, reprodutivel e
padronizada da atividade antimicrobiana, possibilitando a quantificagao da eficacia dos extratos
frente aos microrganismos testados e contribuindo para uma interpretagdo mais robusta do seu
potencial antibacteriano (Palladini ef al., 2023).

Santos et al. (2023), ao utilizarem o método de difusdo em disco, observaram que o
extrato otimizado de M. emarginata apresentou atividade antibacteriana contra S. Typhimurium,
com halos de inibi¢do de 8,15 e 7,04 mm nas concentragdes de 25% e 50%, respectivamente,
além de halo de 7,85 mm frente a L. monocytogenes na concentragdo de 100%. De forma
semelhante, Silva et al. (2022) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato de M.
emarginata frente as cepas S. aureus CLITS 2275 FIOCRUZ e. coli CLIST 3862 FIOCRUZ,
constatando que os extratos obtidos em dois estagios de maturagdo (verde e maduro)
apresentaram atividade antibacteriana. Os halos de inibicado médios para o extrato verde foram
de 10,67 mm para E. coli e 11,15 mm para S. aureus, enquanto o maduro apresentou halos de
9,5 mm e 9,7 mm, respectivamente. Esses valores foram superiores aos observados para o dlcool
etilico 96%, utilizado como controle positivo, que apresentou halos de 8,0 mm para E. coli e
8,5 mm para S. aureus. Nesse contexto, destaca-se a necessidade de ampliacao dos estudos que
empreguem o método de microdilui¢ao em caldo, visto que este possibilita a determinagao da

CIM e da CBM, fornecendo dados quantitativos essenciais para a caracterizagdo do real
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potencial antibacteriano dos extratos de M. emarginata e para sua possivel aplica¢do (Palladini
etal., 2023).

A atividade antibacteriana observada no presente estudo pode ser diretamente associada
a composi¢ao quimica dos extratos, especialmente a presenca de acidos organicos, acidos
fenolicos e flavonoides. O 4cido malico, composto principal identificado em todos os extratos,
pode ocasionar o aumento da permeabilidade da membrana celular, diminuindo o pH
intracelular e interrompendo assim as vias metabolicas, o que gera o extravasamento de
substancias intracelulares e dessa forma inibe o crescimento bacteriano (Huang et al., 2025).

Os acidos fenolicos, por sua vez, apresentam mecanismos de acdo complexos e atuam
por multiplas vias, estes compostos promovem por hiperacidificacdo e o aumento da
permeabilidade a desestabilizagdo das membranas celulares bacterianas, o que resulta no
extravasamento intracelular. Além disso, inibem enzimas essenciais ao funcionamento celular,
como a topoisomerase, DNA girase e a d-alanina ligase. Também interferem em processos
metabolitos bacterianos, promovem a inibicdo das bombas de efluxo e modulam a expressao
génica, comprometendo a adaptacao e a sobrevivéncia microbiana (Vargas-Anaya et al., 2025).
Compostos como o acido protocatecuico que amplamente estd presente em vegetais, ervas
medicinais e frutas possui uma forte e ampla atividade antibacteriana. Além disso, apds a
incubac¢do em solucdo de acido protocatecuico a 0,5% a 37°C por 3h, células de E. coli 0157:H7
foram completamente deformadas e visivelmente destruidas e células de S. aureus ATCC 2932
apresentaram também permeabilidade, colapso e encolhimento significativo (Zhong et al.,
2021). O acido p-hidroxibenzoico, frequentemente utilizado como conservante em produtos
farmacéuticos, medicamentos, cosméticos, bebidas e alimentos também possui propriedades
antibacterianas e antifungicas relatadas (Sharma et al., 2023).

Em paralelo, flavonoides como a rutina, geralmente encontrada em frutas e vegetais,
cuja atividade biologica e propriedades farmacologicas sao determinadas fundamentalmente
por sua estrutura molecular, também contribuem com essa atividade. As propriedades
antibacterianas da rutina também sao relatadas para varias cepas bacterianas (S. aureus ATCC
43300, S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 35984, S. epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922, Enterobacter cloacae ATCC 13047,
Klebsiella pneumoniae ATCC 27736, P. aeruginosa ATCC 27853, B. subtilis PCM 2021,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 e Proteus mirabilis ATCC 7002) com CIM variando
de 0,128 a 0,102 mg/mL (Miklasinska-Majdanik et al., 2023). Os mecanismos de agao
antibacteriana dos flavonoides correspondem a inibi¢ao da fungdo da membrana citoplasmatica,

inibicao da sintese de acido nucleico, inibicao da fixagdo e formagao de biofilme, inibi¢cao do
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metabolismo energético, alteracdo da permeabilidade da membrana, inibi¢do da porina na
membrana celular e atenuacdo da patogenicidade (Xie ef al., 2015). Assim, a atividade
antibacteriana observada ndo pode ser atribuida a um unico composto, mas sim ao efeito
combinado e complementar desses compostos.

O extrato do subproduto de M. emarginata apresentou acdo antibacteriana superior ao
nitrito de sodio para as espécies S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes, S. sonnei, S. enterica
Typhi e. coli. Tendo em vista as propriedades bioativas do extrato do subproduto de M.
emarginata, este pode ser um possivel substituto ao conservante sintético nitrito de sodio, que
no estomago, produz radicais livres ou nitrosaminas, os quais podem aumentar a peroxidagao
lipidica, representando diversos riscos a saude de varios 6rgaos do corpo. Ademais, espécies
reativas de nitrogénio apresentam muitos efeitos toxicos como nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade e desregulacao de respostas inflamatorias (Attia et al., 2021).

Entretanto, o uso de aditivos naturais na conservag¢do de alimentos pode apresentar
alguns desafios como mudangas negativas nas propriedades sensoriais dos alimentos e a
necessidade de altas concentragdes; assim o uso combinado de compostos antibacterianos ¢
uma alternativa as alteragdes indesejaveis e reduzir a concentracdo de aditivos. Logo, a
combina¢do de conservante sintético com compostos naturais pode contribuir para reduzir
aditivos sintéticos comumente utilizados na industria de alimentos e conquistar o equilibrio
entre a aceitabilidade sensorial e a seguranga microbiana (Batista et al., 2019).

Embora todos os extratos analisados tenham apresentado efeito sinérgico para S. aureus
e S. enterica Typhi, os valores de FIC da combinagdo do extrato US34 com o nitrito de sodio
para S aureus (0,17) foi o menor, apresentando assim melhor efeito sinérgico do que as demais
amostras. Os resultados de FIC obtidos neste trabalho (0,17 a 0,50) corroboram com o trabalho
de Attia et al. (2021) que realizou a combinagao de nitrito de sddio com extrato de casca de
tangerina, tendo atividade antibacteriana sinérgica contra S. aureus, P. aeruginosa, B. cereus €.
coli, os resultados de FIC variaram de 0,18 a 0,5, o que indica que as combinagdes tiveram
efeito sinérgico em todas as bactérias testadas.

Desse modo, a combinagao do extrato etanolico de M. emarginata com nitrito de sodio,
¢ uma alternativa para a substituicao total ou parcial de aditivos sintéticos, além de seu efeito
antioxidante. No entanto, para uma melhor compreensdo, seria necessario, uma analise da sua

aplicacdo em uma matriz alimentar para analisar seu potencial conservante.
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5 CONCLUSOES

Conclui-se que os extratos do subproduto de M. emarginata obtidos pelos métodos de
extracdo por ultrassom e maceragao (34 e 70%) apresentaram compostos bioativos como fenois
e flavonoides, principalmente, dcido malico, acido protocatecuico, acido resorcilico, acido p-
hidroxibenzoico e rutina. O método de extragdo e a concentragdo do solvente influenciaram as
atividades antioxidantes e antibacterianas, com destaque para US34. A combinacdo do extrato
do subproduto com o nitrito de s6dio apresentou efeito sinérgico antibacteriano, mostrando seu
potencial para aplicacdo na indlstria como conservante em alimentos. Desta forma, o
subproduto de M. emarginata apresenta potencial fonte para obtencdo de compostos bioativos,

contribuindo para a sustentabilidade industrial.
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CAPITULO 11

Extrato de subproduto de Euterpe edulis: atividade antibacteriana e aplica¢ido em filme
indicador de pH

RESUMO:

Euterpe edulis Martius, espécie nativa da Mata Atlantica, produz frutos cujo processamento
gera subprodutos frequentemente descartados, mas com potencial para aplicacdo como aditivos
alimentares de alto valor agregado. Este estudo objetivou avaliar o potencial antibacteriano do
extrato do subproduto de E. edulis e seu uso como indicador de pH em filmes destinados a
embalagens de alimentos. O subproduto, proveniente de agroindustria de Ivaipora-PR, foi
submetido a extragdo em agitacao orbital (25 °C, 30 min, propor¢ao 1:20 m/v), utilizando etanol
a 50% e 70% e rotacdes de 80, 130 e 180 rpm. A atividade antibacteriana foi testada contra
bactérias Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp. enterica
Typhi e Escherichia coli) e Gram positivas (Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes),
determinando-se a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentragdo bactericida minima
(CBM) por microdiluicdo em caldo. Os extratos T2 (etanol 50% e 130 rpm) e T4 (etanol 70%
e 180 rpm) foram analisados sobre o seu potencial sinérgico com nitrito de sodio em S. aureus
e S. enterica Typhi. Posteriormente, o extrato T2, foi incorporado em filmes a base de gelatina
e alginato de sodio nas concentragdes 0,00%, 0,25%, 0,50% e 1,00% e os filmes foram
analisados sobre seu potencial indicador de pH e Espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Todos os extratos apresentaram atividade antibacteriana, com
CIM entre 10 e 40 mg/mL, destacando-se o extrato T2, que exibiu menor CIM (10 mg/mL) para
a maioria das cepas. A combinagdo de extratos com nitrito de sddio resultou em efeito sinérgico,
especialmente para o T2, reduzindo as CIMs de ambos os agentes. A andlise da composi¢ao
fitoquimica por cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas em tandem (UHPLC-MS) do extrato T2 identificou flavonoides, acidos fendlicos,
aldeidos fenolicos, acidos organicos e alcaloides, sendo majoritarios os acidos protocatecuico,
p-hidroxibenzoico e resorcilico. Filmes de alginato de sodio e gelatina incorporados com T2
apresentaram boa formacdo, homogeneidade e variacdo de cor conforme o pH, com tons
avermelhados em meio acido e esverdeados em pH elevado. Conforme observado na andlise de
FTIR os filmes ao serem incorporados com extrato preservaram a sua matriz quimica. Conclui-
se que os extratos de E. edulis, especialmente o T2, possuem potencial antibacteriano e
aplicacdo promissora em embalagens inteligentes como indicadores de pH, isoladamente ou em
combinacao com nitrito de soédio na induastria de alimentos.

Palavras-chave: Acai. Antocianina. Embalagem inteligente.
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1 INTRODUCAO

Euterpe edulis Martius pertence a ordem Arecales e familia Arecaceae (Palmae), sendo
popularmente conhecida como agai do Sul, ingara, igara, palmito, palmito-jucara e jucara
(Godoy et al., 2022). E uma arvore nativa da Mata Atlantica, encontrada principalmente nos
estados das regides sudeste e sul do Brasil e destaca-se pela producao de um palmito de elevada
qualidade, reconhecido por suas caracteristicas sensoriais superiores quando comparado a
outras espécies do género Euterpe (Garcia et al., 2019), e também, pela producao de bagas
globosas violetas pequenas (1 cm a 1,4 cm de didametro) semelhantes as de E. precatoria e.
oleracea, comumente utilizadas na producdo de agai, o que lhe confere significativa relevancia
economica ¢ comercial no Brasil (Schulz et al., 2017).

Os frutos de E. edulis M. apresentam valor nutricional contendo proteinas (5,13 —
8,21%), teor de lipidios (18,45 — 44,08%) (Borges et al., 2011), fibras (71,8%), carboidratos
(85,7%) (Inada et al., 2015), vitaminas e minerais € compostos bioativos como flavonoides
(Schulz et al., 2016). Além disso, a cor arroxeada intensa dos frutos de E. edulis M. esta
relacionada a presenca de antocianinas que pertencem ao grupo dos flavonoides (Frasdo et al.,
2021).

Entretanto, observa-se que os dados referentes a producdo de E. edulis M. ainda se
apresentam fragmentados e organizados de maneira regionalizada, dificultando a consolidagado
de informagdes precisas sobre o volume produtivo, a dindmica de exploracdo e o real impacto
econOmico dessa espécie em escala nacional (Godoy et al., 2022). Em contraste, a produgao de
espécies do género Euterpe destinadas ao agai apresenta registros mais consistentes. Segundo
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2024 a producao nacional
de acai alcancou 1.741.757 toneladas, correspondendo a um valor econdémico de
aproximadamente R$ R$ 7.770.712.000,00, evidenciando a expressiva contribuicdo desse
segmento para o agronegdcio brasileiro e reforcando o potencial economico das palmeiras do
género Euterpe no contexto da bioeconomia e do desenvolvimento sustentavel (IBGE, 2024).

O processamento dos frutos de E. edulis M. gera subprodutos que frequentemente nao
sao explorados, podendo ser utilizados na produgao de alimentos de elevado valor agregado,
como conservantes ou corantes (Garcia et al., 2019), mostrando o potencial desse material para
exploragdo e obtencdo de extratos e/ou compostos bioativos.

As antocianinas, compostos presentes em frutos de E. edulis M. também sdo usadas em

diversas industrias como fonte de pigmentos naturais devido sua capacidade de produzir cores
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que vao do vermelho ao azul ou roxo. Estas altera¢des nas cores ocorrem devido a alteragdo da
estabilidade das antocianinas em func¢ao do pH, oxigénio, sulfitos, etc. (Enaru et al., 2021).

Em virtude das alteragdes da estabilidade em funcdo das condigdes ambientais, as
antocianinas podem ser uma alternativa para uso como indicador de pH. Os indicadores visuais
de pH correspondem a um corante que seja sensivel ao pH e uma matriz solida que imobilize o
corante (Choi et al., 2017). Os filmes com sistemas inteligentes para embalagens de alimentos,
podem fornecer instantaneamente informagdes para o consumidor ou fabricante de alimentos,
protegendo-os de Doengas de transmissdo hidrica e alimentar (DTHA). Tendo em vista que
geralmente a deteriora¢do das carnes, frutos do mar e peixes estdo associadas a alteracdes do
pH (Yan et al., 2021).

Considerando que os corantes sintéticos podem ocasionar efeitos nocivos em seres
humanos, varios estudos tém sido realizados a fim de relatar o potencial dos corantes naturais
aplicados em sistemas de embalagens inteligentes. Dentre os corantes naturais, as antocianinas
apresentam a ampla faixa de pH, uma reacdo de cor sensivel (Choi et al., 2017), semelhante ao
encontrado para E. edulis M.

Poucos foram os estudos encontrados que relatam a atividade antibacteriana de extratos
do subproduto de E. edulis M. Garcia et al. (2019) avaliou o extrato hidroalcoolico da farinha
da casca de E. edulis M., analisando seu perfil fenolico e sua atividade antibacteriana e
antioxidante. Entretanto, até o presente momento, ndo foram encontrados trabalhos que relatam
o sinergismo do extrato com um antimicrobiano comercial e também a incorporagao do extrato
em uma matriz polimérica a fim de verificar seu potencial como um indicador de pH em um
sistema de embalagem inteligente.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo, analisar o potencial
antibacteriano do extrato do subproduto de E. edulis M. e também seu potencial como indicador

de pH em filme para aplicacdo em embalagens de alimentos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Foram utilizados os seguintes reagentes: Mueller Hinton Agar (Kasvi), Mueller Hinton
Broth (Kasvi), nitrito de s6dio P.A. — ACS (Dindmica, 97%), cloreto de sédio PA ACS (Reatec,
alcool etilico ABS. P.A — ACS (Dinamica), dgua ultrapura (MILLIQ), 4gua destilada, MS grau
metanol  (Merck ® (Darmstadt, Alemanha), 4cido formico, MS grau metanol
(Merck ® (Darmstadt, Alemanha) e os seguintes reagentes da marca sigma aldrich: acido
galico, morina, catecol, naringenina, siringaldeido, isovanilina, hidroxibenzaldeido, quercitina,
acido salicilico, acido siringico, 4cido clorogénico, 4cido protocatecuico, acido vanilico, acido
ferulico, acido p -hidroxibenzoico, naringina, acido cafeico, vanilina, dcido p -cumadrico, acido
sindpico, aldeido coniferilico, catequina, sinapaldeido, rutina, siringaldazina, teobromina,
epicatequina, baicalina, luteolina, kaempferol, 4cido quinico, 4acido malico, cafeina, crisina,
cumarina, acido resorcilico, &cido nicotinico e acidos fumadricos, gelatina em pd P.A
(Dindmica), alginato de s6dio P.A (Dinamica), glicerina P. A — ACS (Dindmica), cloreto de
potassio P.A. — ACS (Dinamica), acetato de sédio anidro P.A — ACS (Dinamica) acido

cloridrico.
2.2 Material vegetal

Os subprodutos do processamento de polpa de Euterpe edulis M. foram obtidos de
agroindustria da regido de Ivaipora-PR. O subproduto foi desidratado em estufa de ventilagdo
forgada a 50 °C por 48 h. O material seco foi triturado em moinho analitico e classificado em
mesh 48 em peneiras tipo Tyler (Bertel ASTM) com agitador mecanico (Marconi, MA 750) por

10 min para padronizag¢do e homogeneizagao.
2.3 Obtenc¢ao do extrato

A obtencao dos extratos do subproduto de E. edulis M. foi realizada de acordo com
Garcia et al. (2019) com modificacdes. Para isso foi utilizado equipamento de agitacao orbital
considerando a propor¢do massa/volume 1:20 e varidveis de rotacdo (80, 130 e 180 rpm),
utilizando como solvente etanol 50% e 70%, conforme Tabela 1. As extracdes foram realizadas
a 25 °C por 30 min e posteriormente centrifugada a 3000 rpm por 15 min. Apds, os extratos

foram congelados e posteriormente liofilizados e armazenados a -20°C.
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Tabela 1. ParAmetros de extracdo do subproduto de Euterpe edulis M.

Tratamento Etanol (%) Rotac¢do (rpm)
T1 50 80
T2 50 130
T3 50 180
T4 70 180

2.4 Atividade antibacteriana dos extratos do subproduto de Euterpe edulis M.
2.4.1 Microrganismos

As bactérias usadas no experimento foram Gram positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 29213 e Listeria monocytogenes ATCC 7644) e Gram negativas (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica subsp. enterica Typhi ATCC 19214 e
Escherichia coli ATCC 25922).

2.4.2 Preparo e padronizacio do inoculo

Para os ensaios foi preparada a dilui¢do da massa celular bacteriana a partir do cultivo
por 24 h em agar Mueller Hinton. A concentragao de células bacterianas foi ajustada utilizando
solucdo salina estéril 0,85% (m/v) usando a Escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10® UFC/mL) e
posteriormente conferida em espectrofotometro (SpectraMax Plus 384 Microplate Reader) a
625 nm. Apos foi feita a diluicdo da suspensdo 1:10 em meio de cultura Muller Hinton Broth,
obtendo-se como inéculo 1,5 x 107 UFC/mL, a qual foi utilizada para a determinagio da

concentracgao inibitéria minima (CIM).

2.4.3 Método de microdiluicio em caldo

Foi realizado um screening para a determinagdo da concentracdo inibitdéria minima
(CIM) de cada microrganismo frente a cada extrato de subproduto de Euterpe edulis M. Para
cada microrganismo, foi realizada uma suspensdo padronizada em solucdo salina 0,85%. A
CIM foi determinada conforme o método de microdilui¢cao em caldo (CLSI, 2015) modificado

para produtos naturais. Os extratos foram analisados nas concentragdes de 0,08 a 40 mg/mL.
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Para isso, 50 pL. de caldo Muller Hinton foram adicionados em cada pogo da microplaca,
posteriormente foram adicionados os extratos e realizado a diluigdo seriada (1:2) em um volume
total de 100 pL da solucao (meio de cultura e amostras). Apds a diluigdo seriada, 50 uLL do
in6culo foi adicionado a cada pogo e submetido a incubagao a 35 °C por 24 h. A leitura foi
realizada com a adi¢do de 20 puL de revelador 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (Reatec®) a
1,0% em cada pogo seguida de incubacdo das microplacas a 35 °C por 20 min. A CIM foi
definida como a menor concentracdo que resultou na inibicdo do crescimento visual. A
concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada pelo subcultivo de 10 pL de cada
poco negativo e do controle positivo. Foi utilizado o aditivo nitrito de sédio (0,20 a 100 mg/mL)
como padrdo. Os extratos que apresentaram melhor CIM foram selecionados e posteriormente
submetidos a analise de efeito da combinagdo entre o extrato € o conservante sintético nitrito

de sodio (sinergismo).

2.4.4 Efeito da combinacio entre extratos de subproduto Euterpe edulis M. e nitrito de
sodio

Foram analisados o efeito potencial sinérgico antibacteriano entre os extratos que
apresentaram melhor CIM (T2 e T4) de subproduto de E. edulis M. com o padrdo nitrito de
sodio em S. aureus ATCC 29213 e S. enterica Typhi ATCC 29214. As amostras foram diluidas
separadamente baseadas na concentragdo feita para analise da CIM do extrato de subproduto e
nitrito de sédio. Posteriormente, em um tubo estéril foi adicionado 1 mL de nitrito de sodio e 1
mL do extrato, diluidos anteriormente. Os tubos foram agitados em vortex e prosseguiu-se a
analise conforme protocolo da CIM. O extrato que apresentou melhor efeito sinérgico (T2) foi

submetido a analise de identificacdo fitoquimica.

2.5 Identificacao fitoquimica por UHPLC-MS/MS do extrato etandlico do subproduto de
Euterpe edulis M.

O extrato do subproduto de Euterpe edulis M. (T2) foi caracterizado em relacdo ao perfil
de compostos fendlicos por meio de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas em tandem (UHPLC-MS/MS) (Shimadzu ® modelo 8050 MS e
Nexera ® X2 HPLC). O volume de inje¢@o usado foide 1 pL. As fases moveis utilizadas foram
agua Milli-Q acidificada com 0,1% de 4cido férmico (A) e MS grau metanol
(Merck ® (Darmstadt, Alemanha)) (B), operada a uma vazdo de 0,5 mL/min, em modo

gradiente linear: 1-9 min (20% B), 10—15 min (40% B) e 16-30 min (10% B). A corrida foi
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realizada usando uma coluna C18 (5 pum, 150 x 4,6 mm, Shimadzu ®), sem pré-coluna. A
temperatura da coluna e do amostrador automatico foi mantida a 40 °C. A operagao do detector
MS/MS ocorreu em modo de varredura por 15 min (taxa de varredura de até 30.000 u/s). Foi
monitorado em fonte de ionizagdo por eletrospray (EIS) positiva e negativa, escaneado com
modo de monitoramento de multiplas reacdes (MRM) (até 555 MRMs/s). A energia de colisdo
foi de -15 V (positiva) e 30 V (negativa). A vazao de gas de nebulizagdo foi de 3 L/min e a de
gas de secagem foi de 10 L/min. Os valores de temperatura, tensao de interface e corrente foram
de 300°C, 3 kV e 7 pA, entretanto a temperatura de dessolvatacao foi de 526°C. Foi utilizado
argdnio como gas de colisdo em uma pressdao maxima de 20 mPa. O tempo de permanéncia foi
de 2 a 12 s. Para a quantificagdo dos compostos detectados foi utilizado o software Insight
versao 5.123 (Shimadzu ® ), de acordo com as curvas analiticas (10-250 pug/L) do seguintes
compostos: morina, catecol, dacido galico, naringenina, isovanilina, siringaldeido,
hidroxibenzaldeido, quercitina, dacido siringico, acido salicilico, &cido clorogénico, acido
vanilico, &cido fertlico, acido protocatecuico, acido p -hidroxibenzoico, naringina, vanilina,
acido cafeico, acido p -cumarico, 4acido sinapico, aldeido coniferilico, catequina, rutina,
siringaldazina, teobromina, sinapaldeido, epicatequina, baicalina, luteolina, acido quinico,
acido malico, kaempferol, cafeina, cumarina, crisina, acido resorcilico, acidos fumadricos e

acido nicotinico (Junior et al., 2025).

2.6 Producio de filmes a base de alginato e gelatina incorporados com extrato etanolico

do subproduto de E. edulis

A elaboragao dos filmes foi realizada de acordo com Chen ef al. (2023) com
modificac¢des. Os filmes foram produzidos a base de alginato e gelatina, sendo incorporados
com extrato etandlico do subproduto de E. edulis (T2) através da técnica de casting.
Primeiramente 50 mL de 4agua destilada foi adicionada em um béquer e aquecida até 70 °C,
posteriormente adicionou se 0,75 g de alginato de sodio e a solucao foi mantida em agitagdo e
aquecimento até dissolugdo completa, apos adicionou-se 0,18 g de glicerol e a solugdo foi
agitada por 15 min e denominada solu¢dao A. Em outro béquer adicionou-se 50 mL de agua
destilada, 3,00 g de gelatina e 1,50 g de glicerol, a solucao foi agitada a 90 °C por 15 min e a
solucdo foi denominada solucdo B. Posteriormente, realizou-se a dispersdo A + B sob agitagdo
por 15 min e denominou-se solugdo C. Apos a solugdo atingir 40 °C, dividiu-se a solu¢do em

4 béqueres distintos com 25 mL de solugdo cada um, a adicionou-se o extrato etanodlico do
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subproduto de E. edulis que apresentou melhor efeito sinérgico antibacteriano com o nitrito de

sodio (T2) conforme Figura 1.
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Filmes com extrato etanolico do
subproduto de E. edulis

. l l .
Alginato + Agua X , _ Gelatina + Agua destilada
destilada 70° C, sob agitagdo até e olicerol
i €s dissolugdo 2
- 90° C, sob agitagdo por
Adigao de glicerol w5, sob agitacio 15 min
L ]
I
Dispersao (A+B) 'ﬁ agitagdo por 15 min
| '
|
Divisao da solucao em 4 partes iguais
F0,00 F0,25 F0,50 F1,00
" » L " p J-
0,00 % de 0,25% de 0,50% de 1,00% de
extrato extrato sob extrato sob extrato sob
agitacdo agitacdo agitagdo

—

Figura 1. Fluxograma do desenvolvimento dos filmes a base de alginato de sddio e gelatina com incorporagdo de extrato etandlico do subproduto
de Euterpe edulis M T2.

Fonte: Autores
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O extrato foi adicionado nas solugdes sob agitacao por 10 min e 24 mL da solugdo de
cada béquer foi vertida em placas de acrilico (90 x 15 mm) e submetidas a secagem a 40 °C por

48 h.

2.7 Potencial indicador de pH dos filmes a base de alginato e gelatina incorporados com

extrato etanélico do subproduto de E. edulis M.

O potencial dos filmes como indicador de pH foi realizado conforme Zheng et al.
(2022) com modificac¢des, por meio de uma solugdo tampao fosfato em pH 3,4, 5,6, 7, 8 e 9.
Os filmes foram cortados (1 x 1 ¢cm), adicionados em tubos com as solugdes dos respectivos

pHs e posteriormente as amostras foram fotografadas.

2.8 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos filmes

incorporados com extrato do subproduto de E. edulis M. (T2)

A analise espectral dos filmes incorporados com extrato T2, gelatina em po, alginato de
sodio e extrato (T2), foi realizada em espectrofotdmetro de infravermelho, modelo Cary 630
FTIR, da marca Agilent Technologies, utilizando um acessorio de reflectincia total atenuada
(ATR) com cristal de diamante. Todos os espectros foram obtidos na faixa de 4000 a 400 cm™,

com 64 varreduras e precisdo de 4 cm™.
2.9 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos através
da média + desvio padrdo e analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguido
pelo teste de Tukey (p < 0,05) para determinar se houve diferenga estatisticamente significativa

entre os resultados obtidos. A anélise foi realizada utilizando o software InfoStat® 2020.
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3 RESULTADOS
3.1 Atividade antibacteriana

A Tabela 2 apresenta os valores obtidos de CIM e CBM dos extratos etandlicos de E.
edulis M. em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e o controle nitrito de sddio.

Todos os extratos tiveram agdo antibacteriana frente as bactérias avaliadas, a qual os
valores de CIM foram entre 10 a 40 mg/mL, destacando-se os extratos T2 e T4. O extrato T2
apresentou menor CIM (10 mg/mL) para quase todas as cepas bacterianas avaliadas, exceto
para L. monocytogenes que apresentou CIM de 20,00 mg/ mL. Ja o extrato T4 apresentou CIM
de 10 mg/mL para 3 das cinco bactérias testadas. Além disso, ¢ possivel observar que a menor
CIM (10 mg/mL) apresentada pelos extratos ¢ proxima da CIM apresentada pelo nitrito de s6dio
(12,5 mg/mL) utilizado como padrao neste trabalho.

A menor CBM dos extratos foram 40,0 mg/mL, enquanto a menor CBM do nitrito de

sodio foi de 25 mg/mL. De forma geral, os extratos apresentaram efeito bacteriostatico.
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Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima (CIM) (mg/mL) dos extratos de subproduto de Euterpe edulis M. e nitrito de sodio de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.

Bactérias T1 T2 T3 T4 Nitrito de sodio
40,00 + 0,009 10,00 + 0,00* 20,00 + 0,00 10,00 + 0,00°A 12,50 + 0,00
Escherichia coli ATCC 25922
>40,00 40,00 + 0,00°4 40,00 + 0,00°4 40,00 + 0,00°%4 25,00 + 0,00*
Staphylococcus aureus ATCC 20,00 + 0,00 10,00 + 0,00** 20,00 + 0,00 10,00 + 0,00°* 12,50 + 0,00
29213 >40,00 40,00 + 0,00** >40,00 40,00 + 0,00° 100,00 + 0,00°C
Salmonella enterica Typhi ATCC 10,00 0,00 10,00 + 0,00°* 10,00 + 0,00*4 10,00 + 0,00°* 12,50 + 0,00
19214 >40,00 >40,00 >40,00 >40,00 100,00 + 0,00
Pseudomonas aeruginosa ATCC 20,00 0,00° 10,00 + 0,00** 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00C 12,50 + 0,00
27853 40,00 + 0,00%4 >40,00 40,00 + 0,00 >40,00 50,00 + 0,00°"
Listeria monocytogenes ATCC 10,00+ 0,00*4 20,00+ 0,004 10,00+ 0,00*4 14,30+ 0,00 12,50 + 0,00
7644 40,00 + 0,00*4 >40,00 40,00 + 0,002 >28,57 >100,00

T1=etanol 50% e 80 rpm, T2= etanol 50% e 130 rpm, T3= etanol 50% e 180 rpm e T4= etanol 70% e 180 rpm. Os valores sdo a média + desvio padrao do experimento realizado
em triplicata. A andlise estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA), e as diferencas entre as médias determinadas pelo teste de Tukey. Valores na mesma linha com
diferentes letras minusculas sdo significativamente diferentes (p < 0,05), valores na mesma coluna com diferentes letras maiusculas sdo significativamente diferentes (p < 0,05).
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3.2 Efeito da combinacio entre extratos de subproduto Euterpe edulis M. e nitrito de sodio

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados do efeito da combinacao entre o nitrito de

sodio e o extrato do subproduto de E. edulis (T2 e T4).

Tabela 3. Efeito da combinagdo entre extratos de subproduto de Euterpe edulis e nitrito de
sodio em bactérias Gram-positivas € Gram-negativa

Cepa bacteriana T2 Nitrito de sodio
S aureus ATCC CIM Isolada 10,00 £+ 0,00 12,50 £ 0,00
29213 CIM combinada 2,50+ 0,00 6,250 £ 0,00
: . CIM Isolada 10,00 + 0,00 12,50 £+ 0,00
S. enterica Typhi
ATCC 29214 CIM combinada 2,50,+ 0,00 6,25 + 0,00
T4
S aureus ATCC CIM Isolada 10,00 + 0,00 12,50 £+ 0,00
29213 .
CIM combinada 5,00 = 0,00 12,50 £ 0,00
: . CIM Isolada 10,00 £+ 0,00 12,50 £ 0,00
S. enterica Typhi
ATCC 29214 CIM combinada 5,00 0,00 12,50 + 0,00

T2= etanol 50% e 130 rpm e T4= etanol 70% e 180 rpm. Os valores sdo a média + desvio padrdo do experimento
realizado em triplicata.

Quando combinados extrato e nitrito de sodio apresentaram redu¢do da sua CIM,
entretanto, combinado com T4 nado apresentou redu¢ao na CIM do nitrito de sdédio. Além disso,
T2 apresentou uma maior redugdo da CIM do extrato, de 10 para 2,5 mg/mL tanto para S. aureus

quanto para S. enterica Typhi.

3.3 Identificacao fitoquimica por UHPLC do extrato etanélico do subproduto de Euterpe
edulis M.

A 1identificacdo fitoquimica foi realizada no extrato T2, por apresentar melhor espectro
antibacteriano e efeito sinérgico em relacdo aos demais extratos avaliados. Os compostos
encontrados sdo apresentados na Tabela 4. Foram identificados 30 compostos no extrato T2,
dos quais estdo presentes flavonoides, acidos fendlicos, aldeidos fenolicos, adcidos organicos e

alcaloides.
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Tabela 4. Composicdo por cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (ug/g) do extrato etanolico do subproduto de Euterpe edulis M.
extraido em propor¢do 1:20 (m/v) com etanol 50% por 130 rpm (T2).

Classe Composto ng/g
Rutina 459,36 + 18,18
Naringenina 303,28 + 5,21
Luteolina 238,20 + 6,80
) Epicatequina 208,70 + 4,12
Flavonoide Catequina 173,20 = 2,60
Kaempferol 144,27 + 12,07
Quercetina 79,96 + 0,14
Naringenina 58,36 £ 0,21
Luteolina 4,65+0,17
Acido Protocatecuico >700
Acido p-hidroxibenzoico >700
Acido Resorcilico >700
Acido Vanilico 676,63 7,70
Acido Siringico 452,03 + 10,40
Acido fenélico Vanilina 170,24 + 15,39
Acido Fertilico 105,15+ 1,78
Acido Galico 60,15 + 4,24
Acido Clorogénico 44,72 £ 2,59
Acido p-cumérico 30,71 £2,12
Acido Sinapico 2321+ 1,61
Acido Cafeico 20,25 + 1,66
Hidroxibenzaldeido 37,91 +£2,14
, - Siringaldeido 37,73 £ 0,90
Aldeido fenclico Isovanilina 17,69 + 0,89
Coniferil Aldeido 13,32 £ 1,27
Acido Nicotinico 291,44 + 7,39
Acido organico , Catecol 94,43 £ 5,49
Acido Quinico >700
Acido Mélico 96,60 + 1,94

Alcaloide Cafeina 12,67+ 1,11
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3.4 Filmes de alginato e gelatina incorporados com extrato etanolico do subproduto de

Euterpe edulis M. (T2)

Na Figura 2, encontram-se as imagens dos filmes a base de alginato de sodio e gelatina

incorporados com o extrato T2 e também do filme controle.

F0,00% F0,25% F0,50% F1,00%

Figura 2. Filmes de alginato e gelatina incorporados com diferentes concentragdes de extrato
do subproduto de E. edulis (T2). F0,00% = Filme com 0,00% de extrato; F0,25% = Filme com
0,25% de extrato; F0,50% = Filme com 0,50% de extrato; F1,00% = Filme com 1,00% de
extrato.

Conforme mostrado nas imagens dos filmes, todas as formulagdes apresentaram
capacidade formadora de filme, facil manipulagdao e homogeneidade. Sendo que conforme o

aumento da concentragdo de extrato a cor do filme também aumentou.

3.5 Potencial indicador de pH dos filmes incorporados com extrato do subproduto de E.
edulis M. (T2)

As imagens dos filmes em solugdes tampao em diferentes pHs estdo apresentadas na
Figura 3, onde pode-se observar que conforme a mudanca de pH os filmes mudaram de cor.
Apresentando-se em pH proximo de 3 em tons de vermelho enquanto em pH mais proximo de
9 em tons de verde. Nota-se também que a mudanga de cor ficou mais evidente nos filmes que

foram incorporados com a menores quantidades de extrato (F0,25% e F0,50%).
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pH
Concentracao
3 4 5 6 7 8 9
F0,25%
F0,50%
F1,00%

Figura 3. Filmes a base de alginato e gelatina incorporados com diferentes concentragdes de extrato do subproduto de E. edulis
(T2= etanol 50% e 130 rpm) em pH variando de 3 a 9. F0,00% = Filme com 0,00% de extrato; F0,25% = Filme com 0,25% de extrato; F0,50% =
Filme com 0,50% de extrato; F1,00% = Filme com 1,00% de extrato.
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3.6 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos filmes

incorporados com extrato do subproduto de E. edulis M. (T2)

Na Figura 4 estao mostrados os espectros FTIR para as amostras de filme compostos
por alginato de sédio, gelatina e extrato de E. edulis. M. Os filmes de alginato e gelatina ao
serem incorporados com extrato etanolico de E. edulis M. (T2) demonstraram espectros FTIR

similares com o filme controle (F0,00%), mantendo as mesmas posi¢des e conjuntos de bandas.
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Figura 4: Espectros FTIR de (a) gelatina, (b) alginato de sédio, (c) extrato de E. edulis M. (d)
F0,00%, (e) F1,00%, (f) F0,50 e (g) F0,25%.
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4 DISCUSSAO

O extrato do subproduto de Euterpe edulis M. apresentou atividade antibacteriana frente
as cinco cepas bacterianas testadas, no qual a menor CIM (10 mg/mL) foi apresentada para o
extrato T2 em sua maioridade. Resultados semelhantes ja foram reportados para o extrato
etandlico do subproduto de E. edulis, com CIM variando entre 5 e >20 mg/mL contra E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, Enterococcus
faecalis e L. monocytogenes MRSA (Garcia et al., 2019), o que refor¢a seu amplo espectro de
acao.

Os acidos fenolicos foram a maior classe de compostos identificados no extrato T2 (>
3683,09 + 47,49 ug/g de extrato). Esses compostos apresentam mecanismos de agdo
antibacteriana complexos, atuando por diferentes vias simultineas, provocam a
desestabilizagdo das membranas celulares bacterianas por meio da hiperacidificagdo e do
aumento da permeabilidade, ocasionando o vazamento de componentes intracelulares (Lobiuc
et al., 2023). Além disso, exercem efeito inibitorio sobre enzimas fundamentais para a
manutengdo da célula, como a DNA girase, a topoisomerase ¢ a D-alanina ligase. Também
afetam o metabolismo bacteriano ao interferirem em vias bioquimicas essenciais, reduzirem a
atividade das bombas de efluxo e modularem a expressdo génica, resultando em prejuizos a
adaptacao, a viabilidade e a sobrevivéncia microbiana (Vargas-Anaya ef al., 2025).

Os flavonoides também apresentados como uma das principais classes presentes em
T2, apresentam mecanismos de agdo antibacteriana diversos e envolvem multiplos alvos
celulares, incluindo a inibi¢ao da fungdo da membrana citoplasmatica, a interferéncia na sintese
de acidos nucleicos, a reducao da adesao bacteriana ¢ da formacao de biofilmes, a inibi¢cao do
metabolismo energético, a alteracao da permeabilidade da membrana, o bloqueio de porinas na
membrana celular e a atenuacao da patogenicidade microbiana (Xie et al., 2015).

Dessa forma, o extrato do subproduto de E. edulis M. possui potencial para ser utilizado
como conservante na industria alimenticia. Contudo, alguns desafios como a necessidade de
altas concentra¢des e mudangas indesejaveis nas propriedades sensoriais dos alimentos podem
surgir no uso de aditivos naturais. Assim, a combinacdo de compostos naturais com
conservantes sintéticos podem contribuir para garantir tanto a seguranga microbiana quanto a
aceitabilidade sensorial (Batista ef al., 2019). Também ¢é importante a combina¢do com nitrito
de sodio para aplicagdo em alimento, pois além de antibacteriano, ¢ responsavel por coloragao
e sabor caracteristicos, contribuindo para a aceitabilidade em produtos carneos (Stoica et al.,

2022).
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Embora poucos estudos abordem especificamente a atividade antibacteriana de extratos
de subprodutos de E. edulis M., hé evidéncias sobre sua elevada capacidade antioxidante e seu
perfil fitoquimico. Segundo Morais et al. (2022), E. edulis apresenta teor significativamente
maior de fendis totais em comparagdo a E. oleracea, além de superior teor de antocianinas.
Esses compostos incluem écido vanilico, rutina, quercetina, kaempferol, miricetina, apigenina,
cianidina-3-O-rutinosideo e apigenina.

No extrato etandlico do subproduto de E. edulis M. (T2) foram identificados 30
compostos, com predominancia de acidos fendlicos, acido protocatecuico (>700), acido
vanilico (676,63), acido siringico (452,03), e do flavonoide rutina (459,36). Garcia et al. (2019),
ao avaliarem extrato etandlico (70%) da casca de E. edulis, identificaram 19 compostos
fenolicos, incluindo flavonoides, acidos fenolicos e antocianinas derivadas de cianidina. De
forma complementar, Vieira et al. (2017) caracterizaram no extrato de E. edulis flavonois
(rutina, miricetina, quercetina, kaempferol-3-rutinosideo e kaempferol), flavonas (apigenina,
luteolina), catequina, além de antocianinas como pelargonidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-
rutinosideo e cianidina-3-O-glicosideo. Os compostos mais abundantes foram cianidina-3-O-
rutinosideo, cianidina-3-O-glicosideo e pelargonidina-3-O-glicosideo, bem como rutina, acido
elagico e quercetina (compostos ndo antocianicos).

As antocianinas presentes em E. edulis M. desempenham papel importante tanto na
atividade bioativa antimicrobiana quanto na estabilidade e funcionalidade de formulacdes
alimenticias. Essas moléculas podem ocorrer em quatro formas quimicas principais, cuja
predominancia ¢ fortemente dependente do pH do meio. Em condig¢des fortemente acidas (pH
~ 1), predomina o cation flavilio, caracterizado por coloracdo vermelha intensa e elevada
solubilidade. Na faixa de pH entre 2 e 4, a forma quinoidal, de coloracdo azulada, torna-se mais
representativa. Entre pH 5 e 6, ocorre a conversdao para as formas pseudobase carbinol e
chalcona, ambas incolores. Em pH superior a 7, observa-se degradagdo progressiva das
antocianinas, cuja intensidade varia de acordo com os substituintes estruturais presentes na
molécula. Em intervalos de pH entre 4 e 6, pode haver coexisténcia dessas quatro espécies
quimicas, sendo o cation flavilio fundamental para o equilibrio estrutural do sistema (Enaru et
al.,2021). Os filmes incorporados com o extrato do subproduto de E. edulis no presente estudo,
apresentaram coloragdo variavel em fun¢do do pH, conforme Figura 3, com tons avermelhados
em pH proximo de 3 e coloragdo esverdeada em pH aproximado de 9. Esse comportamento
cromatico pode estar associado ao fato de que a incorporacdo foi realizada utilizando-se o

extrato bruto, e ndo antocianinas purificadas, o que implica na presenga de outros compostos
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fendlicos e metabolitos secundarios capazes de interagir com as antocianinas e influenciar a
percepcao de cor e o perfil de resposta ao pH.

A Figura 4 mostra os espectros de FTIR da gelatina, do alginato, do extrato e dos filmes.
No alginato puro, duas bandas de absorcao caracteristicas em 1593 cm™ e 1407 cm™ foram
detectadas e atribuidas a vibragdo de estiramento assimétrico e a vibracdo de estiramento
simétrico do grupo COO™, respectivamente (Dong et al., 2006; Bhatia et al., 2024; Lopes et al.,
2017). As bandas de absor¢do caracteristicas da gelatina em 1630 cm™,1545 cm™'e 1234
cm 'foram atribuidas & Amida I (vibragao de estiramento C=0 e C=N), Amida II ¢ Amida III
(principalmente vibracdo de flexdo N-H e vibragdo de estiramento C-N), respectivamente
(Dong et al., 2006; Bhatia et al., 2024; Lopes et al., 2017). Finalmente, a banda de absor¢ao
larga em torno de 3272 cm™ foi devida a vibragao de estiramento do O-H ligado ao N-H. O
extrato de E. edulis M. exibe bandas tipicas de fenolicos e flavonoides. Banda alargada em
3230, referente ao estiramento OH, em 1586 cm™ referente a carbonila dos acidos fenélicos, e
multiplas bandas entre 1126 e 1003 cm™ que estdo associadas as ligagdes entre C-O de fenodis
e éteres (Dong ef al., 2006; Bhatia et al., 2024; Lopes et al., 2017).

O espectro do filme FO combina as bandas da gelatina e do alginato de sddio
evidenciando a contribui¢do das duas substancias para a formacao dos filmes. A banda referente
a carbonila se deslocou para maior comprimento de onda (1634 cm™) quando comparada a
banda no alginato de sodio puro (1593 cm™). A banda em 1545 da gelatina também est4
deslocada para 1531 cm™. Essas alteragdes evidenciam as interagdes entre o alginato e a gelatina
durante o processo de formacao do filme (Dong et al., 2006; Bhatia et al., 2024; Lopes et al.,
2017).

Os filmes contendo extrato etandlico do subproduto de E. edulis M. apresentam
espectros FTIR com o mesmo conjunto de bandas e posi¢cdes observadas no espectro do filme
controle (F0), indicando que a estrutura quimica da matriz foi preservada. Resultados
semelhantes sdo observados para filmes de polissacarideos e proteinas, em que o acréscimo de
compostos fendlicos leva, no méximo, a pequenas variacdes discretas de intensidade, mas nao
modifica as posi¢des das bandas principais de FTIR (Janik ez al., 2023).

Assim, os extratos de E. edulis apresentam potencial promissor como agentes naturais
para a conservacao de alimentos, podendo atuar como substitutos ou coadjuvantes de aditivos
sintéticos, como o nitrito de s6dio. Além da a¢do antimicrobiana apresenta potencial para ser
utilizado em sistemas inteligentes de embalagens como indicador de pH, contribuindo para

maior estabilidade e vida util dos alimentos.
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5 CONCLUSOES

Conclui-se que os extratos do subproduto de E. edulis M. apresentaram atividade
antibacteriana para todas as bactérias avaliadas, principalmente extrato T2 (proporgao 1:20,
etanol 50% por 130 rpm). O extrato T2 apresentou efeito sinérgico antibacteriano com nitrito
de sodio frente a S. aureus e S. Typhi, pode assim substituir total ou parcialmente os aditivos
sintéticos. A composi¢do quimica do extrato mostrou flavonoides, acidos fendlicos, aldeidos
fenolicos, acidos organicos e alcaldides, sendo os principais compostos o acido protocatecuico,
acido p-hidroxibenzoico e o 4cido resorcilico.

Os filmes a base de alginato e gelatina incorporados com extrato de E. edulis
apresentaram varia¢ao na cor em relacdo aos diferentes valores de pH, mostrando potencial para
serem utilizados como indicador de pH em embalagens inteligentes na conservagdao de
alimentos. Além disso os filmes ao serem incorporados com o extrato (T2), teve a estrutura
quimica da matriz preservada, apresentando espectros FTIR com as mesmas posicdes e
conjuntos de bandas que o filme controle (F0,00%). Todavia, sdo necessarios estudos futuros
que aprofundem melhor as suas caracteristicas e suas possiveis aplicacoes.

Dessa forma, além de poder contribuir na conservagao de alimentos com seus compostos
bioativos, o aproveitamento do extrato do subproduto de E. edulis M. contribui para minimizar
os impactos ocasionados pelo seu descarte incorreto, tornando assim o processamento mais
sustentavel. O presente estudo realizou andlises in vitro, sendo necessarias analise em uma
matriz alimentar para melhor compreensao da atividade antibacteriana e potencial indicador de

pH do extrato de subproduto de E. edulis M.
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