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RESUMO

JUNGLAUS, D. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais aquoso e
metandlico de Passiflora edulis Sims. 2022. 60 f. Dissertacdo (Mestrado) - Tecnologias em
Biociéncias, Programa de Pds-Graduacdo - PPGBIio, Universidade Tecnologica Federal do
Parand, Toledo, 2022.

No que tange as agfes importantes atribuidas aos antibidticos, entende-se a necessaria e
constante busca por solugc6es que possibilitem desde o controle do desenvolvimento bacteriano,
até sua erradicacdo. Com o avancar dos anos, muitos estudos estdo sendo desenvolvidos quanto
a utilizacéo de vegetais como precursores de produtos que possibilitem tratamento ou cura de
doencas, controle de pragas, dentre outros fins. A partir destas informac@es e caracteristicas,
este trabalho visou analisar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais, aquoso e
metandlico, da espécie Passiflora edulis Sims, frente as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Realizou-se a coleta do material vegetal, sendo este referente as folhas,
cascas e sementes do maracuja-amarelo. Posteriormente, para a obtencéo dos extratos aquoso e
metanolico foram realizados 0s processos de secagem, maceracdo, trituracdo, adicdo dos
solventes, filtragem, rotoevaporagdo, conforme cada etapa e metodologia devidamente
preestabelecida. Foram estabelecidos os seguintes grupos: Grupo 1, Grupo 2, Grupo3 (ambos
através de extratos obtidos por meio de folhas coletadas em duas etapas), Grupo Teste — folhas
maceradas, Grupo Teste — sementes e Grupo Teste — cascas, totalizando 114 amostras.
Realizou-se calculos estatisticos com os dados obtidos de cada uma das amostras, e determinada
a variabilidade de cada grupo, obtendo coeficientes de variacdo altos, observando variabilidade
maior nas amostras com concentracfes de solvente metanélico ou aquoso de proporcdes 70:30.
Os extratos obtidos foram utilizados para avaliar a acdo antimicrobiana por meio dos métodos
de difusdo em disco, o qual permitiu dimensionar o halo de inibig&o, e de microdiluicdo em
caldo, no qual foi possivel estabelecer a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM). Apds os experimentos e métodos realizados, dentre 0s extratos
vegetais de maracuja-amarelo obtidos, observou-se a acdo inibitéria apenas no extrato de
sementes do fruto frente ao microrganismo S. aureus. Apesar de terem sido obtidas poucas
amostragens do extrato de semente, o qual inibiu o crescimento do microrganismo, ficou
evidente a necessidade do desenvolvimento de novos estudos de maneira mais aprofundada,
identificando possiveis caracteristicas presentes nos extratos vegetais que venham a ter a funcédo
inibitdria perante outras bactérias.

Palavras-chave: maracuja-amarelo; concentracdo bactericida minima; concentracdo inibitéria
minima; Escherechia coli; Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Regarding the important actions attributed to antibiotics, it is understood the necessary and
constant search for solutions that allow from the control of bacterial development, to its
eradication. Over the years, many studies are being developed regarding the use of vegetables
as precursors of products that allow treatment or cure of diseases, pest control, among other
purposes. From this information and characteristics, this work aimed to analyze the
antimicrobial activity of plant extracts, aqueous and methanolic, of the species Passiflora edulis
Sims, against the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The collection of the
plant material was collected, referring to the leaves, peels and seeds of the yellow passion fruit.
Subsequently, in order to obtain the aqueous and methanolic extracts, drying, maceration,
grinding, addition of solvents, filtration, rotoevaporation were carried out, according to each
stage and methodology duly pre-established. The following groups were established: Group 1,
Group 2, Group3 (both through extracts obtained from leaves collected in two stages), Test
Group - macerated leaves, Test Group - seeds and Test Group - peels, totaling 114 samples.
Statistical calculations were performed with the data obtained from each of the samples, and
the variability of each group was determined, obtaining high coefficients of variation, observing
greater variability in samples with concentrations of methanolic or aqueous solvent of
proportions 70:30. The extracts obtained were used to evaluate the antimicrobial action by
means of disk diffusion methods, which allowed sizing the inhibition halo, and broth
microdilution, in which it was possible to establish the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC). After the experiments and methods
performed, among the yellow passion fruit plant extracts obtained, the inhibitory action was
observed only in the fruit seed extract against the microorganism S. aureus. Despite the fact
that few samples of the seed extract were obtained, which inhibited the growth of the
microorganism, it became evident the need to develop new studies in more depth, identifying
possible characteristics present in the plant extracts that may have an inhibitory function against
other species bacteria.

Keywords: yellow passion fruit; minimum bactericidal concentration; minimum inhibitory
concentration; Escherechia coli; Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

A busca em compreender a acdo das mais diversas bactérias existentes atualmente,
como suas constantes mutacOes, permite abertura de uma gama de possibilidades para o
emprego de variadas metodologias que venham a permitir desde o controle de seu
desenvolvimento até sua erradicacdo. Frente a isso, a existéncia de inimeras doencas causadas
por bactérias, intensifica a importancia do uso de antibidticos adequados. Apesar do constante
desenvolvimento de antibidticos, a resisténcia bacteriana aumenta em ritmo acelerado, tornando
desafiadora a criagdo de um método adequado para as mais diversas formas de infeccbes
acometidas tanto em individuos humanos, quanto aos que se referem a veterinaria
(WANNMACHER, 2004; GUIMARAES et al., 2010; KADOSAKI et al., 2012).

Santos et al. (2020, p. 30) ponderaram que o uso de plantas para fins medicinais “[...]
é tdo antigo quanto a espécie humana, assim, esse conhecimento representa, muitas vezes, um
recurso terapéutico para muitas comunidades e grupos étnicos e que ndo dispdem de acesso a
outros tratamentos convencionais e disponiveis”. Em seus estudos, Dutra et al. (2016, p.1)
afirmaram que “uma alternativa eficaz e economica tem sido o desenvolvimento e o uso de
produtos naturais com propriedades antimicrobianas”.

No que se refere a disponibilidade de medicamentos, é valido ressaltar que, conforme
descrevem Guimardes et al. (2017), o alto custo e acesso restrito de parte da populacédo
brasileira aos antibioticos, corrobora com a necessidade de serem desenvolvidas formas
alternativas de tratamentos que possibilitem amenizar efeitos antagdnicos e riscos devido uso
inadequado dos medicamentos convencionais. Ainda segundo Guimarées et al. (2017, p. 84)
“[...] algumas plantas podem representar uma excelente fonte para a busca de novos compostos,
visto que a flora brasileira é altamente diversificada em espécies”. Seguindo estes preceitos,
neste trabalho foram analisados extratos vegetais da espécie Passiflora edulis, conhecida como
maracuji-amarelo ou maracuja-azedo.

Partindo do conceito de que existem as mais diversas adaptacGes e resisténcias
bacterianas, testou-se a eficacia da atividade antimicrobiana através de extratos vegetais de
Passiflora edulis, em meio aquoso e metanodlico, frente a cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. A primeira bactéria habita de forma natural o intestino de seres
endotérmicos compreendendo estes como os mamiferos e aves, sem que haja qualquer
manifestacdo de doenca. A segunda trata-se de uma bactéria de formato esférico, Gram-

positivo, encontrada geralmente em fossas nasais e pele, que pode causar pequenas infec¢oes
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até infeccGes mais intensas e graves. Bactéria esta que apresenta grande resisténcia e capacidade
de adaptacéo, desde altas temperaturas até as mais frias (SANTOS, A. L. et al., 2007).

Considerando as caracteristicas peculiares, fatores quimicos e que sdo facilmente
encontradas nos seres humanos, as bactérias selecionadas para este estudo possibilitam a
realizacdo de experimentos e testes metodolégicos mais aprofundados. Além disso, sabendo
gue as mesmas podem causar efeitos adversos entre a populacdo, a aplicabilidade de compostos
obtidos naturalmente, como o caso dos extratos vegetais do maracuja-amarelo, para fins de acédo
inibitdria sobre estas bactérias, quica permitira a manipulacdo de medicamentos naturais com
maior frequéncia, visando diminuir o uso, quase descontrolado, de antibioticos manipulados e
comercializados atualmente.

Compreender que o processo de desenvolvimento bacteriano vem sendo fonte de
inspiracdo para muitos estudos, sobretudo, encontrar meios de inibir a proliferacdo de toda e
qualquer bactéria, que possa trazer maleficios, torna-se o ponto de maior relevancia. Embora
os referidos microrganismos venham adquirindo resisténcia frente a antimicrobianos existentes,

a busca por meios alternativos é o que fundamenta e justifica este trabalho.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Testar 0 uso de extratos vegetais aquoso e metandlico, obtidos por meio de folhas,
cascas e sementes de Passiflora edulis Sims, como fonte alternativa para producdo de

antibiotico natural, frente microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

2.2 Objetivos especificos

Obter extratos aquoso e metandlico de Passiflora edulis Sims;

Analisar a ocorréncia de acdo inibitoria e/ou efeitos sobre os parametros bioldgicos
das bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, mediante diferentes concentracdes do
extrato de Passiflora edulis Sims;

Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) dos extratos vegetais;

Verificar se a espécie, Passiflora edulis Sims, fornece evidéncias fitoquimicas para a

obtencdo de futuros farmacos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Informacdes botanicas de Passiflora edulis Sims

Passiflora edulis, conhecido também como maracuja-azedo, pertencente a familia
Passifloraceae € uma planta proveniente de clima tropical e possui uma significante
distribuicdo, sua cultura esta em constante expansdo tanto para a producdo do fruto para o
consumo in natura, quanto para a producdo de suco, sendo o Brasil o maior produtor e
consumidor deste fruto (MELETTI; BRUCKNER, 2001; FALEIRO et al., 2017).

O maracuja é uma planta frutifera, bastante cultivada e apreciada nas diversas regides
do mundo. Tem-se em vista que sua importancia comercial se iniciou na segunda metade dos
anos 70, quando apresentou melhores indices na exportacdo. No entanto nos anos 80, surgem
novos paises produtores de maracuja impactando o mercado internacional (SAO JOSE; PIRES,
2011).

Em seus trabalhos, Villagra e Romaniuc Neto (2011, p. 370) caracterizaram um

exemplar de Passiflora edulis Sims como:

Trepadeira lenhosa, preensil, gavinha axilar simples. Ramos estriados, glabros. Folhas
simples, alternas, profundamente 3-lobadas; lobo central 6-6,8 x 3,2-4,4 cm; lobos
laterais 4,7-5,6 x 2,4-3,4 cm, elipticos, membranaceos, glabros; apice agudo a
acuminado; margem glanduloso-serreada; base obtusa; aguda a cordada; venacéo
actinddroma, 3-nervada; peciolo 2,9-3,4 cm compr., estriado, glabro, 1 par de
nectarios no apice préximo a base do limbo, sésseis ou curtamente estipitados. Flores
solitarias, axilares, ca. 4 cm compr., pedicelo ca. 1,5 cm compr.; sépalas carnosas;
pétalas alvas, corona em 5-7 séries. Bagas globosas ou ovoides, 4,8-6,6 cm diam.

O uso do maracuja é variavel, considerando as muitas espécies existentes e riqueza de
bioativos presentes na planta, servindo desde fruto comestivel até o uso popular de maneira
medicinal (FALEIRO et al., 2017). O cultivo e a comercializacdo do maracuja-azedo sdo de
grande relevancia no Brasil, considerando a qualidade dos frutos, tornando o pais o maior
produtor mundial, conforme afirmam Zeraiki et al. (2010). Corroborando com estes dados,
Meletti (2011), afirma que a cultura do maracuja apresenta destaque no pais no que se refere a
fruticultura, visto a mesma ser a escolha agricola por muitos produtores devido seu rapido
retorno econémico (MELETT], 2011).

De acordo com dados apontados pelo IBGE (2020) no ano de 2019, o Brasil produziu
593.429 toneladas de maracuja, colhidas em uma area de 41.584 hectares, com rendimento
médio de 14.271 kg ha*(quilogramas por hectare). Ainda de acordo o IBGE (2020) no ano de
2019, as regides brasileiras que mais produziram a cultura do maracuja foram: a Regido

Nordeste com rendimento médio de 13.370 kg ha, compondo 64,5% da produgéo anual; em
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seguida a Regido Sudeste com rendimento médio de 16.910 kg ha*, correspondente a 15,10%
da producdo anual; e a Regido Sul com rendimento médio de 20.500 kg ha?, que
corresponderam a 11,30% da producdo anual do referido fruto. Dentre os estados que
realizaram o plantio de maracuja, destacaram-se Bahia, Ceard, Santa Catarina, Minas Gerais e

Sao Paulo, que juntos apresentaram 71,30% da producdo média anual.

3.2 Extratos vegetais

Compreendem-se por extratos vegetais, misturas complexas constituidas por produtos
naturais. Nota-se atualmente que diversos estudos relacionados a extratos vegetais estdo sendo
realizados, na perspectiva da descoberta de novos agentes antimicrobianos com atividade eficaz
contra microrganismos patogénicos, semelhantes aos tradicionalmente utilizados, no entanto
com grau de toxidade e impacto ambiental menor (BONA et al., 2014).

A conscientizacdo comum sobre a necessidade de preservacdo do meio ambiente, tem
refletido nas buscas em testes com produtos naturais, provindos de material vegetal, como
alternativa para um possivel controle de microrganismos patogénicos (VENTUROSO et al.,
2011).

No que se refere as diversas formas de utilizacdo das plantas, Veggi (2009, p. 1) afirma
que:

As plantas possuem uma variedade de compostos quimicos em suas folhas,
raizes, e flores com propriedades altamente atrativas capazes de prover, além
da nutricdo basica, beneficios a salide, como a preservacao e/ou o tratamento
de doencas. Por este motivo e pelo crescente interesse da populagdo no
consumo de alimentos, cosméticos e produtos medicinais, derivados de fontes
naturais, tem se intensificado o nimero de pesquisas no sentido nao sé de obter
produtos derivados, que possam ter suas propriedades potencializadas, mas
também de buscar alternativas para ampliar sua produg&o.

Mamprim (2011) em seus estudos, pondera que 0s extratos vegetais comprovam uma
eficacia contra inmeros problemas de ordem fitossanitaria, com diversas vantagens sobre 0s
sintéticos, viabilizando, no entanto, menor impacto ambiental, baixo indice de residuos nos

alimentos e maior seguranca aos operadores.



19

3.2.1 Extrato vegetal de Passiflora edulis Sims

No decorrer dos anos, estdo sendo desenvolvidos mais estudos no que se referem a
aplicabilidade de extratos vegetais. Dentre esses trabalhos, foram relatadas eficiéncias até
mesmo quanto a inducéo de resisténcia em plantas no combate a patégenos (CAVALCANTI et
al. 2006; MEDEIROS et al. 2009; SANTOS, F. S. et al. 2007; XAVIER, 2011). O
desenvolvimento destes e outros estudos permitem verificar e ganhar atengdo quanto a gama de
compostos, minerais, vitaminas, encontrados nos extratos vegetais, como é o caso do maracuja-
amarelo (ROTILI, 2012).

Corroborando com as pesquisas ja desenvolvidas com extratos vegetais de maracuja-
amarelo, Xavier (2011) apresentou em seu trabalho a possibilidade de extratos derivados da
casca deste vegetal serem capazes de atuar como indutores de resisténcia contra ampla gama de
patdgenos, aplicados em tomateiros com presenca de mancha-bacteriana, conferindo niveis de
protecdo satisfatorios.

Zeraiki et al. (2010) descrevem a agdo positiva ocasionada com o uso de extrato seco
de casca de maracuja-amarelo em controle glicémico, em tratamentos realizados em portadores
do diabete mellitus tipo Il. Descrevem, ainda, que ha possibilidade deste mecanismo estar

relacionado com a presenca de pectina como componente deste vegetal.

3.3 Bactérias

As bactérias sdo organismos pertencentes ao reino Monera que medem entre 0,5um
(micrémetro) e 1um. Estes organismos sdo procariontes, constituidos por apenas uma Unica
célula (unicelular), com parede celular formada por polissacarideos e peptideos. Esta célula ndo
apresenta nucleo individualizado e delimitado pela carioteca, com auséncia de organelas
celulares. A locomocdo destes seres é realizada por flagelo, sendo encontradas nos mais
diversos ambientes que compde a biosfera. Do grego bakteria: bastdo, S&0 0s menores seres
vivos conhecidos, no entanto representam o grupo de organismos mais humeroso do mundo
bidtico (NOGUEIRA; SILVA FILHO, 2015).

Para fins de classificacdo quanto a caracteristica alimentar, podem ser separadas em
duas categorias: seres autotréficos e seres heterotroficos, ou seja, com capacidade de sintetizar
seu proprio alimento por meio da fotossintese e quimiossintese, e incapazes de sintetizar seu

préprio alimento, respectivamente. Dentro do reino a que pertencem, a caracteristica como
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autotrdficas é a de menor ocorréncia. Quando heterotroficas, precisam recorrer a uma fonte
organica qualquer para obter sua energia bioldgica necesséria & manutengdo da sua atividade
metabolica (BIZZO, 2011).

Estes organismos reproduzem-se de forma assexuada, pelo processo denominado
cissiparidade, no qual um organismo se divide dando a origem a outros dois organismos
idénticos. Em algumas espécies o processo de reproducao pode ocorrer pela recombinagdo do
material genético — conjugacéo, no qual bactérias geneticamente diferentes se unem por meio
de pontes citoplasmaticas. A doadora injeta parte do seu material hereditario na bactéria
receptora, entdo as mesmas se separam. No interior da receptora ocorrem recombinacgdes
génicas, originando novas bactérias portadoras de material genético recombinado (VARGAS-
FLORES; KUNO-VARGAS, 2014).

Apresentam fundamental importancia ecoldgica para a manutencdo da vida em nosso
planeta, destacando-se as bactérias decompositoras ou saprdfitas, assim chamadas, quando
junto aos fungos decompde a matéria organica morta, transformando-a em inorgéanica, sendo
essa reaproveitada por outros seres, principalmente pelos clorofilados. Podem estar associadas
a outros organismos Vvivos, estabelecendo uma relacdo com beneficios matuos, considerado
assim uma relagdo de mutualismo (NOGUEIRA,; SILVA FILHO, 2015).

3.3.1 Escherichia coli e suas particularidades

A espécie Escherichia coli, tem se tornado o microrganismo mais conhecido na area
da microbiologia, muito se sabe da sua composicdo bioquimica, no entanto sua genética
continua sendo amplamente estudada, e se torna uma ferramenta importante para a pesquisa
bioldgica. Seu habitat é caracterizado mais comumente o trato intestinal dos seres humanos,
portanto sua presenca na agua e nos alimentos se torna uma indicacdo de contaminac&o.
Normalmente ndo se considera como um microrganismo patogénico, entretanto, pode ser
causadora de infeccdes (TORTORA et al., 2017).

Pertencente ao género Escherichia e a familia Enterobacteriaceae, € uma bactéria
anaerdbia facultativa e com oxidase negativa. E a espécie mais pesquisada mundialmente,
devido a sua importancia a satde publica e a recorréncias em enfermidades entéricas (LIMA,
2015). Caracteriza- se como bastonetes gram-negativos, € comensal, haja visto que habita o

intestino sem causar enfermidades, porém pequena parte das estirpes desta bactéria apresenta



21

patogenicidade responsavel por enfermidades (DRUMOND et al.,2018). A Figura 1 demonstra,

uma microscopia eletrdnica desta bactéria.

Figura 1 — Microscopia eletronica da bactéria Escherichia coli

AGGV' Spot Magn Def WD Exp pb——-— 4 5im
300 kv 3.0 6836x SE 84 3 .

Fonte: Janice Haney Carr, USCDCP, 2001. )

De acordo com sua morfologia, Escherichia coli, apresenta uma membrana plasmatica
lipoprotéica com espessura de 8nm (nanémetro), que sofre invaginacgdes, formando estruturas
chamadas de mesossomos, que aumentam a superficie da membrana e atuam como local de
concentracdo enzimatica, sendo as principais enzimas, as que fazem parte do processo de
respiracdo celular. Externamente é envolvida por uma parede celular, sendo esta parede uma
lamina densa e homogénea, com polipeptidios ligados a dissacarideos. S8 moveis, por
apresentarem flagelos na superficie celular.

Produtora de colcina, proteina toxica e letal para outras bactérias, com definicdo de
dois mecanismos de acdo comum: degradacdo das membranas de células bacterianas e
degradacdo do DNA pela DNAse. Apresentam, assim, vantagem na competicdo por fontes
nutritivas, com importancia médica no tratamento de infeccBes causadas por bactérias
resistentes a antibioticos (LEVINSON, 2016).

Conforme Levinson (2011, p. 29), “O material genético de uma bactéria tipica,
Escherechia coli consiste em apenas uma molécula de DNA circular, com massa molecular de
aproximadamente 2x10° e por 5x10° pares de bases”. Este autor ainda descreve que a
reproducdo ocorre por fissdo binéria, no qual uma célula parental d& origem a duas novas
células, sendo que seu tempo de duplicacdo € de aproximadamente vinte minutos, originando
cerca de um milh&o de progénie em cerca de sete horas. Fatores como quantidade de nutrientes,
temperatura, pH, entre outros, podem interferir no tempo de duplicacéo.

De acordo com Madigan et al. (2016), as linhagens patogénicas de Escherichia coli

sdo agrupadas com base no tipo de toxina que produzem e na especificidade de enfermidades
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que acarretam. Essas linhagens provocam muitas vezes enfermidades graves, podendo levar o
individuo a necessidade de hospitalizagdo, ocasionando enfermidades diarreicas que oferecem
risco a vida e problemas no trato urinario.

Os diferentes tipos de E. coli, que ocasionam infecces intestinais, podem ser
compreendidos em: enterotoxigénica, enteroinvasiva, enteropatogénica e enterohemorragica.
No entanto, alguns tipos de E. coli nocivos adentram ao organismo devido o consumo de &gua
ou alimentos contaminados, causando gastroenterite com diarreia intensa e com muco ou
sangue (LEMOQOS, 2019).

3.3.2 Staphylococcus aureaus: caracteristicas e patogenicidade

Descrito pela primeira vez em 1880, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston, diante
de uma formacdo de pus em um abscesso cirlrgico, trata-se de microrganismos Gram positivos
com diametro de aproximadamente 1,5um imoveis, ndo-esporulados e ndo-encapsulados.
Podendo ser encontrado sob varias formas como isoladas, aos pares ou até mesmo em coldnias,
a bactéria Staphylococcus aureus tornou-se o microrganismo mais comum em infeccGes
(SANTOS, A. L. et al., 2007). A seguir, na Figura 2, observa-se esta bactéria por meio de

microscopia eletronica.

Figura 2 — Microscopia eletronica da bactéria Staphylococcus aureus

UKV 9.0 50000x SE 8.3

Fonte: Janice Haney Carr, Matthew J. Arduino, DRPH, USCDCP, 2001.

Leite (2008, p, 22) descreve que:

A patogenicidade de S. aureus € um processo que envolve uma grande
guantidade de componentes extra-celulares e da parede celular, que séo
coordenadamente expressos durante os diferentes estagios da infeccdo. Esses



23

estagios podem ser definidos como: colonizacdo, evasdo das defesas do
hospedeiro, divisdo celular e disseminacao bacteriana.

Cepas de Staphylococcus aureus apresentam capacidade de resisténcia a agentes
antimicrobianos devido ao uso intensificado de antibidticos (LEITE, 2008). Causador mais
comum de pneumonias, infec¢bes sanguineas, nosocomiais e prevalentes em infeccbes de
ferimentos (MADIGAN et al., 2016). Moura et al. (2011, p. 85) descrevem que “os fatores de
risco identificados para infec¢bes por S. aureus incluem o aumento do uso de procedimentos
invasivos, em especial os cateteres, uso abusivo de antimicrobianos e dificuldade na adeséo as
praticas de precaucdes padrdo; o que aumenta a transmissao do microrganismo”.

De acordo com Tortora et al. (2017), a espécie estafilocdcica mais importante é
Staphylococcus aureus devido a sua pigmentacdo, sdo microrganismos anaerdbios facultativos,
algumas de suas caracteristicas apresentaveis sdo responsaveis pela sua patogenicidade devido
a producdo da grande quantidade de toxinas aumentando assim a viabilidade de invasao e

danificacdo de tecidos em um individuo.

3.4 Microdiluicdo em caldo

Para a determinacdo do aspecto de sensibilidade aos antimicrobianos, o antibiograma,
tem se tornado umas das fundamentais atividades realizadas por laboratorios de microbiologia
clinica. O resultado desses testes auxilia na apropriacdo da terapia antimicrobiana mais
assertiva. Sendo assim, varias metodologias estdo disponiveis, porém a metodologia de
microdiluicdo em caldo é considerada padrdo-ouro e € laboriosa para ser executada por um
laboratério de rotina (CAMPANA et al., 2011).

3.5 Cromatografia liquida

A palavra cromatografia é originada do grego, e no que se refere a tradugdo literal
temos chrom (chroma) = cor, e graphie (graphein) = escrever, escrita, no entanto, conforme
mencionado por Amorim (2019), o processo cromatografico ndo é dependente de cor. Este
método se baseia na separacdo dos componentes de uma amostra/solucéo tendo por base as
caracteristicas fisico-quimicas de cada molécula (COLLINS et al., 1997; DEGANI et al., 1998;
PERES, 2002; SILVA, 2012).
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O termo cromatografia foi inicialmente descrito em publicagdes realizadas pelo
botanico russo Mikael S. Tswett, em 1906. Entretanto, ao utilizar esta metodologia em seus
experimentos com extratos foliares, a mesma nao foi muito bem compreendida. Somente apds
estudos de Kuhn, Lederer e, posteriormente, Martin e Synge, foi possivel o desenvolvimento
de varios trabalhos e, consequentemente, aprimorar a aplicacdo da cromatografia em areas
variadas (AMORIM, 2019). A partir de entdo, diversos novos estudos surgiram, o que permitiu
aprimorar cada vez mais 0 método cromatografico.

A técnica de cromatografia, segundo Amorim (2019, p. 10), “[...] pode ser usada na
identificacdo de compostos, por comparacdo com padrdes previamente testados, na purificacdo
de substancias, separando-se as indesejaveis e na separagdo de componentes em uma mistura”.
Conforme afirmam Degani et al. (1998) o processo cromatografico apresenta grande
versatilidade, visto que apresenta variedade no que diz respeito as combinac¢es entre suas fases
moveis e estacionarias, podendo ser aplicado em diversas analises. Estes autores ainda
ponderam que a cromatografia apresenta classificagOes variadas, seja de acordo com a fase
fisica do sistema cromatogréafico, seja pela fase estacionéria utilizada ou, ainda, pelo meio de
separacéo.

Conforme descrito, o processo de cromatografia apresenta duas fases: fase
estaciondria, geralmente sélida ou liquida, e fase mével, sendo liquida ou gasosa. Para que se
obtenha eficiéncia na utilizacdo deste método é necessario que 0s componentes da
solucdo/amostra interajam de maneira diferente entre as fases movel e estacionaria. E valido
ressaltar que o diametro da coluna e de suas particulas podem influenciar diretamente na
separacdo da referida amostra, portanto sua escolha é de grande relevancia. Além disso,
considerando que o cromatdgrafo € um aparelho extremamente sensivel, todo material,
solvente, entre outros, que seja utilizado deve apresentar o mais alto grau de pureza (AMORIM,
2019; COLLINS et al., 1997).

Mihlen e Lancas (2004) descrevem que a temperatura causa efeitos sobre parametros
fisicos, bem como em aspectos diretamente relacionados a coluna, ou seja, a fase estacionaria
da cromatografia liquida, sendo assim, entende-se que importantes parametros sdo

relativamente influenciados com a temperatura.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ldentificacdo e coleta do material vegetal

Uma exsicata do vegetal Passiflora edulis Sims, de aproximadamente 40cm contendo
folhas e flor, foi coletada no dia 19 de novembro de 2020, em uma propriedade rural localizada
na Comunidade Ney Braga, no interior do municipio de Cafelandia no oeste do Parand. A
Figura 3, a seqguir, refere-se ao exemplar da coleta e Figura 4, demonstra detalhes da flor deste

mesmo exemplar, para o procedimento de catalogacéo e identificacdo do vegetal.

Figura 3 - Exemplar ,do\\‘/e etal

Fonte: Autoria prépria (2021)

A exsicata foi encaminhada para a catalogacdo, realizada pelo Herbéario da
Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNOP e a mesma foi determinada por Imig, D. C.,
recebendo o numero: UNOP: 10794. Apos a identificacdo, realizou-se a coleta das folhas deste
vegetal em trés momentos, A primeira coleta foi realizada no dia 13 de fevereiro de 2021 e, a
segunda, no dia 20 do mesmo més e ano, na estacdo do verdo, ambas coletadas nas primeiras

horas da manha, apresentando uma temperatura ambiente de 19°C (grau Celsius) e 20°C, com
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umidade do ar de 93% e 81%, respectivamente, conforme dados meteoroldgicos obtidos pelo
Climatempo (2021) nas datas correspondentes.

A terceira coleta de material vegetal ocorreu no dia 30 de junho de 2021, na estacao
do inverno, nas primeiras horas do amanhecer, com temperatura ambiente de 25°C e umidade
de 60% conforme dados obtidos pelo Climatempo (2021). Nesta vez, para ampliacdo dos testes,
além das folhas, foram também coletados alguns frutos.

4.2 Preparo do material vegetal: secagem, maceracgao e trituracéo

As folhas obtidas na primeira coleta foram acondicionadas em estufas de secagem e
esterilizacdo, modelo SL - 100 marca Solab, conforme é possivel observar na Figura 5, sob uma
temperatura de 40°C por um periodo de 72 e 84 horas, atingindo umidade aproximada de 14%
e 12% respectivamente, verificada por uma balanca determinadora de umidade I-Thermo 62L
CAPAC. 60G/0,01G — LCD retroiluminado com regulagem infra, da marca BEL.

Figura 5 - Folhas coletadas em estufa de secagem
: —— .

Fonte: Autoria propria (2021)

Quanto a segunda coleta, antes de serem levadas ao processo de secagem em estufa,
as folhas foram separadas em trés amostragens de peso e verificada a umidade de cada
amostragem por uma balanca determinadora I-Thermo 62L CAPAC. 60G/0,01G — LCD
retroiluminado com regulagem infra, da marca BEL, conforme dados informados no Quadro 1

a sequir.
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Quadro 1 - Deterrpina(;éo de umidade de material vegetal in natura
DETERMINACAO DE UMIDADE - SEGUNDA COLETA

Amostras Peso das amostras (gramas) Percentual de umidade (%o)
1 1,08 75,5
2 1,10 77,6
3 1,13 79,4

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Para fins comparativos, a reducdo da umidade por temperatura das primeiras folhas
equivale a um processo mais especifico e de baixo teor no quesito obtencdo de extrato, pois
demanda maior quantidade de material vegetal, visto a perda de agua. J& considerando o
material in natura da segunda coleta, o extrato obtido é significativamente em maior quantidade
e rapidez de processo.

Seguindo o critério de secagem descrito desde a primeira coleta, 0 material vegetal
coletado nas segunda e terceira etapas passou também pelas mesmas condicdes,
equipamentos/procedimentos que a coleta 1. Um ponto a ser considerando é que o material
vegetal da terceira coleta compde o grupo denominado Grupo Teste, visando realizar
comparagOes com os resultados obtidos mediante materiais das coletas 1 e 2. Sendo assim, 0
Grupo Teste foi composto por extratos obtidos por meio de folhas, sementes e cascas do vegetal
objeto de estudo.

Dos frutos coletados, separou-se sementes e cascas. Para a secagem das sementes,
retirou-se a polpa, colocando as sementes em estufa de secagem sob temperatura de 40°C por
um periodo de tempo de 48 horas. A Figura 6, a seguir, apresenta o processo de secagem destas

sementes.

processo d

Figura 6 - Seme\ntes do fruto de Passiflora ewg Sims, em

e secagem em estufa

Fonte: Autoria prépria (2021)
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As cascas foram reduzidas em pedacos menores possibilitando que o processo de
secagem ocorresse de maneira mais eficaz. Estes pedagos foram dispostos em formas e as
mesmas colocadas em estufas de secagem por um periodo de 48 horas, sob temperatura de 40°

C. Este processo esta exemplificado na Figura 7, a seguir.

processo de secagem em estufa

Figura 7 - Casca do fruto, em

= S
B 5% —
3

A Fonte Autorlé proépria (2021)

Apds a secagem de todo o material vegetal, as folhas de ambas as coletas, foram
submetidas a maceracdo. O processo de maceracdo pode ser descrito por fragmentar em
pequenas porcdes o material vegetal. Os fragmentos obtidos sdo colocados juntamente a um
solvente por um periodo estimado de tempo (KEMPES et al., 2014).

Para a atual pesquisa utilizou-se a modalidade de maceracdo dindmica, ou seja, com
movimento. Apds a maceracao, o produto resultante foi armazenado em recipientes de vidros
hermeticamente fechados, identificados, protegidos da luz e em temperatura ambiente até a sua
utilizacdo. Posteriormente, em consonancia, as sementes e cascas secas passaram por um

processo de trituracdo, utilizando um liquidificador, para a obtencdo de uma amostra uniforme.

4.3 Obtencao dos extratos vegetais metanolico e aquoso de Passiflora edulis Sims

Para a obtencdo dos extratos foi utilizado como base a metodologia de Bona et al.

(2010) e Weber (2013), com algumas adaptacdes, sendo referentes a quantidade de extrato

utilizado, tempo de incubacéo, temperatura, conforme dados a seguir.
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4.3.1 Extratos metandlico e aquoso

Para a elaboracdo do extrato vegetal metandlico, foi acondicionado em um
Erlenmeyer, com capacidade de 250 mL (mililitro), 100 mL de solvente extrator, sendo este o
alcool metilico P.A. (puro absoluto) e 10 g (gramas) de material vegetal macerado (folhas),
processo visualizado na Figura 8.

Figura 8 - Erlenmeyer com material ve

1

getal e solventes
e

Fonte: Autoria prépria (2021) ‘

A amostra obtida, solvente e material vegetal macerado, foi submetida a agitagdo em
incubadora SHAKER marca Lucadema modelo LUCA-222, conforme demonstrado na Figura
9, por trés periodos de tempo, sendo 12, 24 e 36 horas, sob uma temperatura de 27° C, com 170
rpm (rotagdo por minuto) na primeira etapa, e 12, 24, 36 e 48 horas na segunda etapa, para cada
periodo foram elaboradas e, devidamente identificadas, trés amostragens.

Figura 9 - Erlenmeyer em incubadora SHAKER
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Ao fim da agitacdo, o material foi filtrado utilizando-se papel filtro qualitativo, com
porosidade de trés micras, da marca Nalgon, em uma bomba a vacuo, modelo 122-BCP, marca
Prismatec até se obter um filtrado homogéneo. Em seguida os filtrados foram acondicionados
em vidros ambar de 100 mL, vedados e armazenados em um refrigerador para serem
posteriormente rotoevaporados.

Para serem rotoevaporados, os filtrados foram retirados do refrigerador e colocados
em um baldo volumétrico com capacidade 250 mL, para fins comparativos o baldo foi pesado
antes, apos a inclusdo do filtrado, numa balanca de precisdo, marca Shimadzu, modelo
ATY?224.

Em seguida, os filtrados foram submetidos a rotoevaporacdo, em um evaporador
rotativo SL - 126, marca Solab, sob uma temperatura de 40°C e 4 rpm, com o intuito de retirar
o solvente presente no filtrado. Apds a retirada da maior quantidade do solvente, realizou-se
nova pesagem do baldo volumétrico, adicionou-se 1 mL de agua destilada e pesagem
novamente, retirou-se entdo o material obtido e pesou-se novamente o baldo volumétrico.

Apds os procedimentos descritos, 0s extratos obtidos foram colocados em frascos de
vidro tubular com batoque e tampa, vedados com papel filme, e submetidos a refrigeracéo. E
valido descrever que os vidros tubulares foram pesados antes e posteriormente adi¢cdo do
extrato. Para a obtencéo do extrato vegetal aquoso, foram realizados os mesmos procedimentos
que para o extrato metandlico, entretanto, utilizando como solvente 100 mL de &gua destilada.

E vélido mencionar que todos os procedimentos descritos na primeira etapa de testes
desta pesquisa, também foram realizados com material vegetal in natura, ou seja, para cada
amostra com material macerado ou triturado mais solvente, foi elaborada uma amostra de
material in natura mais solvente. No entanto, na segunda etapa de testes desta pesquisa foram
elaboradas amostragens somente com materiais desidratados.

Colocou-se em Erlenmeyer, com capacidade de 250 mL, 10 g do material triturado
obtido das sementes e 100 mL de solvente extrator, sendo este o alcool metilico P.A. A amostra
obtida foi submetida a agitacdo em incubadora SHAKER, por um periodo de tempo de 24 horas,
sob uma temperatura de 27° C, com 170 rpm, e para este procedimento foram elaboradas e,
devidamente identificadas, trés amostragens. Ao fim da agitacdo, o material foi filtrado e
acondicionado em vidros &mbar de 100 mL, vedados e armazenados em um refrigerador. No
dia subsequente, os filtrados foram colocados em um baldo volumétrico com capacidade 250

mL e submetidos a rotoevaporagdo, sob uma temperatura de 40°C e 4 rpm. Apos a retirada do
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maior percentual de solvente, realizou-se nova pesagem do baldo volumétrico, adicionou-se 1
mL de agua destilada e pesagem novamente.

Vale ressaltar, que na obtencdo dos extratos provenientes da ultima coleta (folhas,
cascas e sementes) realizada do material vegetal, foi retirado do baldo volumétrico parte do
extrato sem diluicdo, a partir de entdo foi adicionado ao baldo 1 mL de agua destilada para a
retirada do extrato restante, importante frisar a pesagem do baldo volumétrico antes e apds a
cada procedimento.

Os extratos obtidos foram colocados em frascos de vidro tubular com batoque e tampa,
vedados com papel filme, e submetidos a refrigeracdo. Todos os procedimentos também foram
realizados nas mesmas condic¢des para obtencdo do extrato vegetal aquoso utilizando como
solvente 100 mL de agua destilada. A partir de entdo, testou-se eficacia e, consequentemente,
a diferenca de ambos os extratos quanto as questdes inibitdrias sobre os microrganismos
Escherichia coli LB25922, e Staphylococcus aureus LB29213, conforme descritos

subsequentemente.

4.4 Microrganismos testados

Os experimentos foram desenvolvidos nos laboratérios de Microbiologia, Quimica
Organica, Central Analitica e de Alimentos da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana —
Campus de Toledo-PR. Foram utilizadas cepas padrdo das bactérias Gram negativa de

Escherichia coli LB25922, e Gram positiva de Staphylococcus aureus LB29213.

4.5 Preparo do inéculo

Foram utilizadas cepas bacterianas de Escherechia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 29213.

De trés a cinco coldnias bacterianas foram selecionadas da placa de petri contendo
meio nutritivo Mueller Hinton (MH) Agar, e transferidas para um tubo falcon contendo 5 mL
de meio nutritivo, MH caldo esteéril. Incubou- se em SHAKER marca Lucadema modelo
LUCA-222, a 35°C sob 100 rpm, por 24 horas.
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O indculo foi padronizado em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 625nm.
Ajustou-se a turbidez dos microrganismos em crescimento com MH caldo estéril, de modo a
obter uma turbidez comparavel a da solucdo padrdo da escala McFarland 0,5, resultando em
uma suspenséo aproximada de 1x10® UFC/mL (unidade formadora de coldnia/mililitro) (CLSI,
2005; CLSI, 2008).

4.6 Disco em difuséo

Para testar a susceptibilidade das bactérias Escherichia coli LB24922 e
Staphylococcus aureus LB29213, aos extratos obtidos através das folhas, casca e sementes do
fruto de Passiflora edulis Sims, foi realizado o procedimento de disco em difuso. E valido
mencionar que o procedimento de disco em difuséo foi idealizado por Bauer e colegas em 1966
(SEJAS et al., 2003).

Em placas de petri estéril, identificadas com as cepas bacterianas e numeracdo das
amostras, colocou-se MH Agar e 10ul (microlitro) do in6culo, procedimentos demonstrados
nas Figuras 10 e 11, com o auxilio de um swab semeou-se de forma suave em trés direcfes o
indculo bacteriano na proporgdo padronizada anteriormente de aproximadamente 1x108 UFC/
mL.

Ap0s a semeadura do indculo, com o auxilio de uma pinga estéril foram impregnados
os discos de papel filtro exercendo sobre estes uma pressdo para uma boa fixagdo. Em seguida
aplicado sobre estes discos 10uL do extrato vegetal, nas propor¢des de concentracdo de

solventes, tempo e amostragens.

Figura 10 - Placas de petri com MH Agar, em fluxo laminar
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Fonte: Autoria prépria (2021)
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Figura 11 - Placas identificadas para estriamento dos microrganismos

>

Fonte: Autoria propria (2021)

Ap0s a aplicacdo dos extratos sobre os discos, as respectivas placas de petri, foram
acondicionas em estufa bacteriologica a 35°C, por um periodo de 24 horas, processo

exemplificado na Figura 12, a seguir.

Figura 12 - Placas com microrganismos em estufa bacteriologica

Fonte: Autoria prépfia (2021)

Elaborou-se neste procedimento uma placa comparativa para cada microrganismo
utilizado, aplicando-se discos de antibidticos comerciais, sendo eles: Ampicilina, Vancomicina,
Tetraciclina e Gentamicina para posterior analise da dimensdo dos halos de inibig&o,
verificando aos dados do antibiograma como controle positivo, e para controle negativo
elaborou-se uma placa somente com os microrganismos e discos de papel filtro, comparando
estes com os possiveis halos formados nas placas contendo o extrato vegetal aplicado os discos.
Ao final deste periodo, as placas foram retiradas da estufa e analisou-se a presencga ou auséncia

do halo de inibigéo.
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4.7 Teste de Microdiluicdo em caldo

Foram utilizadas algumas suspensdes bacterianas em diluicdo para a obtencdo de um
indculo em uma concentracio de 1x108UFC/mL na qual foi determinada a CIM, e para isso foi
utilizada como base de apoio a metodologia apresentada por Bona et al. (2010), apresentando
algumas adaptagdes, sendo estas a quantidade de MH caldo estéril, quantidade de extrato e de
indculo, além da diferenca de temperatura e tempo de incubacéo.

Aliquotas de 100 uL de MH caldo estéril foram colocadas em pogos de placas de
microdiluicdo, posteriormente adicionou-se na primeira fileira das respectivas placas
quantidades de 10, 20, e 30 uL de extrato vegetal metandlico de Passiflora edulis Sims. Na
segunda fileira das placas adicionou-se as mesmas quantidades do extrato vegetal e realizaram-
se diluices sucessivas entre 0s pocos, onde cada diluicdo diminui pela metade do valor da
concentracdo do extrato vegetal metanolico de Passiflora edulis Sims. Em seguida as placas
foram incubadas em estufa bacterioldgica por um periodo de 24 horas, submetidas a uma
temperatura de 37°C.

Para os controles negativos foram utilizados pocos contendo apenas MH caldo esteril
e contendo MH caldo com adi¢do do extrato vegetal. Para que as CIMs pudessem ser
determinadas utilizou-se por base a presenca ou auséncia da turvagdo do material, sendo que
onde ocorreu turvacgdo, indicou crescimento bacteriano, e onde houve a auséncia da turvagao
ndo houve crescimento bacteriano.

De uma maneira sucinta, foi realizada a investigacdo da menor concentracdo do
extrato, onde se apresenta eficacia para ocasionar inibicdo no crescimento bacteriano. Além
disso, os testes foram executados em triplicata para cada quantidade utilizada do extrato vegetal
de Passiflora edulis Sims.

Para a aceitavel determinacdo da CBM, baseou-se na metodologia de Santurio et al.
(2007) com algumas modificagdes. Dos respectivos pocos das placas, foi efetuada uma retirada
da aliquota de 5 puL na qual foi inoculado em uma placa de Petri, contendo nesta placa de Petri
agar MH, na sequéncia o material foi incubado em estufa bacterioldgica por um periodo de 24
horas sobre uma temperatura estimada de 37°C. A partir de entdo obteve-se a defini¢cdo da CBM,
a menor concentracdo bactericida capaz entdo de causar a morte das bactérias. Assim como a

CIM, na CBM os testes foram executados em triplicata.
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4.8 Estudo cromatogréfico: qualificando moléculas

No presente estudo utilizou-se 0 método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) ou, como também é conhecida, High Performance Liquid Cromatography (HPLC).
Para a realizacdo deste procedimento, necessitou-se preparar devidamente as fases movel e
estacionaria.

Para o preparo da fase mdvel foram utilizados 5 mL de &cido acético glacial P.A.+
methanol e 100 mL de agua purificada. Em um baldo volumétrico com capacidade de 1000 mL,
foi realizada a filtragem a vacuo, sob 700 rpm, com membrana de celulose organica, com
porosidade 0,45um. Apos este procedimento, foram realizadas as medic¢des de pH. Para a fase
estacionaria, realizou-se a regeneracdo da coluna reversa, através de bombeamento de solucdes
de metanol, isopropanol e cloroférmio (com fluxos invertido e normal). O analito, ou seja, a
solugéo a ser injetada, foi uma amostra de extrato de P. edulis, preparada anteriormente pelos
processos de maceracgdo, pesagem, diluigcéo, rotoevaporacao.

Para a realizacdo da cromatografia, foi utilizado um Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia (UHPLC) Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fischer Scientific), equipado com
detector UV/VIS (VWD-3400RS), bomba quaternaria (LPG-340SD), forno (TCC-3400RS) e
sistema de injecdo manual. As condi¢cBes cromatogréficas utilizadas foram: coluna de fase
reversa C18 (250 x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 pm; temperatura do forno 40°C;
comprimento de onda de detecgdo 295 nm; fluxo de 1,0 mL min; volume de inje¢do 20 puL;
fase maével: agua ultra pura acidificada com acido acético 0,5% (pH 2,91): metanol acidificado
com é&cido acético 0,5% (pH 3,85), com eluicdo por gradiente. A composic¢do inicial foi
H>O:metanol (85:15), com aumento de metanol até 30 minutos (40:60), essa proporg¢do foi
aumentada até 35 minutos (5:95), mantendo essa proporcao até 40 minutos. Apos a passagem
pelas fases movel e estaciondria, o detector coletou todas as informacdes, repassando as mesmas
para o software Chromeleon do aparelho utilizado, até que os dados fossem completamente
detectados.
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5 RESULTADOS

Ao término dos procedimentos de coleta, secagem e rotoevaporacdo, foram obtidas
variadas quantidades de extratos de Passiflora edulis. Estes dados estdo descritos nos
Apéndices A, B, C, D, E e F, de acordo com suas respectivas concentra¢cbes metanolica e
aquosa, bem como os periodos de tempo necessarios.

O Grupo 1, composto por 27 extratos, mediante trés intervalos de tempo, sendo 12, 24
e 36 horas, e trés amostragens correspondentes a cada concentracdo de solvente sendo: 100%
metanol, 70% metanol e 100% &gua. Dados referentes este grupo estdo dispostos no Apéndice
A. As quantidades de extratos obtidas variaram entre 1,06 g e 3,63 g. A partir dos dados,
determinou-se o coeficiente de variacdo de 28,25% e desvio padrdo aproximado de 0,689g.

Pimentel-Gomes (1990, p.7) classifica os coeficientes de variacdo como “[...] baixos,
quando inferiores a 10%, médios, quando de 10 a 20%, altos, quando de 20 a 30%, muito altos,
quando superiores a 30%”. Sobre esta caracteristica é possivel classificar o coeficiente de
variagdo como alto para o referido Grupo 1. E possivel observar a variabilidade do grupo nos

boxplots a seguir, identificados nas Figuras 13 e 14.

Figura 13 - Boxplot demonstrando variacdo em quantidade de extratos obtidos por meio de utilizacéo de

concentracdo metanolica como solvente extrator no Grupo 1
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

O Teste de Tukey a 5% de significancia indicou que o extrato com solvente
metanolico, assim como com o solvente aquoso, resultou em uma quantidade final de extrato
estatisticamente superior, apresentando média aproximada de 2,44 g. E possivel observar na
Figura 15, o demonstrativo das médias de extratos vegetais obtidos de acordo com as

concentragOes de metanol utilizadas para extragéo.
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Figura 14 - Boxplot demonstrando varia¢do em quantidade de extratos obtidos por meio de utilizacéo de
concentracdo aquosa como solvente extrator no Grupo 1

Q |
«@

[e]
S
& 2 . o .
R ——
- o)
o Q
-~ T T T
0 100 30

Cragua

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Figura 15 - Teste de comparagéo de médias da quantidade de extrato obtida por meio de utilizagéo de
concentragdo metanolica como solvente extrator, teste de Tukey a 5% de significancia - Grupo 1
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

E valido mencionar que, para este grupo, nos boxplots em que se utilizou concentrago
100% de metanol ou 100% agua, evidenciou-se uma particularidade, apresentando ora valores
muito baixos, ora valores muito altos, os chamados outliers, que sdo dados localizados fora da
zona de maior concentracao de resultados.

As amostras do Grupo 2 foram determinadas com trés periodos de tempo, elaborando
trés amostragens referentes cada concentracdo de solvente, diferindo apenas no periodo de
tempo de secagem das folhas em estufa e, por consequéncia, no percentual de umidade, também
totalizando 27 extratos. Verificou-se que as quantidades de extratos variaram entre 1,08 g e
3,31 g, e estes dados estdo dispostos no Apéndice B. E, ainda, nas concentracdes de metanol e
agua com propor¢des 70:30 e 30:70, observou-se quantidades estatisticamente superiores de
extratos em relagdo aos demais dados, apresentando, ainda um coeficiente de variagdo
aproximado de 28,19%, classificado como alto, segundo o critério de classificacdo de Pimentel-
Gomes (1990).
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Atraveés das Figuras 16 e 17, € possivel observar a variabilidade obtida em quantidade
de extratos do referido Grupo 2. Foram obtidos como média um valor aproximado de 2,279 e
desvio padrao de 0,639 g. Em ambas as concentracfes de solventes para este grupo observou-

se alguns pontos baixos bem distantes em comparacdo com 0s demais extratos.

Figura 16 - Boxplot demonstrando varia¢do em quantidade de extratos obtidos por meio de utilizacéo de
concentracdo metanolica como solvente extrator no Grupo 2
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Figura 17 - Boxplot demonstrando varia¢do em quantidade de extratos obtidos por meio de utilizacéo de
concentragdo metanolica como solvente extrator no Grupo 2

<
)

kel
[
g o . o g
o | /4
- 0
o o]
~ T T T
0 100 30

Cragua

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Na Figura 18 observam-se as médias obtidas em quantidade de extratos conforme cada
concentracdo de metanol do Grupo 2 e € possivel evidenciar que as concentracdes de solvente

com proporgdes 70:30 foram as que apresentaram maior média de extrato.
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Figura 18 - Teste de comparagdo de médias da quantidade de extrato obtida por meio de utilizagéo de
concentracdo metanolica como solvente extrator, teste de Tukey a 5% de significancia - Grupo 2
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

O Grupo 3, representado no Apéndice C, apresenta uma particularidade, visto que as
folhas foram processadas de forma in natura. Para este grupo também foram elaboradas trés
amostragens para cada concentracdo de solvente, com percentuais de umidade variando entre
75,5 e 79,4%, conforme ja descrito no Quadro 1, obtendo-se 27 extratos. Observa-se que 0S
extratos obtidos através das folhas in natura, estdo em menor propor¢do em relacdo aos demais
grupos, apresentando quantidades que variam entre 0,77 g e 2,84 g.

A Figura 19, a seguir, apresenta 0s boxplots referente quantidade de extratos obtidos

no Grupo 3 em relacdo as concentragdes utilizadas de metanol para cada uma das 27 amostras.

Figura 19 - Boxplot demonstrando variacdo em quantidade de extratos obtidos por meio de utilizacdo de
concentragdo metanolica como solvente extrator no Grupo 3

o
w
[aY)
=] I
2 o 7 .
© +
3 _— _—
u | —_—
v _| T ——=—— |
— I
—_—
L
(=] T o
~ 7 i
1
T T T
0 100 70

Crmetanol

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Na sequéncia é possivel observar os boxplots, representados na Figura 20, referente
quantidade de extratos obtidos tendo como solvente extrator a agua, de acordo com as

respectivas concentracdes para cada uma das amostras do Grupo 3.
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Figura 20 - Boxplot demonstrando varia¢do em quantidade de extratos obtidos por meio de utilizacéo de
concentragdo metanolica como solvente extrator no Grupo 3
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Este grupo apresentou como resultado dos célculos estatisticos, uma média
aproximada de 1,55g, com desvio padrdo aproximado de 0,40 g e coeficiente de variacdo alto
de 25,91%. Uma peculiaridade deste grupo é observada em relacdo a quantidade de extrato
obtida para cada amostra, visto que apresenta um valor inferior em comparacgéo as amostras dos
demais grupos. Esta caracteristica é evidenciada na Figura 21, na sequéncia, na qual sdo
apresentadas as médias de extratos obtidos das amostras que se utilizou o metanol com solvente

extrator no Grupo 3.

Figura 21 - Teste de comparacéo de médias da quantidade de extrato obtida por meio de utilizagdo de
concentracdo metanolica como solvente extrator, teste de Tukey a 5% de significancia — Grupo 3
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Os extratos obtidos, dos Grupos 1, 2 e 3, foram aplicados em placas de petri, no
procedimento de difusdao em disco, com meio nutritivo contendo microrganismos estriados,
como ja mencionado neste trabalho. Para tanto, o resultado esperado foi a formagé&o de halo de
inibicdo nas referidas placas, frente a acdo dos extratos vegetais. Porem, em todas as

amostragens realizadas utilizando os extratos vegetais de Passiflora edulis, Figura 22, ndo
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houve formacgao de halos de inibigcdo. Apenas observou-se formacéo de halo nas placas em que
foram utilizados os antibi6ticos comerciais, conforme demonstrado na Figura 23 A partir de

entdo, torna-se necessaria a realizacdo de novos testes.

Figura 22 - Placas com aplicacéo do extrato vegetal, sem a presenga de halo inibitério

Fonte: Autoria prépria (2021)

Figura 23 - Placas contendo antibiéticos naturais, testados em E. coli e S. aureus

Fonte: Autoria prépria (2021)

Seguindo a mesma metodologia, para 0s novos testes comparativos utlizou-se tanto
folhas, quanto cascas e sementes do vegetal objeto de estudo. Para as folhas maceradas desta
terceira coleta, obteve-se como produto final de extratos uma variagdo de 2,21 a 5,30 g, em um
total de 24 extratos, apresentados no Apéndice D. Apesar das concentra¢fes de solventes
utilizadas neste grupo serem apenas 100% metanol ou 100% &gua, realizou-se célculos
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estatisticos devido a variagdo de periodos de tempo utilizados para a obtencao dos extratos. Nas

Figuras 24 e 25 é possivel verificar a variabilidade deste grupo.

Figura 24 - Boxplot demonstrando variacdo em quantidade de extratos obtidos por meio de utilizacao de
concentracdo metanoélica como solvente extrator no Grupo Teste — Folhas maceradas
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Figura 25 - Boxplot demonstrando variacdo em quantidade de extratos obtidos por meio de utilizacao de
concentragdo metanolica como solvente extrator no Grupo Teste — Folhas maceradas
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Os extratos obtidos por meio das folhas maceradas desta terceira coleta, formando o
Grupo Teste, apresentou 0 menor coeficiente de variacdo se comparado aos valores obtidos dos
demais grupos, sendo o valor aproximado de 22,71%, no entanto também se categoriza como
alto de acordo com classificagdo determinada por Pimentel-Gomes (1990).

Evidencia-se neste grupo media de 4,259 e desvio padrdo de 0,966g, dados maiores
em relacdo aos demais grupos. O valor de desvio padrdo mais elevado indica maior dispersao
de dados referente as 24 amostras. Na Figura 26, sdo evidenciadas as médias de extratos de

acordo com as concentracdes de metanol como solvente extrator.
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Figura 26 - Teste de comparagdo de médias da quantidade de extrato obtida por meio de utilizagéo de
concentracdo metanolica como solvente extrator, teste de Tukey a 5% de significancia — Grupo Teste —
folhas maceradas

4,8 a
8 46
44
S 4,2

0 100
Tratamento

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Devido a pequena quantidade de frutos existentes no periodo da coleta, ndo foi possivel
realizar os procedimentos para obtencdo de extratos das sementes do vegetal objeto de estudo
em periodos variados de tempo. Sendo assim, foram feitas apenas seis amostras, sendo trés
tendo como solvente o alcool metilico e trés amostras com agua destilada. O periodo de tempo
de extracdo para ambas foi de 24 horas. As quantidades finais obtidas de extratos por meio das
sementes apresentam variacao de 4,52 a 5,10 g, conforme dados apresentados no Apéndice E.

Para os procedimentos realizados com as cascas, devido pequena quantidade de
material obtido, a extracdo também foi realizada apenas por um periodo de 24 horas. Para tanto,
foram feitas apenas trés amostras, sendo estas tendo como solvente o alcool metilico. A
quantidade obtida de extratos referente este material varia entre 4,54 e 4,58g. E possivel
visualizar todos os dados no Apéndice F. E importante destacar que devido as pequenas
quantidades de amostras obtidas referente cascas e sementes do fruto de maracuja-azedo, ndo
foi realizar todas as demonstracdes de calculos estatisticos para estes grupos, considerando o
baixo grau de liberdade para ambos.

Posteriormente a obtencdo dos extratos, foi realizado o procedimento de difusdo em
disco, em placas de petri, contendo material nutritivo e o in6culo (microrganismos). Aplicou-
se em discos de papel estéril 10 pL do extrato, dos Grupos teste, e as referidas placas foram
acondicionadas em estufa bacteriologica a 35°C por um periodo de 24 horas.

Nas placas em que os extratos utilizados foram das folhas e das cascas ndo se observou
formacéo de halo de inibicdo. Para as placas em que foram aplicados os extratos das sementes,

foi possivel observar uma pequena formagao de halo.
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Devido ao halo observado ser de pequeno didmetro, testou-se novamente a eficicia
deste extrato, aumentando a quantidade aplicada do mesmo. Sendo assim, em novas placas
aplicou-se 20 e 30 pL dos extratos obtidos das sementes. Estas placas foram acondicionadas
em estufa bacteriologica a 35°C por um periodo de 48 horas. Ap0s este periodo observou-se a
formacgéo de halo de inibicdo de aproximadamente 11mm de didmetro, medido em um
paquimetro digital da marca Worker, observado apenas nas placas em que foram utilizados 0s
extratos metanolicos das sementes contendo a bactéria S. aureus. O halo pode ser visualizado
na Figura 27, a seguir.

Na referida Figura 27, os nimeros 1, 2 e 3 indicam que foram realizadas amostragens
em triplicata. A letra B, indica controle negativo contendo apenas o disco de papel estéril, o que
confirma a inexisténcia do halo de inibicdo neste campo correspondente. Apos a visualizacao

do halo de inibicdo realizou-se o procedimento de microdiluicéo seriada.

Figura 27 - Placa com presenca de halo de inibigdo frente ao microrganismo S. aureus

4 j- RS
Fonte: Autoria prépria (2021)

Considerando que somente as placas com microrganismo S. aureus apresentaram halo,
este procedimento foi realizado com extratos vegetais metanélico do maracuja-azedo, frente ao
referido microrganismo para determinar a CBM e a CIM, e os dados obtidos estdo expostos nas
Tabelas 1, 2 e 3 nas quantidades de 10, 20 e 30 pL de extrato respectivamente.

Tabela 1 - Atividade bactericida e bacteriostatica do extrato vegetal metandlico de Passiflora edulis Sims
em Staphylococcus aureus sob quantidade de 10ul

Quantidade de extrato (uL)
10 5 25 125 062 031 0,16 0,08 004 0,02 0,01
Amostra 1 SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA AS
Amostra 2 SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA AS
Amostra 3 SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA AS

* BT- Bacteriostatico; BC- Bactericida; SA- Sem Atividade
Fonte: Dados da pesquisa, 2021

Amostragens
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Tabela 2 - Atividade bactericida e bacteriostatica do extrato vegetal metanolico de Passiflora edulis Sims
em Staphylococcus aureus sob quantidade de 20pl

Quantidade de extrato (uL)
20 10 5 25 125 062 031 0,16 0,08 0,04 0,02
Amostra 1 BT SA SA SA SA SA AS SA SA SA SA
Amostra 2 BT SA SA SA SA SA AS SA SA SA SA
Amostra 3 BT SA SA SA SA SA AS SA SA SA SA

* BT- Bacteriostatico; BC- Bactericida; SA- Sem Atividade
Fonte: Dados da pesquisa, 2021

Amostragens

Tabela 3 - Atividade bactericida e bacteriostatica do extrato vegetal metanolico de Passiflora edulis Sims
em Staphylococcus aureus sob quantidade de 30ul

Quantidade de extrato (uL)

30 15 75 3,75 187 094 047 023 0,12 0,06 0,03
Amostra 1 BT SA SA SA SA SA AS SA SA SA SA
Amostra 2 BT SA SA SA SA SA AS SA SA SA SA
Amostra 3 BT SA SA SA SA SA AS SA SA SA SA

* BT- Bacteriostatico; BC- Bactericida; SA- Sem Atividade

Fonte: Dados da pesquisa, 2021

Amostragens

Observa-se na Tabela 1, que a quantidade de 10pL de extrato vegetal ndo proporcionou
inibicdo de desenvolvimento da bactéria S. aureus, nem eliminacdo da mesma. Em
contrapartida, as quantidades de 20 e 30uL, representadas nas Tabelas 2 e 3, ocasionaram agédo
bacteriostatica, ou seja, inibiram o desenvolvimento do referido microrganismo.

Conforme j& descrito no decorrer desta pesquisa, para fins de verificacdo dos
compostos presentes das amostras realizou-se o teste de HPLC, sendo este teste foi realizado
apenas de forma qualitativa. Como resultado, observou-se no extrato das cascas e das folhas do
maracuja-azedo a presenca do padrdo de Vitexin (Vitexin Analytical Standart, C21H20010),
sendo este, composto de flavonoides e lignanas de ocorréncia natural identificado em diversas
fontes de vegetais de finalidade medicinal, podendo apresentar uma enorme gama de
propriedades antitumorais, antioxidantes e anti-inflamatdrias. Testou- se também o padrédo de
acido ferulico, observando a presenca do mesmo como componente das amostras.

Como fins analiticos observou-se a presenca do padrdo Vitexin tanto nos extratos de
folhas quanto nos extratos das cascas do maracuja-azedo, assim como a presenca do padrédo de
Acido Ferulico. No entanto, ndo foi identificavel nos extratos das sementes. Estas analises
podem ser visualizadas na Figura 28 e Figura 29. E possivel identificar que o tempo minimo
para que a mistura injetada ndo interagisse com a fase estacionaria da cromatografia foi maior

quanto ao padrdo de Vitexin do que quanto ao padréo de Acido Ferulico.



Figura 28 - Cromatograma com presenca de Vitexin e Acido Ferulico

ferulico 0,03 UV_VIS_2 WVL:295 nm
mAU
34 -ferulico- 17,114
min
vitexin 1,02 mg/mL UV_VIS_2 WVL:295 nm
AU e
”' @ 5-Vitexin - 18,143
Vi SN
min
folha 24 hrs rep UV_VIS_2 WVL:295 nm
mAU
& 2-Vitexin- 18,10
1 -ferulico - 47,170
min
6 110 120 130 140 150 16.0 17.0 180 150 200 210 220 23,
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
Figura 29 - Cromatograma com presenca de Vitexin
vitexin 1,02 mg/mL UV_VIS_2 WVL:295 nm
mAU
1-Vitexin - 18,143
min
casca 24 hrs rep UV_VIS_2 WVL:285 nm
mAU
4 1 - Vitexin - 18,157
min
39 16,00 16,50 17.00 17,50 18.00 18,50 19,00 19,50 20,00 20!

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Em seu trabalho, Marcato (2019, p. 21), descreve que o Acido Fertlico “apresenta
propriedades antioxidante, anticancerigena, anti-inflamatéria ¢ antimicrobiana”. Ja no que se
refere ao Vitexin, Freitas et al. (2007) afirmam quanto a importancia em utilizar este
componente para producdo de fitoterapicos. Corroborando com esta afirmagdo Sousa et al.
(2021) demonstraram em seu trabalho que a vitexina apresentou efeito antidiabético e acdo
antihipercolesterolemia.

Para futuros trabalhos had possibilidade de realizacdo de pesquisas quantitativas,
analisando adequadamente a quantidade de compostos presentes em extratos de Passiflora

edulis Sims.
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6 CONCLUSAO E CONSIDERACOES

Por meio dos resultados obtidos durante o desenvolvimento da atual pesquisa,
certifica-se que os extratos vegetais elaborados com folhas e casca do fruto de Passiflora edulis
Sims, utilizando como solvente extrator 4gua destilada e alcool metilico P.A ndo apresentaram
acao bacteriana frente aos microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus, nas
diferentes concentracdes testadas. Notou-se que frente aos testes realizados, ocorreu manifestacédo
de inibicdo apenas no extrato da semente proveniente do fruto, frente ao microrganismo S.
aureus, desempenhando a atividade bacteriostética.

Foi possivel compreender, por meio dos estudos bibliograficos realizados, que esta
pesquisa, abre uma gama de possibilidades para sucessiveis pesquisas melhorando a analise
farmacoldgica e fitoquimicca de Passiflora edulis Sims, frente a microrganismos patogénicos,
visando a diminuicdo do uso de antibidticos comerciais, possibilitando a populagédo
medicamentos cada vez mais naturais e quica com um custo mais acessivel. Haja visto, que o
vegetal de estudo, apresenta uma elevada utilizacdo no ambito medicinal.

De maneira geral, os resultados apresentados proporcionam a compreensao de que
devem ser realizados constantes estudos frente a utilizacdo de materiais vegetais, seja do género
Passiflora, seja de qualquer outro vegetal, que possibilitem acédo inibitéria do crescimento
bacteriano, visto que as bactérias apresentam as mais variadas adaptacGes para garantirem a
sobrevivéncia e maior resisténcia. Consequentemente, ao serem desenvolvidas técnicas e/ou
produtos que visem diminuir e/ou retardar a disseminacdo bacteriana auxiliara positivamente

no &mbito da satde da populagcdo como um todo.
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APENDICE A - Grupo 1: Quantidade de extratos obtidos a partir de folhas de Passiflora

edulis Sims apds o processo de rotoevaporagao

EXTRATOS OBTIDOS APOS ROTOEVAPORAGCAO — GRUPO 1 — Folhas maceradas
Amostras | Tempo Concentracéo Concentracédo agua Peso final do
(h) metanol (%) destilada (%) extrato obtido ()
100 - 1,54
12 70 30 3,00
- 100 2,04
100 - 2,31
1 24 70 30 2,94
- 100 341
100 - 1,40
36 70 30 3,10
- 100 2,21
100 - 1,74
12 70 30 2,69
- 100 3,11
100 - 1,68
2 24 70 30 3,31
- 100 1,06
100 - 2,40
36 70 30 3,26
- 100 2,40
100 - 2,04
12 70 30 3,09
- 100 2,38
100 - 1,70
3 24 70 30 2,75
- 100 1,61
100 - 3,63
36 70 30 2,69
- 100 2,44

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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APENDICE B - Grupo 2: Quantidade de extratos obtidos a partir de folhas de Passiflora
edulis Sims apds o processo de rotoevaporagao

EXTRATOS OBTIDOS APOS ROTOEVAPORAGCAO — GRUPO 2 — Folhas maceradas
Amostras | Tempo Concentracéo Concentracdo agua Peso final do
(h) metanol (%) destilada (%) extrato obtido ()
100 - 1,95
12 70 30 1,98
- 100 2,45
100 - 1,65
1 24 70 30 2,99
- 100 2,07
100 - 1,08
36 70 30 3,31
- 100 2,70
100 - 1,63
12 70 30 1,91
- 100 2,55
100 - 1,48
2 24 70 30 3,07
- 100 2,97
100 - 1,563
36 70 30 2,97
- 100 2,90
100 - 1,563
12 70 30 2,67
- 100 2,57
100 - 1,76
3 24 70 30 2,87
- 100 2,69
100 - 1,76
36 70 30 2,81
- 100 1,36

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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APENDICE C - Grupo 3: Quantidade de extratos obtidos a partir de folhas de Passiflora
edulis Sims in natura apos o processo de rotoevaporacao

EXTRATOS OBTIDOS APOS ROTOEVAPORAQAO — GRUPO 3 - Folhas in natura
Amostras | Tempo Concentracéo Concentracdo agua Peso final do
(h) metanol (%) destilada (%) extrato obtido ()
100 - 1,35
12 70 30 1,12
- 100 1,09
100 - 2,84
1 24 70 30 1,47
- 100 0,77
100 - 2,15
36 70 30 1,63
- 100 1,11
100 - 1,78
12 70 30 1,47
- 100 1,60
100 - 1,89
2 24 70 30 1,55
- 100 1,73
100 - 1,43
36 70 30 1,70
- 100 1,05
100 - 1,82
12 70 30 1,55
- 100 1,56
100 - 1,97
3 24 70 30 1,562
- 100 1,30
100 - 1,54
36 70 30 1,60
- 100 1,23

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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APENDICE D - Grupo teste: Quantidade de extratos obtidos a partir de folhas de
Passiflora edulis Sims apds o processo de rotoevaporacgao

EXTRATOS OBTIDOS APOS ROTOEVAPORAQAO — GRUPO TESTE - Folhas
maceradas
Amostras | Tempo Concentracéo Concentracdo agua Peso final do

(h) metanol (%) destilada (%) extrato obtido (g)
12 100 - 5,04
- 100 4,91
100 - 3,31
1 24 - 100 4,89
36 100 - 2,21
- 100 2,24
100 - 5,18
48 - 100 517
100 - 4,57
12 - 100 4,86
100 - 5,05
5 24 - 100 4,78
36 100 - 3,86
- 100 4,83
100 - 3,23
48 - 100 5,07
100 - 4,03
12 - 100 3,57
100 - 2,95
3 24 - 100 4,56
36 100 - 4,29
- 100 512
100 - 3,05
48 - 100 5,30

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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APENDICE E - Grupo teste: Quantidade de extratos obtidos provindos de sementes

trituradas do fruto de Passiflora edulis Sims apds o processo de rotoevaporagao

EXTRATOS OBTIDOS APOS ROTOEVAPORAQAO — GRUPO TESTE — Sementes
Amostras | Tempo Concentracéo Concentracdo agua Peso final do
(h) metanol (%) destilada (%) extrato obtido ()
100 - 3,78
! 24 - 100 5,00
100 - 4,75
2 24 - 100 5,10
100 - 4,52
3 24 - 100 4,79

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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APENDICE F - Grupo teste: Quantidade de extratos obtidos provindos de cascas do fruto

de Passiflora edulis Sims trituradas apds o processo de rotoevaporacao

EXTRATOS OBTIDOS APOS ROTOEVAPORAC;AO — GRUPO TESTE — Cascas
Amostras | Tempo Concentracéo Concentracdo agua Peso final do
(h) metanol (%) destilada (%) extrato obtido ()
1 24 100 - 4,57
2 24 100 - 4,54
3 24 100 - 4,58

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.



