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RESUMO

A jabuticaba é uma fruta nativa do Brasil, apresenta elevado teor de compostos
fendlicos, que se concentram na casca, podendo esta, ser explorada e aproveitada
devido aos beneficios proporcionados por estes compostos, seja na industria
alimenticia e/ou farmacéutica, promovendo a sua valorizacdo econdmica.
Portanto, neste trabalho se identificou e quantificou os compostos fendlicos e
avaliou-se a atividade antibacteriana de diferentes extratos obtidos da farinha da
casca de jabuticaba (FCJ). Os compostos fendlicos foram extraidos utilizando-se
quatro solventes e formas diferentes de extragdo: acetona 70% em repouso por 2
horas, na propor¢do 1:10 (m/v); agua sob agitacdo, na propor¢do 1:15 (m/v);
etanol acidificado sob agitacdo, na proporgdo 1:15 (m/v) e metanol 50% sob
refluxo, na proporcdo 1:50 (m/v), denominados, respectivamente, extrato
acetdnico, aquoso, etandlico e metandlico. Estes extratos foram usados para
avaliar a atividade antibacteriana pela técnica de difusdo cavidade em agar, nas
concentragdes 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 e 3,90 e 0 pg mL™*, utilizando
0s microrganismos Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella cholerasuis
ATCC 6539, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus
ATCC 6538 e Listeria monocytogenes ATCC 19117. Para a concentragdo de 0
ng mL™? inoculou-se 10 uL de 4gua destilada (controle negativo) e como padréo
de comparacdo inoculou-se 10 pL da solugdo de 100 pg mL™ do antibidtico
cloranfenicol (controle positivo). O extrato etandlico apresentou maior extragéo
dos compostos fenolicos, seguido pelo metandlico. Em relagdo a atividade
antibacteriana, todos o0s extratos testados ndo apresentaram inibicdo de
crescimento para as bactérias E. coli e S. cholerasuis. Para P. aeruginosa a
concentragdo minima inibitoria (CMI) para todos os extratos foi de 250 ug mL™,
Para a bactéria S. aureus, o extrato etandlico apresentou maior inibicdo com uma
CMI de 31,25 ug mL™, os extratos aquoso e o metanélico apresentaram CMI de
62,5 pug mL™, enquanto que o acetdnico apresentou inibicAo apenas na
concentragio de 250 pug mL™. Para L. monocytogenes o extrato metandlico
registrou maior halo de inibicdo, com uma CMI de 31,25 ug mL™, seguido dos
extrato etanélico e aquoso que apresentaram CMI de 62,5 pg mL™ e o extrato
acetdnico registrou menor inibicdo de crescimento com um a CMI de 125 pg
mL™. Assim, esses resultados sugerem potencial aplicagdo dos extratos etanélico
e metandlico da FCJ como fonte de substancias antibacterianas contra as
bactérias S. aureus e L. monocytogenes, podendo ser explorados pela indUstria
de alimentos e farmacéutica.

Palavras-chave: Plinia jaboticaba. Compostos bioativos. Atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

Jabuticaba is a native fruit from Brazil, presents elevated contents of phenolic
compounds, concentrated on the skin, and can be exploited due to the benefits
provided by these compounds, be it in the food and/or pharmaceutical industry,
promoting its economic valorization. Therefore, in this work, we identified and
quantified the phenolic compounds and evaluated the antibacterial activity of
different extracts obtained from the jabuticaba skin flour (JSF). The phenolic
compounds were extracted using four solvents and different forms of extraction:
acetone 70% in repose for 2 hours, in the proportion of 1:10 (m/v); water under
agitation, in the proportion of 1:15 (m/v); acidified ethanol under agitation, in
the proportion of 1:15 (m/v) and methanol 50% under reflux, in the proportion
of 1:50 (m/v), denominated, respectively, acetonic, aqueous, ethanolic and
methanolic extract. These extracts were used to evaluate the antimicrobial
activity by means of the agar cavity diffusion technique, in the concentrations of
250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81, 3.90 and 0 pg mL™, using microorganisms
Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella cholerasuis ATCC 6539,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus ATCC 6538
and Listeria monocytogenes ATCC 19117. For the concentration of 0 ug mL™,
we inoculated 10 pL of distilled water (negative control) and, as comparison
pattern, we inoculated 10 pL of the 100 ug mL™ solution of the chloramphenicol
antibiotic (positive control). The ethanolic extract presented higher phenolic
compound extraction, followed by the methanolic extract. In relation to the
antibacterial activity, none of the tested extracts presented growth inhibition for
bacteria E. coli and S. cholerasuis. For P. aeruginosa, the minimum inhibitory
concentration (MIC) for all extracts was of 250 pg mL™. For bacteria S. aureus,
the ethanolic extract presented higher inhibition with MIC of 31.25 ug mL™,
aqueous and methanolic extracts presented MIC of 62.5 ug mL™, while the
acetonic extract presented inhibition only in the concentration of 250 pg mL™.
For L. monocytogenes, the methanolic extract registered higher inhibition halo
with MIC of 31.25 ug mL™, followed by ethanolic and aqueous extracts, which
presented MIC of 62.5 ug mL™. The acetonic extract registered lower growth
inhibition with MIC of 125 pg mL™ Thus, these results suggest potential
application of the ethanolic and methanolic extracts of the JSF as source of
antibacterial substances against bacteria S. aureus and L. monocytogenes, and
can be explored by food and pharmaceutical industries.

Keywords: Plinia jaboticaba. Bioactive compounds. Microbial activity.
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1 INTRODUCAO

Uma das formas de se controlar a multiplicacdo de microrganismos
indesejaveis nos alimentos é a utilizacdo de conservantes quimicos. No entanto,
a utilizacdo desses agentes ndo € compativel com a imagem de produtos
“naturais”, de grande apelo comercial. Além disso, alguns conservantes,
adicionados aos alimentos, visando ao aumento da seguranca e de vida Util,
podem levar a formacdo de compostos com efeitos indesejaveis ao organismo
humano. Assim, encontram-se cada vez mais restricdes pela regulamentacéo,
quanto a utilizacdo desses aditivos sintéticos. Portanto, tem sido crescente o
interesse da industria por produtos naturais com potencial de aplicacdo em
alimentos, preservando as propriedades sensoriais e estendendo vida Util,
visando atender as necessidades da populagdo que se mostra cada vez mais
interessada na relagéo entre alimentacdo e saude.

Por essa razdo, pesquisas sao necessarias para que aditivos naturais e
atoxicos possam ser utilizados em substituicdo aos aditivos sintéticos. A
utilizacdo de substancias naturais de origem vegetal como aditivos torna o
alimento mais atrativo ao consumidor. Entre as substancias naturais, 0s
compostos fendlicos tém mostrado potencial com significativa capacidade
antimicrobiana, podendo ser potentes prolongadores de vida Util.

Como a casca da jabuticaba apresenta teores elevados de compostos
fendlicos, a utilizagdo de extratos fenolicos deste residuo pode representar uma
possibilidade viavel de aplicacdo em produtos suscetiveis a alteragdes fisicas,
quimicas e microbiologicas. A extracdo de compostos fenolicos, utilizando
diferentes métodos e solventes extratores, leva a obtencdo de tipos e quantidades
de fenolicos diferentes, podendo conter a¢Ges diferenciadas.

Considerando o grande volume de residuo gerado, apds o processamento
industrial da jabuticaba, somente a casca pode representar até 43% do fruto

(LIMA et al., 2008), e a demanda da industria alimenticia por bioativos de fontes
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naturais, extratos fendlicos de casca de jabuticaba poderia ser utilizada como
possivel alternativa para a industria de alimentos. A utilizacdo deste residuo ndo
apenas agregara valor ao fruto, como também podera contribuir para a redugédo
do uso de conservantes gquimicos sintéticos, trazendo beneficios a salde do
consumidor.

Portanto, neste trabalho, identificaram-se e quantificaram -se o0s
compostos fendlicos e avaliou-se a atividade antibacteriana de diferentes
extratos obtidos de farinha da casca de jabuticaba, visando a seu uso na industria

alimenticia e/ ou farmacéutica.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Considerac0es gerais da jabuticabeira

A jabuticabeira, pertencente a familia Myrtaceae, é nativa do Brasil,
sendo encontrada em extensa faixa territorial do pais, do Para até o Rio Grande
do Sul. Com maior ocorréncia e produtividade nos estados da Regido Sudeste, €,
geralmente, cultivada como planta de fundo de quintal, em pomares domésticos
(SASSO, 2009).

De modo geral, as jabuticabeiras sdo arvores de tamanho médio (de 3 a
15 m de altura) de grande rusticidade e longevidade, apresentando muitos galhos
formados no caule, pouco acima do solo. As folhas sdo opostas e lancelosas. As
flores brancas e os frutos se formam diretamente no tronco. Estes ultimos séo
classificados como baga, de forma redonda ou arredondada e, quando maduros,
sua casca é de cor roxa-escura ou preta. A polpa do fruto é branca, pouco &cida,
muito doce e saborosa. O nimero de sementes pode variar de um a quatro
(SASSO, 2009).

Sao conhecidas nove espécies e uma esta extinta, cinco sdo encontradas
apenas em alguns sitios de pesquisa e somente trés apresentam dispersao natural
ou em cultivos no Brasil, produzindo frutos apropriados tanto para a industria
quanto para 0 consumo in natura.

Quanto a classificacdo taxonémica do fruto existem algumas
controvérsias. Pio Corréa (1984), no dicionario das plantas Uteis no Brasil,
afirma que a espécie Myrciaria cauliflora (Mart) O. Berg. recebe os nomes
populares jabuticaba comum, jabuticaba verdadeira, jabuticaba sabara ou
jabuticaba Sdo Paulo. Sobral (1985) propds uma alteracdo na nomenclatura do
género Myrciaria para o género Plinia, porém, o género Myrciaria é, ainda,
largamente empregado no meio cientifico, portanto, eles sdo considerados
sinbnimos (DANNER et al., 2007). Matos (1983) destaca as jabuticabeiras como
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sendo do género Plinia e cita como as mais conhecidas Plinia trunciflora Berg,
conhecida como jabuticaba de cabinho; Plinia cauliflora (DC) Berg, conhecida
como jabuticaba paulista ou jabuticaba-acu e Plinia jaboticaba (Vell.) Berg,
conhecida como jabuticaba-sabard, sendo esta a espécie mais conhecida e
comercializada no Brasil.

Apesar do crescente aumento de sua comercializacdo, de ser conhecida
h& muito tempo e ter frutos de qualidade, a espécie, ainda, apresenta dificuldades
em despertar o interesse do fruticultor, que a considera inadequada ao cultivo,
devido demorar a iniciar sua producdo, que varia de oito a quinze anos apos o
plantio da muda originada de sementes (CITADIN; DANNER; SASSO, 2010).
Além disso, ¢é altamente perecivel, apresentando um periodo curto de utilizacdo,
por seu alto teor de agua e agucares. Depois de colhida, a fruta tem vida util de
até trés dias, o que prejudica bastante a sua comercializacdo (ASCHERI;
ASCHERI; CARVALHO, 2006; SATO, CUNHA, 2009).

A fruta é, frequentemente, usada na producédo de doces, geleias, sucos e
bebidas alcodlicas (conhecida popularmente como vinho de jabuticaba), com
aumento do consumo no Brasil e no exterior (ABE; LAJOLO; GENOVESE,
2012; FORTES et al., 2011). Também é utilizada, para varios fins medicinais,
sua casca € adstringente, sendo til contra diarreia e irritacbes de pele,
possuindo, também, indicacbes na medicina popular contra asma e outras
doencas. A fruta é rica em compostos fendlicos, principalmente as antocianinas,
gue sdo pigmentos responsaveis por uma variedade de cores atrativas e
brilhantes de frutas, flores e folhas que variam do vermelho vivo ao violeta e
azul e sdo apontadas como grandes benfeitoras das artérias. Sua maior
concentragdo estd na casca e a sugestdo é manté-la no preparo de derivados
(HERBARIO, 2010).

J& se encontram na literatura alguns estudos evidenciando a importancia

nutricional deste fruto, que serdo descritos no proximo subitem, assim cresce o
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interesse em novos processos que envolvam este fruto como matéria - prima,
especialmente, para propiciar melhor destino mercadoldgico as frutas excedentes
da producéo.

2.2 Constituintes quimicos da jabuticaba

O valor nutricional de frutos € um dos principais fatores que conduzem
ao crescente interesse pelo consumo de frutas e sua utilizacdo na obtencdo de
novos produtos. Estudos relatam que a jabuticaba é uma fruta utilizada na
fabricacdo de licores, geleias, bebidas fermentadas ou como matéria - prima
enriquecendo os alimentos industrializados. E um fruto tropical de grande valor
nutricional, pois possui alto teor de carboidratos, fibras, vitaminas, flavonoides
e, ainda, sais minerais como ferro, calcio e fosforo.

Gondim et al. (2005), a fim de incentivar a plena utilizacdo de
alimentos, determinaram a composi¢do quimica da casca de diversos frutos,
encontrando niveis mais elevados de nutrientes nas cascas do que nas partes
comestiveis. Varios estudos relatam que com a jabuticaba ndo € diferente,
diversos autores tém demonstrado a importancia quimica e nutricional das
cascas desse fruto, pela presenca de elevados teores de compostos com
propriedades importantes, que podem ser aproveitadas como matéria - prima ou
até mesmo como aditivos para diversos alimentos. Assim, pode-se dizer que a
casca de varios frutos é, nutricionalmente, importante para a dieta, sendo
economicamente viavel e pode ser incluida como aditivo nos alimentos.

Lima et al. (2008) determinaram a composi¢do centesimal do fruto e
suas fracOes de duas variedades de jabuticaba e encontraram, para a variedade
Sabara, os seguintes teores, em matéria seca (MS), para a casca, polpa, semente
e fruto inteiro, respectivamente; de proteina bruta, 1,16; 0,47; 1,17 e 0,92;
extrato etéreo, 0,57; 0,06; 0,58 e 0,42; cinzas, 4,39; 2,71; 2,68 e 3,82, fibra
solavel, 6,80; 1,93; 1,40 e 2,23; fibra insoltvel, 26,43; 3,30; 26,93 e 16,63 e
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extrato ndo nitrogenado, 60,64; 90,32; 67,64 e 75,97. Alezandro et al. (2013),
analisando, também, a composicao centesimal, para fruto inteiro da jabuticaba
Sabara, encontraram teores muito semelhantes, diferindo-se nas fibras e cinzas
gue foram menores que o0s registrados por Lima et al. (2008).

Em relacdo aos minerais, os niveis no fruto inteiro liofilizado, citado por
Alezandro et al. (2013) e Lima et al. (2008), foram, respectivamente, para ferro
5,22 e 2,7 mg 100 g* MS, potassio 930,00 e 1.000 mg 100 g* MS, magnésio
116,67 e 100 mg 100 g* MS e manganés 1,04 e 2,7 mg 10 g* MS. Para casca,
polpa e semente liofilizadas tém-se 0s seguintes teores registrados por Lima et
al. (2008), respectivamente: ferro: 1,68 mg 100 g* MS, ndo detectado e 5,22 100
g* MS; potassio: 1.496,67; 1.026,67 e 930 mg 100 g* MS; magnésio: 90,00;
73,33 ¢ 116,67 mg 100 g* MS e manganés 1,71; 1,24 e 1,04 mg 100 g* MS.

Dessimoni-Pinto et al. (2011) caracterizaram, quimicamente, a casca e a
polpa da jabuticaba congelada (-18 °C) e observaram que os maiores teores de
nutrientes encontram-se na casca, sendo fonte de fibras, carboidratos e
pigmentos naturais. Todavia, 0 aproveitamento deste residuo, ainda, é restrito
por necessitar de tecnologias para a obtencdo de preparacfes processadas para
sua incluséo na dieta humana.

Alves et al. (2014a) visando aprimorar o aproveitamento deste residuo,
analisaram os constituintes quimicos da farinha de casca de jabuticaba (FCJ), em
diferentes processos de secagem 30 °C, 45 °C, 60 °C e liofilizadas e verificaram
que esses processos pouco afetaram a composicdo centesimal das farinhas. As
cascas liofilizadas apresentaram teores mais elevados de proteina, extrato etéreo,
cinzas e fibras sollvel e insollvel, seguidas das cascas secas a 45 °C, que seriam
uma alternativa de secagem para aproveitamento deste residuo com boa
composicao quimica e economicamente viavel.

A composicao centesimal da FCJ, com vérias formas de desidratacdo da

casca, varia entre os seguintes teores de proteina 1,16 a 6,39 g 100 g'1 MS;
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cinzas 3,01 a 5,46 g 100 g MS; extrato etéreo 0,57 a 1,72 g 100 g™* MS; fibra
soltvel 5,0 a 8,43 g 100 g* MS e fibra insolGvel 20,00 a 27,51 g 100 g* MS
(ALVES et al., 2014a; LAGE et al., 2014; LEITE et al., 2011; LEQUINSTE et
al., 2012; LIMA et al., 2008). Essa variacdo ocorre provavelmente, por fatores
climéticos, solo, diferentes genotipos e épocas de colheita e, também, diferentes
formas utilizadas na desidratacdo da casca.

Registros mostram que os compostos fendlicos e vitamina C, também,
sdo mais elevados nas cascas deste fruto. Lima et al. (2008) registraram 11,99 g
100 g™* MS de compostos fenélicos na FCJ, niveis quase 25 vezes mais elevados
gue na polpa. Lima et al. (2011) encontraram teores significativos de vitamina
C, para o fruto inteiro, casca, polpa e semente, respectivamente, 265,68 mg 100
g’ MS; 298,23 mg 100 g™* MS; 167,54 mg 100 g* MS; 212,40 mg 100 g™ MS e,
mais uma vez, a fragdo casca apresenta 0s niveis mais elevados.

Para casca de jabuticaba liofilizada, os compostos fendlicos registrados
foram de 9,79 g 100 g™ MS (ALVES et al., 2014a) e 11,99 g 100 g* MS (LIMA
et al., 2008), no gendétipo Sabaré e, segundo Alves et al. (2014), esses teores
foram maiores que os da FCJ obtida por outros processos de secagem 30 °C, 45
°C e 60 °C. A casca liofilizada, provavelmente, apresentou os maiores teores
pela menor exposicdo a fatores ambientais como luz e oxigénio durante a
desidratagao.

Entre os fendlicos da FCJ, as antocianinas cianidina 3-glicosideo e
delfinidina 3-glicosideo (LIMA et al., 2011) foram identificadas. Alves et al.
(2014b) realizaram a analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia no
extrato acetdnico de FCJ e identificaram os seguintes compostos fendlicos, em
mg 100 g™ de extrato epicatequina (145,47), acido salicilico (133,44), acido
galico (52,00), catequina (50,46), acido elagico (35,44) e galocatequina (27,20),

sendo a epicatequina, catequina e galocatequina mondmeros de taninos.
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Lage et al. (2014) realizaram a andlise cromatogréfica do extrato
metandlico da FCJ e identificaram e quantificaram os seguintes fendlicos, em g
100 g™ de FCJ seca: epicatequina (1,9), acido salicilico (0,54), acido elagico
(0,12), &cido galico (0,11), galocatequina (0,1). Estudos revelam que os elevados
teores de compostos fendlicos na casca de jabuticaba sdo responsaveis pelo
potencial antioxidante da jabuticaba e suas fracbes (ALVES et al., 2014b),
contribuindo para um melhor aproveitamento do fruto, seja na industria
alimenticia e/ou farmacéutica promovendo a sua valorizacdo econdmica.

A FCJ e extratos fenélicos, obtidos desta farinha, tém sido utilizados
como aditivos em alimentos conferindo cor, contribuindo para melhorar o valor
nutricional e aumentar a atividade antioxidante dos alimentos. Alves et al.
(2013) utilizaram a FCJ e os extratos etantlicos desta farinha como corante em
iogurte e observaram que as amostras de iogurte contendo esses extratos tiveram
uma boa aceitacdo na andlise sensorial e, em relagcdo aos pigmentos, apresentam
elevada retencdo de cor e uma meia-vida longa. Portanto, o uso de casca de
jabuticaba como aditivo em iogurte pode ser uma alternativa para agregar valor
ao fruto.

Lage et al. (2014) estudaram o efeito da FCJ sobre a peroxidagéo e o
perfil lipidico plasmatico e hepatico de ratas. Os animais foram alimentados com
ragbes contendo 0,5%; 1,5% e 3,0% desta farinha. A dieta com 3,0% de FCJ
aumentou em 20,23% o teor de HDL e diminuiu, significativamente, a esteatose
macrovesicular no figado desses animais. As dietas contendo 1,5% e 3,0% de
FCJ reduziram em cerca de 50% a peroxidacéo lipidica no figado. A FCJ foi
eficiente na protecdo contra dislipidemias por aumentar o nivel sérico de HDL-
colesterol, apresentar boa atividade antioxidante e demonstrar efeito
hepatoprotetor.

Alves et al. (2014b) avaliaram a eficiéncia do extrato de FCJ no controle

de Spodoptera frugiperda. Este estudo foi realizado utilizando o extrato
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acetdnico desta farinha. Na concentracdo de 2.000 mg L™, o extrato mostrou
efeito nocivo sobre a S. frugiperda, aumentando a taxa de mortalidade na fase
larval, os periodos de duracdo das fases larval e pupal e diminuindo a quantidade
de fémeas. Sendo, portanto, eficiente na protecdo de diversas culturas agricolas
atacadas por este inseto. Os autores concluiram que esses efeitos nocivos foram
acarretados pelos compostos fenolicos presentes no extrato.

Diante do descrito, pode-se observar que a jabuticaba é um fruto
contendo constituintes que exercem importantes atividades metabdlicas, portanto

tem atraido consideravel atencdo para um melhor aproveitamento deste fruto.
2.3 Compostos fendlicos: quimica e extragéo

E crescente a busca por substdncias naturais que apresentem
propriedades funcionais, com possivel aplicacdo em alimentos, podendo
substituir parcial ou totalmente os aditivos quimicos utilizados como
conservantes, a fim de atender a demanda dos consumidores que, preocupados
com o uso de aditivos quimicos, tendem a escolher alimentos naturais, saudaveis
e seguros. Estudos relatam que os extratos vegetais sdo excelente fonte de
fitoquimicos com ag¢Bes antimicrobianas e antioxidantes muito similares ao dos
conservantes convencionais. Assim, estes elementos que antes se apresentavam,
principalmente, como agentes vetores de aromas e gostos caracteristicos aos
alimentos, apresentam agora nova perspectiva de emprego.

Os polifendis ou compostos fendlicos sdo produtos do metabolismo
secundario de plantas e exercem importantes fungdes para seu desenvolvimento,
sendo essenciais para o seu crescimento e reproducéo, defesa contra herbivoria e
patdgenos, suporte mecénico, pigmentacdo, como atrativo de polinizadores ou
dispersores de frutos, além de se formarem em condic¢Ges de estresse, como
infeccOes, ferimentos, radiacbes UV, entre outros (ANGELO; JORGE, 2007).

N&o podem ser sintetizados por animais e humanos, sendo consumidas por meio
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da dieta. Estdo presentes nos alimentos de origem vegetal, como folhas, cereais,
leguminosas, cacau, cidra e frutas em geral e bebidas como chas, café e vinho
tinto (SCHENKEL; CARVALHO; GOSMANN, 2007).

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo definidos como substancias
gue possuem pelo menos um anel aromético no qual ao menos um hidrogénio é
substituido por um grupamento hidroxila. Sdo compostos com diferentes niveis
de complexidade, podendo ser divididos em dois grandes grupos: os flavonoides,
subdivididos em flavonas, flavandis, flavondis, flavanonas, isoflavonas e
antocianidinas, e os ndo flavonoides, que compreendem o0s grupos dos acidos
fendlicos, ligninas, taninos e estilbenos (LI et al., 2009).

Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fendlicos de
plantas, sendo responsaveis pela coloracdo das flores e dos frutos. S&o
substancias de baixo peso molecular, compostas de 15 atomos de carbono. Na
Figura 1, esta ilustrada sua estrutura genérica formada, essencialmente, por dois
anéis aromaticos, A e B, ligados por uma ponte de trés carbonos (C6-C3-C6) e
condensados por um oxigénio, usualmente, na forma de anel heterociclico. Os
flavonoides podem estar na forma livre ou como glicosideos (MALACRIDA,
MOTTA, 2006).

Figura 1 - Estrutura basica de uma molécula flavonoide.

Fonte: Prado (2008).

Os acidos fendlicos caracterizam-se por possuir um anel benzénico, um

grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila



21

na molécula. Estdo divididos em dois grupos, derivados do 4cido
hidroxibenzoico, que tem estrutura comum C6-C1 (como exemplo, os &cidos p-
hidroxibenzoico, galico e seu dimero de condensacdo eldgico, vanilico e
siringico) e derivados do acido hidroxicindmico, que sdo compostos aromaticos
com trés carbonos que formam uma cadeia lateral com estrutura C6-C3 (0s mais
comuns sdo os acidos cafeico, feralico e p-cumarico) (FIGURA 2) (ANGELDO;
JORGE, 2007).

Figura 2 - Estrutura do &cido benzoico (A) e do &cido cinanimo (B).
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Fonte: Angelo e Jorge (2007).

Os taninos sdo compostos fenolicos, de alto peso molecular, encontrados
em muitas frutas, principalmente, nas cascas. De acordo com sua estrutura
molecular eles podem ser classificados em hidrolisveis e condensados
(RODRIGUES, 2009). Os taninos condensados sdo polimeros de flavonoides,
formados por unidades de flavan-3-ols (catequina) ou flavan-3,4-diols
(leucoantocianidina) unidos por uma ligagdo carbono-carbono (FIGURA 3). Os
taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acido galico ou de acido elagico (FIGURA
4) (galotaninos e elagitaninos, respectivamente) e glicose, além de outros polidis
(EDAGI; KLUGE, 2009).
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Figura 3 - Estrutura quimica da flavan-3-ol e flavan-3,4-diol.
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Fonte: Angelo e Jorge (2007).

Figura 4 - Estrutura quimica do &cido galico e do é&cido elagico.

Acido Gilico Acido Eldgico

Fonte: Queiroz, Morais e Nascimento (2002).

Os taninos condensados estdo presentes, em diversos produtos de origem
vegetal, o que confere as frutas, hortalicas e condimentos alto valor nutritivo e
boa propriedade terapéutica. Em certos vegetais, 0s taninos tém uma acéo
negativa no valor nutritivo, pela reducdo da digestibilidade de proteinas, inibicdo
da agdo de enzimas digestivas e a interferéncia na absorcdo do ferro. Por outro
lado, estudos mostram que uma série de efeitos benéficos a salde esta
relacionada ao consumo de taninos, tais como: forte agcdo antioxidante, agdo
preventiva contra o cancer, atividade antimicrobiana e acéo cardioprotetora (GU
etal., 2008).

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacdo, identificacdo,
quantificagdo e analises das atividades bioldgicas dos compostos fendlicos em

alimentos, enfrentando muitos problemas metodoldgicos, pois, além de
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englobarem uma gama enorme de substancias, eles sdo, na maioria das vezes, de
grande polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de enzimas. Além disso,
a andlise de fenodlicos é influenciada pela natureza do composto, 0 método de
extracdo utilizado, o tamanho das particulas da amostra, o tempo, as condi¢Ges
de estocagem e a presenca de interferentes tais como ceras, gorduras, terpenos e
clorofilas (KING; YOUNG, 1999).

Para quantificacdo dos compostos fendlicos, existem diferentes métodos
espectrofotométricos, como os métodos de Folin-Denis e Folin- Ciocalteu. Esses
métodos utilizam reacfes de oxirreducdo entre o reagente e as hidroxilas
fendlicas, gerando complexos coloridos, que sdo quantificados por
espectrofotometria. Nesses métodos, todas as substancias fendlicas presentes na
amostra sdo quantificadas (SIMOES et al., 2000). Por estes métodos, ndo €
possivel a identificacdo individual dos compostos na amostra, 0 que acarreta
dosagens diferentes em funcdo do padréo utilizado.

Para a determinacdo de compostos fendlicos, individualmente, em
diferentes matrizes, sdo empregadas técnicas como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de
ultraeficiéncia (UPLC) e eletroforese capilar (EC). A cromatografia acoplada a
diferentes sistemas de detec¢do como a espectrofotometria, a fluorimetria e a
espectrometria de massas, a qual fornece vantagens na confirmacdo de
identidade dos compostos, tem se tornado imprescindivel na elucidagcdo dos
mecanismos de interacdo entre os compostos fenolicos e desses com outras
moléculas, como acidos organicos, alcoois e aldeidos (FACCO, 2006).

A técnica de extragdo empregada na obtengdo de extratos de produtos
naturais influencia, diretamente, sua qualidade e sua composi¢do final. Para
avaliar a capacidade antioxidante e antimicrobiana de um vegetal, faz-se
necessario obter o maximo de extracdo dos compostos bioativos, 0s quais

apresentam polaridade diferenciada. Desta forma, a solubilidade em determinado
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solvente é caracteristica peculiar do fitoquimico, o que explica a inexisténcia de
um procedimento de extragdo universal (MELO et al., 2008). Os solventes mais
utilizados para a extracdo destes compostos sdo metanol, etanol, acetona, agua,
acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas combinacdes (NACZK;
SHAHIDI, 2004). Estudos relatam que solventes de alta polaridade sdo mais
efetivos na extracdo de compostos fendlicos. O metanol confere elevada
eficiéncia na extracdo de compostos fenolicos (TERCI, 2004). A agua é
comumente utilizada, pois apresenta maior abundancia e facilidade de obtencéo
e manipulacdo, além de proporcionar uma extracdo eficiente devido a sua
polaridade (ANDREO; JORGE, 2006).

Dados apontam que a jabuticaba é um fruto que apresenta elevado teor
de compostos fendlicos como as antocianinas, flavonoides, galotaninos e outros
(ALVES et al., 2014a; LIMA et al., 2008; WU et al., 2012). Os teores mais
elevados concentraram-se, especialmente, na casca dos frutos, podendo ser
explorada e aproveitada pelos beneficios proporcionados por estes compostos,
uma vez que, nos Ultimos anos, vem crescendo o interesse pelo aproveitamento
de residuos (principalmente, as cascas), como matéria - prima para a producdo
de alimentos, perfeitamente, passiveis de serem incluidos na alimentacdo

humana.
2.4 Atividade antibacteriana

Os alimentos, industrializados ou ndo, mantém-se em constante
atividade biologica, manifestada por alteracbes de natureza quimica, fisica,
microbioldgica ou enzimatica, levando a perda de qualidade e reducéo da vida
atil. Destas alteragdes, as que requerem atencao especial em relagdo a seguranga
do consumidor, sdo as microbioldgicas e antioxidantes. Esses alimentos estdo

sujeitos a acdo de diversos microrganismos, 0s quais podem ocasionar efeitos
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indesejaveis na qualidade, seguranca e vida util dos alimentos (HRAS et al.,
2000).

A contaminacdo causada por microrganismos é de grande preocupacgdo
para as industrias de alimentos, pois esta ocorre por pardmetros intrinsecos e
extrinsecos como pH e atividade de &gua e, além disso, o0 crescimento
microbiano se da em funcdo da temperatura e nutrientes disponiveis para o seu
desenvolvimento. Portanto, alimentos ricos em proteinas, vitaminas e
aminoacidos sdo mais susceptiveis a esse tipo de deterioracdo (HRAS et al.,
2000). O uso de aditivos sintéticos é um procedimento tradicional empregado
para prevenir essa deterioracdo, mas o interesse pela aplicacdo de conservantes
provenientes de fontes naturais tem aumentado (WU et al., 2008).

Compostos com atividade antibacteriana podem ser encontrados ndo
somente em plantas, frutos e outros materiais vegetais, mas também nos residuos
agroindustriais. Estudos recentes tém demonstrado a presenca de compostos
bioativos, como os compostos fenolicos, em diferentes tipos de residuos
agroindustriais e com grande potencial para ser aplicado nas indUstrias. Estudos
relatam atividade antibacteriana de sementes de uva, bagaco de uva, cascas de
roma, cascas de limdo, cascas e améndoas de manga, residuos de citros
(ADAMEZ et al, 2012; AL-ZOREKY, 2009; ARBOS; STEVANI;
CASTANHA, 2013; GERHARDT et al., 2012; KATALINIC et al., 2010;
MAHMUD et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013). N&o ha relatos na literatura da
atividade antibacteriana de extrato de casca de jabuticaba.

Estudos visam ao controle do crescimento de microrganismos de
interesse alimentar e de salde publica empregando tanto compostos fenélicos
purificados, quanto os naturalmente presentes em alimentos e vegetais
(VAQUERO; ALBERTO; NADRA, 2007). Essa acdo antimicrobiana pode
variar de acordo com a concentragdo e o tipo de bactéria a ser estudada.

VariagOes nas estruturas de bactérias Gram-positiva e Gram-negativa podem
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causar danos diferenciados, quando a bactéria é submetida a compostos
antimicrobianos, pois as diferencas entre esses dois grupos estdo,
principalmente, nas suas propriedades de permeabilidade das membranas
celulares e nos componentes de superficie (MATASYOH et al., 2009).

A acdo dos compostos fendlicos pode ser explicada pela degradacdo da
parede celular, o rompimento da membrana citoplasmatica provoca a saida de
elementos vitais a célula como fosfatos, ions, purinas e acidos nucleicos ou a
entrada de substancias nocivas ao metabolismo bacteriano, a estrutura e
composicdo quimica dos compostos fendlicos afeta seu modo de acdo e
atividade antibacteriana, principalmente, no que se refere & posi¢éo e ao niumero
de grupamentos hidroxila no anel fenélico (TAVARES, 1999).

Segundo Wang, Wang e Xie (2010), a maioria dos antibacterianos exibe
atividade inibindo a enzima DNA topoisomerase e, desta forma, interferindo na
replicacdo de DNA, e expressdo e recombinacdo de genes. Baseado nesta teoria,
conseguiu-se provar que a isoflavona extraida da soja € capaz de inibir,
significativamente, a atividade da DNA topoisomerase com a formacdo de
complexos que interferem com a acdo desta enzima.

Assim, diversas pesquisas tém enfatizado a busca por compostos
naturais viaveis, com efeitos biol6gicos no sentido de beneficiar a industria
alimenticia. Entre as bactérias patogénicas e deterioradoras, as principais
presentes nos alimentos sdo: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e alguns sorotipos do género
Salmonella.

Vaquero, Alberto e Nadra (2007) investigaram as propriedades
antimicrobianas dos compostos fendlicos totais de vinhos argentinos contra
bactérias deterioradoras encontradas em alimentos frescos e processados:
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Flavobacterium sp.,

Klebsiella pneumoniae, S. aureus e P. aeruginosa. Entre elas, a E. coli foi a mais
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sensivel e a Flavobacterium sp, a cepa mais resistente aos compostos fenélicos
testados. Esses autores relataram que a inibicdo microbiana das amostras do
vinho aumenta, proporcionalmente, a concentracao dos compostos fenélicos.

Ahn, Grun e Mustapha (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana de
extratos de semente de uva e casca de pinheiro em carne moida cozida. Foi
verificado que os extratos de semente de uva e de casca de pinheiro a 1%
efetivamente reduziram o nimero de E. coli 0157:H7 e Salmonella typhimurium
e retardaram o crescimento de L. monocytogenes e Aeromonas hydrophila. O
extrato de casca de pinheiro resultou em redugdes de 1,7; 2,0; 0,8 e 0,4 log
UFC/g, respectivamente, na contagem de E. coli 0157: H7, L. monocytogenes, S.
typhimurium e A. hydrophila, respectivamente, apds 9 dias de armazenamento
refrigerado (4°C). Os extratos mantiveram as amostras estaveis quanto a
coloracdo e a oxidacao lipidica.

Engels et al. (2009) e Mirghani et al. (2009) relataram o significante
potencial antimicrobiano da améndoa da manga, associando a acéo
antimicrobiana ao teor de taninos hidrolisaveis, 0s quais possuem capacidade de
interacdo com proteinas, inibindo a atividade enzimatica.

Estudos relatam que os compostos fenolicos, além de exercerem
significativa atividade antioxidante, sua presenca esta relacionada, também, com
atividade antibacteriana. Assim, é crescente 0 interesse por essas substancias
fotoquimicas presentes nos vegetais que podem atuar como aditivos nos

alimentos melhorando a sua qualidade.
2.5 Bactérias

Presentes na pele, mucosas e no trato intestinal de homens e animais,
algumas bactérias sdo benéficas para seu hospedeiro, proporcionando protecéo

contra patdégenos e doengas. Entretanto, existem bactérias danosas aos seres
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humanos, que causam sérios problemas de toxinfeccao alimentares para a satde
publica.

As bactérias possuem curto tempo de geracdo, sendo capazes de
responder, rapidamente, as mudancas do ambiente e a introducdo de antibioticos,
portanto, muitas vezes, torna-as tolerantes, pela féacil adaptacdo desses
microrganismos (GURGEL; CARVALHO, 2008).

A resisténcia desses microrganismos patogénicos vem se tornando cada
vez mais grave, pelas dificuldades para se descobrirem e de se langarem novos
antimicrobianos. Assim, esse problema tem contribuido para estudos de novos
compostos sintéticos e/ou naturais originados de plantas (PUPO; COUTINHO;
VIEIRA, 2007).

Assim, pesquisas por antimicrobianos naturais se fazem necessarias, a
medida que permitirdo ampliar as possibilidades de utilizacdo de conservantes
naturais, principalmente, pela indUstria de alimentos. Além de proporcionar
matéria-prima para pesquisas de compostos bioativos, a utilizacdo de residuos

agroindustriais ajuda a minimizar os riscos de danos ambientais.
2.5.1 Escherichia coli

E. coli é uma bactéria Gram-negativa, anaerobica facultativa, em forma
de bastonete, ndo formadora de esporos e um dos habitantes mais comuns do
trato intestinal (SCHAECHTER, 2009). Pertence a familia Enterobacteriaceae,
pode ser mével, dotada de flagelos peritriquicos ou imdéveis. Possui papel
nutricional importante, sintetizando vitaminas, especialmente, a vitamina K, mas
pode ser responsavel por infecgdes urinarias e produtora de enterotoxinas, que
podem causar graves doencas de origem alimentar (SOLORZANO-SANTOS;
MIRANDA-NOVALES, 2012; TORTORA, 2000).

Conhecida pela sua capacidade de tolerar ambientes acidos, sobrevivem

em pH 2,5 até por 6 horas e um dos principais agentes etiologicos de surtos de
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doencas transmitidas por alimentos, representante dos coliformes
termotolerantes.

Os surtos decorrentes da infeccdo por E. coli sdo considerados severos
(MARTINS et al., 2003). A principal via de transmissdo de E. coli se d&, por
meio do consumo de alimentos contaminados por fezes, seja direta ou
indiretamente, sobretudo nos alimentos como o leite cru e as saladas cruas. A
carne e seus derivados, também, sdo considerados importantes veiculos desse
microrganismo, assim como todos os alimentos excessivamente manipulados
(MAGNANI et al., 2000; PARDI et al., 2001). Outra importante fonte de
infeccdo conhecida € a transmissao pessoa a pessoa, presumivelmente, por meio

da via oral-fecal, em razdo de habitos de higiene inadequados (BRASIL, 2002).
2.5.2 Salmonella sp.

Salmonella se apresenta na forma de bacilo gram-negativo, anaerdbicos
facultativos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae, encontrado em diversos
ambientes, principalmente, no trato gastrointestinal de mamiferos, répteis,
passaros e insetos. Sua temperatura 6tima de crescimento é de 37 °C e
multiplica-se na faixa de pH entre 4,5 e 9,5 (RAZAVI et al., 2008).

Bactérias do género Salmonella sdo responsaveis por graves surtos de
toxinfecgbes alimentares, sendo os produtos de origem animal os principais
veiculos de transmissdo desse patdgeno. Entre esses produtos, a carne e seus
derivados sdo considerados alimentos bastante susceptiveis a contaminacéo,
sendo reportados como veiculos frequentes desse microrganismo (CAPITA et
al., 2003).

Apesar de inimeras politicas de controle, Salmonella sp. continua sendo
um dos principais agentes etiol6gicos das enfermidades transmitidas por
alimentos (FOODNET..., 2004). Embora a maioria dos surtos cause doengas de

gravidade leve & moderada, doencas graves resultando em morte ocorrem,
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principalmente, em populagdes idosas e imunodeprimidas (PATHANIA et al.,
2010).

2.5.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria mével, em forma de bastonete,
Gram-negativa, obrigatoriamente aerébica com metabolismo oxidativo, tolera
valores de pH relativamente altos e sdo capazes de sobreviver em substratos com
pequenas quantidades de nutrientes. E uma bactéria que pode ser isolada do solo,
agua e plantas (SIQUEIRA, 2002).

O género Pseudomonas esta amplamente difundido na natureza,
compreendendo mais de 100 espécies, sendo a de maior importancia a P.
aeruginosa, por se tratar de um patdgeno secundario e oportunista com grande
capacidade invasiva e toxigénica. Pseudomonas spp.é capaz de sobreviver em
substratos com  pequenas quantidades de  nutrientes, crescendo
quimiorganotroficamente em pH neutro e temperaturas mesofilicas de,
aproximadamente, 28 °C (JAY, 2005).

Pseudomonas aeruginosa tem sido responsavel pela maioria dos casos
de doenca infecciosa no homem, especialmente, em individuos
imunossuprimidos e é capaz de persistir por longos periodos em ambientes
adversos e desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos (GALES; REIS;
JONES, 2001). Em relagdo aos alimentos comumente contaminados por essa
bactéria, sobresssai a carne fresca, uma vez que sua microbiota é constituida por
microrganismos Gram-negativos, incluindo bactérias pertencentes ao género
Pseudomonas (BARBUTI; PAROLARI, 2002).

O aumento da resisténcia antimicrobiana frente aos antibiéticos e suas
possiveis implicagfes para a saude publica tém levado grande preocupacéo,
guanto ao uso de agentes antimicrobianos, assim, a busca de novos produtos

bactericidas se faz necessario, principalmente, os antimicrobianos naturais.
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2.5.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus é um microrganismo pertencente a familia
Staphylococcaceae. Apresenta-se como cocos Gram-positivos, nao esporulados
(JAY, 2005). E um organismo coagulase positivo, oxidase negativo e aerébico
facultativo; pode crescer em uma ampla margem de temperatura, tendo como
limite minimo 7 °C e méaximo 49 °C e a producéo de toxinas ocorre na faixa de
10 °C a 48 °C, mas sua faixa 6tima de sua producdo é de 40 °C a 45 °C
(TORTORA, 2000). Sdo bactérias oportunistas, vastamente distribuidas na
natureza e fazem parte da microbiota normal da pele e mucosas de mamiferos e
aves (ANDRADE; PERAZZO; MAISTRO, 2008).

E encontrado no ambiente externo e em narinas de 20% a 40% dos
adultos, ao passo que 60% dos humanos podem ser colonizados,
temporariamente, 0 que aumenta os riscos de contaminacdo dos alimentos
manipulados (BANIA et al., 2006).

A toxinose alimentar estafilocécica é atribuida a ingestdo de toxinas
produzidas e liberadas pela bactéria, durante sua multiplicacdo no alimento,
tornando-se um risco para a salde publica. O periodo de incubacdo da doenca
pode variar de 30 minutos até 8 horas; porém, na maioria dos casos, 0s sintomas
aparecem entre 2 e 4 horas apds a ingestdo do alimento contaminado (FISHER
et al., 2007; STAMFORD et al., 2006).

2.5.5 Listeria monocytogenes

O género Listeria pertence a familia Listeriaceae, abrange duas espécies
patogénicas para humanos e mamiferos: L. monocytogenes e a L. ivanovii
(GASANOV; HUGHES; HANSBRO, 2005). Crescem numa ampla faixa de
temperatura (1 °C a 45 °C), com étimo entre 30 °C e 37 °C e sdo classificadas
como psicrotréficas, em fungdo da capacidade de se multiplicar em temperaturas
de refrigeragdo (JAY, 2005).
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Listeria monocytogenes € uma bactéria Gram-positiva na forma de
bastonete, anaerodbica facultativa e ndo formadora de esporo (SCHMID et al.,
2005). E amplamente distribuida na natureza, podendo ser isolada do solo e
fezes de humanos e de outros animais (ADAMS; MOSS, 2004, JAY, 2005).

Listeria monocytogenes é notavel por sua habilidade em crescer sob
temperatura de refrigeracdo, ao contrario da maioria dos outros patdgenos
entéricos (PAL; LABUZA; DIEZ-GONZALEZ, 2008). Isso tem uma
importancia considerdvel, para a seguranga alimentar, pois significa que o
resfriamento a 4 °C ndo impede o crescimento do micro-organismo em niveis
perigosos, sendo destruido apenas pela pasteurizagdo ou cozimento adequado
(RHOADES; DUFFY; KOUTSOUMANIS, 2009).

A ingestao de L. monocytogenes pelo homem pode resultar em listeriose,
considerada grande problema de salde publica, pois pode causar aborto,
septicemias e meningite (HARVEY; CHAMPE; FISHER, 2008). Entre os
alimentos envolvidos, encontram-se o leite, queijos, sorvetes, agua, vegetais
crus, patés de carnes, molhos de carne crua fermentada, aves cruas ou cozidas,

peixes e frutos do mar.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Colheita da jabuticaba e preparo da casca

Foram colhidos 21,4 kg de frutos de jabuticaba, Plinia jaboticaba (Vell.)
Berg, genotipo Sabard, na fazenda Sdo José do Ismeril, no municipio de
Coqueiral, MG, Brasil.

Os frutos foram selecionados, lavados em &gua corrente, sanitizados
com solucdo de hipoclorito de sodio (200 mg kg™), por imersdo de 10 minutos,
espremidos em peneiras, obtendo-se 5,15 kg de cascas, as quais foram separadas
e colocadas em cestas de material metalico de malha fina, levadas para estufa de
secagem com circulacdo de ar, a temperatura de 45 °C e secas até peso
constante. Apds a desidratacdo, as cascas de jabuticaba foram moidas em
moinho de facas por 3 minutos, obtendo-se 1,07 kg de farinha, em seguida, a
farinha de casca de jabuticaba (FCJ) foi passada em peneiras de 35, 60, 80 e 100
meshs, para determinar a sua granulometria, a maioria das particulas da farinha
foram retidas nas peneiras de 60 e 80 mesh. Assim, de acordo com Zanotto e
Bellaver (1996), essa farinha é classificada como farinha com particulas finas. A
FCJ foi acondicionada em frascos hermeticamente fechados, protegidos da luz, a

temperatura ambiente até a sua utilizacéo.
3.2 Obtencao dos extratos

a) Extrato acetonico

Em 1g de FCJ foram adicionados 10 mL de solucéo de acetona: gua (7:
3 v vh). Esta mistura foi mantida a temperatura ambiente por 2 horas, neste
intervalo, foi agitada trés vezes. Apds esse periodo, a solugdo foi filtrada em 13
de vidro e lavada com mais 10 mL do solvente (AGOSTINE-COSTA,; LIMA;
LIMA, 2003). O filtrado foi recolhido e levado ao evaporador rotatério a 45° C
até a completa evaporagdo da acetona. Apo6s, o filtrado foi recolhido com &gua,

congelado e liofilizado.
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b) Extrato aquoso

Um grama de FCJ foi misturado com 15 mL de &gua, sob agitacdo por
15 minutos e, em seguida, filtrou-se em organza. O residuo foi submetido a duas
reextracbes consecutivas. Reuniram-se os filtrados, foram congelados e

liofilizados.

c) Extrato etandlico

Foram adicionados em 1g de FCJ, 15 mL de etanol acidificado, nas
proporcdes de 85% de etanol para 15% de acido HCI 1,5 N, homogeneizados
por 2 minutos em politron e macerados por 12 horas, a 4°C, ao abrigo da luz
(LIMA et al., 2011). A solucdo foi filtrada em papel Whatman n® 1 colocado em
funil de Buchner sob presséo e o residuo lavado com o mesmo solvente, até se
obter um volume de 100 mL. Em seguida, o filtrado foi levado ao evaporador
rotatorio a 45°C, para eliminacdo total dos solventes. Apds, foi recolhido com
agua, congelado e liofilizado.

d) Extrato metanolico

Um grama da FCJ foi transferido para um erlenmeyer de 250 mL,
acrescentado 50 mL de metanol 50% (v v'*), tampado com rolha apropriada para
refluxo e colocado em uma chapa aquecedora a 80° C. Apds 15 minutos de
fervura, o extrato foi filtrado em papel de filtro e recolhido em um becker de 250
mL. O residuo foi submetido a duas reextraces de acordo com a Association of
Official Analyticalchemists (AOAC, 2005). Apds a terceira filtracdo, o filtrado
foi reunido, levado para a chapa (80° C) até a completa eliminacdo do metanol e,

em seguida, congelado e liofilizado.
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3.3 Andlise cromatogréfica dos compostos fenolicos

A analise cromatografica foi realizada, utilizando-se cromatografo
liquido de alta eficiéncia UFLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta
pressdo modelo LC-20AT, um detector UV-visivel modelo SPD-M20A, forno
modelo CTO-20AC, interface modelo CBM-20A e injetor automéatico com
autoamostrador modelo SIL-20A. As separacOes foram realizadas, utilizando-se
uma coluna Shim-pack VP-ODS-C18 (250 mm x 4,6 mm) conectada a uma pré-
coluna Shim-pack Column Holder (10 mm x 4,6 mm).

Os extratos, diluidos em &gua (1:16) e os padrbes foram filtrados em
uma membrana de nylon de 0,45 pm (Millipore®) e, diretamente, injetados no
sistema cromatografico. Os compostos fendlicos nos extratos foram
identificados por comparagdo com o0s tempos de retencdo dos padrBes. A
quantificagdo foi realizada, por meio da construgdo de curvas analiticas, obtidas
por regressao linear, considerando o coeficiente de determinacéo (R?) de 0,99.

a) ldentificacdo de flavonoides, taninos e acidos fendlicos:

A fase movel foi composta pelas solucGes de acido acético em agua 2%
(A) e metanol: agua: &cido acético (70: 28: 2 v/v/v) (B). As analises foram
realizadas com tempo total de 65 minutos, temperatura de 40 °C, fluxo de 1,0
mL min™, comprimento de onda de 280 nm e volume de injecdo de 20 pL em
sistema do tipo gradiente (100% do solvente A de 0,01 a 5,0 minutos; 70% do
solvente A de 5,0 a 25,0 minutos; 60% do solvente A de 25,0 a 43,0 minutos;
55% do solvente A de 43,0 a 50,0 minutos e 0% do solvente A por 10 minutos)
até o final da corrida. O solvente A foi aumentado para 100% buscando manter o
equilibrio da coluna.

Os padrdes utilizados foram:
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-Acidos fenolicos: 4cido feralico, &cido salicilico, acido vanilico, acido
siringico, &cido galico, &cidos para e ortocumarico.
-Taninos: epicatequina, catequina, galato de epicatequina.

-Flavonoides: resveratrol e quercetina.

b) Identificacdo das antocianinas

A fase mdvel foi composta pelas solugdes de acetonitrila (A) e agua:
acido acético (80: 20v/v) (B). As analises foram realizadas com tempo total de
30 minutos, temperatura de 40 °C, fluxo de 1,0 mL min™, comprimento de onda
de 545 nm e volume de injecéo de 20 pL em sistema do tipo gradiente variando
de 0 a 30% (PRATA, 2005).

Os padrdes utilizados foram: cloreto de malvidina, cloreto de cianidina,
cloreto de delfinidina.

3.4 Avaliacdo da atividade antibacteriana

As bactérias Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella cholerasuis
ATCC 6539, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Listeria monocytogenes ATCC 19117 foram utilizadas, para
avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos da FCJ, no Laboratério de
Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras.

Manutencdo e ativagdo das culturas bacterianas

Durante o experimento, 0s microrganismos foram mantidos, em
microtubos, contendo meio de congelamento, sobrefrigeragéo (4 °C) (TEBALDI,
2008).

Para ativacdo das culturas, as cepas foram repicadas em caldo-infuséo de
cérebro e coracdo (BHI — Brain heart infusion), e incubadas a 37 °C por 24

horas.
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3.4.1 Efeito inibitdério do extrato da farinha de casca de jabuticaba sobre
bactérias

a) Teste de difusdo cavidade em agar

As bactérias foram repicadas em caldo BHI e ficaram incubadas a 37 °C
por 24 horas. Posteriormente, aliquotas desse meio foram transferidas para um
tubo com 5 mL de caldo TSB (Triptic Soy Broth). Os tubos foram incubados a
37 °C, até alcancar a turbidez de uma solugdo-padrdo McFarland de 0,5,
resultando em uma suspensdo contendo 10 UFC mL™. As leituras de turbidez
foram realizadas, utilizando espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 625
nm conforme a National Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2003).

A concentragdo de indculo obtida pela escala McFarland de 0,5 (10°
UFC mL™) foi diluida até atingir a concentragdo de 10° UFC mL™, em seguida,
foi transferida para o meio de cultura TSA (Triptic Soy Agar), para a espécie
Listeria monocytogenes e, para as demais espécies, transferida para o éagar
Mueller-Hinton.

Inicialmente, uma fina camada de é&gar foi adicionada em placas de
Petri, 0 agar no qual foi inoculada a cultura bacteriana foi depositado sobre essa
camada de agar, onde foram feitos os po¢os para deposicdo do extrato da FCJ.
Esses foram preenchidos com 10 pL dos extratos solubilizados em &agua nas
concentragdes 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 e 3,90 e 0 pg mL™. Para a
concentragdo de 0 pg mL™ inocularam -se 10 puL de 4gua destilada e como
padrdo de comparagdo inocularam -se 10 pL da solugdo de 100 ug mL™ do
antibidtico cloranfenicol (NCCLS, 2003; PEREIRA et al., 2008) As placas
foram incubadas em BOD 37 °C, por 24 horas e medidos os diametros dos halos
de inibicdo formados. Foram realizadas trés repeticbes para cada tratamento
(OGUNWANDE et al., 2005). A partir dos didmetros obtidos, foi avaliado o
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perfil de sensibilidade das bactérias, em diferentes concentracfes dos extratos de
FCJ. A concentragdo minima inibitéria (CMI) sera definida como a menor

concentracdo de extrato em que ocorrera a presenca de halo de inibicéo.
3.5 Planejamento experimental e anélise estatistica

Os compostos fendlicos foram avaliados nos diferentes extratos e
submetidos ao delineamento, inteiramente casualizado com 4 tratamentos
(extratos fendlicos) e 3 repeticdes e, também, avaliados em cada extrato com 12
tratamentos (compostos fendlicos) e 3 repeticOes. Para atividade antibacteriana,
foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial de 5
x 4 x 5 (bactérias x extratos da FCJ x concentragdes), com trés repeticoes.

Os dados resultantes dos experimentos foram submetidos a andlise de
variancia pelo programa estatistico Sistema de Analise de Variancia para dados
Balanceados (SISVAR), segundo Ferreira (2011) e, se significativa, foi utilizado
teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para comparacéo das médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento, em peso seco, das extracdes acetbnica, aquosa, etandlica
e metandlica foi, respectivamente, 47,99 + 2,34%; 71,06 =+ 2,01%; 43,16 *
1,24% e 53,76 + 4,60%. Apesar de 0 extrato aquoso ter apresentado o maior
rendimento em peso seco, ndo mostrou maior extracdo de fenolicos (TABELA
1). Provavelmente outros compostos sollveis em agua foram extraidos.

Nas Figuras de 5 a 12 estd apresentado o perfil cromatografico dos
compostos fendlicos dos extratos acetbnico, aquoso, etandlico e metandlico,

obtido da FCJ e, na Tabela 1, os teores desses compostos.

Tabelal- Teores de compostos fendlicos, em mg 100 g* de extrato
liofilizado, em diferentes extratos obtidos de farinha de casca de

jabuticaba.
Compostos Extrato acetdnico Extrato Extrato Extrato
fendlicos aquoso etanolico metanolico
Acido fertlico 0,82 +0,06aE 0,00+0,00 bD 0,83+0,02aE 0,89+0,19 aE
Acido galico 2,72+0,21aD 1,88+0,07bcD 2,29+0,07bE 1,83+0,00cDE
Acido o-cumérico 0,00+0,00bE 0,00+0,00 bD 1,52+0,04aE 0,00+0,00 bE
Acido p-cumarico 1,23+0,07cE 0,66+0,04 cD 8,33+0,33aE 4,74+0,62 bD
Acido siringico 0,00+0,00dE 1,92+0,09 aDb 0,80+0,06cE 1,58+0,08 bE
Cloreto de cianidina 9,77+0,09cC 0,00+0,00 dD 29,14+1,82bD 61,26+2,3 aA
Cloreto de delfinidina 0,00+0,00cE 45,19+2,77 aA 35,89+0,81 hC 0,00+0,00 cE
Cloreto de malvidina 0,00+0,00bE 0,00+0,00bC 0,00+0,00 bE 39,52+1,74aB
Catequina 42,01+1,62cA 10,54+0,06dD 117,5+8,83 aA 58,33+1,66bA
Epicatequina 35,87+0,55aB 8,24+0,23 bD 33,38+3,94aC 10,98+0,94bC
Galato de 0,00+0,00cE 28,57+0,07bB 84,62+5,44aB 1,09+0,20 cE
epicatequina
Total 92,42 97,00 3143 180,26
CV(%) 6,44 10,52 13,82 6,77

Nota: Dados sdo media de trés repeticBes + desvio padrdo. Letra minGscula na linha
compara entre os extratos fenolicos, letra maiuscula na coluna compara entre 0s
compostos fendlicos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade em cada extrato.
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O extrato etanolico apresentou 0s niveis mais elevados de compostos
fendlicos totais (FIGURAS 9 e 10, TABELA 1), seguido pelo metandlico
(FIGURAS 11 e 12, TABELA 1), aquoso (FIGURAS 7 e 8, TABELA 1) e
acetbnico (FIGURAS 5 e 6, TABELA 1). Observou-se que a composi¢do de
compostos fenodlicos foi diferente para os extratos. Nao se detectou, no extrato
etanolico, o cloreto de malvidina, enquanto no metandlico ndo se detectaram o
acido o-cumarico e cloreto de delfinidina. Ja, para o extrato aquoso (FIGURA
5), ndo foram detectados o acido ferllico, &cido o-cumarico, cloreto de
cianidina, cloreto de malvidina; e, para o extrato acetdnico, o acido o-cumarico,
acido siringico, cloreto de delfinidina, cloreto de malvidina e galato de
epicatequina ndo foram detectados. O &cido o-cumarico foi registrado apenas no
extrato etandlico, e cloreto de malvidina apenas no extrato metandlico.

O extrato acetbnico apresentou niveis mais elevados de acido ferdlico
(que ndo diferiu, significativamente, do extrato etandlico e metanolico) e
epicatequina. O extrato aquoso apresentou os niveis mais elevados de cloreto de
delfinidina; o etandlico de catequina, epicatequina (que ndo foi,
significativamente, diferente do extrato acetdnico) e galato de epicatequina e; o
metandlico de cloreto de cianidina e cloreto de malvidina. Portanto, o extrato
etandlico acarretou maior extracdo dos compostos fendlicos, com niveis de
alguns fendlicos muito superiores ao dos outros extratos.

A diferenca entre o teor de compostos fendlicos, registrados para cada
extrato, estd relacionada a diversos fatores como a polaridade diferenciada de
cada solvente que é um dos fatores bastante importante, mas também se tem a
influéncia da temperatura e tempo de extracdo, se com agitagdo ou nao.
Inimeros sdo os compostos fendlicos, com diferentes niveis de complexidade
em sua estrutura, o que leva a uma variagdo de sua sensibilidade as condicfes de
extracdo, assim, o rendimento e a composicdo dos extratos depende das

condicdes utilizadas na extragéo.
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Existem vérios estudos em busca de um método Unico que obtenha um
melhor rendimento de compostos fendlicos, mas isso ndo tem sido uma tarefa
facil. Deng et al. (2014) observaram que acetona 70% e metanol extrairam mais
compostos fendlicos das folhas de mirtilo do que o etanol a 95%. Tomsone,
Kruma e Galoburda (2012) verificaram que a extracdo de compostos fendlicos
de rabano (Armoracia rusticana) foi maior com etanol a 95% seguido por
acetona 100%. Ja Zhao e Hall (2008) avaliaram extratos de uvas passa obtidos
com diferentes solventes, verificaram que compostos fendlicos foram mais
extraidos com etanol, ao contrario de Rusak et al. (2008), que obtiveram 0s
maiores teores desses compostos em extratos aquosos de cha verde.

Lage et al. (2014) identificaram no extrato metandlico de FCJ, genétipo
Sabard, em ordem crescente de concentragcdo, 0S seguintes COmpostos:
epicatequina, acido salicilico, &cido elagico, &cido galico e galocatequina. Ja
Alves et al. (2014a) identificaram, no extrato acetonico da FCJ do mesmo
genotipo e mesma condicdes de extracdo, os seguintes compostos fendlicos, em
mg 100 g™ de extrato: galocatequina (27,20), 4cido elagico (35,44), catequina
(50,46), acido galico (52,00), &cido salicilico (133,44) e epicatequina (145,47).
Entretanto, Alves et al. (2014) e Lage et al. (2014) ndo utilizaram os padrdes
cloretos de delfinidina, de cianidina e malvidina. Os teores de fendlicos deste
trabalho séo diferentes dos registrados por estes autores, sendo esta diferenca,
provavelmente, pela época de colheita e condigdes ambientais, além dos padrdes
utilizados na identificagéo.

Portanto, observou-se que a identificagdo de compostos fendlicos
dependem do tipo do material, condicbes ambientais, pos-colheita,
processamento e métodos de extragdo, como registrado por Gurjar et al. (2012) e
Moulehi et al. (2012), dificultando, assim, um método Unico para extragéo

desses compostos.
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Figura5 - Cromatograma de compostos fenolicos do extrato acetdnico de
farinha de casca de jabuticaba.
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Nota: Identificacdo dos picos: 1 — acido gélico (tempo = 6,541); 2 - catequina (tempo =
10,419); 3 - epicatequina (tempo = 13,750); 4 - acido p-cumarico (tempo = 19,
889); 5 - 4cido ferdlico (tempo = 22, 609).

Figura 6 - Cromatograma de antocianinas do extrato acetdnico de farinha de
casca de jabuticaba.
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Nota: Identificacéo pico 1- cloreto de cianidina (tempo = 21,318).



Figura 7 - Cromatograma de compostos fendlicos do extrato aquoso de farinha de casca de jabuticaba.
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Figura 8 - Cromatograma de antocianinas do extrato aquoso farinha de casca de
jabuticaba.
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Nota: Identificacdo do pico: 1 —cloreto de delfinidina (tempo = 17,345).

Figura 9 - Cromatograma de compostos fendlicos do extrato etandlico farinha
de casca de jabuticaba.
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Nota: Identificacdo dos picos: 1 - acido gélico (tempo = 6,541); 2 - catequina (tempo =

10,419); 3 - galato de epicatequina (tempo = 12,154); 4 - epicatequina (tempo

13,750); 5 - acido siringico (tempo = 15,034); 6 - acido o-cumarico (tempo

16,048); 7 - acido p-cumarico (tempo = 19,889); 8 - acido ferulico (tempo
22,609).
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Figura 10 - Cromatograma de antocianinas do extrato etandlico farinha de

casca de jabuticaba.
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Nota: ldentificagdo dos picos: 1 — cloreto de delfinidina (tempo = 17,345); 2 —cloreto de
cianidina (tempo = 21,318).

Figura 11 - Cromatograma de compostos fendlicos do extrato metandlico
farinha de casca de jabuticaba.
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Nota: Identificacdo dos picos: 1 - acido gélico (tempo = 6,541); 2 - catequina (tempo =
10,419); 3 - galato de epicatequina (tempo = 12,154); 4 - epicatequina (tempo =
13,750); 5 - acido siringico (tempo = 15,034); 6 - acido p-cumarico (tempo =
19,889); 7 - 4cido ferdlico (tempo = 22,609).
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Figura 12 - Cromatograma de antocianinas do extrato metanolico farinha de
casca de jabuticaba.
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O efeito da atividade antibacteriana dos extratos foi analisado por meio
da determinagdo da concentragdo minima inibitoria (CMI) dos extratos. A maior
concentragdo de extrato aplicada foi de 250 pug mL™, uma vez que, em
concentracbes mais altas, as solucbes dos extratos ndo permitiram uma
dissolugdo completa do material, além da intensa coloragdo, que poderia
prejudicar a leitura dos resultados.

Todos os extratos testados ndo apresentaram inibicdo de crescimento
para as bactérias Escherichia coli e Salmonella Cholerasuis. Para Pseudomonas
aeruginosa a CMI, para todos os extratos, foi de 250 pg mL™ com halo de
inibicdo médio de 6,3 mm, representando 30% de inibicdo em relacdo ao
clorofenicol, cujo halo de inibigdo foi de 21mm.

A maior inibicdo de crescimento foi observada para L. monocytogenes e
S. aureus. Observou-se que concentracdes de extratos inferiores a 15,62 ug mL™
ndo inbiram o crescimento dessas bactérias. O extrato acetbnico mostrou
inibicdo de crescimento de S. aureus (TABELA 2) apenas na concentracdo de

250 pg mL™. O extrato aquoso e o metandlico apresentaram inibicdo de
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crescimento até a concentracdo de 62,5 pg mL™, enquanto o etandlico até a
concentragdo de 31,25 ug mL™. A maior inibigéo foi registrada, na concentragéo
de 250 ug mL™* pelo extrato etandlico (41,8%), seguido pelo metandlico (36%),
aquoso (26,7%) e acetdnico (25,2%).

Tabela 2 - Diametro do halo de inibicdo (mm)* de Staphylococcu aureus,
utilizando diferentes extratos de farinha de casca de jabuticaba.

Concentragéo pg mL™

Extratos 250 125 62,5 31,25 15,62
Acetdnico 6,8+0,57aC  0,0£0,00bC  0,0+0,00bC 0,0+0,0bB 0,0+0,0bA
Aquoso 7,240,7 aC 5,5+0,86bB  4,8+0,58bB 0,0+0,0cB 0,0+0,0cA

Etanolico 11,2+0,7aA  8,3#152bA  6,7+0,57cA 5,0+0,0dA 0,0£0,0eA
Metanolico 9,7¢0,29aB  7,3%0,29bA  6,2+0,58bA 0,0+0,0cB 0,0£0,0cA

*Dados sdo média de trés repeticdes, + desvio padrdo. Letra mindscula na linha compara
um extrato em todas as concentragdes testadas, letra maidscula na coluna comparam 0s
extratos em uma concentragdo. Medias seguidas por diferentes letras diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Controle positivo: clorofenicol
(100 pug mL™), halo de inibigdo 27 mm.

Para L. monocytogenes (TABELA 3), 0 extrato acetdnico apresentou
inibicdo de crescimento a partir de 125 ug mL™, o aquoso e etanélico a partir de
62,5 ug mL™, enquanto o metandlico a partir de 31,25 ug mL™. A maior inibigdo
foi registrada, na concentracdo de 250 pg mL™ pelo extrato metandlico (com
64,8% de inibicdo em relacdo ao clorofenicol), seguido pelo etandlico (com
57,4% de inibicdo em relagdo ao clorofenicol), aquoso (com 38,8% de inibigéo
em relagdo ao clorofenicol) e acetdnico (com 37,0% de inibi¢do em relagdo ao
clorofenicol).

N&o existe, na literatura, um critério Unico para avaliagdo da eficiéncia
da acdo antimicrobiana de extratos vegetais. Segundo Mothana e Lindequist
(2005), halos de inibi¢do de 8 a 13 mm s&o considerados extratos com poder de
acdo moderadamente ativos, j& halos de inibigdo maiores que 14 mm sdo

extratos muito ativos. Com base nesse critério, para S. aureus, 0 extrato
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etan6lico mostrou-se moderadamente ativo nas concentragdes de 250 pg mL™ e
125 pg mL™, enquanto o metandlico foi moderadamente ativo apenas na
concentracdo de 250. Para L. monocytogenes, o extrato metanolico e etandlico
foram muito ativos na concentracdo de 250 pug mL™ e moderadamente ativos na
concentracdo de 125 e 62,5 pg mL*'. J4 para o extrato aquoso, foi
moderadamente ativo nas concentracdes de 250 e 125 pg mL™, e o aceténico

moderadamente ativo na concentracéo de 250 pug mL™.

Tabela 3 - Diametro do halo de inibicdo (mm)* do crescimento da bactéria
Listeria monocytogenes, utilizando diferentes extratos de farinha de
casca de jabuticaba.

Concentrag&o pg mL™*

Extratos 250 125 62,5 31,25 15,62

Acetdnico 10,0+0,5aC  7,0x0,5bD 0,0£0,0cC 0,0+0,0cB 0,0£0,0c
Aquoso 10,5+0,5aC  8,5+0,5hC 7,2+0,3cB 0,0+0,0dB 0,0+0,0d
Etanolico 15,5+0,5aB 11,5+1,00B  8,0+0,0cAB 0,0+0,00B 0,00,0d
Metanolico 17,5+0,58A  13,8+1,6bA  9,2+0,3cA 7,2+0,3dA 0,0£0,0e

*Dados sdo média de trés repeti¢des, + desvio padrdo. Letra minuscula na linha compara
um extrato em todas as concentragdes testadas, letra maiuscula na coluna comparam os
extratos em cada concentragdo. Médias seguidas por diferentes letras diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Controle positivo: clorofenicol
(100 pg mL™), halo de inibigdo 27 mm.

Holetz et al. (2002) classificam a acdo antibacteriana quanto a presenca
de halo de inibicdo da seguinte forma: em concentracdes abaixo de 100 pg mL™,
séo considerados com boa atividade antimicrobiana; em concentragdes entre 100
e 500 pg mL™, atividade moderada; entre 500 e 1.000 ug mL™, atividade fraca e
acima de 1.000 pg mL™, inativo. Considerando esta classificacdo, 0s extratos
aquoso, metanolico e etandlico apresentaram boa atividade para S. aureus e L.
monocytogenes e atividade moderada para P. aeruginosa.

Em razdo da maior suscetibilidade de microrganismos gram-positivos,
acredita-se que o mecanismo da acdo antimicrobiana do extrato, provavelmente,

decorra da sua interagdo com o peptidoglicano, presente na parede celular
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bacteriana e que caracteriza uma barreira mais fragil do que a parede celular das
bactérias Gram- negativas (RABELO et al., 2014). Notadamente, micro-
organismos Gram-negativos mostram-se mais resistentes a acdo de
antimicrobianos em relacdo aos Gram-positivos, uma vez que sua parede celular
se encontra protegida por uma camada externa rica em polissacarideos o que
dificulta a acdo das substancias antimicrobianas presentes nos extratos
(GOULD, 2009).

Diversos estudos atribuem a acdo antimicrobiana de extratos de origem
vegetal ao teor de compostos fenolicos presentes (AL-HABIB et al., 2010;
KUMAR et al.,, 2011; MARTINS, 2011). Os taninos e os flavonoides
apresentam habilidade de inativar enzimas e complexarem-se com proteinas
extracelulares, proteinas soliveis e com a parede celular das bactérias,
configurando os provaveis mecanismos de acdo antimicrobiana (MENDES et
al., 2011). Outra teoria de ag¢éo antibacteriana dos taninos fundamenta-se na sua
complexagdo com ions metélicos, diminuindo a disponibilidade de ions
essenciais para 0 metabolismo microbiano (SCALBERT, 1991).

Observou-se, no presente trabalho, que os extratos etandlico e
metandlico apresentaram maior potencial de inibicdo e os maiores teores de
compostos fendlicos, 0s quais sdo 0s possiveis responsaveis pela agdo

antibacteriana.
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5 CONCLUSAO

Os extratos etandlico e metandlico obtidos da FCJ apresentam os teores
mais elevados dos compostos fendlicos, cloreto de cianidina, catequina e
epicatequina e maior acdo antibacteriana contra as bactérias S. aureus e L.
monocytogenes, revelando, assim, potencialidade como possivel alternativa para

utilizacdo na industria de alimentos e/ou farmacéutica.
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Figura 1 - Cromatograma da solugdo de
espectrofotométrica.
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Figura 2 - Cromatograma da
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Tabela 1 - Tempo de retencdo (tg) medio para os compostos fenélicos analisados

Composto tr minutos*
Acido gélico 6,58 + 0,01
Catequina 10,37 £ 0,06
Galato de epigalocatequina 12,11 £ 0,02
Epicatequina 13,96 + 0,03
Acido siringico 15,66 + 0,20
Acido o- cumérico 16,40+0,05
Cloreto de Delfinidina 16,53 + 0,05
Acido p-cumérico 20,18 + 0,03
Cloreto de Cianidina 21,25 +0,04
Cloreto de Malvidina 24,44 + 0,03
Acido ferlico 26,16 + 0,01
Acido Vanilico 25,83+0,02
Acido salicilico 32,11+ 0,02
Resveratrol 35,37 +£0,03
Quercetina 51,39+ 0,01

*Dados sdo média de trés repeticbes + desvio padréo.
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Tabela 2 - ParAmetros e coeficientes de determinacdo (R das curvas

analiticas*.

Composto a b R?

Acido galico 39,329 -165,3 0,997
Catequina 10011 -946,1 0,996
Galato de Epicatequina 18121 -3420 0,998
Epicatequina 11500 -165,0 0,997
Acido siringico 51597 -2432 0,998
Acido o-cumarico 31956 31932 0,995
Cloreto de delfinidina 32561,91 92716,95 0,990
Acido p-cumérico 84964 -2899 0,998
Cloreto de Cianidina 2201,76 -16658,52 1,000
Cloreto de Malvidina 2804,57 -2145,21 0,990
Acido ferlico 52298 -1130 0,997
Acido Vanilico 64240 2294 0,998
Acido salicilico 10686 -1738 0,997
Resveratrol 73052 -7788 0,998

*Regressdo linear: y = a + bx.



Tabela 3 - Resumo da analise de variancia dos extratos de farinha de casca de jabuticaba para cada composto fenélico

Quadrado médio

Compostos fenélico®

GL A B C D E F G H [ J K

Extratos 3 0,52**  054** 37,80**  173* 2,10%*  604562** 4609,37**  632,66**  2182,92**  1094,80**  1686,96**

Residuo 8 0,03 0,01 0,13 0,00 0,00 20,95 7,55 4,18 2,12 131 2,09

Total 11

CV% 7,3 16,19 9,44 5,95 6,32 8,02 9,63 9,25 5,82 7,51 7,13
dComposto fendlicos: A= acido galico, B = acido fertlico, C = acido p-cumarico, D = écido o-cumarico, E = acido siringico, F =
catequina, G = galato de epicatequina, H = epicatequina, | = cloreto de cianidina, J = cloreto de malfinidina e K = cloreto de
delfinidina.

**Significa a 1% de probabilidade
"N3o significativo
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Tabela 4 - Resumo da analise de varidncia dos compostos fenolicos nos
diferentes extratos da farinha de casca de jabuticaba

Quadrado médio

GL Extrato Extrato Extrato Extrato
acetonico aquoso etandlico metandlico
Compostos 11  666,63** 6783,53** 4383,35 1680,42
fendlicos
Residuo 24 0,25 17,35 12,48 1,03
Total 35
CV% 6,44 10,52 13,82 6,77

**Significa a 1% de probabilidade
"N3o significativo

Tabela5- Resumo da andlise de varidncia dos extratos, em diferentes
concentragdes, da farinha de casca de jabuticaba para cada bactérias

Bactérias
GL S. aureus L. monocytogenes
Extrato 3 62,33** 102,46**
Concentragéo 4 142,42 376,17
Extrato*concentracdo 12 9,27 14,16
Total 59
CV% 13,69 8,21

**Significativo a 1% de probabilidade.

"Néo significativo



