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EPIGRAFE

Cancao do Exilio

Minha terra tem palmeiras,
Onde canta o Sabi4;

As aves, que aqui gorjeiam,
N&o gorjeiam como 4.

Nosso céu tem mais estrelas,
Nossas varzeas tém mais flores,
Nossos bosques tém mais vida,
Nossa vida mais amores.

Em cismar, sozinho, a noite,
Mais prazer eu encontro 14;
Minha terra tem palmeiras,
Onde canta o Sabia.

Minha terra tem primores,

Que tais ndo encontro eu ca;
Em cismar sozinho, a noite
Mais prazer eu encontro 13;
Minha terra tem palmeiras,
Onde canta o Sabié.

N&o permita Deus que eu morra,
Sem que eu volte para Ia;

Sem que disfrute os primores
Que néo encontro por ca;

Sem que ainda aviste as palmeiras,

Onde canta o Sabia.

Gongalves Dias (1847)
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RESUMO

O Brasil é considerado o pais detentor da maior biodiversidade conciliando com a preservacao
da cultura das comunidades locais, esta tese trata da avaliacdo do potencial antimicrobiano e
caracterizacdo quimica dos compostos presentes nos extratos obtidos das palmeiras: Babacgu
(Attalea speciosa), Buriti (Mauritia flexuosa) e Macauba (Acrocomia aculeata). O inicio do
trabalho comecga com uma contextualiza¢éo onde sdo colocados introducéo geral, os principais
objetivos e justificativa do trabalho bem como uma revisdo bibliografica. No artigo 1 foram
realizados estudos das folhas das palmeiras e o0s extratos etandlicos obtidos ndo apresentaram
atividade antimicrobiana significativa segundo o teste de disco-difusdo para 0s micro-
organismos testados. A abordagem fitoquimica desses extratos indicou a presenca de grupos de
substancias importantes como: taninos, flavondides, catequinas, esterdides, triterpendides e
saponinas. A cromatografia gasosa (GC-MS) confirmou a presenca de terpenos e identificou a
presenca de acidos graxos de importancia econdmica. No artigo 2 nos extratos etandlicos
obtidos a partir da polpa e da casca dos frutos de Buriti (M. flexuosa) foram identificados através
da cromatografia gasosa a presenca de acidos graxos saturados e insaturados. Esse fato
justificou as atividades antimicrobianas realizadas por método de difusdo em poco e
microdiluicdo apresentando inibicao frente as bactérias Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus que sdo patégenos humanos. Os resultados
desse trabalho demonstraram que o extrato obtido da casca apresentou melhor inibi¢do aos
micro-organismos testados em concentragdes menores do que o da polpa apresentando-se como
candidato potencial na prospecgdo de novos farmacos. No artigo 3 fez-se o estudo dos extratos
etanolicos obtidos a partir do fruto (améndoa e polpa) e das inflorescéncias da palmeira
Macauba (A. aculeata). Os testes fitoquimicos indicaram a presenca de acidos organicos apenas
nos extratos da polpa e da inflorescéncia sendo confirmado pelas analises de GC-MS. O extrato

etanolico obtido a partir das flores foi o Unico que apresentou atividade antibacteriana pelo



Xiv
método de difusdo em poco frente as cepas: E. faecalis, E. coli e S. aureus e no método de
microdiluicdo apresentou inibigéo para: E. coli e S. aureus demonstrando ter potencial para uso

como agente antibacteriano. Alguns resultados obtidos neste trabalho sdo inéditos visto que

ainda ndo foram relatados na literatura.

Palavras-Chave: buriti, babacu, macauba, caracterizacdo quimica, GC-MS.
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ABSTRACT

Brazil is considered the country that own the highest biodiversity.This thesis deals with the
evaluation of antimicrobial potential and chemical characterization of the compounds that are
present in the extracts obtained from the following palm trees: Babacu (Attalea speciosa), Buriti
(Mauritia flexuosa) and Macauba (Acrocomia aculeata), based on the conservation of
biodiversity with the preservation of local communities cultural assets. In the contextualization,
it is presented a general introduction, the main objectives and reasoning of the work as well as
a brief description of the literature review. In the article 1, studies on the palm leaf showed that
the ethanolic extracts obtained did not present significant antimicrobial activity against the
tested microorganisms by the disc diffusion test. The phytochemical analysis of those extracts
indicated the presence of of important groups such as: tannins, flavonoids, catechins, steroids,
triterpenoids and saponins. Gas chromatography (GC-MS) confirmed the presence of terpenes
and fatty acids of economic importance and the compounds were identified, among them:
linoleic (omega-6) and linolenic (omega-3) acids. In the article 2, the ethanolic extracts obtained
from the pulp and the bark of the Buriti (M. flexuosa) fruits were identified through gas
chromatography and the presence of saturated and unsaturated fatty acids was determined. This
fact justified the antimicrobial activities performed by the well diffusion and microdilution
methods, which were performed against bacteria that are human pathogens E. faecalis, E. coli,
P. aeruginosa and S. aureus. The results of this study demonstrated that the bark extract showed
better inhibition response for the tested microorganisms, but in lower concentrations than the
pulp extract. This makes the extract a potential candidate for the prospection of new drugs. In
the article 3, the study was made with the ethanolic extracts obtained from the fruit (almond
and pulp) and the inflorescences of the Macauba (A. aculeata) palm tree. The phytochemical
tests have indicated the presence of organic acids only in the pulp and in the inflorescence, these

extracts were confirmed by GC-MS analyzis. The ethanolic extract obtained from the
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inflorescence was the only one that presented antibacterial activity by the well diffusion method
against the bacteria: E. faecalis, E. coli and S. aureus and by the method of microdilution against
the bacteria: E. coli and S. aureus, which demonstrates the potential of the extract as an
antimicrobial agent. The results presented herein are a novelty, since those plant substrates were

not yet studied in depth.

Keywords: buriti, babacu, macauba, chemical characterization, GC-MS.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1 INTRODUCAO GERAL

As palmeiras compdem uma das maiores e mais importantes familias vegetais nos
ecossistemas tropicais, tanto em nimero de espécies como em abundancia (aproximadamente
200 géneros, mais de 2000 espécies). A Amazodnia brasileira € a maior regido de florestas
tropicais do planeta e abriga a maior diversidade de palmeiras do territorio brasileiro. Nessa
regido sdo encontrados 35 dos 42 géneros e cerca de 150 das 193-208 espécies conhecidas no
Brasil segundo Henderson et al. (1995). Seu porte elegante, determinado por suas
caracteristicas, as distingue prontamente das outras plantas, razdo pela qual Linnaeus (1753) as
denominou “Principes” do reino vegetal. O mais recente sistema de classificagdo de palmeiras
é baseado no trabalho de Moore (1973). Palmeira é 0 nome comum das plantas da familia
Arecaceae, anteriormente conhecida como Palmae ou Palmacea. A maioria das palmeiras que
sdo utilizadas pelos habitantes dos estados que compdem a Amazonia legal, de acordo com
Campos e Ehringhaus (2003) possuem frutos comestiveis, raizes, folhas e outras partes
passiveis de algum tipo de aproveitamento. As palmeiras também sdo muito encontradas no
Cerrado por serem eficientes na colonizagéo e sobrevivéncia em novos habitats, especialmente
naqueles alterados pelo homem. Na busca por substancias bioativas, o estudo das palmeiras
nativas do Brasil é uma alternativa eficiente devido a sua alta capacidade de producdo de
metabolitos secundarios com estruturas quimicas diversas. Dentre estas, as mais procuradas sao
as substancias com atividades farmacoldgicas, tanto pela comunidade cientifica mundial como
pelas industrias farmacéuticas.

O estado do Tocantins € uma regido antropizada que possui os dominios Cerrado e

Amazonico em processo de degradacgéo pela ocupacdo humana desordenada e intensificada pela
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criagdo do Estado, em 1988. Dentre as espécies nativas que tém sido exploradas em seu
ambiente natural, trés espécies se destacam no estado do Tocantins: Babacu (Attalea speciosa),
Buriti (Mauritia flexuosa) e Macauba (Acrocomia aculeata).

Nesta primeira parte do trabalho é realizada uma contextualizacdo onde sdo apresentados
0s topicos: introducéo, objetivos geral e especifico, justificativa e revisdo bibliografica sobre as
espeécies vegetais e 0s micro-organismos utilizados no estudo para o desenvolvimento e melhor
analise sobre o respectivo assunto. Em seguida sdo colocados os artigos desenvolvidos em
ordem de execucao do estudo. O artigo 1 traz os resultados obtidos da analise da composicao
guimica e atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos obtidos a partir das folhas das
palmeiras (Babacu, Buriti e Macaiba). Neste artigo foram identificados nos extratos a presenca
dos grupos: taninos, flavondides, catequinas, esteroides, triterpendides e saponinas atraves da
fitogquimica. A analise por cromatografia gasosa confirmou a presenca de terpenos e identificou
a presenca de acidos graxos saturados e insaturados. Os testes de difusdo por disco realizada
frente a cepas de bactérias Gram positivas (E. faecalis e S. aureus), Gram negativas (E. coli e
P. aeruginosa) e leveduras (C. albicans e C. parapsilosis), utilizando diluicdes dos extratos,
ndo demonstraram inibic&o.

No segundo artigo foi realizado o estudo dos compostos quimicos presentes nos extratos da
polpa (endocarpo) e na casca dos frutos do buriti (M. flexuosa). A andlise das substancias
presentes nos extratos etandlicos por GC-MS identificou a presenca de acidos graxos saturados
e insaturados que justificaram a inibicdo encontrada frente as bactérias: E. faecalis, S. aureus,
E. coli e P. aeruginosa nos testes realizados por difusdo em poco e microdiluigdo com solugdes
diluidas dos extratos. Segundo os resultados obtidos o extrato etandlico obtido das cascas de
buriti apresentou melhor inibicdo que o extrato da polpa apresentando potencial para a
confeccao de novos produtos.

No artigo 3 foi realizada a caracterizacdo quimica por fitoquimica e GC-MS e testes

antibacterianos dos extratos etanolicos dos frutos e das flores da palmeira macauba. O extrato
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das sementes (améndoas) ndo apresentou grupos quimicos importantes através da triagem
fitoquimica, no entanto tanto o extrato da polpa como das flores indicou a presenca de saponinas
e acidos organicos. As analises por cromatografia dos extratos identificaram a presenca de
acidos graxos saturados e insaturados em todos os extratos. Nos testes de atividade
antibacteriana usando o método de difusdo em pogo e microdiluicdo para obtencdo da
concentracdo inibitéria minima somente o extrato das flores apresentou inibicdo frente as
bactérias testadas demonstrando seu potencial para utilizacdo em novos produtos com funcéo
antibacteriana.

O desenvolvimento biotecnoldgico de novos produtos a partir de espécies oriundas do
Tocantins implica no fortalecimento de politicas de defesa o que contribui para a conservacgéo
da biodiversidade existente, uso sustentavel e aproveitamento destas espécies vegetais ndo

somente pela populacédo das regiGes onde sdo encontradas, mas por toda a populacao.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Uma das familias boténicas mais importantes da regido amazénica sdo as palmeiras, em
razdo de sua ampla distribui¢do e abundancia nos diversos ecossistemas e, principalmente por
sua importancia como fonte de alimentos, remédios, materiais de construcéo e outras utilidades
para comunidades locais. Diversos compostos quimicos podem ser encontrados em palmeiras
das espécies da familia Aracecae. O estudo de novos produtos obtidos a partir de plantas é
recomendado por diversos autores, devido ao metabolismo secundario dos vegetais serem
fontes de substancias quimicas com estruturas ndo convencionais, além do aproveitamento da
grande biodiversidade brasileira (OMS, 2002). O desenvolvimento biotecnolégico de novos
produtos a partir de espécies oriundas dessa regido implica no fortalecimento de politicas

ambientais, 0 que contribui para a conservagédo da biodiversidade existente.
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1.3 OBJETIVO GERAL

Identificacdo das substancias quimicas biologicamente ativas presentes nos extratos das folhas,
frutos e inflorescéncias das palmeiras: Attalea speciosa, Mauritia flexuosa e Acrocomia

aculeata no estado do Tocantins.

1.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Coletar as amostras e confeccionar exsicatas para identificacdo botanica das palmeiras.

b) Obter dos extratos das diversas partes das palmeiras.

c¢) Identificar dos grupos de compostos quimicos presentes nos extratos através de triagem

fitoquimica.

d) Identificar das substancias quimicas presentes nos extratos por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometro de massas.

e) Avaliar das atividades antimicrobianas dos extratos utilizando testes de difusdo e

microdiluigdo frente a cepas de referéncia.

f) Correlacionar os resultados obtidos nas andalises quimicas e microbioldgicas para

confeccgéo de artigos cientificos.
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1.5 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.5.1 O BABACU (Attalea speciosa Mart.)

O nome babacu tem origem do Tupi-Guarani: (ba: fruto; acu: grande) (Henderson, 1995).
A taxonomia do babacu é confusa em virtude da coleta de espécimes muitas vezes incompletos
e pelo aparecimento de hibridos resultantes do cruzamento com outras espécies (Anderson e
Balick, 1988). O Babacu (Attalea speciosa) é uma arecécea brasileira com grande distribuicdo
geografica ocupando grande parte territorio nacional. Nos estados do Maranhdo e Tocantins
cerca de 10,3 milhGes de hectares sdo ocupadas por florestas de babacu (Ferreira, 2005;
Teixeira, 2002). De acordo com o Ministério do Meio Ambiente (2009) o babacu é descrito
como uma palmeira monocaule de porte grande com tronco cilindrico e copa em formato de
taca, que pode atingir até 20 m de altura, com frutificacdo entre 8 e 10 anos, e que atinge
atividade plena aos 15 anos, com tempo de vida média em torno dos 35 anos.

Cada palmeira possui até seis cachos pendulares, contendo entre 150 e 300 cocos. Os frutos
pesam entre 90 e 280 g cada um, com formato oval alongado de coloracdo marrom, variando
de trés a oito améndoas no interior de cada coco (Teixeira e Carvalho, 2007). Segundo Pavlak
et al. (2007), aproveita-se industrialmente todas as partes fisicas do fruto (epicarpo, mesocarpo,
endocarpo e as améndoas). O aproveitamento dessas partes vai desde artesanatos a alimentacéo
animal, podendo gerar em torno de 64 produtos (Carrazza, 2012). Carvalho (2007) relata que
as folhas retilineas e longas servem como matéria prima para fabricacdo de artesanato como:
cestos, abanos, peneiras, esteiras, cercas, janelas, armacéao e cobertura de casas e abrigos, entre
outros. Os frutos dessa palmeira possuem potencial econdmico para aproveitamento
tecnoldgico e industrial, com producdo média de 2400 kg ha, onde 1780 kg (74 %) séo
endocarpo; 480 kg (20 %) mesocarpo e 140 kg (6 %) correspondem as améndoas que podem

produzir até 91 litros de dleo (Frazdo, 2001). Os talos dessas folhas sdo utilizados na construcao
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de cercados e na estruturacao das paredes das casas de barro (Pinto et al., 2010). Quando jovem,
da palmeira se extrai o palmito e coleta-se uma seiva que, ao ser fermentada, produz um vinho
de sabor bastante apreciado regionalmente. O estipe do babacu pode ser usado na fabricacédo de
marcenaria rastica e quando apodrece, serve de adubo (Albiero et al., 2007). Portanto a palmeira
babacu apresenta grande importancia do ponto de vista ecoldgico, social e politico visto que se
trata de um recurso extrativista que envolve o trabalho de milhares de familias nas regides onde
é nativo contribuindo para manutencdo das populacdes locais e para conter o éxodo rural

(Oliveira et al., 2013).

1.5.2 O BURITI (Mauritia flexuosa L.f.)

Mauritia flexuosa foi originalmente descrita por Linnaeus f. em 1872. E uma espécie muito
comum em ambientes inundados sazonalmente e com ampla distribuicdo por toda a regido
amazébnica (Henderson, 1995). A etimologia do género é uma homenagem ao holandés
Mauritius de Nassau. No Brasil M. flexuosa ocorre no Pard, Amazonas, Tocantins, Maranh&o,
Piaui, Ceara, Bahia, Goiés e S&o Paulo sendo conhecida como buriti, mas existe uma extensa
lista de nomes mais comuns como: muriti, carandai-guacu, buri, buriti-do-brejo, buritizeiro,
moriti, pissondd, palma de vinho, palmeira-dos-brejos. Esta palmeira cresce em faixas de matas
umidas ao longo dos rios, também se encontra dispersa ou em populacdes, em pantanos, em
terrenos acidos (pH~3.5) e ricos em matéria organica. (Pinheiro, 2011). O buriti ¢ uma palmeira
monocaule, didica, com até 30 m de altura, caule liso medindo no méaximo 50 cm de didmetro,
folhas com até 6,0 m de comprimento do tipo costapalmadas, frutos elipsoides cobertos por
uma casca formada por pequenas escamas marrom-avermelhadas, que protegem o fruto do
ataque de animais e evita a entrada de agua. O mecanismo de dispersdo dessa palmeira se faz
principalmente por meio da &gua, ocasionando, nos ecossistemas onde sdo encontrados,

extensas populagdes de buritizais (Miranda e Rabelo, 2008).
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Essas espécies vegetais sdo consideradas espécies-chave localmente por conta de seu valor
ecologico, possuem altas densidades e sdo abrigos naturais para uma grande diversidade da
fauna (Resende et al., 2012). Devido a sua diversidade de usos o buriti tornou-se conhecido
como “Arvore da Vida” visto que, praticamente todas as suas partes podem ser aproveitadas,
além de ajudar na manutencao de nascentes e cursos de dgua, sendo assim fundamental para o
ecossistema e para as populacfes que nele vivem. Muitos animais fazem uso dessa palmeira
como: a anta, a queixada, o veado, o cateto, o jabuti, 0 lobo-guara, os macacos e muitas curicas,
araras e papagaios. Os frutos do buriti sdo ricos em vitaminas A, B, C, E, fibras, além de
carotenoides, tocoferdis, ferro e lipideos (Ramos et al., 2008) o que é bastante promissor para

a indUstria de cosméticos e alimentos.

1.5.3 AMACAUBA (Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart.)

Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart (Mirisola Filho, 2009) é uma espécie nativa que
pode ser encontrada em savanas e florestas abertas da América tropical. No Brasil, além de
macalba, também €é conhecida como: macalva, mucaja, mucuja, macaiba, macajuba, coco
baboso, coco de catarro, chiclete de baiano, bocailva, entre outros, dependendo da regido. A
Acrocomia aculeata é uma espécie de ampla distribuicdo geografica no territério brasileiro,
ocorrendo desde os estados do Sul, passando por S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, toda
regido Centro-Oeste, pelo Nordeste e Norte do Brasil (Aquino et al., 2008). O caule da macaiba
pode atingir de 10 a 15 metros de altura e de 30 a 45 cm de diametro. Possui copa rala e aberta
com as folhas inferiores arqueadas. As folhas dessa espécie de palmeira sdo compostas, pinadas
e de coloracdo verde-escura, variando de 4 a 5 metros de comprimento (Lorenzi, 2006). A
Acrocomia aculeata apresenta inflorescéncias interfoliares de coloragdo amarelada, agrupadas
em cachos pendentes com comprimento de 50 a 80 cm e a polinizagdo é realizada através de

besouros (Sodré, 2005). Os frutos dessa palmeira sdo esféricos, lisos e apresentam coloracdo
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marrom-amarelada quando maduros. A améndoa é oleaginosa, comestivel e fortemente aderida
a polpa. A polpa também € comestivel e apresenta coloracdo amarela, rica em 0leo, fibra e
mucilagem (Costa, 2009). De acordo com Lorenzi (2002), a macauba apresenta uma madeira
moderadamente pesada, dura e de longa durabilidade que pode ser empregada em construgdes
rurais, na confeccdo de ripas, calhas para agua, producdo de mourdes e estacas, entre outros.
Além disso, pode-se obter do miolo do tronco uma fécula nutritiva. Ainda, segundo 0 mesmo
autor, as folhas dessa palmeira fornecem fibras téxteis para fabricacdo de redes e linhas de
pescar, além de possuirem carater forrageiro. Outro uso comum é o emprego da palmeira no
paisagismo. A frutificacdo ocorre durante todo o ano e os frutos amadurecem, principalmente,
entre setembro e janeiro (Scariot, 1998). A A. aculeata tem no 6leo extraido dos seus frutos,
polpa e améndoa sua mais extensa utilizacdo. Este pode ser utilizado na producdo de biodiesel,
alimentos, cosméticos e farmacos. As folhas podem ser utilizadas misturadas a outros vegetais
na alimentacdo do gado. A améndoa também pode ser transformada em torta para alimentacéao
do gado e as fibras em carvao de excelente qualidade de acordo com Cafio Andrade et al. (2006).
E crescente 0 aumento do interesse econdmico sobre esta espécie devido ao valor econémico e
rentabilidade do 6leo proveniente dos frutos tanto para producédo de energia (biodiesel) quanto

para fins alimenticios.

1.5.4 MICRORGANISMO PATOGENICO

Os micro-organismos sao organismos microscopicos que incluem os virus: 1 nm, bactérias: 1
um, fungos: 100 um de diametro, que habitam uma ampla diversidade de habitats naturais e
antrdpicos, e estabelecem relagdes ecoldgicas com animais e plantas. Com estes organismos,
séo estabelecidas relagdes em diferentes graus de parasitismo, mutualismo e comensalismo.

Entre tais relagdes, a patogenia é reconhecidamente de impacto a saude, pois varios grupos de
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virus, bacterias e também fungos e protozoarios sao causadores de doengas em humanos, entre

outros animais, e responsaveis pela deterioracdo de equipamentos e alimentos.
) Candidas

As leveduras do género Candida se multiplicam assexuadamente por gemulacdo, mas
ndo tém seu ciclo sexual conhecido. Atualmente existem cerca de duzentas espécies de
leveduras incluidas no género Candida, considerado um género polifilético de ascomicetos
e cuja revisdo taxondmica tem sido recomendada pelos especialistas. Pouco mais de 20
espécies sdo responsaveis por causar infeccdes aos seres humanos. Algumas candidas fazem
parte da microbiota humana e animal colonizando a pele e mucosas dos tratos digestivo,
urinério, bucal e vaginal. Estas leveduras sdo consideradas o principal grupo de fungos
patdgenos oportunistas, representando cerca de 8-10% das causas de infec¢Bes sanguineas
nosocomiais (infeccbes adquiridas em meio hospitalar) em Unidades de Tratamento
Intensivo - UTIs (Hossain et al., 2003, Borg-von et al., 2007, Kumar et al., 2008,
Karkowska-Kuleta et al., 2009, Negri et al., 2010). Dentre as espécies do género, Candida
albicans tem sido relatada como a mais prevalente, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata,
C. tropicalis e C. krusei (Lu et al., 2004, Odds et al., 2006, Pfaller & Diekema 2007, Panizo
etal., 2009). Atualmente diversas pesquisas estdo sendo realizadas na utilizacdo de extratos,
6leos essenciais e substancias de plantas que conseguem inibir C. albicans. Nos paises como
a India, Africa e outros da América Latina, a maioria dos trabalhos iniciam a partir de um
levantamento etnofarmacolégico, que identifica as espécies vegetais mais usadas pela

populacédo (Duarte et al., 2005)
i) Bactérias
As bactérias, por serem procariotos, apresentam uma organizacao celular simplificada,

sem organelas. A maioria das bactérias apresenta parede celular que é varidvel em sua

composi¢do quimica o que determina a existéncia de grupos de bactérias, denominadas de
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Gram positivas e Gram negativas pela técnica de coloracdo de Gram (Figura 1). As bactérias
Gram positivas apresentam uma parede com varias camadas, conferindo maior rigidez a
parede. A maioria dos cocos de importancia clinica (Staphylococcus, Streptococcus,
Micrococcus, Enterococcus) € Gram positiva. A estrutura da parede células das bactérias
Gram negativas € mais complexa. Apresenta uma camada mais estreita de peptideoglicano
e a membrana externa. A maioria dos bacilos de importancia clinica (Escherichia,

Samonella, Vibrio, Shigella, Pseudomonas etc) é Gram negativa.

Peptldeoglncan‘? R 7 ox Peptideoglicano
KQ/ Polissacarideo : ?
/-'H k_ Proteina | <SESSEEERESS
Parede < | i < ’.
= = Membrana, []]
— externa oL N / :
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Membrana ¢ 4 1_
Membrana«<

Proteina  Ac. lipteicéido

Figura 1. Parede celular de bactéria: 1) Gram positiva, 2) Gram negativa. Fonte: MMIMS et

al. (1995), modificado.

Bactérias Gram positivas: Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.

O Staphylococcus aureus é do grupo dos cocos Gram positivos e catalase positivos, é
uma bactéria esférica, imovel, ndo-esporulada e geralmente ndo-encapsulada. O diametro
dessas bactérias oscila entre 0.5 e 1.5 micras. Caracterizam-se porque dividem-se em grupos
que assemelham com cachos de uva (Harris et al., 2002). A intoxicacdo alimentar por
estafilococos é uma das doengas transmitidas por alimentos (DTA) mais comuns e resulta da
ingestdo de enterotoxinas estafilocdcicas pré-formadas em alimentos (Feitosa et al., 2017). O

Staphylococcus pode provocar doencas que se diferenciam em infecgcbes simples como
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espinhas, furinculos e celulites, e infeccbes graves que sdo meningites, pneumonia,
endocardite, sindrome do choque toxico entre outras (Santos, 2009). O Staphylococcus aureus,
possui como principal reservatério o homem, no qual este micro-organismo € o agente mais
comum de infeccBes piogénicas localizadas na pele ou em regides mais profundas como
furanculos, foliculites, osteomielites, endocardites, pneumonias, septicemias fatais e outros
tipos de manifestacGes. Pode-se encontrar este micro-organismo colonizado varias partes do
corpo como fossas nasais, garganta, intestinos e pele, sendo que cavidade nasal tem sido
apontada como a area mais frequentemente colonizada e a mais importante fonte do mesmo.
As maos tem sido uns dos principais meios de transmisséo dessa bactéria (Santos, 2004).

Os Enterococcus sdo cocos Gram-positivos que geralmente se dispem aos pares e em
curtas cadeias, e sdo catalase negativos (Teixeira e Facklam, 2003). Nos Estados Unidos, 0s
Enterococcus tornaram-se 0 segundo micro-organismo mais comumente isolado do trato
urinario e das feridas e a terceira causa mais comum de bacteremia hospitalar (Murray et al.,
2004). O principal reservatorio humano dos Enterococcus é o trato gastrointestinal, porém ele
pode ser encontrado, com menos frequéncia, em cavidade oral, vesicula biliar, vagina e uretra
masculina (Koneman et al., 2001). Também podem ser encontrados no solo, em alimentos, na
agua, em animais, especialmente passaros e insetos (Teixeira e Facklam, 2003). A maior parte
das infeccBes por Enterococcus origina-se da microbiota normal do paciente, embora os micro-
organismos possam também ser transferidos de paciente para paciente ou adquiridos através do
consumo de agua ou alimentos contaminados (Murray et al., 2004). Tornaram-se, porém,
importantes agentes de doengas humanas devido principalmente a sua resisténcia a agentes
antimicrobianos (Koneman et al., 2001).

Bactérias Gram negativas: Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Escherichia coli (E. coli) é um micro-organismo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, constituindo parte da microbiota normal do trato intestinal de humanos e

de animais de sangue quente, 10% ¢é capaz de causar doencas intestinais e extra intestinais
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(Santos et al., 2009). E considerada a espécie de bactéria mais versatil entre as enterobactérias,
e mais frequentemente isoladas em cultura de fezes e urina, além de ser o agente mais frequente
isolado nas infeccOes diarreicas e infeccdo do trato urinario (Goettsch et al., 2000). Existem
muitas estirpes de E. coli, desde formas comensais até formas patogénicas. O intestino da
maioria dos animais de “sangue quente”, inclusive o homem, ¢ colonizado por formas
comensais de E. coli. O contagio por E. coli se da através da ingestdo de 4gua ou alimentos que
ndo foram processados e tiveram algum tipo de contaminacdo fecal durante a sua producao,
como por exemplo, leite ndo-pasteurizado (Alves, 2012).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram negativa que pode ser isolada em
diversos ambientes, como plantas, animais e, principalmente, no solo e na agua, sendo
causadora de infeccdes oportunistas principalmente em individuos imunocomprometidos,
portadores de AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida), cancer ou fibrose cistica, por
exemplo. O espectro de doencas causadas por este agente, compreende desde infeccGes
superficiais da pele a sepse fulminante (Murray, 1995). A P. aeruginosa pode causar infec¢édo
aguda pela producéo de toxinas e infeccdo cronica pela acdo da camada espessa que consiste
no seu biofilme, e ainda, pode resultar no somatério dos tipos de infeccdo pela acédo
concomitante desses componentes (Palleroni, 1998). O tratamento é de dificil controle devido
ao seu padrao de resisténcia aos antimicrobianos.

A resisténcia microbiana aos antimicrobianos ja existentes vem se tornando uma preocupacao
mundial. Devido a isso uma das alternativas que esta surgindo € o aumento do estudo de

antimicrobianos de origem vegetal (Silva et al., 2010)
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ABSTRACT

Babagu (A. speciosa), Buriti (M. flexuosa), and Macauba (A. aculeata) are palm trees typical of
the ecotone area between Cerrado and the Amazon rainforest. The purpose of this study was to
evaluate the antimicrobial potential of the extracts prepared from the leaves of those palms as
well as determine their chemical compositions. The ethanol extracts were prepared in a Soxhlet
apparatus and tested by disk diffusion and agar dilution technique against Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans,

and Candida parapsilosis. However, there was no significant activity at concentrations of 25,
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50, and 100 mg-mL*. Moreover, the phytochemical analysis revealed the presence of tannins,
flavonoids, catechins, steroids, triterpenes, and saponins. Gas chromatography (GC/MS)
analysis also identified organic acids, such as capric (decanoic) acid, lauric (dodecanoic) acid,
myristic (tetradecanoic) acid, phthalic (1,2-benzenedicarboxylic) acid, palmitic (hexadecanoic)
acid, stearic (octadecanoic) acid, linoleic (9,12-octadecadienoic) acid (omega-6), linolenic
(octadecatrienoic) acid (omega-3), and the terpenes citronellol and phytol. Based on the
chemical composition in the palm leaf extracts, the palms have the potential to be useful in the

food, cosmetic, and pharmaceutical industries.
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2.1. INTRODUCTION
Brazil owns 20% of all the biodiversity in the world [1]. Unfortunately, only 10% of all plant
species have been included in chemical or biological studies [2]. Generally, the therapeutic use
of plants is known by conventional wisdom. However, this use should be based not only on
observation but also on the results of scientific experimentation [3]. The pharmacological
activity of a plant is attributable to one or more active chemical substances found in the plant
tissue [4]. The phanerogams produce chemical compounds via primary and secondary
metabolism. Secondary metabolites are compounds that play an important role in plant survival,
providing a defense mechanism against predation by insects, herbivores, and microorganisms
[5]. The Arecaceae family includes several important tropical plants, especially palm trees.
Many authors consider the Arecaceae family of plants to be the most important in the life of
forest people [6]. In addition, biodiversity of the palm flora of Brazil is quite rich, with an
estimated 221 species [7] and 39 genera, the majority of which are found in the Amazon forest.
Furthermore, in Tocantins state, it is possible to find several species of palms, including
Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. (Macauba), Attalea speciosa Mart. Ex Spreng.
(Babacu), Mauritia flexuosa L.f. (Buriti), and others [8] (Figure 1). Given the lack of scientifc
research on these palm species, this work aims to study the chemical properties and evaluate

antimicrobial activity related to the ethanolic extracts obtained from their leaves.
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Figure 1: photos personal file. (a) Acrocomia aculeata. (b) Attalea speciosa. (c) Mauritia

flexuosa.

2.2. MATERIALS AND METHODS

2.2.1 Sample Preparation and Extraction Using Solvent.

Plant samples from the palm trees A. speciosa, M. flexuosa, and A. Aculeata were made in April
2015 at Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia, EMVZ Campus (7°06°46.8”S
48°11°34.6W) of the Universidade Federal do Tocantins (UFT). Control species were located
in the Herbarium HTO of UFT with the following registry numbers: Attalea speciosa (10.953),
Mauritia flexuosa (10.952), and Acrocomia aculeata (10.954). In addition, dry material of the
palm trees was obtained from green leaves that were cut using common scissors and dried in an
oven (FANEM, Sao Paulo, Brazil) at 45-48 ~ oC for 6 hours. The moisture content of the
samples was determined based on the methods of Institute Adolf Lutz [9]. The percent humidity

(U%) for each species was calculated according to the following formula:

U% (Green material — dry material) 100. ()
= * 100.
green material

The extraction of the chemical compounds was performed using a Soxhlet extractor [10]. The
dry material (leaves) was weighed directly in cellulose thimbles (Babacu: 8.595 g, Buriti: 7.050
g, Macauba: 10.004 g) and then was loaded into ~ the Soxhlet. All extractions used 250 mL of
ethanol (Sigma Aldrich, Rio de Janeiro, Brazil) as the solvent, and the extraction was carried
out over 5 hours with the water cooling system set to 18-C. Ethanol is a solvent capable of
extraction of a wider group of both polar and apolar compounds such as organic acids, essential
oils, lipids, and pigments. It also presents a low toxicity being considered a less aggressive

solvent. After extraction, the solvent was removed by rotary evaporation (CIENLAB, Sao
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Paulo, Brazil). The yield (R%) of each extract was calculated based on the amount of dry matter

according to the following equation:

Mo (Bm-U)
Bm 100

R% = -100 (2)

2.2.2 Phytochemical Screening

The phytochemical screening of extracts was performed in triplicate to identify secondary
metabolites, such as tannins, flavonoids, catechins, carotenoids, organic acids, cardioactive
glycosides, steroids and triterpenoids, saponins, sesquiterpene and other lactones, azulenes,

coumarins, alkaloids and anthraquinones [10].

2.2.3 Antimicrobial activity

To evaluate the antimicrobial activity of the extracts, we used standard strains (American Type
Collection Culture — ATCC) that were obtained from the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz,
Rio de Janeiro, Brazil). The Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus (ATCC 6538) and
Enterococcus faecalis (ATCC 4083) and the Gram-negative bacteria Escherichia coli (ATCC
25922) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) that are extensively used for
antimicrobial tests of plant coumpounds were used. Additionally, Candida albicans (Access
number 4006) and Candida parapsilosis (Access number 40038), which are yeast fungi, were
included in the test. The methodology was based on the disk diffusion method of Kirby-Bauer
and the procedure was performed following the Performance Standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Test [11]. The extracts were diluted in a mixture with dimethyl sulfoxide
(DMSO) 10% (Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, Brazil), Tween-80 emulsifier 0.02% (Synth, S&o

Paulo, Brazil), and saline solution 0.9% [12]. The concentrations of the final solutions for each
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extract were: 100.0 mg.mL?, 50.0 mg.mL™, and 25.0 mg.mL™. Disks treated with 10% DMSO
were used as the negative control, while the positive control disks were treated with gentamicin
(10 po/disk), chloramphenicol (30 pg/disk) or fluconazole (30 pg/disk). Muller-Hinton agar

(bacteria) and Sabouraud Dextrose Agar (fungi) were used as growth media.

2.2.4 GC/MS

The chemical compounds in the plant extracts were derivatized (transesterification reaction)
through acid catalysis of boron trifluoride in methanol with heat conditions according to Meyer
et al. (2006) [13]. The analyses were performed using a Shimadzu type GC/MS QP, 2010 Plus
Model, which has a capillary column of fused silica HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). The
heating was ramped between 60 to 240°C at rate of 3°C/min. The injector temperature was
250°C in the splitless mode, and helium gas was used at a speed of 1.2 mL.min%. The electron
energy was 70 eV, and the temperature of the ion source was 200°C. Finally, the identification
of compounds was made by comparison of the peak mass data with the data in the NIST-08

(National Institute of Standards and Technology) library.

2.3 RESULTS AND DISCUSSION

The humidity percentage of the palm trees was 47.23% for Babacu, 38.79% for Buriti and
57.93% for Macauba. These high humidity percentages are attributable to harvest during the
rainy season. The extraction method using a Soxhlet extractor [14] resulted in a yield of 28.19%
for A. speciosa, 33.14% for M. flexuosa and 66.39% for A. aculeata were shown in Figure 2.
This is probably due to the part of the leaves used, since the extraction was made from A.

aculeata folioles whereas in A. speciosa and M. flexuosa the whole leaf was used that included
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the blade with midrib and the petiole. This resulted in a drier and more powdery substrate of A.

aculeata for the solvent to work.

Percentage (%)
= N w H u (o)) ~
o o o o o o o

A. speciosa M. flexuosa A. aculeata

Palms Species

B Humidity ® Yield

Figure 2: Humidity and yield extraction for A. speciosa, M. flexuosa and for A. aculeata.

The phytochemical screening of the leaf extracts from M. flexuosa and A. aculeata revealed the
presence of tannins, flavonoids, catechins, steroids and/or triterpenoids and saponins. However,
the extract from A. speciosa revealed only flavonoids, steroids and/or triterpenoids and
saponins. These results indicate that the leaves of the palm trees that were studied have promise
for scientific use due to their secondary metabolites, which have biological and

pharmacological activities that were found in the analysis.

The antimicrobial activity of the chemical compound found in the leaves of A. speciosa, M.
flexuosa and A. aculeata was tested against four bacterial strains and two strains of leveduriform
fungi; both are pathogens for humans and showed no sensitivity to the extracts. While the
positive controls showed the expected zones of inhibition, there was no significant
antimicrobial activity against the tested microorganisms based on the agar-diffusion results.

The selection of microorganisms was made to verify the antimicrobial activity of the extracts.
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However, further tests using other strains, including plant pathogens, or the use of alternative
methods should be considered.

Gas chromatography analysis of A. speciosa, M. flexuosa and A. aculeata leaf extracts showed
ten (10) chemical compounds (Table 1) that are known to have biological and pharmacological
properties.

TABLE 1: The major chemical compounds detected (Area, %) and retention time (RT) in the

leaf extracts of A. speciosa, M. flexuosa and A. aculeata by GC/MS analysis.

A. speciosa M. flexuosa A. aculeata
Compounds RT (min) Area% RT (min) Area% RT (min) Area %
Capric acid, Ci1:0 20.416 2.26 20.429 2.64 nd -
Lauric acid, C12:0 nd - 28.925 1.29 nd -
Muyristic acid, C14:0 nd - 36.727 1.28 nd -
Phthalic acid, CeHs nd - 41.883 1.54 41.866 1.29

Palmitic acid, Cie:0 43.927 3.27 43.861  20.35  43.816 12.12
Phytol, C20H400 nd - 47.515 6.28 47.483 2.44
Citronellol, C10H200 48.408 7.65 48.437 11.75  48.401 7.63
Linoleic acid, Cis2 (06)  49.282 4.62 49.317 5.61 49.280 3.84
Linolenic acid, Cig3 (3) 49.515  20.65  49.540 19.94 49501 18.92

Stearic acid, Cis:0 50.291 1.93 50.320 3.82 50.291 2.78

RT: retention time in minutes; Area: proportional peak area; nd: not detected.

The identified compounds represent a mixture of esters derived from saturated fatty acids,
unsaturated, aromatics and terpenes. The extract of M. flexuosa showed the highest percentage
of saturated fatty acids, which are responsible for food palatability. Palmitic acid and
hexadecanoic acid were found in higher concentrations in M. flexuosa (20.35%) and A. aculeata

(12.12%) extracts. These fatty acids are particularly useful for improving the textural properties
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of foods and are used in the cosmetic industry. Moreover, the linolenic fatty acid
(octadecatrienoic acid) and linoleic acid (9,12-octadecadienoic acid) are the most important
finding because they are essential fatty acids (EFAS). The three analyzed palm trees showed a
ratio of linolenic/ linoleic acid between 4:1 - 5:1, which is the most recommended for human
nutrition by leading regulatory agencies in the world, including the Scientific Review
Committee (SRC) and the World Health Organization (WHO) [15]. The phytol (3,7,11,15-
tetramethyl-2-hexadecen-1-ol) was found at a low concentration both in M. flexuosa (6.28%)
and in A. aculeata (2.44%) extracts and is a component of the chlorophyll molecule, which is
present in green leaves of various medicinal plants and used by the cosmetic industry. The
natural acyclic monoterpene citronellol is a GRAS substance (Generally Recognized as Safe
for food use) and has been found in several plants reported to have antifungal, antibacterial,
antispasmodic and hypotensive properties [16]. For this reason, the presence of terpenes

revealed in the phytochemical analysis were confirmed.

2.4. CONCLUSION

The use of ethanol has proved to be very favorable due to its low cost, its ability to be obtained
by biotechnological processes and its low toxicity [17, 18]. Although phytochemical tests did
not reveal the presence of organic acids, they were verified by gas chromatography, which is a
more precise method, especially when a compound is present in low concentrations.
Considering this, the chemical composition of the palm tree leaves that were studied requires
special consideration and attention in their interpretation. While they may vary due to
environmental and/or genetic factors, this study contributes to the knowledge of the species and
the expansion of its application in biotechnology. In summary, the results obtained contribute
to a better understanding of the relationship between the chemical composition present in the

leaves of palm trees and their scientific potential.
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ABSTRACT

In this study, the chemical composition of the peel and pulp of Mauritia flexuosa
fruits were analyzed and the antimicrobial activity of ethanolic extracts from these
fruits was evaluated using in vitro tests. Chemical composition analysis with GC-

MS indicated the presence of saturated and unsaturated fatty acids. The peel extracts
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(ECBU) presented 54.41% and the pulp (EPBU) presented 94.05% of the saturated
fatty acids lauric, myristic, palmitic, stearic, oleic and linoleic acids. The
antimicrobial activities were performed using the diffusion and micro-dilution
(MIC) methods. ECBU was active against the bacteria E. faecalis, E. coli, P.
aeruginosa and S. aureus at a concentration of 200 mg mL?, but it was not active
against the yeasts C. albicans and C. parapsilosis using the diffusion method. The
MIC results showed that ECBU was active against the tested bacteria at
concentrations > 125 mg mL? and EPBU was active at concentrations > 25.0 mg
mL?®. This was probably due to higher sensibility of the method. The results
indicated that the peel and pulp extracts of M. flexuosa present antibacterial activity
and that ECBU is an especially promising potential candidate for the prospection of

new pharmaceutical compounds.

Keywords: Mauritia flexuosa, Buriti, anti-bacterial agents, fatty acids.
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3.1 INTRODUCTION
The vast availability and indiscriminate use of antimicrobial compounds has led to selection of
micro-organisms that are resistant to these drugs. These drugs exert influence both in the patient
under treatment and the ecosystem, with significant repercussions in the result of the disease
and also in the increase in resistant environmental bacterial strains and species (Avorn and
Solomon, 2000). In order to supply an increasing demand for new antimicrobial drugs, research
on new sources of substances, including plants, has grown (Caetano et al., 2002). Bioactive
compounds from plants have presented high specificity against a broad spectrum of bacteria
(Dixon, 2001). The Cerrado and Amazonian biomes present 20% of all the biodiversity in the
world (Calixto, 2005), which includes great diversity of plants with well-known therapeutic
properties and chemicals that can be used in biological studies. Mauritia flexuosa L.f. (buriti)
belongs to the Arecaceae family and it is considered one of the most abundant oleaginous palms
in Brazil, where it is native. The fruits of buriti are spherical or oval with seasonal fruiting
(Storti, 1993), are rich in vitamin A and carotenoids which gives them their characteristic
yellowish/reddish color (Albuquerque et al., 2003) and are traditionally consumed in natura
(Barbosa et al., 2010). The commercialization of products from this palm tree in regions where
it is native provides income for the local population and helps maintain the integrity of the
“veredas” ecosystem, its main habitat. The indigenous Brazilian people call this species “the
tree of life", due to the use of most of its parts, from the leaves to the root. Ribeiro et al. (2014)
found 40 different uses for buriti among traditional native communities in Northwest Brazil.
The studies of bioactive compounds with antimicrobial activities from buriti fruits are very rare.
Buriti oil is reported as presenting antimicrobial properties as a soap formula (Soares, 2017).
Koolen et al. (2013) and Batista et al. (2012) showed antimicrobial activity of extracts of leaves,
trunk and fruits of Mauritia flexuosa. Mendonca Filho and Pereira (2012) report antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus by seeds of two other Amazonian palms, Eutherpe

oleracea and Bactris gassipaes. Barros et al. (2014) showed that buriti cream was effective in
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healing of skin lesions in mice. Due to the economic importance of M. flexuosa for indigenous
Brazilian people, the objective of this study was to carry out in vitro antimicrobial activity tests
of the ethanol extracts from the pulp and the fruit peel against human pathogens and to analyze
the chemical composition of the fatty acids presented in gas chromatography coupled to a mass
spectrometer. There are few studies on the antimicrobial activities of the chemical components

(GC-MS) of the peel and pulp of this palm tree’s fruits.

3.2 MATERIALS AND METHODS

3.2.1 Chemicals

Ethanol, aluminum chloride (AICI3), Sodium chloride (NaCl), and Dimethyl sulfoxide (DMSO)
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Mueller Hinton Broth and
Sabouraud culture media were obtained from Kasvi (Curitiba, Parand, Brazil). The used water
used in all analyses was ultrapure produced by a Milli-Q, Millipore system (Bedford, USA).

Other reagents used in this study were of analytical grade.

3.2.2 Plant materials

Ripe fruits were collected from M. flexuosa (Figures 1a, b) in October 2015, in “vereda”
(“veredas” are well-defined ecosystems that occur within the Brazilian Cerrado biome, and are
characterized by the presence of buriti palm trees in semi-waterlogged conditions) site in the
State of Tocantins, Brazil (9°58°2.078934”S 48°17°28.64502”W), at an altitude of 488m. A
voucher specimen of Mauritia flexuosa (10.952) was deposited at the HTO herbarium of

Universidade Federal do Tocantins (Federal University of Tocantins - UFT).

3.2.3 Sample preparation
The M. flexuosa fruit peels were removed manually after immersing the fruit in warm distilled
water (40 °C), and were separated from the pulp using a stainless steel knife (Figures 1c to e).

Then the materials were dried in an oven with air circulation (Fanem, Séo Paulo, Brazil) at 40
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°C for 48 h and crushed in a home processor (Arno, Sdo Paulo, Brazil). Samples of
approximately 10 to 30 g were weighed on a precision analytical scale (Shimadzu do Brazil,
Sdo Paulo, Brazil) and placed in cellulose cartridges in a Soxhlet apparatus with 200 mL of
ethanol solvent (Vetec, 99.8% P.A.) for extraction over five h. In the end of the process, the
solvent was removed using a rotary evaporator (Cienlab, Sdo Paulo, Brazil) with a reduced
pressure of 45 °C. The crude extracts from buriti’s pulp (EPBU) and peel (ECBU) were stored

in a sterile bottle and refrigerated (10 — 15 °C).

Figure 1. Mauritia flexuosa is a palm tree it grows in and near swamps and other wet areas (a),
ripe fruit (b), Fruit immersed in water (c), peeled fruit (d), and (e) shells separated for drying.

Photos by the author.

3.24GC-MS
In order to analyze the chemical compounds presented in the plant extracts, they were

derivatized (esterification reaction) by acid catalysis of boron trifluoride in methanol with
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heating (Meher et al., 2006). Analyses were carried out using a Shimadzu GC/MS QP Model
2010 Ultra chromatograph equipped with an HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) fused silica
capillary column. Standards for the GC — MS were saturated alkanes (C11 - C40) The program
temperature for the standards used was 50 °C (0 min); 5 °C min™* reaching 310 °C (20 min), in
which the retention time of C11H24 is 10.020 min and that of C13Hag is 15.535 min in Split mode:
1:25. The heating ramp had been programmed for a temperature range of 50 °C (0 min); 5°C
min"t up to 300°C (10 min) at a speed of 3 °C min™*. Injection temperature: 300 °C; Interface
temperature: 250 °C in Split mode: 1:25. Helium gas was used as a carrier gas at a speed of 1.2
mL min. The energy of the electron was 70 eV and the temperature of the ion source was 250
°C. The compounds were identified by comparing the mass spectrometer and their GC retention
data with standards. Further identifications were made by comparing the mass spectrometer
with those of the NIST-08 (National Institute of Standards and Technology) libraries and those

cited in the literature (Adams, 2017).

3.2.5 Antimicrobial Assays

ATCC-type strains (American Type Collection Culture) were kindly provided by collection
from the National Institute for Quality Control in Health at the Oswaldo Cruz Foundation
(INCQS/FIOCRUZ — Rio de Janeiro, Brazil). The used bacteria used were: Enterococcus
faecalis (ATCC 4083), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and the yeasts used were: Candida albicans
(ATCC 10231) and Candida parapsilosis (ATCC 22019), microorganisms that are usually

recommended for use in antimicrobial assays (Alves et al., 2008, Silva et al., 2012).

Antimicrobial Sensitivity Testing
The antimicrobial assays were performed in triplicate using the well diffusion method (CLSI,

2012) in Petri (140 X 15 mm) dishes with 50 mL of Muller Hinton Agar medium for bacteria
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and the same amount of Saboraud Agar medium for the yeast tests. Inoculum solutions were
prepared using 3 to 4 colonies of the isolated strain in plates and diluted in 0.85 % saline solution
before reaching the corresponding turbidity of 0.5 on the McFarland scale (CLSI, 2003a). That
is, around 1.5 x 108 Colony Forming Units (CFU.mL™) of bacteria and 2.0 x 10 CFU mL™*!
(Pelissari et al., 2010) of yeasts. A 10% solution of Dimethyl sulfoxide (DMSQO) was used as
the negative control, and 30 pg mL? of Fluconazole for the yeasts or 30 pg mL? of
Chloramphenicol for the bacteria was used as the positive control. The solutions containing the
inocula were swabbed on the surface of the media and the wells were made with a sterile cork
borer. The wells were then filled with 50 pL of the tested extract diluted in 10 % DMSO at
concentrations of 200, 100 and 50 mg mL™, and with the positive and negative controls. After
24 h of incubation at 37 °C (bacteria) and 25 °C (yeasts), the microbial growth inhibition halos

were measured in millimeters with a digital caliper.

Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) was done using the broth
microdilution technique as recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (Lima et al., 2006). The tests were performed in a “sensitive microtiter” plate with 96
sterile wells only for microorganisms that presented inhibition in the well test (E. faecalis, E.
coli, S. aureus and P. aeruginosa). Initially, 100 uL of Muller Hinton growth medium was
added to each well, followed by the extracts that were added by performing serial dilution as
recommended by Benfatti (2010), thus obtaining a range of concentrations of the pulp or peel
extracts (50; 25; 12.5; 6.25; 3.125; 1.56; 0.78; 0.39 mg.mL™1). A solution of 2000 pug mL* of
Chloramphenicol was used as the positive control, leading to serially diluted concentrations of
1000; 500; 250; 125; 62.5, 31.25; 15.625; 7.8 ug mL™. The negative control was 10 % DMSO.
Bacteria viability was tested using serial dilutions from a starting solution of 10 CFU mL™. In

addition, control of media sterility was also executed. The 5 pL inoculum of the10” CFU mL*
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bacterial solution was added to all except the sterility control wells. The plates were covered
with plastic film and incubated at 37 °C for 24 h. After the incubation period, 30 uL of a 1 %
aqueous reazurine (7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-ium-3-one) solution was added to each
well for 1 h. A resulting blue color in the well was read as growth inhibition and a reddish pink

as non-inhibition.

3.3 RESULTS

3.3.1 Extract yields

The yield of the pulp extract (EPBU) was 14.13% and the yield of the peel (ECBU) was 22.30%.

3.3.2 Fatty Acid Determination by Gas Chromatography

The values obtained by gas chromatography for the chemical composition of fatty acids in the
crude extracts are presented in Table 1. The ethanolic extracts of M. flexuosa fruit peels
contained both saturated (55.41 %) and unsaturated fatty acids (44.59 %). The saturated fatty
acid was primarily lauric (38.52 %) acid, while unsaturated fatty acids included oleic (41.17 %)
and linoleic (2.65 %) acids. The ethanolic extract of the pulp had a high content of saturated
fatty acids (94.05 %) and unsaturated fatty acids (5, 95 %). Saturated fatty acids in pulps
included lauric (84.08 %), myristic (3.97 %) and stearic (3.98 %) acids, and unsaturated fatty

acids including oleic (5.56 %) and linoleic (0.39 %) acids.

Table 1. Fatty acid composition (%) of the ethanol extract from Mauritia flexuosa peel (EPBU)

and pulp (ECBU)

Fatty acid composition ECBU % area EPBU % area
12:0 lauric acid 38.52 84.08
14:0 myristic acid - 3.97

16:0 palmitic acid 15.20 2.02




18:0 stearic acid 1.69
18:1 oleic acid 41.17
18:1 trans-11 vaccenic acid 0.77
18:2 linoleic acid 2.65

3.98

5.56

0.39

3.3.3 Antimicrobial Activity of Crude Extracts

56

The antimicrobial activity test was performed with the crude ethanolic extracts ECBU and

EPBU from M. flexuosa (Table 2) in which EPBU showed no inhibition halo against the

bacteria tested. The extract ECBU presented an inhibition halo ranging from 0 to 15.5mm for

all bacteria at a concentration of 200mg/mL. The largest inhibition halo occurred against S.

aureus and the smallest against P. aeruginosa. At a concentration of 100 mg/mL, all bacteria

were inhibited except P. aeruginosa. The extract was able to inhibit E. faecalis and S. aureus

at concentrations as low as 50mg/mL, but was not able to inhibit the other tested strains.

Table 2. Mean diameter of growth inhibition (in millimeters (mm)) of bacterial strains in

susceptibility tests using the ethanolic extracts ECBU and EPBU (concentration: 50, 100 and

200 mg mLt) from M. flexuosa fruits

Diameter of the inhibition halo (mm)

Microorganism ECBU (mg mL™?)

EPBU (mg mL™)

50 100 200

50

100

200

E. faecalis 9.38 mm+ 0.267 11.23 mm +0.416 12.88 mm +0.181

E. coli - 11.63+0.559 14.22 +0.498

S. aureus 10.55 mm +0.280 12.61 mm +0.200 15.50 mm +£0.434

P. aeruginosa - - 9.56 mm * 0.223

C. albicans

C. parapsilosis

ECBU = Ethanolic extract from M. flexuosa fruit peel, EPBU = Ethanolic extract from M. fleuxuosa fruit pulp.
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Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
The MIC results from the extracts ECBU and EPBU are shown in Table 3. The used extract
concentrations used in the test ranged from 50mg/mL to 0.39mg/mL. The ECBU extract
presented an MIC of 12.5 mg/mL against E. faecalis, 25mg/mL against S. aureus, and 50
mg/mL against other tested bacteria, with an inhibitory response in lower concentrations than
EPBU, which had an MIC between 25mg/mL against E. coli, and 50mg/mL against the other

tested bacteria.

Table 3. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) in mg/mL of crude ethanolic extracts

from the peel (ECBU) and the pulp (EPBU) of M. flexuosa with antimicrobial activities

Crude Extract E. faecalis E.coli S.aureus P.aeruginosa

ECBU 12.5 50 25 50

EPBU 50 25 50 50

3.4 DISCUSSION

The ethanolic extracts obtained from the peels and pulp of M. flexuosa fruits were shown to be
available and easily obtainable source of antimicrobials active against a range of bacterial
strains. The Soxhlet system was chosen to obtain the extracts because it is a standard method
in which the temperature and nature of the solvent determine and favor the extraction efficiency
of the active compounds. Ethanol was the solvent chosen because it is affordable, it comes from
a renewable source, it has low toxicity and it is capable of extracting a wide range of polar
compounds and some non-polar compounds (Bastos et al., 2010). EPBU yield was 14.13 %,
which is lower than values of 23.55 % found in the literature (Carvalho et al., 2011) probably

because the extraction method used hexane as the solvent instead of ethanol for 12h in a Soxhlet
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extractor. On the other hand, the ECBU yield of 22.30 % was greater than that found by Fuentes
et al. (2013) of 13 % using hexane as the solvent over 8 h.

The differences in yelds obtained may be related not only to the nature of the solvents,
but also to other factors such as temperature, soil type, humidity, and general sanity of the tree,
etc. can cause the plant to produce different substances. For example, Vasquez-Leon et al.
(2017) showed that bioactive compounds in Moringa oleifera Lam. leaves are influenced by
climatic factors, soil, and tree age. Milanez et al. (2018) discussed that buriti fruits harvested
at different stages of ripening produced different quantities of total phenolic compounds,
especially among fruits harvested at the ripened stage, where the levels of these compounds
were higher.

The comparison between extracts the obtained using ethanol and hexane shows that the
% of saturated fatty acids (55.41 %) in ethanolic extracts of ECBU was lower than that extracted
from the same fruit biomass when using hexane as the solvent (59 %) (Forero-Doria et al.,
2016). However, the % of unsaturated fatty acids of ECBU (44.59 %) was higher than what is
reported by Darnet et al. (2011) (37.9 %) (Forero-Doria et al., 2016), using hexane as the
solvent. The % of lauric acid in the ethanolic extract was higher (38.52 %) than that obtained
using hexane as a solvent (0.7 %) (Fuentes et al., 2013). The obtained values for oleic acid
(41.17 %) and linoleic acid (2.65 %) from ECBU were similar to the ones shown by Fuentes
(2013), 33.4 % for oleic acid and 3.7 % for linoleic acid. Extraction using ethanol is a viable

means of obtaining compounds from M. flexuosa fruits, especially the unsaturated fatty acids.

EPBU presented a higher % of saturated acids (94.05 %) than the values found in the
literature [21.9 % (Darnet et al., 2011) and 21.76 % (Manhaes and Sabaa-Srur, 2011)] and a
lower % of unsaturated acids (5.95 %) compared to the values obtained for the hexane-extracted
substrate (78.01 % and 78.18 %) (Manhé&es and Sabaa-Srur, 2011). The % of oleic acid (5.56
%) in ethanol-extracted EPBU was below what is commonly found in buriti pulp and lower

than in hexane-extracted oil [75.7 % and 73.32 % (Manh&es and Sabaa-Srur, 2011)]. The higher
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concentration of saturated fatty acids in the two ethanolic extracts (ECBU and EPBU) compared
to extracts obtained using hexane is probably explained by the temperature increase during
ethanol extraction (P.E. 78.37 °C) as compared to hexane (68 °C), which favored the extraction
of the saturated compounds that are more resistant to oxidation and more stable at higher

temperatures.

Antimicrobial activity tests were carried out with the agar dilution method that is widely
used, since it presents simple execution and low cost, and could easily demonstrate the spectra
of activity for both of the tested extracts. ECBU demonstrated activity against both G+ (E.
faecalis and S. aureus) and G- strains (E. coli and P. aeruginosa), which indicates broad
spectrum inhibitory activity against bacteria. However, it did not show activity against the
yeasts tested (C. albicans and C. parapsilosis). The literature (Batista et al., 2012) reported an
inhibition activity for the M. flexuosa pulp extract obtained with hexane extraction against S.
aureus ATCC 6538. Silveira (2005) showed that both ethanolic and hexanic extracts of M.
flexuosa fruits were active against S. aureus and P. aeruginosa, but did not significantly inhibit
E. coli.

Huang et al. (2011) demonstrated that fatty acids exhibit patterns of inhibition against
oral bacteria with specificity that relates more to the bacterial species than the general structural
characteristics of the microorganisms. This study also showed that fatty acids were much less
effective against C. albicans than the oral bacteria, with effectiveness limited to hexanoic,
octanoic, and lauric acids (Huang et al., 2011). We were not able to correlate the fatty acid
composition to the halo of antimicrobial activity of the fruit since crude extracts were used for
the testing of antimicrobial activity. Further studies of the antimicrobial activity of the
combined or isolated fatty acids detected are needed to allow correlation of inhibition zone and
fatty acid composition. It is also possible that the inhibition may be correlated not to a specific
compound but to conjugated groups. Sugar based surfactants conjugated with fatty acid chains

are an emerging broad group of highly biocompatible and biodegradable compounds with
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established and potential future applications in the pharmaceutical, cosmetic and food
industries. Lucarini et al. (2016) showed that synthetic lactose palmitoleate and lactose
nervonate were shown to exhibit antimicrobial activity versus eight pathogenic species
belonging to G+ and G- microorganisms and fungi.

EPBU showed no activity against the bacteria when tested with the well diffusion
method. This result is different from (Mekonnen et al., 2016) probably because conditions in
this experiment such as the extraction solvent and the microbial species and strains differed
from other studies. The same EPBU extract presented a positive result in the MIC test and this
may be related to the fact that this method allows for greater solubility of polar compounds
(Miranda-Arambula et al., 2017) that are present in the extract and better dispersion favoring
interaction with the tested microorganisms (Valgas et al., 2007). It is also approximately 30
times more sensitive than the other methods described in the literature (Ostrosky et al., 2008).
The MIC is widely used for simplicity, low cost, reproducibility, sensitivity and for using a
minimum amount of reagents, which allows for a greater number of replicates, increasing the
reliability of the results and leaving a permanent record.

The presence of fatty acids in M. flexuosa extracts could have contributed to their
antimicrobial activity. The antimicrobial effect of these acids occurs because they affect the cell
wall, interfering with mechanisms of bacterial virulence such as the prevention of biofilm
formation and inhibition of toxin and enzyme production (Ogidi et al., 2015). The entire process
of investigation that included information retrieval, botanical identification of the species,
research and experimentation provides subsidies for the production of efficient and inexpensive
products. In addition, it could also be a social and economic reinforcement for families in the

regions where the fruit is found and widely consumed.
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3.5 CONCLUSION
Buriti (M. flexuosa) fruits and their products present great economic and social importance in
the geographic areas where this plant is autochthonous. The obtained ethanolic extracts from
the pulp and peel of these fruits showed antibacterial activity against the human pathogens
studied. The gas chromatographic analysis (GC-MS) identified the fatty acids: lauric, myristic,
palmitic, stearic, oleic and linoleic. Therefore, this study concludes that ECBU and EPBU
present potential for pharmaceutical and technological applications due to the presence of
bioactive compounds with antibacterial activity and it has brought forward new information on

the biotechnological potential of this Brazilian palm tree.
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RESUMO

Neste trabalho foi realizado a extragdo com solvente etanol, em inflorescéncias e polpa de frutos
de Acrocomia aculeata para caracterizagdo quimica dos compostos presentes e andlise do
potencial antibacteriano frente a patégenos humanos. Os extratos das inflorescéncias (EFM) e
da polpa (EPM) informaram a presenca de &cidos graxos saturados e insaturados em sua
composicdo quimica atraves da analise por cromatografia gasosa (GC-MS). Os testes
antimicrobianos foram realizados pelos metodos de difusdo em pogo e microdiluicdo. De
acordo com o método de difusdo em pogo somente o0 EFM apresentou halo de inibicdo frente
as bactérias E. faecalis, S. aureus e E. coli na concentragio de 100 mg mL*. A concentragéo
inibitéria minima (MIC) apresentou inibicdo considerada moderada para S. aureus (1.56 mg

mL?) e fraca para E. coli (3.13 mg mL™). Os resultados indicaram que o extrato etandlico
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obtivo das flores da A. aculeata apresenta atividade antibacteriana frente as cepas testadas
provavelmente devido a presenca dos &cidos graxos apresentando-se como potencial produto

para fins farmacéuticos.

Palavras-chave: Palmeiras, atividades biol6dgicas, microdiluicdo, compostos quimicos,

patdégenos humanos.

ABSTRACT

In this research, the ethanolic extraction of chemicals from inflorescences and fruit pulp of
Acrocomia aculeate was performed, in order to obtain the chemical characterization of their
compounds and analyze their antibacterial potential against human pathogens. The presence of
saturated and unsaturated fatty acids was reported in the chemical composition of inflorescence
(EFM) and pulp (EPM) extracts detected by gas chromatographic analysis (GC-MS). The
antimicrobial tests were carried out by the well diffusion and the microdilution methods.
According to the well diffusion method, only the EFM extract displayed inhibition halo against
the following bacteria: E. faecalis, S. aureus and E. coli, in concentration of 100 mg mL™. The
minimum inhibitory concentration (MIC) has shown moderate (1.56 mg mL-1) inhibition for
S. aureus and weak (3.13 mg mL™Y) inhibition for E. coli. The results indicate that the ethanolic
extract obtained from the flowers of A. aculeata presents antibacterial activity against the strains
tested, probably due to the presence of fatty acids, which highlights itself as a potential product

for pharmaceutical purposes.

Keywords: Palm trees, biological activities, microdilution, chemical compounds, human

pathogens.
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4.1 INTRODUCAO

Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart. pertence a familia Arecacea sendo de ampla
distribuicdo no territorio brasileiro. Essa palmeira é conhecida popularmente como: bocaiuva,
bacaiuveira, bacalva, macalba, coco-babédo, coco-de-catarro, imbocaia, macaiba (Almeida et
al., 2012). Possui alto potencial para utilizagdo na industria de alimentos, farmacéutica,
cosmeéticos e para producdo de biocombustiveis. Devido a utilizacdo indiscriminada de
antibioticos pela populacdo, aumentou a procura de compostos provenientes de plantas para
producdo de novas drogas (Caetano et al., 2002), sobretudo nativas de grandes biomas
nacionais, como a Amazonia e o Cerrado. A palmeira A. aculeata pode ser aproveitada desde o
caule até as folhas e frutos. O fruto tem formato esférico, casca lisa e coloragdo variando de
marrom a amarelada quando maduro. A polpa é amarela e aderida ao endocarpo que envolve a
améndoa. Dentre 0s usos mais comuns desta palmeira estdo o uso dos frutos para producdo de
farinhas e dleos, biomassa, carvao ativado e de suas folhas na nutricdo animal. O processo de
aproveitamento do fruto da macauba € feito de forma artesanal e vem sendo explorado de forma
extrativista (Souza et al., 2006). Em relacdo as caracteristicas quimicas, reporta-se a influéncia
das condigdes climaticas, do estadio de maturagdo, do local de plantio e da época da colheita
na sua expressao (Pedron et al., 2004). Os objetivos deste artigo sdo o estudo dos compostos
presentes nos extratos etandlicos obtidos a partir da améndoa, polpa e inflorescéncia dessa
palmeira através de analise por cromatografia gasosa (GC-MS) e a realizacdo de testes de

atividades antimicrobianas frente a bactérias patogénicas.
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4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Reagentes Utilizados. Alcool etilico (C2HsO), cloreto de aluminio (AICIs), cloreto de
sodio (NaCl), dimetilsulféxido (DMSO) sdo da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Os meios de cultura Mueller Hinton caldo e agar sdo da marca Kasvi (Curitiba, Parand, Brazil).
A 4gua utilizada nas andlises foi destilada e a ultrapura produzida no aparelho Milli-Q Millipore
(Bedford, USA). Os outros reagentes utilizados neste estudo e na triagem fitoquimica eram

préprios para analise (P.A.) ou com grau analitico e/ou cromatogréfico.

4.2.2 Preparacdo das Amostras. As inflorescéncias e os frutos maduros de A. aculeata foram
coletadas (Figura 1a, b e ¢) no campus da Universidade Federal do Tocantins — UFT em
Araguaina (7°06°46,8”S48°11°34,6”W). O niamero de registro 10.954 foi obtido apos confecgéo

de exsicata da espécie Acrocomia aculeata fornecido pelo Herbario HTO da UFT.

Figura 1: Palmeira adulta de A. aculeata em seu habitat (a), espata com inflorescéncia (b) e

frutos maduros coletados (c). Fotos de arquivo pessoal.

Para obtencdo do extrato etanolico foram separadas as partes dos frutos com auxilio de faca de

aco inox esterilizada em pedagos menores e separadas as partes (Figura 2a). As amostras
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selecionadas: améndoas e polpa foram secas em estufa com circulacéo de ar (Fanem, S&o Paulo,
Brazil) a temperatura de 40-45 °C por 48 h (Figura 2b). O mesmo procedimento de secagem foi
realizado com as flores (Figura 3a). Apos esfriar, o material foi triturado em processador
domeéstico (Arno, Sdo Paulo, Brazil) e as amostras guardadas em sacos estéreis sob refrigeracédo

(12-16 °C).

Figura 2: Preparacdo dos frutos. (a) Separacdo da améndoa, polpa e casca, (b) secagem de

améndoas e polpa em estufa a 40 - 45 °C. Fotos de arquivo pessoal.

Para a extracao por solvente com aparelho Soxhlet, foram pesadas cerca de 10 a 20 gramas das
amostras em balanca analitica de precisdo (Shimadzu do Brazil, Sdo Paulo, Brazil) e colocadas
em dois cartuchos de celulose com 250 mL de alcool etilico (98 °GL) para extracdo simultanea
com dois extratores por um periodo de cinco horas (Figura 3b). Ap6s o término do processo o
solvente foi removido por evaporagdo em rotaevaporador (Cienlab, S&o Paulo, Brazil) a pressao

reduzida e temperatura de 50°C.
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Figura 3: Preparagdo de amostras. Flores unissexuais de ambos o0s sexos retiradas da
inflorescéncia (a), extracdo com solvente etanol e aparelho Soxhlet (b). Fotos de arquivo

pessoal.

4.2.3 GC —MS. Para analise dos compostos quimicos presentes nos extratos vegetais estes
foram derivatizados (reagdo de esterificacdo) atraves de catalise acida de trifluoreto de boro em
metanol (Meher et al., 2006 adaptado). As andlises foram realizadas em cromatografo
Shimadzu GC / MS QP Modelo 2010 Ultra equipado com uma coluna capilar de silica fundida
HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um). O programa de temperatura para os alcanos saturados foi
(C11 - C40) 50 °C (0 min); 5°C min até 310 °C (20 min), onde o tempo de retencdo do C11Ha4
€ 10.020 min e do Ci3H2g é 15.535 min no modo Split: 1:10. A rampa de aquecimento foi
programada para a faixa de temperatura 50 °C (0 min); 5°C min* até 300 °C (10 min) a
velocidade de 3 °C mint. Temperatura injecdo: 300 °C; temperatura interface: 250 °C no modo
Split: 1:25. O gas Hélio foi utilizado como gas de transporte a velocidade de 1.2 mL.mint.A
energia do elétron foi de 70 eV e a temperatura da fonte de ions de 250 °C. Os compostos foram
identificados por comparacdo do espectro de massa e os seus dados de retencdo GC com 0s
padrdes e por comparacdo dos espectros de massa com os das bibliotecas NIST-08 (National

Institute of Standards and Technology) e citados na literatura (Adams, 2007).



73

4.2.4 Atividade Antibacteriana. Para realizagdo dos testes de atividade antibacterianas dos
extratos etandlicos foram utilizadas cepas de referéncia ATCC (American Type Colection
Culture) de bactérias patdgenas humanas obtidos da colecéo do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude Fundacao Oswaldo Cruz (INQS/FIOCRUZ — Rio de Janeiro, Brazil).
Foram usados para os testes as bactérias Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC-6538),
Enterococcus faecalis (ATCC-4083) e Gram negativas: Escherichia coli (ATCC-25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853).

Teste de difusdo em poco. Os ensaios foram realizados em triplicata, atraves do método de
difusdo por poco (CLSI, 2009) em placas de petri contendo 50 mL de meio agar Muller Hinton
(AMH). As solugdes dos indculos foram preparados utilizando-se de trés a quatro col6nias da
cepa isolada em placas e diluindo em solugdo salina a 0.85 % até atingirem a turbidez
correspondente a 0.5 da escala de MacFarland (Figura 4a) obtendo-se cerca de 1,5 108 Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC mL™) (Groppo et al., 2002). Como controle negativo foi utilizado
a solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO) 10 % e para controle positivo cloranfenicol (30 pg mL
1). As solugdes contendo os indculos foram semeadas na superficie das placas contendo meio
de cultura e em seguida os pogos foram perfurados com canudo de plastico estéril de 5 mm de
didmetro (Figura 4b). Esses pocos foram preenchidos com 50 pL de cada extrato diluido em
DMSO 10 % na concentracdo de 100 mg mL™ e com os controles positivo e negativo (Figura
4c). Apos 24 h de incubagdo a 37 °C os halos de inibigdo do crescimento microbiano foram

medidos em milimetros, com auxilio de paquimetro digital.
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Figura 4: Teste de difusdo em poco. (a) Comparagdo com escala Mc Farland, (b) perfuragédo

dos pocos e (c) adicdo de solucao de extrato. Fotos de arquivo pessoal.

Determinacdo da Concentragéo Inibitéria Minima (MIC). A determinacdo da concentragdo
inibitoria minima (CIM) foi realizada utilizando a técnica de microdiluicdo descrita segundo a
norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). Os testes
foram realizados em placa “Sensitive microtiter” de 96 pogos esterilizada. Adicionou-se
inicialmente em cada poco 100 pL de meio de cultura caldo Muller Hinton em seguida
adicionou-se os extratos realizando diluigdo seriada de acordo com Benfati et al. (2010),
obtendo-se assim concentracOes de extrato de planta (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.57, 0.785
mg.mL). Como controle positivo foi utilizado cloranfenicol na concentragdo de 1000 pug mL
"1 sendo que a diluicdo seriada forneceu as concentragdes de 500, 250; 125, 62.5, 31.25, 15.63,
7.81, 3.91 uL mL%; e como controle negativo foi utilizado solugio de DMSO 10%. Foram
adicionados aos pogos 5 L da solugdo do indculo contendo cerca de 107 células, com excecéo
da coluna com controle do meio, onde ndo se adicionou micro-organismo. As placas foram
incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacéo,
adicionou-se em cada orificio das placas 30uL de solugdo aquosa de resazurina (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona-10-6xido) a 0.03 %. Realizou-se a leitura das placas até 4h apés a adi¢do do

corante onde a cor azul significou inibigéo e rosa a ndo inibi¢ao do crescimento.

4.3. RESULTADOS

4.3.1 GC — MS. Os valores obtidos por cromatografia em fase gasosa para a composi¢ao
guimica dos principais compostos encontrados nos extratos etanolicos de A. aculeata apds
reacdo de esterificagdo sdo apresentados na Tabela 1. Observou-se que os extratos etanolicos

obtidos da améndoa (EAM) continham 81.66 % &cidos graxos saturados e 14.36 % de acido
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insaturado. Entre os &cidos graxos saturados a maior proporcdo foi de acido miristico (63.79
%) enquanto o acido graxo insaturado identificado com 14.36 % foi o acido oleico. No extrato
etanolico da polpa (EPM) a maior proporcao de acido graxo foi do acido palmitico (48.54 %)
que € um &cido saturado seguido do acido oleico (43.70 %) que é um acido insaturado. No
extrato etandlico das flores foram encontrados acidos graxos: palmitico (saturado, 33.07 %) e

oleico (insaturado, 28.84 %).

Tabela 1: Acidos graxos detectados (Area, %) e tempo de retencdo (RT) dos extratos etanolicos

da améndoa, polpa e flores de A. aculeata por analise GC-MS.

EAM EPM EFM
Compostos RT (min) Area% RT (min) Area% RT (min) Area %
Acido Caprilico  7.159 7.60 nd nd nd nd
Acido Céprico 10.158 3.74 nd nd nd nd
Acido Miristico  12.930 63.79 nd nd 25411 1.27

Acido Palmitico  19.867 6.53 19.970 48.54 19.939 33.07

Acido Oleico 24.665 14.36 24.718 43.70 24.667 28.84

Acido Laurico nd nd 29.171 1.31 nd nd
AGS 81.66 49.85 34.34
AGI 14.36 47.70 28.84

AGS: acidos graxos saturados, AGI: acidos graxos insturados. RT: tempo de retengdo em

minutos, Area: pico proporcional, nd: ndo detectado.
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4.3.2 Atividade Antibacteriana

O teste de atividade antimicrobiana foi realizado com os extratos etandlicos EAM, EPM e EFM
(Tabela 2). Os extratos EPM e EAM néo apresentaram halo de inibicao frente as bactérias
testadas. O extrato das flores da Macauba (EFM) apresentou halo de inibicdo para as bactérias:

E. coli, S. aureus e E. faecalis na concentragéo de 100 mg mL™.

Tabela 2. Média das triplicatas do diametro do halo de inibicdo em milimetros (mm) da

susceptibilidade antimicrobiana dos extratos etanélicos EAM, EPM e EFM na concentracéo de

100 mg mLL,
Diametro do halo de inibicdo (mm)
Microorganismo EAM EPM EFM
E. faecalis - - 11.25
E. coli - - 14.71
S. aureus - - 13.18

P. aeruginosa - - -

Concentracdo Inibitéria Minima (MIC). A determinacdo da concentracdo inibitéria minima
foi realizada com os extratos EAM, EPM e EFM (Tabela 3). O extrato das flores apresentou
concentracdo inibitéria minima somente para as bacteérias: E. coli na concentracdo de 3.12 mg

mL! e para S. aureus na concentragio de 1.56 mg mL™,

Tabela 3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em mg mL™ de extratos etandlicos da
améndoa (EAM), da polpa (EPM) e das flores (EFM) de A. aculeata com atividades

antibacterianas.

Extrato etandlico E. faecalis E. coli S. aureus P. aeruginosa

EAM




7

EPM

EFM 3.13 1.56

4.4 DISCUSSAO

Para obtencdo dos extratos etanolicos obtidos a partir de diversas partes da palmeira Macalba
foi utilizado o sistema Soxhlet visto que se trata de um método padrdo em que a temperatura e
a natureza do solvente favorecem a eficiéncia na obtencdo de compostos bioativos. Foi
escolhido como solvente o alcool etilico devido principalmente a sua baixa toxicidade diante
dos solventes organicos comumente utilizados além do fato de ter preco acessivel, vir de uma
fonte renovavel e ser capaz de extrair uma ampla gama de compostos polares e alguns

compostos ndo-polares (Bastos et al., 2010).

Comparando com as concentracdes de acidos graxos obtidas através das analises de GC-MS da
améndoa com solvente hexano por Amaral et al. (2011) o extrato etanélico EAM apresentou
maior concentracdo de acidos graxos saturados, 81.66 % em compara¢do com o0s 71.05%
encontrados por aquele autor. Enquanto a concentracao de acidos graxos insaturadas foi menor,
14.36 % em relacdo a literatura mencionada que foi de 28.95 %. O extrato de polpa da A.
aculeata é o mais estudado e melhor descrito na literatura tendo sua extracao obtida por diversos
solventes. O extrato etandlico da polpa (EPM) apresentou uma maior quantidade de acidos
graxos saturados, 49.85 % comparado aos obtidos com extracdo utilizando o solvente hexano
(16.87% por Amaral et al. (2011) e 29.687% obtido por Trentine et al. (2016)) e também quando
comparado em relacdo aos extratos obtidos usando como solventes o acetato de etila (30.212
%) e o isopropanol (30.157 %). A concentracdo de &cidos graxos insaturados obtidos foi menor
(47.70 %) do que os encontrados para o extrato hexanico (79.67 % por Amaral et al. (2011) e

70.314% por Trentine et al. (2016)). O mesmo fato ocorreu para os extratos obtidos com os
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solventes acetato de etila (68.789 %) e isopropanol (68.989 %) (Trentine et al., 2016). O EFM
apresentou em sua composicado 34.34 % de acidos graxos saturados e 28.84 % de insaturados.
Embora néo exista na literatura nenhum trabalho referente a composi¢cdo quimica do extrato
etanolico de flores de macaiba, observa-se que este extrato apresenta composicao parecida com
0 EPM. Todos os extratos demonstraram maior concentracdo de acidos graxos saturados, que
sdo substancias quimicas responsaveis pelo sabor, palatabilidade e conservacdo em produtos
alimenticios (Oliveira et al., 2016). As diferencas na concentracdo dos grupos quimicos
encontradas em comparacdo com a literatura podem se dever a varios fatores. Além da
polaridade outros fatores podem afetar a eficiéncia de extracdo como: as diferentes interacdes
entre soluto e solvente (Almeida et al., 2012), as variabilidades fenotipicas (Ciconini et al.,
2013) e outros aspectos como tipo de solo, umidade e clima que podem se manifestar na planta
por meio de processos fisioldgicos, provocando variacBes nos compostos produzidos pelos
vegetais. Por exemplo, Milanez et al. (2018) discutiram que as frutas de buriti colhidas em

diferentes estadios de amadurecimento produziram diferentes quantidades de compostos.

De acordo com os testes de atividade antimicrobiana somente o EFM demostrou atividade
antibacteriana (halo de inibicdo) pelo método de difusdo em poco tanto em frente as cepas
Gram-positivas: E. faecalis (11.25 mm) e S. aureus (13.18 mm) quanto a Gram-negativa E. coli
que apresentou o maior halo de inibi¢do (14.71 mm), sugerindo atividade inibitoria de amplo
espectro. No método de microdiluicdo para determinagdo da concentracao inibitoria minima os
extratos EAM e EPM ndo apresentaram inibicao frente as bactérias testadas e o EFM confirmou
a inibic3o para as bactérias S. aureus (3.13 mg mL™) e E. coli (1.56 mg mL™). De acordo com
Ribeiro (2008), ndo existe um consenso sobre o nivel de inibi¢do aceitivel para extratos obtidos
de plantas, quando comparados aos antibidticos padrdes. As zonas de inibi¢do formadas pelos
extratos possuem particularidades apresentando variaveis (técnica usada, o meio de
crescimento, 0 micro-organismo teste) que devem ser levadas em consideragéo (Duarte et al.,

2005; Nostro et al., 2004; Saeed; Sabir, 2004; Christophe et al., 2000). Se levarmos em
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consideracdo a proposta de Aligianis et al. (2001) para classificagdo de materiais vegetais com
base nos resultados de MIC onde séo consideradas: forte inibicdo extratos com a CIM até 0.5
mg mL%; inibicio moderada CIM entre 0.6 e 1.5 mg mL™* e fraca inibicdo CIM acima de 1.6
mg mL* o EFM seria considerado de inibicio moderada para S. aureus e fraca inibicdo para E.
coli. Os acidos graxos podem ser os responsaveis pela atividade antibacteriana apresentada
pelos extratos desse estudo (Hashem; Saleh, 1999; Nazif, 2002). Algumas pesquisas sugerem
que &cidos graxos saturados de cadeia média e 0s acidos graxos insaturados de cadeia longa,
como o acido oleico sao responsaveis por atividades antimicrobianas do leite humano e bovino,
inativando tanto bactérias Gram positivas quanto Gram negativas (Isaacs et al., 1990; Isaacs et
al., 1995). O mecanismo de acao desses compostos ndo foi definido, no entanto sugere-se que
estes acidos afetam a parede celular interferindo com mecanismos de bacteriemia tais como a
prevencdo da formacdo de biofilme e de inibicdo da producdo de toxinas e enzimas (Ogidi et

al., 2015).

4.5 CONCLUSAO

Apesar dos extratos do fruto EAM e EPM ndo apresentaram atividades antibacterianas frente
aos micro-organismos estudados a sua composic¢do quimica identificou a presenca de acidos
graxos saturados e insaturados que sugerem a sua utilizacdo no enriquecimento da dieta, fonte
de bioativos e agregacdo de valor aos produtos e subprodutos in natura ou processados no ramo
alimenticio. O extrato etandlico obtido a partir das flores da A. aculeata mostrou potencial para
obtencgéo de antibacterianos ativos contra cepas Gram positivas e Gram negativas. A presenca
dos &cidos graxos saturados e insaturados sugerem que estes podem contribuir para as

atividades antimicrobianas observadas.
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Os extratos etanolicos das folhas das palmeiras ndo inibiram o crescimento dos micro-
organismos testados segundo o método de difusdo em disco. No entanto a caracterizacao
quimica por fitoquimica e analise por cromatografia indicaram a existéncia de grupos e
compostos quimicos de importancia econdémica sugerindo uso potencial para a confecgédo de
novos produtos.

A andlise quimica dos extratos etandlicos obtidos da polpa e da casca dos frutos de M.
flexuosa evidenciaram a presenca de acidos graxos saturados e insaturados além de
apresentarem inibicao frente as bactérias Gram positivas e Gram negativas. O extrato obtido a
partir da casca apresentou inibicéo pelo teste de difusédo em pogo e no do teste de microdiluicéo
demonstrando poder ser utilizado como agente antimicrobiano.

O estudo dos compostos quimicos presentes dos extratos etandlicos obtidos dos frutos e da
inflorescéncia da A. aculeata indicaram a presenca de &cidos graxos insaturados e saturados.
Somente o extrato etandlico das flores apresentou inibicdo frente a algumas bactérias Gram
positivas e Gram negativas testadas indicando o possivel uso como agente antibacteriano.

A pesquisa se mostrou muito relevante no estudo das espécies: A. speciosa, M. flexuosa e
A. aculeata presentes no estado do Tocantins com o levantamento do seu potencial na

formulacdo de novos produtos.
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Cromatogramas GC/MS dos extratos das amostras obtidos apds derivatizacdo com BF3
/CH30H em coluna HP-5ms, Arquivo Pessoal.
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EXTRATO ETANOLICO OBTIDO POR SOXLHET DE FOLHAS DE BURITI

000,000) Wax nlensiy . 9,321,658
= Time 152488 Geard 1,351 Bban. I ITE  Cwen Tamg 05 70|
a0 1 7

6.0
R
&0 3
54
40

3.0 1

21

11 O P D e A v |

1 - Acido Palmitico 4. Acido Linoleico 7-Phytol
2 - Acido Linolénico 5 - Acido Miristico 8 - Acido Dleico
3- Citronelol 6 - Acido Laurico

Extrato Etandlico de Polpa de Buriti

M TiC Preview - AZ.qgd

& 10,000,000 Max intensity : 27,835,584

JJ Jl ]
0.54 W/w-j
! n R RV, ol E 5
0 75 900 128 180 175 200 225 280 28 M0 315 380 35 400 435 450 495 sS40 525 o 88

Extrato Etandlico de Casca de Buriti

M TIC Preview - A3.qgd

{x10,000,000) Max tensty - 27,956,645
&

50
454
404
25
el
25

204

0.5+ fl

50 75 100 125 150 175 200 225 250 215 300 325 350 315 400 425 450 415 500 525 S50 515



88

Extrato etandlico da Améndoa de Macauba
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