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RESUMO

As plantas constituem fontes importantes de compostos fendlicos que apresentam
atividades antioxidantes e antimicrobianas capazes de contribuir para a prevencéao e
o controle de diversas doencas. O Echinodorus grandiflorus € uma planta muito
utilizada popularmente no tratamento de doencgas e de forma discreta na produgao
de bebidas e alimentos. Destacam-se em sua composigao os compostos fendlicos e
sua atividade antioxidante, caracteristicas de grande interesse para a industria
alimenticia, que busca atender a crescente demanda por alimentos equilibrados
voltados a promog¢ao da saude. A extracdo dos compostos bioativos requer
processos eficientes e economicamente viaveis. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi otimizar a extracdo dos compostos bioativos das folhas do E.
grandiflorus e avaliar suas atividades bioativas, seu potencial de aplicagdo em
iogurte, além de caracterizar a composi¢do centesimal de sua folha. As folhas
desidratadas apresentaram a seguinte composi¢cao (g/100 g): 29,81 g de fibra
alimentar, 26 g de carboidratos totais, 20,63 g de proteinas, 11,60 g de cinzas, 4,59 g
de lipidios, 7,36 g de umidade e valor de vitamina C 4,47 + 0,58 mg Aa/100 mL e
cafeina de 1,44 £ 0,09 mg/g, além de pH de 5,99 + 0,08. As melhores condi¢bes
para extracdo foi menor granulometria (80 Mesh) juntamente com etanol 60% e
temperatura de 80 °C. As condigdes otimizadas renderam um extrato com teor de
compostos fendlicos (TPC) 26,17 mg GAE/g, 25,86 mg CTE/g de flavonoides totais
(TF), DPPH 67,73 umol TE/g, FRAP 125,32 umol TE/g e ABTS 119,74 pmol TE/g.
Com base nesses parametros, avaliou-se a influéncia dos estadios de maturagao da
folna nas fases nova, madura e velha. Os TPC variaram entre 26,17 e 31,6 mg
GAE/g, TF de 25,30 e 25,86 mg CTE/g. Para carotenoides encontraram-se valores
entre 0,46 e 0,64 mg/g, o conteudo total de clorofila variou entre, 2154,70 e 2732,28
mg/g. A concentracdo de TPC esta relacionada com atividade antioxidante DPPH
35,22 — 67,73 pymol TE/g, FRAP 125,32 umol TE/g, ABTS 119,74 umol TE/g (entre
os estadios de maturagdo). Para atividade antifungica, os extratos das folhas
maduras obtiveram os melhores resultados com inibicdo entre 24,12 a 48,74%. O
flavonoide isoorientina apresentou a maior concentracao nas folhas maduras, 5,605
1 0,01 mg/g. Os resultados sugerem que as condi¢cdes experimentais adotadas, em
conjunto com o uso do ultrassom, influenciaram o rendimento da extracdo. O extrato
das folhas maduras também demonstrou atividade antiglicémica e capacidade de
inibicdo da lipase pancreatica. Utilizando o extrato das folhas maduras na
concentragao de 0,5%, 1% e 2% observou-se o efeito positivo do extrato na inibigao
de bolores in vitro comparando com o controle. O extrato de E. grandiflorus
demonstrou atividades bioldgicas interessantes que estdo em parte relacionadas ao
flavonoide isoorientina. O iogurte desenvolvido apresentou resisténcia ao
desenvolvimento de fungos no decorrer dos 28 dias de armazenamento, dado de
relevancia para conservacao de produtos lacteos. Destaca-se seu potencial para o
desenvolvimento de alimentos funcionais com caracteristicas interessantes na
inibicdo de bolores deteriorantes de produtos lacteos, reforcando seu valor como
fonte natural de compostos bioativos.

Palavras-chave: Compostos fendlicos; antioxidantes; chapéu-de-couro; alimentos
funcionais; ultrassom.



ABSTRACT

Plants are important sources of phenolic compounds that have antioxidant and
antimicrobial activities capable of contributing to the prevention and control of various
diseases. Echinodorus grandiflorus is a plant widely used in the treatment of
diseases and discreetly in the production of beverages and foods. Its composition is
notable for its total phenolic compounds (TPC) and antioxidant action, characteristics
of great interest to the food industry, which seeks to meet the growing demand for
balanced foods aimed at promoting health. The extraction of bioactive compounds
requires efficient and economically viable processes. Therefore, the objective of this
study was to optimize the extraction of bioactive compounds from E. grandiflorus
leaves and evaluate their bioactive activities, their potential for application in yogurt,
and characterize the centesimal composition of their leaves. The dehydrated leaves
had the following composition (g/100 g): 29.81 g dietary fiber, 26 g total
carbohydrates, 20.63 g protein, 11.60 g ash, 4.59 g lipids, 7.36 g moisture, vitamin C
content of 4.47 £ 0.58 mg Aa/100 mL, caffeine content of 1.44 + 0.09 mg/g, and pH
of 5.99 + 0.08. The best conditions for extraction were finer particle size (80 Mesh)
together with 60% ethanol and a temperature of 80°C. The optimized conditions
yielded an extract with a phenolic compound content of TPC 26.17 mg GAE/g, total
flavonoids (TF) 25.86 mg CTE/g, DPPH 67.73 ymol TE/g, FRAP 125.32 ymol TE/g,
and ABTS 119.74 pmol TE/g. Based on these parameters, the influence of leaf
maturation stages in the young, mature, and old phases was evaluated. TPC ranged
from 26.17 to 31.6 mg GAE/g, TF from 25.30 to 25.86 mg CTE/g. For carotenoids,
values between 0.46 and 0.64 mg/g were found, and the total chlorophyll content
varied between 2154.70 and 2732.28 mg/g. The TPC concentration is related to
antioxidant activity DPPH 35.22-67.73 pmol TE/g, FRAP 125.32 ymol TE/g, ABTS
119.74 pmol TE/g. For antifungal activity, the extract from mature leaves obtained the
best results, with inhibition between 24.12 and 48.74%. The flavonoid isoorientin
presented the highest concentration in mature leaves, 5.605 + 0.01 mg/g. Therefore,
it was found that the efficiency of isoorientin extraction was higher than that observed
in previous studies, evidencing the positive action of the method employed. The
results suggest that the intensifying effect of ultrasound, combined with the
experimental conditions adopted, played a decisive role in increasing the extraction
yield. The extract from mature leaves also demonstrated antiglycemic activity and
pancreatic lipase inhibition capacity. Using the extract from mature leaves at
concentrations of 0.5%, 1%, and 2%, a positive effect of the extract on mold inhibition
was observed compared to the control. The extract from E. grandiflorus
demonstrated interesting biological activities that are partly related to the flavonoid
isoorientin. The yogurt developed showed resistance to fungal growth during 28 days
of storage, which is relevant for the preservation of dairy products. This highlights its
potential for the development of functional foods with interesting characteristics in
inhibiting mold that deteriorates dairy products, reinforcing its value as a natural
source of bioactive compounds.

Keywords: Phenolic compounds; antioxidants; leather hat; functional foods;

ultrasound.
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INTRODUGAO

As plantas tém capacidade de produzir uma diversidade de compostos
quimicos, entre eles os metabdlitos secundarios, que sédo altamente especializados,
atuando na protecao das plantas contra infec¢gdes microbianas, virais, radiacdo UV e
atraindo polinizadores. Esses compostos demonstram atividades bioativas, acao
antioxidante e antimicrobiana, com potencial de promover a saude através da
industria alimenticia e farmacéutica (Samtiya et al.,2021). Diante disso, a pesquisa
por aditivos de fontes naturais vem se destacando, apoiada em seus beneficios e
nas tendéncias dos consumidores que buscam um estilo de vida saudavel com uma
alimentacgao nutritiva e funcional.

O Echinodorus grandiflorus, popularmente conhecido como chapéu-de-couro,
cha do brejo, € considerado uma planta daninha. Trata-se de uma planta aquatica
que se desenvolve em areas alagadas e mananciais aquaticos, sendo comum na
regidao Sul do Brasil. Na medicina popular, sua infusdo ou cocgéo € utilizada para o
tratamento de infec¢des, doengas respiratorias, problemas renais e reumaticos.
Além disso, a industria de bebidas tem utilizado seu extrato para producao de
refrigerantes. Seu uso empirico despertou interesse em pesquisas sobre suas
propriedades quimicas e bioativas. O E. grandiflorus demonstra potencial terapéutico
com respostas positivas no tratamento de doencgas renais e reumaticas, efeito
anti-inflamatério e beneficios cardiovasculares (Tibirica et al., 2007; Silva et al.,
2021; Pinto et al., 2006; Silva, 2016). Essas propriedades estédo relacionadas a sua
composi¢cdo fendlica, se destacando o grupo dos flavonoides, dentre eles a
isoorientina.

O processo de extragdo de compostos bioativos pode ser classificado em
técnicas convencionais e nao convencionais. Esse processo pode ser influenciado
por diversos fatores, como solvente, temperatura, tempo, pH e preparacdo da
amostra. A extragao convencional como a hidrodestilagdo, maceragao ou infuséo
tem sido utilizada ha décadas, porém apresenta limitagdes em termos de maior
tempo de extracdo e maior consumo de solvente, além da degradacdo dos
compostos bioativos. Por outro lado, a extracéo assistida por ultrassom, uma técnica
nao convencional, tem demonstrado resultados promissores para a extragao de
compostos, além de ser considerada uma técnica verde por apresentar alto

rendimento com menor uso de solvente e preservar os compostos termo sensiveis.
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Portanto, um estudo para avaliar as condi¢cdes 6timas de extragao € essencial
para possibilitar o maximo rendimento do processo. Portanto, o presente trabalho
pretende otimizar o processo de extracdo dos compostos bioativos, avaliar seu
potencial antimicrobiano, antioxidante, compostos fendlicos, atividade antiobesidade,
além de realizar a composi¢cado centesimal das folhas da planta E. grandiflorus. A
partir dessas informagdes foi desenvolvido um iogurte natural com o extrato das
folhas maduras de E. grandiflorus, com objetivo de avaliar seu efeito na qualidade da
bebida.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Otimizar a extracdo dos compostos bioativos das folhas do Echinodorus
grandiflorus e avaliar suas atividades bioativas e o potencial de aplicagdo em

iogurte.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar a composi¢ao centesimal e mineral das folhas do E. grandiflorus;

e Otimizar as condigdes de extracdo dos compostos bioativos das folhas
maduras do E. grandiflorus, com base na melhor combinagdo das variaveis
independentes granulometria, temperatura e concentracdo de solvente
utilizando planejamento fatorial,

e Avaliar o efeito do estadio de maturacao das folhas nos compostos bioativos
da planta.

e Avaliar a agao antimicrobiana dos extratos obtidos nas condi¢cbes otimizadas
frente as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
enterica, levedura Candida albicans e o fungo filamentoso Colletotrichum
abscissum;

e Identificar e quantificar os compostos fendlicos individuais dos extratos;

e Avaliar a atividade antiglicémica e a atividade antiobesidade através da
inibicdo da atividade da lipase pancreatica dos extratos obtidos com melhores
rendimentos;

e Desenvolver iogurte com extrato das folhas de E. grandiflorus e investigar os

efeitos da sua adi¢gao na qualidade da bebida.
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CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo explora o estado da arte relacionado a Echinodorus grandiflorus.
Em seguida, sao destacadas as principais classes de compostos fendlicos e suas

propriedades bioativas.

1.1 Echinodorus grandiflorus

O género Echinodorus € composto por 27 espécies pertencentes a Familia
Alismataceae, algumas sao utilizadas na medicina popular como E. paniculatus
Mich, E. macrophyllus e E. grandiflorus sendo este o mais conhecido e utilizado. No
Sul e Suldeste do Brasil a espécie Echinodorus grandiflorus, tem como caracteristica
ser uma planta herbacea aquatica, perene de 40 a 60 cm de altura, folhas ovaladas,
grandes e eretas e delicadas flores brancas (Figura 1) (Kinupp; Lorenzi, 2014;
Marques et al., 2017).

Conhecido popularmente como chapéu de couro, cha do brejo, E. grandiflorus
€ amplamente utilizado na medicina popular na forma de infusao para o tratamento
de reumatismo, artrite, infecgdes e diurético. Sendo conhecida, mais como uma
planta medicinal que alimenticia, de forma discreta vem-se utilizando suas folhas
maduras na agua para tomar chimarrdo, seu peciolo (talo) no preparo de omeletes e
caldo de legumes e seus rizomas na elaboragédo de doces semelhantes a cocada de
coco. Além disso, suas folhas sdo utilizadas na preparacdo de frisantes e os
extratos, vém sendo empregados na fabricagao de refrigerantes no Brasil, sendo o
refrigerante “Mate Couro ® fabricado desde 1947, e o “Mineirinho ® desde 1974
(Kinupp; Lorenzi, 2014; Marques et al., 2017).
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Figura 1 - Exemplar da planta Echinodorus grandiflorus.

Seu uso e conhecimento popular impulsionaram pesquisas para elucidar sua
composi¢cdo quimica e agado biolégica. O E. grandiflorus demonstrou a agao
antinociceptiva, acao anti-inflamatéria, efeito cardioprotetor, acdo anti-hipertensiva,
diurética (Garcia et al., 2010; Gasparotto et al., 2018; Marques et al., 2017) e
antidematogénica (Garcia et al., 2010). Investigagdes anteriores apontam que E.
grandiflorus né&o apresenta atividade citotoxica e genotdxica (Silva; Kenupp;
Takahashi, 2010, Strada et al., 2017).

O potencial tecnoldgico de E. grandiflorus na industria alimentar ainda é
pouco explorado, tendo sido descrita sua aplicagao de forma industrial apenas em
refrigerantes, embora apresente caracteristicas de interesse citadas em estudos
anteriores como sua agao bioativa e antioxidante (Rocha et al., 2023, Prando et al.,
2016). Favorecendo sua possivel aplicacdo industrial, como matéria-prima,
agregando valor nutricional e podendo atuar na redugao e controle de doengas.

A Tabela 1 apresenta informagdes de artigos cientificos sobre a composigéo
quimica e atividade bioldgica do E. grandiflorus. Os dados foram obtidos através das
bases bibliograficas como Web of Science, Google Scholar, Scopus e PubMed,
utilizando como critérios palavras-chave e fator de impacto da revista a partir de
2010.
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Tabela 1 - Pesquisas cientificas realizadas com E. grandiflorus. (continua)
Extracdo Design experimento Dados Efeitos Referéncias
Percolacao utilizando Investigar a associagdo Detectou-se, acido aconitico, Significativo efeito Garcia et al., 2015

solugbes de diclorometano
ou hidroetandlicas 30%,
50%, 70% e 96%.

Processo de sonicagdao em 3
ciclos de 10 min. Solvente
etanol 96 °GL e solugdes
hidroetandlicas de 90%, 70%
e 50%(v / v)

Extrato aquoso por infusado

Percolacao em,
diclorometano,
hidroetandlica (30%, 50%,
70% e 96%) e extrato
aquoso.

entre a composicdo dos
extratos e a sua atividade
antitumoral. Por
cromatografia gasosa e
imuno ensaio in vitro.

Atividade anti-inflamatdria in
vitro, antioxidantes,
avaliagdo dos marcadores
quimicos por cromatografia
de ultra eficiéncia.

Avaliar 0s compostos
bioativos e sua atividade
diurética prolongada,
atividade anti-hipertensiva.

Avaliar 0s compostos
bioativos e a atividade
antiedematogénica in vivo.

acido cis-aconitico,2 acido
trans-aconitico, isoorientina,

swertiajaponina, isovitexina,
swertisina,

acido chicorico.

Detectou-se isoorientina,

Swertisina, acido chicorico,
Acido
cafeoil-feruloil-tartarico,
acido di-feruloil-tartarico

Detectou-se isoorientina,
swertiajaponina, isovitexina,
swertisina e isoorientina
7,3'-dimetiléter, isoorientina-
0] -ramnosideo,
swertiajaponina- (0]
-ramnosideo, isovitexina- O
-ramnosideo. E
monossacarideos: ramnose,
ribose, arabinose, xilose,
galactose, glicose,
mioinositol.

Detectou-se: Isoorientina,

isovitexina, trans -aconitico e
chicérico

antitumoral in vitro contra o
fator de necrose tumoral-q,
acgao anti-inflamataria.

Os extratos de etanol 50% e
70% também exibiram maior
atividade biolégica

O extrato pode apresentar

atividade diurética
prolongada, efeitos
hipotensores e
anti-hipertensivos.

Apresentou atividade
antiedematogénica

significante  os  extratos
hidroetanoicos (50% e 70%)
E que flavonoides,

diterpenoides e acido trans
-aconitico estdo
relacionados na atividade
antiedematogénica.

Rocha et al., 2023

Prando et al., 2016

Garcia et al., 2010
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(continuacao)

Maceragdo a
ambiente
etanol-agua (7:3).

temperatura
utilizando

Infusdo agua
fervente.

Maceracao estatica durante
sete dias com etanol 98% ou
hexano (1:5 m/v).

Maceragdo a
ambiente
etanol-agua (7:3)

temperatura
utilizando

Maceragdo em temperatura
ambiente com agitagdo em
solvente hidroetanoico (7:3
v/Iv).

Avaliar in vivo: efeitos
citotoxicos e genotdxicos e
sua acao antiobesidade.

Avaliar in vivo: propriedades
diuréticas e hemodinamicas.
Avaliar compostos bioativos,
eliminacao de radicais
DPPH, ensaio de radical de
oxido nitrico.

Avaliar a capacidade
antiglicagdo, inibicdo da
a-amilase, da a-glicosidase
e da lipase. Ensaios
antioxidantes: DPPH, ORAC,
FRAP.

Avaliar efeitos citotdxicos,
genotoxicos e agado anti
obesidade in vivo.

Avaliar o) efeito anti
nociceptivo e a atividade anti
nociceptiva in vivo. Avaliar
0s compostos bioativos.

Compostos bioativos:
Flavonoides: isoorientina,
swertiajaponina, isovitexina,

swertisina. Flavonoéides di- C

-glicosideos:
isoorientina-dimetiléter,
isoorientina-ramonosideo,
isoorientina-ramnosideo-dim
etilico éter,
isovitexina-pentosideo,
swertiajaponina-ramonoside
0, isovitexina-ramonosideo,
swertisina-ramnosideo.
Acido feruloil-tartarico e
acido diferuloil-tartarico.

Isoorientina, isovitexina.

Nao possuem efeitos
clastogénicos ou citotoxicos

e nao causam
genotoxicidade. Néo
apresentou acgao

antiobesidade.

Apresentou efeito diurético,
com possiveis efeitos na
vasculatura sistémica e renal
(aumentando a taxa de
filtracdo glomerular). Efeito
hipotensor significativo.
Propriedades antioxidantes
significativas protegendo as
células da lise celular.

O extrato etanoico inibiu a

atividade da lipase,
a-glicosidase apresentou
altas capacidades

antioxidantes e antiglicagao

Nao apresenta atividades
citotoxicas, genotoxicas e
agao anti obesidade.

atividade
Acéo

Observou-se
antinociceptiva.
atribuida a isovitexina.

Silva et al., 2010

Prando et al., 2016

Franco et al., 2018

Silva, Bastos,
Takahashi,2010.

Strada et al., 2017
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(conclusao)

Turbdlise, maceracao,
decoccao, infusdo e Soxhlet.
Utilizando Etanol 90 e 70%.

Extrato aquoso a 5%.

Avaliar 0s compostos
bioativos (de forma
qualitativa) e sua atividade
antimicrobiana (bactéria e
levedura).

Avaliar o efeito dos extratos
de Echinodorus grandiflorus
entre outras plantas, sobre
Apis mellifera e analise
cromatografica de seus
compostos.

Detectou-se a presenca de As

taninos, alcaloides,
flavonoides e saponinas.

Componente maijoritario de
acido ferdlico e acido citrico

cepas microbianas
avaliadas foram
Staphylococcus aureus , S.
epidermidis , Lactobacillus
casei, Bacillus cereus,
Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans. Para a
atividade antimicrobiana do
extrato bruto ndo se
observou acgao.

Observou-se uma reducao
nas taxas de sobrevivéncia
da A. mellifera, contudo, o
efeito é leve em comparacao
ao efeito de inseticidas
quimicos sintéticos sobre
esses mesmos insetos.

Bonetti, et al., 2020

Potrich, et al., 2020

Fonte: Autora 2024.
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Foi realizada uma analise de 8 patentes contidas nas bases de dados de
patentes: GOOGLE PATENTS, WIPO e ESPACENET, utilizando os termos:
Echinodorus grandiflorus e chapeu-de-couro. A busca foi realizada em 09 de janeiro
de 2025. A Tabela 2, apresenta as patentes encontradas para E. grandiflorus que
estdo vinculadas principalmente a area farmacéutica (tratamento de artrite, capilar e
inibicdo de enzimas), seguindo area alimenticia (produgédo de cerveja) e controle de
pragas (utilizacdo do acido trans-aconitico presente no E. grandiflorus) e clonagem

vegetal para padronizagao dos compostos bioativos.
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(continua)

Titulo da Patente Aplicacédo Patente Pais Referéncias
A presente invengao
refere-se a preparagado para
uso externo na pele. Eficaz
Preparagido para uso na prevencao e reducao da
caspa, e na queda de JPH10251134A Japao
externo na pele. cabelo. Promovendo a P Masahiro et al., 1998.
producédo de cabelo e tendo
excelentes acgdes inibidoras
sobre as atividades da
tirosinase.
A presente invengéo
Composigdo  farmacéutica refere-se a composicao
contém uma fragcdo rica em farmacéutica que contém
flavonoides de folhas de uma fragdo rica em .
Echinodorus grandiflorus flavonoides de folhas de BR102012027556 Brasil Souza et al., 2018.
para uso no tratamento de Echinodorus grandiflorus e
artrite. seu uso no tratamento de
artrite.
A presente invencéo relata a
preparagao de uma cerveja
elaborada com extrato P .
Producao de bebida sollavel (cha) de chapéu de 2/I001n7te|ro, Soccol;: Carvalho,
fermentada tipo cerveja a couro (Echinodorus '
base de malte e extrato macrophyllum; Echinodorus
soluvel de chapéu-de-couro grandiflorus). Aspectos como BR 102015031078 Brasil

(Echinodorus macrophyllum
e Echinodorus grandiflorus)

a cor e sabores ervais
provenientes das folhas do
chapéu-de-couro produzem
com sucesso uma bebida
bem equilibrada que
combina o sabor do chapéu
de couro com a cerveja.
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(continuacéo)

Composicdo  farmacéutica
contém acidos aconiticos de
folhas de Echinodorus
grandiflorus e uso no
tratamento de artrite.

Formulagao farmacéutica
oral obtida através da
técnica de infusdo do extrato
de Echinodorus grandiflorus.

Medicamento fitoterapico
encapsulado do café do
agai, processo de obtengao
e seu uso.

A presente invengao
refere-se a composicao
farmacéutica que contém
acidos aconiticos de folhas
de Echinodorus grandiflorus
e ao uso no tratamento de
artrite reumatoide e
osteoartrite.

A presente invencao
refere-se a composigao
farmacéutica oral
compreendendo extrato de
Echinodorus grandiflorus
(chapéu de couro), em um
veiculo liquido, bem como a
um processo para seu
preparo.

A presente invencao
refere-se a medicamento
fitoterapico encapsulado é
formado por 1% a 30%, mas
preferencialmente 10% de
hibisco, 1% a 25%, mas
preferencialmente 5% de
canela, 1% a 26%, mas
preferencialmente 6% de
Ora-pro-nobis, 1% a 25%,
mas preferencialmente 5%
de Echinodorus
macrophyllum ou
Echinodorus grandiflorus.

BR102012027551

BR102018006169

BR102022008681

Brasil

Brasil

Brasil

Souza etal., 2014.

Gasparotto et al., 2018.

Peixe, 2022.
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(conclusao)

Acéo inibitéria de extratos de
plantas sobre lipase
pancreatica.

Utilizacdo da  clonagem
vegetal para padronizacao
de fitoterapicos.

O presente invento consiste
na inibicdo enzimatica da
lipase pancreatica por
extratos metandlicos de
quatro plantas naturais do
Brasil, entre elas o chapéu
de couro (Echinodorus
grandiflorus (Cham. &
Schitdl.) Micheli).

A presente invengéo
refere-se a utilizagdo da
clonagem vegetal para
padronizacao de
fitoterapicos. O processo
utiliza a producéo de mudas
de plantas medicinais
monoclonais, entre elas
Echinodorus grandiflorus,
para a produgcdo de
fitoterapicos com alta
reprodutividade.

BRP10914283

BRP10205634

Brasil

Brasil

Santos, 2012.

Silva, 2017.

Fonte: Autora, 2025.
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1.2 COMPOSTOS BIOATIVOS
1.2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos formam um grupo heterogéneo de substancias, com
mais de 8000 compostos ja identificados (Eseberri et al., 2022). Sdo metabdlitos
secundarios das plantas que atuam na pigmentagado, prote¢cao contra raios UV,
agentes patogénicos e parasitas, com uma estrutura basica de pelo menos um anel
aromatico, ligado por um ou mais grupos de hidroxila (Lama-Mufoz; Contreras,
2022) (Figura 2). Sua concentragao esta relacionada a fatores como tipo da planta,

porcao (caule, folhas, frutos) e sua genética (Dorosh et al., 2022).

Figura 2 - Estrutura quimica basica de um composto fendlico.

Fonte: National Center for Biotechnology Information.PubChem Compound Database. Disponivel em:
i ' jon=2D- . Acesso em: 02

jan.2024.

A diversidade de compostos fendlicos os divide em subclasses considerando
o numero de anéis de fenol, numero e posicdo dos grupos hidroxilas, sendo as
principais: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e lignanas (Figura 3) (Dorosh et
al., 2022). Estes podem ser divididos em insoluveis e soluveis, além de poderem
apresentar-se na forma livre ou conjugada, devido ao seu potencial de interagao

com outros grupos como acidos, agucares e alcoois (Tresserra-Rimbau et al., 2018).
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Figura 3 - Principais componentes dos compostos fendlicos de vegetais e suas estruturas.

o
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Isoflavones 3 o

Flavonols
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Stilbenes

Hydroxycinnamic
acids

Hydroxybenzoic
acids

Phenolic acids

Fonte: HE, X., et al. Fruit and vegetable polyphenols as natural bioactive inhibitors of pancreatic
lipase and cholesterol esterase: Inhibition mechanisms, polyphenol influences, application
challenges. Food Bioscience. V. 55, p. 103054, 2023. DOl:
https://doi-org.ez82.periodicos.capes.gov.br/10.1016/j.fbio.2023.103054. Disponivel em:
https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S221242922300705
8?via%3Dihub. Acesso em: 22 jan. 2024.

Os acidos fendlicos sdo encontrados amplamente no reino vegetal, em
alimentos como as frutas, verduras e chas. Suas propriedades antioxidantes estao
associadas a presenga e a posi¢cao dos grupos hidroxila (—OH) ligados ao anel
fendlico, por atuarem como doadores de elétrons ou atomos de hidrogénio,
neutralizando radicais livres e estabilizando especies reativas de oxigénio. Assim, a
quantidade e a posi¢cao das hidroxilas influenciam a capacidade e o potencial
antioxidante. Fazem parte desse grupo o acido galico, acido salicilico, acido caféico
e acido ferulico (Goufo; Trindade, 2014). Os flavonoides sao o maior grupo de
fendlicos com aproximadamente 5000 compostos identificados até o momento. Sua
estrutura basica consiste em dois anéis aromaticos (anéis A e B) ligados por uma
cadeia de trés carbonos (anel C) (Figura 4). Sao divididos em nove grupos, sendo:

flavonas, flavononas, flavonoides, flavonodis, antocianinas, aurona, isoflavona,
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chalcona e isoflavonas (Figura 4). Sdo encontrados em diversos alimentos como
chocolate, vinho, cha e frutas, os quais podem possuir capacidade antioxidante
(Goufo; Trindade, 2014; Yusoff et al., 2022).

Figura 4 - Estrutura basica e classe dos flavonoides.

J
N0
| = | Flavone
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Anthocyanidin
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Fonte: KAUFFMANN, A. C., CASTRO, V. S. Phenolic Compounds in Bacterial Inactivation: A
Perspective from Brazil. Antibiotics. V. 12, p. 645, 2023. DOI:
https://doi.org/10.3390/antibiotics12040645. Disponivel em:
https://www.mdpi.com/2079-6382/12/4/645. Acessado em 31 jan. 2024.

Os compostos fendlicos presentes nos alimentos nao sao considerados fontes
de nutrientes, mas desempenham importantes fungdes biolégicas na manutencao da
saude. A acado biologica dos acidos fendlicos e flavonoides como eficientes
antioxidantes, e sua atuacido sobre doencgas crbnicas € evidenciado em estudos in
vitro. Estudos com E. grandiflorus, demonstram que os compostos fendlicos
presentes, como os flavonoides, tém relacdo com sua atividade anti-inflamatéria,
antinociceptiva (Strada et al., 2017, Garcia et al., 2015) e efeitos cardioprotetores
(Gasparotto et al., 2018).
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Conforme os dados relatados na literatura, os principais compostos quimicos
encontrados no E. grandiflorus sao: isoorientina, swertiajaponina, isovitexina,
swertisina, isoorientina 7,3'-dimetiléter, presenca de alcaloides, acidos cafeico, acido
ferulico, acido p-cumarico, acido  chicorico, acido  trans—aconitico,
cafeoil-feruloil-tartarico, acido di-feruloil-tartarico, luteolina e diterpenoides (Carvalho
et al.,2019; Marques et al., 2017; Garcia et al., 2010; Campana et al., 2015; Rocha et
al., 2023; Prando et al., 2016; Gasparotto, et al., 2018).

A Isoorientina € uma flavona C-glicosideo com a formula molecular Cz1H2011
encontrada no E. grandifloros e em varias ervas e frutas. Tem ac&o antioxidante,
anti-inflamatéria, atua na prevencédo e inibe a progressdo do cancer (Huang et
al.,2021; Zhou et al., 2024). Estudos demonstram sua acgao no intestino inibindo o
crescimento de bactérias patogénicas e contribuindo para o controle da diabetes tipo
2 melhorando sensibilidade a insulina e controlando o nivel de glicose (Muller et al.,
2022). Laurindo et al. (2025), utilizando software Molinspiration coletaram
importantes informagdes sobre suas propriedades moleculares. Algumas
caracteristicas identificadas foram, tendéncia hidrofilica tendo boa solubilidade.
Possui caracteristica de ligagdo de hidrogénio com 8 doadores e 11 aceitadores de
hidrogénio, possibilitando formar ligagdes com outras moléculas. Sua configuragcéo
estereoquimica contribui para sua atividade bioldgica especifica. A posi¢ao da fragao
de agucar afeta a biodisponibilidade da molécula. E um composto que desempenha
importante tarefa nas caracteristicas bioativas do E. grandiflorus.

Estudo com E. grandiflorus como o de Garcia et al. (2015) relata que a
isoorientina possivelmente tem agao antiedematogénica. Prando et al. (2016) avalia
os efeitos diuréticos propondo a isoorientina como agente responsavel pela agao.
Em estudo, Ziqubu et al. (2020) observou o efeito antiobesidase da isoorientina ao

bloquear o armazenamento de lipidios e aumentar a liberagao de glicerol.

1.2.2 Acido Ascérbico e Cafeina

O acido ascorbico, também conhecido como vitamina C, € um micronutriente
essencial na dieta humana, uma vez que o organismo nao é capaz de sintetiza-lo.
Portanto, sua obtencdo depende de uma alimentacdo rica em frutas e vegetais
(Chaturvedi et al., 2022). A vitamina C desempenha um papel significativo na

manutencdo da saude humana, com destaque para sua atuagcdo na absorgao de
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ferro, formacdo o6ssea e preservacao dos tecidos, além de contribuir para a
prevencao de danos oxidativos (Chaturvedi et al., 2022; Komal; Kumar; Sen, 2022).
Ademais, apresenta propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, auxiliando na
prevencdo e/ou atenuacdo de doengcas como escorbuto, enfermidades
neurodegenerativas, anemia e diabetes (Komal; Kumar; Sen, 2022).

Quimicamente conhecida como 1,3,7-trimetilxantina, a cafeina é um alcaloide
bioativo presente em diversas espécies vegetais, como cha, café, cacau, cola e
guarana (Sereshti; Samadi, 2014). Devido a sua agao bioativa € amplamente
empregada em formulagbes farmacéuticas, incluindo analgésicos, produtos para
controle de peso e medicamentos para resfriados e gripes (Sereshti; Samadi, 2014),
atuando na reducdo da fadiga e aumentando o estado de atencdo. A cafeina é
incorporada a diversos produtos industrializados, como bebidas energéticas,

refrigerantes e suplementos contra fadiga (Dam; Hu; Willett, 2020).

1.2.3 Pigmentos Foliares Clorofila e Carotenoides

As clorofilas e os carotenoides sdo pigmentos que desempenham fungdes
importantes na coleta de energia luminosa, estabilizagdo de membranas e
transducao de energia (Shah; Houborg; McCabe, 2017). Os carotenoides sao grupo
de pigmentos de cores brilhantes responsaveis pelas cores amarelas, laranjas e
vermelhas em muitas frutas e s&o sintetizados por plantas, algas, bactérias e fungos
(Swapnil et al., 2021). Em plantas ricas de clorofila, como vegetais de folhas verdes,
os carotenoides tém sua cor mascarada, apesar de apresentarem um alto teor. A
estrutura dos carotenoides é baseada em uma estrutura isoprendide C40, que pode
ser aciclica ou modificada para ter uma ou ambas as extremidades modificadas em
anéis com diversas modifica¢des estruturais (Swapnil et al., 2021).

Os carotenoides séo importantes na qualidade dos alimentos e na promogao
da saude, pois, sdo antioxidantes potentes e atuam na produc¢ao de nutrientes como
vitamina A (Rowles; Erdman, 2020, Meléndez-Martinez et al., 2021). Sdo exemplos
de carotenoides o licopeno derivado principalmente do tomate, mas, também
encontrado na melancia e goiaba , o B-caroteno presente em frutas amarelas como
laranjas e em vegetais de folhas verdes como a couve, o a-caroteno também
encontrado em frutas e vegetais amarelos como laranja, cenoura e em vegetais de

folhas verdes, a luteina e a zeaxantina encontradas em vegetais como couve,
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brécolis e espinafre, e a B-criptoxantina presente em uma variedade de alimentos
como gema de ovo e abdbora (Rowles; Erdman, 2020).

A clorofila € um pigmento responsavel pela cor verde, encontrada em plantas,
algas e certas bactérias. E responsavel pela absor¢do de energia luminosa e sua
conversdo em energia quimica no processo de fotossintese. Sua estrutura complexa
€ composta por um anel de porfirina, um ion de magnésio e uma calda de
hidrocarbonetos e possui varias formas como a clorofila a e clorofila b (Hayes;
Ferruzzi, 2020, Martins et al., 2023). Estudos demonstram as agdes benéficas da
clorofila para a saude através de suas propriedades anticancerigenas,
anti-inflamatérias, atividade antioxidante, cicatrizantes e antimutagénicas, além do
seu potencial como corante alimentar. Apesar de seus beneficios a saude, sua baixa
estabilidade é uma desvantagem a ser superada (Ebrahimi et al., 2023; Cao et al.,
2021). A insercao de frutas e vegetais verdes na alimentagao auxilia na obtencao de
clorofila e assim suas propriedades bioativas, que estao relacionadas a sua estrutura
quimica de seus diferentes derivados formados no processo de digestao (Martins et
al., 2023; Viera; Herrera; Roca, 2022). A clorofila, assim como grande parte dos
compostos bioativos de plantas, sofre influéncia do seu conteudo por fatores como
estadio de maturagao, condi¢cdes de cultivo, época de colheita, condi¢des climaticas,

além do método de processamento dos alimentos (Martins et al. 2023).

1.2.4 Relacdo entre ldades de Desenvolvimento das Folhas e o Conteudo de

Compostos Secundarios

As folhas sdo os principais érgaos fotossintetizantes das plantas, exercendo
papel essencial para sua sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento. Trabalham
como estruturas de sintese e armazenamento de compostos secundarios. E
conhecido que a idade da folha (folhas jovens, maduras e velhas), a época da
colheita e o estadio de crescimento alteram significativamente o teor e as
caracteristicas dos compostos bioativos. A variacdo desses compostos esta
frequentemente associada as funcdes especificas que as folhas desempenham em
cada estadio de desenvolvimento. Assim, influencia consequentemente a qualidade
e eficacia dos extratos das folhas de plantas medicinais (Lincoln et al., 2017; Li et al.,
2024).



31

Os niveis de compostos secundarios sdo mais elevados em folhas jovens em
desenvolvimento do que em tecidos mais velhos. Esses compostos sao importantes
para proteger as folhas tenras contra herbivoros e patégenos. Além disso, estudos
comprovam que folhas jovens tendem a ter maiores concentragbes de compostos
fendlicos, alcaloides e compostos organicos volateis (Lincoln et al., 2017; Masa et
al., 2016).

Nas folhas maduras ocorre geralmente o acumulo de metabdlitos
secundarios, como compostos fenodlicos. Nessa fase, a planta ja completou grande
parte de seu desenvolvimento estrutural e pode direcionar energia para a produgao
de compostos bioativos, muitos dos quais sao utilizados para atrair polinizadores ou
para defesa quimica. As folhas maduras também possuem maior capacidade
fotossintética, o que pode contribuir para a sintese de compostos bioativos
relacionados ao metabolismo energético (Lincoln et al., 2017).

As folhas velhas tendem a apresentar uma reducéo nos niveis de compostos
secundarios, pois estdo em processo de senescéncia (morte da folha). Na
senescéncia ocorre a redistribuigdo dos nutrientes para as partes da planta em
crescimento. A concentracdo de compostos antioxidantes reduz nesta fase enquanto
isso, os niveis de EROs (espécies reativas de oxigénio) aumentam (atuam como
sinais que ativam eventos de morte celular da folha) (Lincoln et al., 2021; Lincoln;
Zeiger, 2009). Portanto, fatores de desenvolvimento da folha vao influenciar a
iniciacdo e a especializagdo subsequente das células envolvidas na biossintese e

armazenamento de compostos bioativos.

1.3 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo compostos que previnem, inibem e reduzem os
processos oxidativos de substancias, atuando assim como estabilizadores de
radicais livres. Seu mecanismo de agao pode ocorrer através da transferéncia dos
atomos de hidrogénio, transferéncia de unico elétron, e quelagdo de metais. Os
antioxidantes sdo compostos aromaticos que apresentam ao menos uma hidroxila
(-OH) ligada ao anel aromatico ou cadeias carbdnicas com duplas liga¢des

conjugadas, ou alternadas (Kotha et al., 2022).
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Os radicais livres sdo moléculas, atomos ou ions que possuem elétrons livres
gue sao altamente instaveis e reativos em reagdes quimicas, oxidando moléculas
para a sua estabilizacdo. As principais moléculas alvo desta reagcdo s&o os lipidios,
proteinas, agucares, moléculas de DNA (acido desoxirribonucleico) e RNA (acido
ribonucleico) (Carocho; Ferreira, 2013; Mendonca et al., 2022). As reagbes de
oxidacdo ocorrem em cadeia, sendo divididas em trés estadios: iniciacao,
propagacdo e terminacdo. E um processo espontaneo que tem como iniciadores a
presenca de oxigénio, luz, calor, enzimas e ions metalicos (Chemat et al., 2023;
Boroski et al., 2015). A Figura 5, representa as etapas das reag¢des de oxidagéo e o
efeito da acdo antioxidante onde: RH = substrato, Re = radical livre, ROO-+= radical

peréxido, ROOH= hidroperdxido e AOH= composto antioxidante.

Figura 5 - Etapas das reagdes de oxidagao e agao antioxidante.

Iniciagdo

RH =2 R +H’

Propagacio
R'+ 0, =2 ROO’
ROO"+RH = ROOH + R’

Inibi¢do
AOH + ROO® - ROOH + AO’
AOH +R" =2 RH + AO’

Término
AO" + ROO" = Produtos néo radicalares
ROO' + ROO" = ROOR + 0O,
R*+R'= RR

Fonte: CASAGRANDE, M. Otimizacao de extracdo de compostos bioativos de Baccharis
drancunculifolia visando aplicagdo em processo produtivo industrial. 2019. Tese
(Doutorado em Quimica) - Departamento de Quimica, Universidade Estadual do Centro
Oeste, Guarapuava, PR, 2019. Disponivel em:

NP ¢ JU[L AU.D RUI/K
df. Acessado em 30 jan. 2024.

As espécies reativas de oxigénio (EROQO’s) e os radicais livres podem ser
formados por processos naturais no organismo em reagdes metabdlicas do corpo
humano como, por exemplo, no processo de respiragdo das mitocdndrias e por
enzimas (Gulginl 2012; Kotha et al., 2022). Sdo associados ao funcionamento

normal das células, atuando como sinalizacdo celular e na homeostase, contudo
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quando ocorre sua produ¢ao em excesso ou quando as células ndo sao capazes de
metaboliza-los, ha danos devido ao estresse oxidativo (Juan et al., 2021). Fatores
como tabagismo, poluicdo, alimentacdo, medicamentos estdo relacionados ao
estresse oxidativo (Jomova et al., 2023).

A neutralizacdo de radicais livres e a prevencédo e extincdo de ERO sao
realizadas por antioxidantes enddgenos: enzimaticos (por exemplo, catalase,
superoxido-dismutase, heme oxigenase), e nao enzimaticos (por exemplo,
glutationa, sistema tiorredoxina, melatonina) além de um grande grupo de
antioxidantes exdégenos obtidos através da alimentagdo, como os compostos
fendlicos, carotenoides e vitaminas (Duda-Chodak; Tarko, 2023).

As ERQO’s sdo moléculas reativas e radicais de oxigénio, incluindo radicais
(como o anion superdéxido) e ndo radicais (como peroxido de hidrogénio(H-O:). Entre
as ERO'’s estéo incluidas o anion superdxido (O,), oxigénio singlete ('0,), peroxido
de hidrogénio (H:0:), radicais hidroxila (OH’), e radicais peroxila (ROO")
(Duda-Chodak; Tarko, 2023). Quando ocorre o acumulo de ERO ocorre o estresse
oxidativo, o qual € responsavel por danos celulares e vem sendo associado a
diversas doengcas como cancer, doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson), doengas psiquiatricas (depressao) e o
envelhecimento precoce (Pisoschi; Pop, 2015; Juan et al., 2021; Theodosis-Nobelos;
Rekka, 2022; Jomova et al., 2023).

Diante disso, ao que tange a saude humana, evidencia-se a importancia do
aumento da ingestao de antioxidantes exégenos, adquiridos através da alimentacgao,
para prevengao do estresse oxidativo (Mendonga et al., 2022; Tresserra-Rimbau et
al., 2018; Theodosis-Nobelos; Rekka, 2022).

Os antioxidantes sdo amplamente utilizados como conservantes na industria
alimenticia e destaca-se a utilizagdo dos antioxidantes sintéticos como BHA
(butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno), PG (propilgalato), butilhidroquinona
terciaria (TBHQ). Contudo, ha controversas sobre a utilizagdo de antioxidantes
sintéticos devido aos seus possiveis efeitos danosos a saude, bem como, o perfil do
consumidor, que busca cada vez mais alimentos naturais, sendo de grande valia a
substituicdo de antioxidantes sintéticos pelos naturais (Duque-Soto et al., 2023; Ham
et al.,2020).
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Portanto, ha uma ampla area de estudos e desenvolvimento de produtos
alimenticios, farmacéuticos e cosméticos, utilizando aditivos de fontes naturais. A
acao bioativa de compostos bioativos de extratos de plantas vem sendo amplamente
investigada unido a perspectivas promissoras para industria alimenticia, pois,
estudos demonstram sua eficacia como conservantes de produtos carneos na
reducao de processos de rancidez oxidativa (Pateiro et al., 2021), desenvolvimento
de bebidas funcionais (Rodriguez et al., 2023), enriquecimento de biscoitos (Topka
et al., 2023). Assim, a extracdo de compostos fendlicos com atividade antioxidante
do E. grandiflorus pode apresentar caracteristicas interessantes para sua aplicagao
no desenvolvimento de produtos e aditivos naturais.

Apesar do interesse pela aplicagdo dos compostos bioativos de plantas,
reforcado pelo seu uso tradicional, e a ideia de seguranga por ser natural, é
importante avaliar a toxicidade do antioxidante em questdo, e determinar a
seguranga dos compostos bioativos extraidos da planta em estudo (Hasanudin;
Hashim; Mustafa, 2022).

1.4 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A extracdo de compostos bioativos naturais de plantas € um processo
complexo, pois, envolve um grupo muito heterogéneo de moléculas, que vao desde
estruturas simples como mondmeros (como acidos fendlicos), até moléculas
altamente polimerizadas (como os taninos). Outras caracteristicas, como a
associagao com outras substancias (exemplo, acidos carboxilicos) e sua conjugagao
com outras moléculas (como agucares) e sua solubilidade, sao pontos que
influenciam a eficiéncia da extragdo e demonstra que ndo ha um protocolo comum
para extragdo de compostos bioativos. Visto que, fatores como matriz vegetal,
granulometria da particula, tempo de extragdo, tipo de solvente, proporgao
soluto/solvente, podem gerar respostas variadas quando combinados em diferentes
tipos, tamanho, tempo, qualidade, proporgdo, respectivamente (Lama-Muhoz;
Contreras, 2022; Pateiro et al., 2021).

A otimizacdo da extracdao de compostos bioativos vem sendo auxiliada por
ferramentas estatisticas de modelagem experimental que auxiliam na reducédo das

execucgdes experimentais, verificando a interagdao entre as variaveis do processo,
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identificando assim, a melhor combinagdo das variaveis na estratégia de extragao
(Kumar; Srivastav; Sharanagat, 2021). Os métodos utilizados para extragdo de
compostos bioativos de fontes vegetais podem ser divididos em métodos de
extracdo convencional e n&o convencional (Kumar; Srivastav; Sharanagat, 2021). A
extragdo convencional tem como caracteristica a utilizacdo de maior volume de
solvente e utiliza técnicas como maceracao, extragcao a quente e hidrodestilagao, e
solventes como agua, etanol, acetona, entre outros. A eficiéncia da extragao esta
relacionada com a polaridade do solvente utilizado, e ao tempo de extragdo e tem
como desvantagens tempo de realizagdo, baixa seletividade, e alto volume de
solvente utilizado (Lama-Mufoz; Contreras, 2022; Alara; Abdurahman, Ukaegbu,
2021).

Técnicas n&o convencionais vem sendo uma escolha aos métodos
convencionais na extracdo de compostos bioativos pelo menor consumo de
solvente, reducao de residuos toxicos, melhor reprodutibilidade, maior rendimento, e
menor tempo de extragdo (Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2021). Entre as técnicas
nao convencionais destaca-se o uso da extragao assistida por ultrassom (EAU), por
micro-ondas, extragdo liquida pressurizada e fluido supercritico (Kumar; Srivastav;
Sharanagat, 2021; Raghunath et al., 2023).

A extragao assistida por ultrassom (EAU) é uma tecnologia promissora para a
extragdo de compostos bioativos, exige menor volume de solvente, menor tempo e
energia, minimiza a perda de composto termo sensiveis, considerada assim, uma
tecnologia verde (Yusoff et al., 2022). A EAU vem sendo realizada utilizando
equipamentos como banho ultrassbénico e sonda ultrassdnica, constituidos por um
transdutor piezoelétrico como fonte de energia ultrassdnica. No primeiro as amostras
sdo imersas no banho ultrassénico (sonificagdo indireta), e no segundo a sonda
ultrassdnica é inserida na amostra (sonificacéo direta) (Cikos et al., 2018). A EAU
utiliza ondas de ultrassom com frequéncia de 20 a 100 kHz, que se propagam
criando ciclos de expansado e compressao no meio, formando bolhas. Estes ciclos
sucessivos causam crescimento da bolha, que em seu ponto critico entram em
colapso (fenédmeno de cavitagao) (Kumar; Srivastav; Sharanagat, 2021).

O colapso das bolhas de cavitagao e as ondas sonoras contribuem na ruptura
das paredes celulares, fragmentagdo, erosao localizada, formacado de poros,

aumento de absorcao e indice de inchaco na matriz celular da planta, resultando na
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maior penetracdo do solvente, liberacdo, e solubilidade dos compostos bioativos,
melhorando assim, a eficiéncia da extragdo (Yusoff et al., 2022; Uzuner 2023;
Kumar; Srivastav; Sharanagat, 2021). O tempo, amplitude, poténcia, sonicagao, e
temperatura, sdo os fatores de maior influéncia na utilizacdo da EAU (Lama-Mufoz;
Contreras, 2022).

Diversos estudos vém utilizando o sistema EAU, devido seu potencial de
extracdo comparado aos métodos convencionais. Resultados promissores sao
apresentados na extragdo de compostos bioativos em material vegetal como folhas
de plantas. Setyani et al. (2023), otimizou as condigdes EAU para folhas de Moringa
oleifera. Lopeza, Broussea e Linaresa (2023), compararam extragao convencional
sélido-liquido e o EAU para extragao de compostos fendlicos de llex paraguariensis
St. Hil onde o maior rendimento foi obtido com EAU. Latif et al. (2021), utilizaram a
EAU e método por Soxlhlet para extracdo de compostos de Cosmos caudatus onde
o EAU se demonstrou mais eficiente. Como sao escassos os estudos que buscam
otimizar a extragao de compostos bioativos do E. grandiflorus o ultrassom pode ser

um método eficiente para se aplicar neste estudo.

1.5 ATIVIDADES BIOATIVAS

1.5.1 Atividade Antimicrobiana e seu Mecanismo de A¢ao

A bioatividade dos compostos fendlicos esta relacionada com a configuragéo
das moléculas, posi¢gao e numero dos grupos hidroxila. A diversidade estrutural dos
compostos fendlicos, proporciona a sua agao contra células bacterianas por diversos
mecanismos que sdo dependentes dos seus anéis aromaticos e grupos funcionais
(Lobiuc et al., 2023). Os mecanismos de agéo bacteriana podem ser classificados
em dois grupos: o primeiro envolve a alteracdo da permeabilidade da membrana
celular, incluindo a ruptura da membrana citoplasmatica e a formagao de divisores
citoplasmaticos; o segundo refere-se a interferéncia nas fungdes intracelulares, por
meio da interagcdo de composicdes fendlicas com enzimas e da queda do pH celular,
decorrente da dissociacdo de moléculas de acidos graxos (Zamuz, et al., 2021). E
inibir o metabolismo energético e a sintese de RNA pela célula bacteriana (Lobiuc et
al., 2023; Beya et al., 2021; Alvarez-Martinez, et al., 2021).
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A composi¢cdo da membrana celular das bactérias esta relacionada com a sua
suscetibilidade aos compostos fendlicos. As bactérias sao divididas em dois grandes
grupos, as Gram-positivas e Gram-negativas, diferenciadas pela constituicdo da
parede celular. As Gram-positivas possuem uma camada espessa de peptidioglicano
e os Gram-negativos possuem duas camadas primeiramente lipopolissacarideos
seguindo a camada peptidoglicano, assim, a formagcao da membrana externa das
células bacterianas pode limitar a agcdo dos compostos fendlicos (Suriyaprom et al.,
2022).

A acdo antimicrobiana dos conservantes vegetais esta relacionada
principalmente a interagdo dos compostos com a membrana celular do
microrganismo, através das ligagcdes de hidrogénio, resultando no comprometimento
da estrutura da membrana e consequentemente a perda do conteudo intracelular.
Atua na remocao de elétrons, induzindo a despolarizacdo que impacta a forgca motriz
do préton, o que diminui o gradiente de pH através da membrana, altera o nivel de
ATP (adenosina trifosfato), ocasionando a morte celular (Beya et al., 2021).

A demanda por conservantes naturais vem impulsionando os estudos dos
compostos bioativos, elucidando sua ag¢ao antimicrobiana e seu potencial de
aplicagado na industria alimenticia e farmacéutica (Zamuz et al.,2021; Munekata et
al., 2023; Nieto, 2020). Perante os poucos estudos desenvolvidos para avaliar a
acao antimicrobiana do E. grandiflorus torna-se indispensavel avaliar sua agao para

colaborar no desenvolvimento do conhecimento sobre o chapéu de couro.

1.5.2 Atividade Antifungica

Uma grande variedade de doencgas afeta as plantagdes ao redor do mundo,
sendo a maioria relacionada a fungos patogénicos. Os fungos estdo amplamente
presentes no ambiente e possuem a capacidade de colonizar alimentos devido a
producao de diversas enzimas hidroliticas. Como resultado, eles causam disturbios
patolégicos nas plantas, gerando perdas econOmicas significativas para os
produtores. Frutas e vegetais sdo especialmente vulneraveis as espécies fungicas,
tanto durante o cultivo no campo quanto no armazenamento (Cabral; Pinto;
Patriarca, 2013).
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O género Colletotrichum contém pelo menos 150 espécies divididas em dez
clados principais. Um dos maiores deles é o complexo de espécies Colletotrichum
acutatum, que inclui patégenos fungicos que infectam uma ampla diversidade de
plantas (Baroncelli et al., 2024). O Colletotrichum abscissum, pertence ao complexo
de espécies C. acutatum, é o agente causador de uma das doengas mais severas
da cultura citrica. Provoca danos as flores e queda precoce dos frutos (Goulin et al.,
2019; Goulin et al., 2023).

Portanto, € preciso buscar conhecimento sobre novos compostos que atuem
de forma efetiva para mitigar e/ou eliminar os danos causados por fungos como C.
abscissum, nas culturas de interesse econdmico. E os compostos bioativos naturais
provenientes do metabolismo secundario vegetal, podem surgir como alternativa

para o controle de diferentes de fungos do género C. abscissum.

1.5.3 Atividade Antiglicémica

A sindrome metabdlica (SM), € um conjunto de parametros fisioldgicos que se
encontram em desiquilibrio e inclui, presséo alta, obesidade central, niveis elevados
de glicemia, niveis elevados de triglicerideos além da resisténcia a insulina, estando
relacionada com aumento das chances de doencas cardiovasculares e morte
precoce. O diabete mellitus (DM) é uma doenca metabdlica crénica que causa a
hiperglicemia (aumento dos niveis de glicose no sangue) em decorréncia da redugéo
da producado de insulina, ou resisténcia a insulina (Oliveira et al., 2022; Yang et al.,
2020). Segundo o ultimo relatério langado pela Federagao Internacional de Diabetes
(FID) de 2021, o numero de pessoas afetadas por DM é de 537 milhdes de adultos
entre 20 a 79 anos, sendo ainda responsavel pela morte de 6,7 milhdes de pessoas,
sendo assim, um grande problema global de saude publica.

Os dois tipos mais comuns de diabete sao o tipo 1 (DM1) e o tipo 2 (DM2). O
tipo DM1 é caracterizado como uma doenga autoimune mais comum entre criangas
e jovens, gerada pela destruicdo imunolégica das células 3 pancreaticas produtoras
de insulina (Yang et al., 2020). O tipo DM2 esta relacionado a fatores genéticos,
alimentacao desequilibrada, obesidade, sedentarismo, caracterizada pela produgéao
insuficiente de insulina que pode ou n&o seguir da resisténcia a insulina (Yang et al.,
2020; Oliveira et al., 2022). A DM sem tratamento adequado pode acarretar

complicagdes secundarias graves, como cegueira, insuficiéncia renal, disfungao
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hepatica, danos nos nervos, ataque cardiaco (Gowd; Jia; Chen, 2017), tornando-se
um problema de saude globalmente, o aumento do niumero de casos da DM2 e suas
principais complicacdes (FID, 2021).

Assim, torna-se necessaria a manutengdo dos niveis de glicose no sangue
para manter o bom funcionamento do corpo e prevenir complicagdes. Naturalmente,
o corpo humano mantém a homeostase da glicose através dos 6rgaos pancreas,
figado, intestino, cérebro e por varios horménios neuropeptidios (Gowd; Jia; Chen,
2017). O aumento da glicose no sangue ocasiona o aumento ERO’s, e assim, o
estresse oxidativo (Pérez-Mufioz et al., 2022). Quando o individuo possuiu DM, se
faz necessario o uso de agentes terapéuticos como mudangas na dieta, exercicios
fisicos e medicamentos.

Diversos medicamentos sao utilizados para tratamento da DM2 e suas
complicagdes, sendo eles: biguanida (metformina), sulfonilure, tiazolidinedionas
(glitazonas), meglitinidas (glinidas) e inibidores da alfa-glicosidase e da DPP-4, além
de injetaveis como a insulina e incretina, que atuam melhorando o equilibrio da
glicose no corpo (Tran; Pham; Le, 2020). No entanto, frequentemente os
medicamentos n&o atingem o resultado esperado devido aos seus efeitos colaterais,
como tosse, dor de cabeca, aumento da creatina sérica (Gothai et al., 2016).
Estudos relatam que o Metformina pode levar a acidose lactica, anemia hemolitica,
pancreatite e diarreia (Pérez-Mufioz et al., 2022; Tran; Pham; Le, 2020). Fatos que
levam as pesquisas sobre terapéuticos naturais que possam ser eficientes e sem
trazer os efeitos colaterais (Gothai et al., 2016).

O uso de plantas medicinais é elevado, principalmente em paises em
desenvolvimento, devido ao uso tradicional e cultura. A ag¢ao hipoglicémica e
antidiabética de varias plantas utiizadas como remédios antidiabéticos
tradicionais vem sendo estuda, demonstrando sua eficacia, e sua relacdo com seus
compostos bioativos (Tran; Pham; Le, 2020). Estudos demonstram que as plantas
com potencial de agao no tratamento do DM2 apresentam como caracteristicas alta
capacidade antioxidante, e inibicdo da acdo das enzimas a-glicosidase, a-amilase e
lipases. Os acidos fendlicos como o acido cafeico e rosmarinico atuam reduzindo
niveis de glicose, terpenos e sesquiterpenos, reduzem o dano oxidativo no rim,

figado e cérebro (Pérez-Munoz et al., 2022). A ingestdo de flavonoides esta
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relacionada a reducdo dos riscos de tolerancia a glicose, atuando nos érgéos que
auxiliam no equilibrio da glicose no corpo (Oliveira et al., 2022).

O interesse por compostos bioativos que atuem no controle da diabete amplia
os estudos sobre a composi¢ao de plantas. Franco et al. (2018), ao analisarem o E.
grandiflorus observaram que a planta apresenta agdo inibidora para a- amilase e
lipase e agao antioxidante. Maharaj et al. (2022), sugerem potencial da Sclerocarya
birrea como agente antidiabético pela captura da glicose. Trabalho realizado por
Elkader et al. (2022), com a planta Persea americana Mill, demonstram a agé&o
positiva para a saude humana devido ao seu alto teor de polifendis e acao de
inibicdo da a- amilase. Os estudos relacionados a compostos bioativos de plantas
vém se desenvolvendo e expandindo seu conhecimento nas multiplas agdes dos
compostos bioativos no corpo humano, o que justifica a pesquisa sobre E.

grandiflorus e seu possivel potencial antiglicémico.
1.5.4 Atividade Antiobesidade

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), define como sobrepeso e
obesidade, o acumulo anormal ou excessivo do tecido adiposo que pode prejudicar
a saude. Fatores que contribuem para o desenvolvimento da SM (sindrome
metabdlica) incluem, alimentacdo desequilibrada, sedentarismo, idade, sexo e
genética. O tecido adiposo é responsavel pela regulacdo de processos biolégicos
essenciais, contudo, quando ocorre a obesidade, inicia-se um processo inflamatorio,
gerado pela hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos, ocasionando alteragdes
metabdlicas prejudiciais ao organismo. Este estado inflamatério libera substancias
do tecido adiposo, podendo originar resisténcia a insulina, DM2, além de doengas

metabdlicas e cardiovasculares (Noce et al., 2021; Alkhatib et al., 2022).

Sendo o sobre peso e a obesidade um dos pardmetros da SM, que pode
acarretar quadro clinicos graves, € indispensavel o tratamento associado a uma
alimentagdo saudavel (rica em vegetais, frutas) e exercicios fisicos. A agdo dos
compostos bioativos naturais na obesidade, esta relacionada com a diminuicdo da
resposta inflamatdria, inibindo a lipogénese e a adipogénese (Ramirez-Moreno et al.,
2022). Diversos estudos evidenciam a agdo dos compostos bioativos no controle e
reducdo do peso corporal e da obesidade. A acdo dessas moléculas para redugao

do peso corporal se desenvolve por dois mecanismos, a estimulacdo do sistema
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nervoso simpatico, aumentando o gasto energético, e a diminuigdo da absorgao
intestinal de lipidios e carboidratos, dessa forma, reduzindo a ingestdo de calorias
(Noce et al., 2021).

Pesquisas demonstram a acdo dos compostos fendlicos, com destaque para
as catequinas e sua agao antiobesidade. Os flavonoides tém sua acio relacionada a
perda de tecido adiposo, e assim, a reducao de peso (Alkhatib et al., 2022; Noce et
al., 2021). Gasparotto et al. (2018), avaliaram a acao de E. gradiflorus em coelhos
que foram submetidos a uma dieta rica em colesterol, resultando em um efeito
cardioprotetor. Devido ao aumento das SM (diabete, obesidade, presséo alta) que é
um problema de saude mundial, agdes para redugédo desses indices sdo urgentes.
Além da educacao alimentar da populagcdo, a utilizacdo de fontes de compostos
bioativos tem se demonstrado promissoras no controle e preveng¢ao da obesidade, o

que vem estimulando pesquisas sobre o assunto.

1.5.5 Atividade de Inibicdo da Lipase Pancreatica

A obesidade e o excesso de peso tém sido tratados por uma alimentacao
equilibrada com restricao de alimentos caldricos, pratica de exercicios fisicos e 0 uso
de medicamentos. Uma grande parcela das pessoas que perdem peso por meio de
dietas apdés 5 anos, recuperam o peso original (Saad; Ghareeb; Kmail, 2021). Os
medicamentos mais comuns, utilizados para controle da obesidade, sdo Fentermina,
Orlistat, Loracaserina, coquetel de fentermina/topiramato, naltrexona de liberagao
sustentada/bupropiona (Borah et al., 2021).

Uma das estratégias para prevencdo do ganho de peso é a inibicdo das
enzimas envolvidas na absor¢cdo de nutrientes, em destaque os lipidios. O orlistat,
atua inibindo a agao da lipase pancreatica (Borah et al., 2021). A lipase pancreatica
€ uma enzima fundamental no processo digestivo, responsavel por catalisar a
clivagem de triglicerideos em glicerol e acidos graxos, sendo responsavel por a
hidrolise de 50 a 70% das gorduras provenientes da dieta (Saad; Ghareeb; Kmail,
2021; He et al., 2023).

Diante disso, a inibicao da lipase pancreatica tem sido um dos parametros
para reduzir a obesidade. De modo geral, tem se investigado as propriedades

inibidoras da lipase pancreatica por compostos bioativos naturais, no intuito de
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auxiliar no tratamento contra a obesidade (Borah et al., 2021). Os compostos
bioativos tém apresentado acédo desejavel na redugcdo da absorgao lipidica e no
ganho de peso corporal, sendo ativos na inibicdo da agao da lipase pancreatica as
catequinas (galato epigalocatequina) e saponinas, compostos fendlicos, taninos, e
isoflavonas de soja, os quais, sdo exemplos de inibidores (Saad; Ghareeb; Kmail,
2021).

Assim, diante do avanc¢o da obesidade na populacdo mundial, bem comoda
opcao de medicamentos e dos efeitos adversos de seu uso, tem-se fomentado a
identificacdo de agentes terapéuticos naturais que oferegcam seguranga e eficacia.
Sendo assim, os compostos bioativos de plantas sdo uma opgao promissora no

tratamento da obesidade.

1.6 COMPOSTOS BIOATIVOS E SUAS PERSPECTIVAS PARA APLICACAO
INDUSTRIAL

Esta evidenciado que as pessoas estdao mais conscientes sobre a interacéo
entre alimentacdo e uma vida saudavel, tendo em vista que os alimentos sao
responsaveis pelo fornecimento de diversos nutrientes essenciais a vida, além de
compostos com propriedades bioativas que auxiliam na protecdo contra doencas
(Mandal; Sarkar; Chakraborty, 2022; Samtiya et al., 2021). As plantas oferecem a
dieta humana minerais, metabdlitos primarios (proteinas, lipideos e carboidratos) e
secundarios (compostos fendlicos, terpenoides e pigmentos), sendo, portanto,
altamente recomendada a sua ingestdo, destacando-se a agao desses metabdlitos
secundarios na prevencgao e melhoria de algumas doencgas (Mironeasa et al., 2023).

A utilizagdo de plantas medicinais esta além do seu uso na medicina
tradicional, pois, vem ganhando espag¢o na industria alimenticia, farmacéutica e
cosmética. Os compostos bioativos, como os compostos fendlicos presentes nas
plantas, apresentam diversas atividades biolégicas comprovadas, como
antioxidantes, e antimicrobianos, auxiliando nas condicdes mentais e fisicas
(lvaniSova et al., 2023; Ali et al., 2023; Soto et al., 2023). Eles se tornam potenciais
aditivos para retardar ou prevenir a perda das caracteristicas sensoriais e
nutricionais dos alimentos (Soto et al., 2023). Estudos voltados ao isolamento e a

purificacdo de extratos de plantas, visando sua aplicagédo como possiveis substitutos



43

de aditivos sintéticos, em razdo das controvérsias relacionadas ao seu potencial
téxico ao consumidor (Sojic et al., 2023; Awad et al., 2021).

Trabalhos com a aplicacdo dos compostos bioativos de plantas, incluem, o
potencial antioxidante de ervas para aplicagdo na industria de alimentos,
farmacéutica e de ragcbes para animais. Ocorre também a aplicagcao de extratos
encapsulados ou na forma bruta para formulacdo de alimentos funcionais,
fortificados e como corantes naturais (Mandal; Sarkar; Chakraborty, 2022). Sao
também utilizados como antioxidantes e antimicrobianos naturais em carne e seus
derivados (Sojic et al., 2023; Awad et al., 2021). Embalagens ativas contendo
compostos bioativos também sao utilizadas para a conservagao de alimentos (Balan
et al.,2020). No entanto, estudos também demonstram obstaculos como as altas
concentracbes de extratos vegetais que geram caracteristicas sensoriais
indesejaveis nos produtos e podem apresentar toxicidade para humanos (Sojic et al.,
2023).

O aumento do interesse e consumo de alimentos e bebidas funcionais pela
populacao é crescente, impulsionado por seus beneficios na manutencédo da saude
e na prevencido e controle de doencas. A literatura consultada apresenta poucos
dados da utilizacdo do E. grandiflorus em produtos alimenticios. Desta forma o
estudo e desenvolvimento de produtos alimenticios adicionados dos extratos de E.
grandiflorus podem ser uma estratégia nutricional no desenvolvimento de alimentos
e bebidas funcionais como, por exemplo, iogurtes, bebidas gaseificadas, além da
sua adicdo como conservante devido a sua acao antioxidante. A incorporagao de
suas folhas moidas como ingredientes em formulagdes de biscoitos e paes pode
agregar suas propriedades bioldgicas e nutricionais ao produto final. Outra linha de
aplicacao tecnologica é a sua incorporagdo em biofilmes que poderiam ser aplicados

como embalagens em alimentos.

1.6.1 Desenvolvimento de logurte com Extratos de Plantas

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados, a
Instrugdo Normativa n.° 46, de 23 de outubro de 2007, estabelece a identidade e os
requisitos minimos de qualidade dos leites fermentados. Define o iogurte como

produto cuja fermentacdo se realiza com bactérias laticas ou fermentos laticos
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Streptococus salivarius subsp thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Bifidobacterium sp, onde podem ser adicionadas outras bactérias que
auxiliam para a determinagao das caracteristicas do produto, e os quais devem ser
viaveis, ativos e abundantes no produto e ao longo do seu prazo de validade (Brasil,
2007).

O iogurte é considerado um dos produtos lacteos fermentados mais
apreciados por suas caracteristicas sensoriais, mas também por seus beneficios a
saude. O seu consumo regular estimula o sistema imunoldgico, controla o peso,
melhora a absor¢do de minerais e vitaminas (Rashwan; Osman; Chen, 2023).
Portanto, novos iogurtes com propriedades de promog¢ao a saude estdo em alta,
impulsionados pela demanda do consumidor cada vez mais consciente sobre a
interagcdo entre saude e alimentagdo (Kandyliar et al., 2023). Embora o iogurte
natural tenha alto valor nutricional e seus beneficios na promog¢ao da saude, se
tratando de composicdo fendlicos sua concentragdo € baixa, substancias que
conferem propriedades antioxidantes ao produto (Abdel-Hamid et al., 2020). Diante
desse mercado crescente de alimentos que promovam a saude, trona-se de
interesse do presente trabalho investigar a agado do extrato de E. grandiflorus na
formulagdo e no desenvolvimento de um iogurte natural, buscando adicionar suas

qualidades bioativas no produto.

1.7 Consideracdes finais

As contribuicdes dos compostos bioativos de plantas para a alimentacéo vém
sendo cada vez mais reconhecidas, visto que desempenham papel importante na
prevencdo e no controle de diversas doengas. O E. grandiflorus é uma planta
amplamente utilizada na medicina popular, o que direcionou a maioria dos estudos
para a area farmacéutica, resultando no conhecimento de suas acdes
anti-inflamatdrias, antioxidantes, diuréticas, cardioprotetoras, antinociceptivas,
anti-hipertensivas. No entanto, sua aplicagdo na area alimentar ainda € limitada,
ocorrendo de forma pontual na producdo de refrigerantes, doces a partir dos
rizomas, ensopados e omeletes com talos e no chimarrdo, utilizando-se as folhas.
Dessa forma, evidencia-se que E. grandiflorus apresenta grande potencial a ser
explorado, tanto na extracdo de seus compostos bioativos quanto na sua aplicagao

no desenvolvimento de alimentos funcionais. A criacdo de produtos, como iogurtes
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enriquecidos com o extrato da planta, representa uma alternativa promissora para
atender a um publico cada vez mais preocupado com o bem-estar e em busca de

alimentos que promovam saude.
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CAPITULO 2:CARACTERIZAGAO QUIMICA E OTIMIZAGAO DA EXTRAGAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS DAS FOLHAS DE Echinodorus grandiflorus COM
APLICAGAO EM IOGURTE

RESUMO

Echinodorus grandiflorus tem sido explorado de forma limitada na industria de
bebidas, como nos refrigerantes, mas amplamente utilizado na medicina popular.
Este estudo teve como objetivo caracterizar a composi¢gdo mineral, centesimal,
teores de cafeina e vitamina C de suas folhas desidratadas e otimizar a extragao de
compostos bioativos, além de aplicar o extrato na formulagdo de iogurte. As folhas
desidratadas maduras apresentaram valores de fibra alimentar e proteinas, tendo
29,81 e 20,63 g/100 g respectivamente. Foram avaliadas diferentes concentragoes
de etanol (40, 60 e 80%), temperaturas (40, 60 e 80 °C) e granulometrias (0,420,
0,250 e 0,170 mm) para a extragao de compostos bioativos, sendo a condi¢ao 6tima:
60% de etanol, 80 °C e 0,170 mm. A caracterizagcdo quimica incluiu fendlicos totais,
flavonoides, clorofila, carotenoides, taninos e avaliacdo dos compostos fendlicos
individuais. A atividade antioxidante para as folhas novas, maduras e velhas foi
determinada por DPPH com 35,22; 67,73; 47,95 ymol TE/g, ABTS com 213,67;
119,74; 167,66 pmol TE/g e FRAP com 162,10; 125,32; 245,50 umol TE/g,
respectivamente. Para atividade antimicrobiana o extrato das folhas maduras nao
apresentou agao contra as bactérias Gram-positivas, negativas e leveduras
testadas, no entanto, no teste antifungico os extratos apresentaram inibigdo de
41,21; 48,74 e 45,23% para extratos de folhas novas, maduras e velhas,
respectivamente. O potencial antiglicémico e a inibigcdo da a-lipase foram de 45% e
35,97%. Os teores de fendlicos totais (31,61; 26,17; 26,80 mg GAE/g), clorofila,
carotenoides e flavonoides (com destaque para isoorientina nas folhas maduras:
5,605 mg/g) foram determinados. A adicdo do extrato ao iogurte impediu o
crescimento fungico por 28 dias, indicando potencial para alimentos fermentados

enriquecidos com compostos bioativos.
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2.1 INTRODUGAO

A espécie Echinodorus grandiflorus esta presente nas regides Sul e Sudeste
do Brasil, sendo uma planta aquatica comumente encontrada em lagos, mangues e
rios de correnteza lenta. Suas folhas, ovaladas, grandes, espessas e firmes, sé&o
tradicionalmente utilizadas na forma de infusdo para o tratamento da hipertenséo,
reumatismo, artrite e como diurético (Silva et al., 2021; Pinto et al., 2006; Silva,
2015). Embora seu uso culinario ainda seja incipiente, seu peciolo (talo) tem sido
empregado no preparo de omeletes e caldos de legumes, seus rizomas na produgao
de doces, e as folhas maduras adicionadas a agua para o consumo de chimarrao.
Industrialmente é utilizada na formulagédo de refrigerantes (Kinupp; Lorenzi, 2015;
Marques et al., 2017), evidenciando seu potencial como matéria-prima para o

desenvolvimento de novos produtos alimenticios.

Estudos prévios com E. grandiflorus demonstraram diversas atividades
farmacolégicas, como acdo antinociceptiva, anti-inflamatdria, cardioprotetora,
anti-hipertensiva, diurética e antidematogénica, além da auséncia de toxicidade
(Garcia et al., 2010; Gasparotto et al., 2018; Marques et al., 2017; Silva; Kenupp;
Takahashi, 2010; Strada et al., 2017). Os extratos de plantas sao ricos em
compostos bioativos, como fendlicos, flavonoides e carotenoides, que apresentam
atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias e antimicrobianas. Sua incorporagao em
matrizes alimentares, como iogurtes, bebidas, pode contribuir para prolongar a vida
de prateleira, reduzir o uso de aditivos sintéticos e promover beneficios a saude do
consumidor.

A extragdo assistida por ultrassom (EAU) tem se destacado como uma
tecnologia promissora na obtengdo de compostos bioativos, devido a sua
capacidade de preservar essas moléculas, rapidez do processo, alta
reprodutibilidade, eficiéncia energética e baixo uso de solventes (Yusoff et al., 2022;
Uzuner, 2023). Tais caracteristicas tornam a EAU adequada tanto para aplicagoes
em escala laboratorial quanto para perspectivas industriais, considerando seu
avango crescente na area de processamento de alimentos e produtos naturais
(Bhargava et al., 2021). A utilizacdo da sonicacdo direta apresenta vantagens
relevantes, uma vez que a insergdo da sonda diretamente na amostra promove

cavitacao acustica uniforme, favorecendo a ruptura celular e a liberagdo dos



48

compostos-alvo. Estudos recentes tém evidenciado a eficacia da EAU na extragao
de diferentes classes de bioativos, reforgando seu potencial (Krlger et al., 2024,
Setyani et al., 2023; Latif et al., 2021).

O estado da arte traz dados especialmente da area farmacéutica, os estudos
exploraram as técnicas convencionais de maceragao, percolacdo e infuséo.
Considerando tais aspectos, o presente estudo teve como objetivo otimizar a
extragdo dos compostos bioativos de E. grandiflorus utilizando a técnica de extragao
assistida por ultrassom, avaliando suas propriedades bioativas e seu potencial de

aplicagcado em produtos fermentados, como o iogurte.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Materiais

As amostras das folhas de Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schiltr.) Micheli
(chapéu-de-couro) foi coletada em fevereiro de 2024, no municipio de Trés Barras,
Santa Catarina, Brasil, nas coordenadas geograficas: Latitude: -26.1863397 S,
longitude: -50.2481449 W. Procedeu-se a coleta de folhas em diferentes estadios de
desenvolvimento maturacéo, obtendo-se 2,3 kg de folhas novas, 5,0 kg de folhas
maduras e 2,3 kg de folhas velhas. Um espécime expositivo foi identificado no
Laboratorio de Herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa sob o numero
de referéncia: 23.212. O presente estudo teve seu registro no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimbnio Genético e do conhecimento tradicional associado (SISGEN)
com o codigo de acesso: A5SB50FF.

Foram utilizados os reagentes Folin-Ciocalteu, Trolox (acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-coromano-2-carboxilico), ABTS (sal diaménico de
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)), DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina), acido galico
(HO);C¢H,CO,H H,0), os quais foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).
Enzimas: Amiloglucosidase (A9913), a-amilase (A3306) e protease (P6110)
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os demais reagentes utilizados foram de padrao

analitico. As solug¢des aquosas foram preparadas com agua ultrapura e destilada.
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2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas em uma area de aproximadamente 12 m?
(Figura 6). As folhas de E. grandiflorus sao simples, inteiras, dispostas em roseta
basal, apresentando variagdo morfolégica ao longo do desenvolvimento (Figura 7).
Na coleta obtiveram-se as folhas novas, maduras e velhas (suas caracteristicas sao
descritas na Tabela 8 que foram acondicionadas em embalagem plastica

separadamente e transportadas para o laboratério.

Figura 6 - Area de coletas das folhas de E. grandiflorus.

Fonte: A autora.
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Figura 7 - Localizagao das folhas de E. grandiflorus nos diferentes estadios de desenvolvimento.

Folhas maduras

Folhas velhas

Folhas novas

Fonte: A autora, 2025.

Tabela 8 - Caracteristicas das folhas de E. grandiflorus no estadio de desenvolvimento nova, madura
e velha.

Estadio de Caracteristicas
desenvolvimento

Folhas novas: localizam-se na regiao central da
roseta, apresentando laminas foliares de coloragao
verde, textura tenra e consisténcia delicada. Possuem
dimensbées médias variando entre 11,5 a 16 cm de
largura e 16 a 19 cm de comprimento. Estao
presentes em menor quantidade na planta,
representando o estadio inicial de desenvolvimento
foliar.
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Folhas maduras: predominam na porcao
intermediaria da roseta e correspondem a maior
propor¢do do dossel foliar. Apresentam l|aminas
verde, consisténcia coriacea, superficie lisa e
margens inteiras. As dimensdes variam entre 22 a 26
cm de largura e 25 a 26 cm de comprimento. Este
estadio representa o apice do desenvolvimento foliar,
conferindo maior area fotossintética a planta.

Folhas velhas: situam-se na regido basal da roseta,
com laminas de tonalidade verde e consisténcia mais
rigida. Frequentemente apresentam sinais de
senescéncia, como pontos de descoloracdo, areas
necréticas e danos causados por herbivoria. Suas
dimensdes variam de 22 a 28 cm de largura e 25 a 26
cm de comprimento. Ocorréncia em menor
quantidade, uma vez que sao gradualmente perdidas
durante o ciclo de vida da planta.

Fonte: A autora, 2025.

2.2.2.2 Obtencéao dos extratos do planejamento experimental

As amostras de folhas novas, maduras e velhas in natura, com umidade
inicial de 93 + 0,3%, foram selecionadas e higienizadas em agua corrente. Em
seguida, foram secas a 45°C por 48 horas em estufa com circulacdo de ar
(Luca-82/480, Lucadema, Sao José do Rio Preto—SP, Brasil), obtendo assim amostra
desidratada (AD). Apods, foram cominuidas em moinho de facas tipo Willey (SL-31,
Solab, Pracicaba, SP, Brasil), seguido pela tamisagdo com peneiras 40, 60 e 80
Mesh. Posteriormente, amostras foram embaladas a vacuo e armazenadas a -18 °C
em freezer até o procedimento de extracao e posterior analise.

Visando otimizar o processo e avaliar os efeitos da concentragcdo da solugao
de etanol (40, 60 e 80%), temperatura (40, 60 e 80 °C) e granulometria de 40
(>0,420 mm), 60 (< 0,250 mm) e 80 (< 0,170 mm) Mesh, oi realizado um
planejamento experimental Box-Behnken (Box; Behnken, 1960). Os extratos foram
preparados pesando-se 1 g de amostra (folha madura), adicionando-se 50 mL de
solvente (etanol 40, 60 ou 80% v/v) e submetidos a extracdo em ultrassom com

sonda ultrassénica (Vibra-Cell 500 W, Sonics & Material Inc., EUA) em frequéncia de
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20 kHz e amplitude de 70% sob temperatura controlada (40, 60 ou 80 °C) durante 10
min. Cada amostra foi acondicionada em seus respectivos tratamentos, conforme
Tabela 3. Em seguida os extratos foram resfriados e filtrados, avolumados
novamente para 50 mL, seguindo para analises, conforme Figura 9, de acordo com
Casagrande (2018), com modificagdes.

Tabela 3 - Planejamento Box-Behnken para extragdo de compostos bioativos de Echinodorus
grandiflorus.

Niveis codificados

Ensaio

Concentragdo da Temperatura de Granulometria da
solugao de etanol (%) extracéo (°C) amostra (mm)
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
Valores reais*
-1 40 40 > 0,420
0 60 60 < 0,250
+1 80 80 <0,170

Fonte: A autora, 2024
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Figura 9 - Fluxograma geral das analises do Echinodorus grandiflorus.
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2.2.3 Analises

2.2.3.1 Composicao centesimal

Para caracterizacdo quimica das folhas maduras desidratadas de E.
grandiflorus, foram realizadas as analises de umidade, cinzas, extrato etéreo,
proteinas (fator de corregcao de nitrogénio total em proteina 6,25), pH, acido ascébico
e cafeina, conforme método descrito no Instituto Adolfo Lutz (2008), e carboidratos
por diferenca (TBCA, 2023). Para avaliagdo da fibra alimentar total foi utilizado o
método enzimatico descrito por AOAC (2000). As analises foram realizadas em

triplicata.

2.2.3.2 Elementos minerais

A analise do conteudo mineral utilizou a espectrofotometria de absorcéo
atdbmica descrita por Arora et al. (2008). Em cadinhos de porcelana foram pesados
0,5 g de amostra seca em ftriplicata. Apds a calcinagdo as cinzas foram digeridas
com solugao de acido percldrico e acido nitrico (1:4), seguindo para o resfriamento e
filtracdo em papel filtro Whatman n.° 42. Apds isso, avolumada para 25 mL com
agua destilada e analisada por espectrofotometria de absor¢ao atémica (AA240FS,
Varian, Canada). Foi avaliado o conteudo mineral de calcio (Ca), potassio (K) e sddio
(Na).

2.2.3.3 Compostos fendlicos totais (TPC)

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton; Orthofer e
Lamuela-Raventos (1999), tendo como padrao de referéncia o acido galico. Em um
tubo de ensaio transferiu-se 500 pL (microlitros) de cada amostra avaliada (com as
diluicdes adequadas para cada amostra), seguidas de 2,5 mL do reagente de
Folin-Ciocalteu diluido em agua destilada 1:10 (v/v) a homogeneizagdo. Apos 5
minutos foram adicionados 2mL de carbonato de sodio (Na,CO;) 4% (m/v), seguidos
por homogeneizagédo. Os tubos foram colocados ao abrigo da luz em temperatura
ambiente. Realizaram-se as medidas de absorbancia, a 740 nm, em

espectrofotobmetro (Spectrumlab, 53, BEL, Monza, Italia). Foi conduzida amostra
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controle nas mesmas condi¢cdes de analise, contendo etanol ao invés da amostra e
da solugéo extratora. A curva analitica foi construida utilizando acido galico, com os
resultados expressos em miligramas de EAG (equivalente ao acido galico) por
grama de amostra (mg/EAG). Os resultados foram expressos através da equagao da
reta da curva analitica de acido galico (y=9,6125x+0,0095;R?=0,9996). Uma amostra

em branco foi utilizada para zerar o espectrofotdmetro.

2.2.3.4 Flavonoides totais (FT)

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
descrito por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999). Em tubo de ensaio foram
adicionados 500 pL dos extratos, 2,35 mL de agua destilada, 150 pL de nitrito de
sédio (1:20), seguindo para homogeneizagdo e repouso por cinco minutos, apés
1000 pL de aluminio (1:10), seguindo para repouso por seis minutos. Apds
adicionou-se 1000 pL de NaOH 1 mol/L, repouso de 10 min. Realizaram-se as
medidas de absorbéancia, a 425 nm, em espectrofotbmetro (Spectrumlab, 53, BEL,
Monza, lItalia). Foi conduzida amostra controle nas mesmas condigbes de analise,
sem a amostra. A curva analitica foi construida utilizando a catequina como padrao,
com os resultados expressos em miligramas de CAT (equivalente de catequina) por
grama de amostra (mg CAT/g). Os resultados foram expressos através da equagao
da reta da curva analitica de catequina (y=3,0302x-0,0561; R?=0,9976).

2.2.3.5 Pigmentos Fotossintéticos, Clorofilas e Carotenoides

Para avaliar os pigmentos fotossintéticos clorofila a, clorofila b e carotenoides
utilizou-se o método descrito por Hendry; Grime (1993) com alteragdes. Foi utilizado
o extrato das folhas novas, maduras e velhas na condicdo de extracéo: etanol 60%,
temperatura de 80 °C e granulometria de 80 Mesh. As medidas espectrofotométricas
foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis (Spectrumlab,53, BEL, Monza, Italia)
utilizando cubetas de quartzo. A concentragéo dos pigmentos foi calculada a partir
da absorbancia do extrato utilizando os comprimentos de onda 663 nm para a
clorofila a, 645 nm para a clorofla b e 480 nm para os carotenoides. As
concentragbes foram obtidas com as seguintes equacgdes: clorofila a (Equacao 1),

clorofila b (Equacao 2), clorofila total (Equagéo 3) e carotenoides (Equacgao 4)
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(12,7 x A 663 — 2,69 x A 645) x V
= (mg/ g) (1)

Clorofilaa =

ClOTOfilCl b = (22,9 x A 645 —1;1,:683614 663)xV (mg/g) (2)

(8,02x A 663+ 20,2xA645)xV

TG (mg/9) 3)

Clorofila total =

(A480+ 0,114 x A 663 — 0,638 x A 645) x V
TG (mg/9) (4)

Carotenoides =

Onde: A480, A663 e A645 sdo as absorbancias em 480, 663 e 645 nm,
respectivamente; V é volume de solvente utilizado na extragao; MF = peso da massa

folhar desidratada.
2.2.3.6 Taninos condensados (TAN)

Os taninos condensados foram quantificados utilizando o método da vanilina,
conforme descrito por Broadhurst e Jones (1978). Realizada com os extratos das
folhas novas, maduras e velhas na condi¢ao de extracao: etanol 60%, temperatura
de 80 °C e granulometria de 80 Mesh. Em tubos de ensaio, foram adicionados 250
ML da amostra e 1500 pL de solugao de vanilina (4% p/v em metanol). Apds agitagao
em vortex, foram acrescentados 750 pL de acido cloridrico concentrado, seguido de
nova homogeneizagdo. As amostras foram entdo mantidas ao abrigo da luz por 15
minutos para desenvolvimento da reacdo. Realizaram-se as medidas de
absorbancia, a 500 nm, em espectrofotdmetro (Spectrumlab, 53, BEL, Monza, Italia).
Foi conduzida amostra controle nas mesmas condi¢gdes de analise, sem a amostra.
A quantificagdo foi realizada com base em uma curva padrdo de catequina (y =
13,068x — 0,0108; R? = 0,9879), sendo os resultados expressos em miligramas de

catequina por grama de amostra.

2.2.3.7 Atividade antioxidante pela inibicdo do radical livre DPPH

A analise da atividade antioxidante através da eliminagao de radicais livres de
DPPH foi realizada conforme descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).
Preparou-se a solugao de DPPH a 0,0088 mol/L com absorbancia de 1,1 £ 0,02 a
510 nm. Em um tubo de ensaio foram adicionados 150 pL dos extratos e 2,850 uL
de DPPH, seguindo para homogeneizacdo. As solugdes foram incubadas em

temperatura ambiente ao abrigo da luz por 24 horas. O espectrofotémetro foi zerado
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com etanol P.A. Realizaram-se as medidas de absorbéancia, a 515 nm, em
espectrofotdbmetro (Spectrumlab,53, BEL, Monza, Italia). Foi conduzida amostra
controle nas mesmas condigdes de analise, contendo etanol ao invés de amostra.
Os resultados foram expressos através da equacido da reta da curva analitica de
Trolox (TE) (y =-6,6876 + 1,0408; R? =0,9917) e os resultados foram expressos

como pmol TE/g.
2.2.3.8 Atividade antioxidante através do método de redugao do ferro (FRAP)

A avaliagao da atividade antioxidante foi realizada através da redugao do ferro
(FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power), utilizando o método descrito por
Benzie, Strain (1996), com algumas modificagées. Foram preparadas as solugdes de
TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (0,08 mM TPTZ em 0,05 mol L-1 HCI), cloreto
férrico 3 mM (3 mM FeCl; em 5 mM C4HgO5), trolox 1 mM. Em tubo de ensaio foram
adicionados 100 pL dos extratos, 100 uL da solugao de cloreto férrico 3 mM e 1800
ML de solugdo de TPTZ 1 mM, apéds, foram mantidos por 30 minutos em
banho-maria (SL-150, Solab, Pracicaba, SP, Brasil) a 37 °C. As solu¢des foram
incubadas em temperatura ambiente ao abrigo da luz por 10 minutos. Foi conduzida
amostra controle nas mesmas condi¢cdes de analise, contendo cloreto férrico 3 mM e
a solucdo de TPTZ. A leitura foi realizada em 620 nm usando um espectrofotdmetro
(Spectrumlab,53, BEL, Monza, Italia). Os resultados foram expressos através da
equacgao da reta da curva analitica de Trolox (TE) (y=1,6355x+0,0462; R? =0,9932) e

os resultados foram expressos como ymol TE/g.
2.2.3.9 Atividade antioxidante pela inibigao do radical livre ABTS

Para atividade antioxidante utilizou-se o método da captura do ABTS™
descrito por Re et al. (1999). Foram preparadas as solugdes: padrdao de Trolox 2 mM
e de ABTS (2,2"-azino-di-(3-etilbenztiazolina acido sulfénico) onde a reagéo de 7 mM
ABTS com 140 mM de persulfato de potassio (K,SO,), apds incubado a 25 °C ao
abrigo da luz por 16 h. Apos isso foi realizada a diluicdo em etanol absoluto até
obtencdo do valor de absorbancia de 0,700. Em um tubo de ensaio foram
adicionados 30 uL de cada diluicdo de extratos, 3,0 mL do radical ABTS, seguindo
para homogeneizagao dos tubos. A absorbéancia foi medida apos 6 min utilizando um

espectrofotometro em 734 nm (Spectrumlab,53, BEL, Monza, Italia). Foi conduzida
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amostra controle nas mesmas condi¢des de analise utilizando etanol. Os resultados
foram expressos através da equacgao da reta da curva analitica de Trolox (TE) (y =

-0,3822x+ 0,6167; R2=0,9762) e os resultados expressos como umol TE/g.

2.2.3.10 Compostos fendlicos individuais

Para avaliagdo do perfil fendlico foram utilizados os extratos nas condi¢des
otimas de extracdo, método descrito por Alberti (2014) com adaptagdes. Foram
analisadas utilizando o equipamento cromatografico 2695 Alliance (Waters, EUA),
com bomba quaternaria, amostrador automatico e detector de matriz de fotodiodos
PDA 2998 (Waters, EUA). As fases moéveis foram compostas por 1% de acido
acético (A) e acetonitrila (B) segundo o seguinte gradiente de eluigdo: 3-15% B (0-30
min), 15-40% B (30-40 min), 40-75% B (40-45 min), seguido por uma eluigdo
isocratica a 85% B (5 min) e recondicionamento da coluna (10 min). A separagéo
ocorreu em coluna Gemini C18 (4,6 x 150 mm, 5 um, Phenomenex, EUA) a 20 °C,
com taxa de fluxo de 1,0 mL/min. A identificacdo dos compostos foi realizada
conforme a sua ordem de eluicdo e por comparagao de seu tempo de retengcdo com
0os seus padrdes puros. Os padrdes utilizados foram: acido galico, catequina,

epicatequina, quercetina, rutina, kaempferol e isoorientina.

2.2.3.11 Atividade antimicrobiana

As andlises de atividade antimicrobiana foram realizadas conforme a
Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluigao
para Bactéria de Crescimento Aerdbio, conforme CLSI (M07-A10) (CLSI, do inglés:
Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines) (CLSI1,2015). Foram utilizadas
a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 6538), bactérias
Gram-negativas Salmonella enterica (NCTC 6017) e a levedura Candida albicans.
As cepas foram inoculadas em meio Trypticase Soy Agar e incubadas a 37 °C por 24
horas para realizagdo dos ensaios.

As culturas microbianas foram desenvolvidas em agar triptona de soja, foram
selecionadas trés colbnias isoladas retirando o indculo e transferindo para
erlenmeyer contendo 50 mL de caldo Mueller-Hinton. O inéculo foi incubado na
incubadora Shaker com agitagdo constante (SL-223, Solab, Piracicaba—SP, Brasil), a

35 °C por 6 horas (ponto em que ocorre a turvagao do meio). Apods, foi realizado o
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ajuste do indéculo para atingir a turbidez optica comparavel a 0,5 da escala
McFarland. Foi ajustado o in6culo em uma absorbancia de 625 nm (Spectrumlab,53,
BEL, Monza, Italia), onde permaneceu entre 0,08-0,10 nm, o que corresponde a uma
suspensdo com aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL. Na sequéncia foi realizada
diluicdo da suspensdo em 1:10 em caldo Muller Hilton estéril, obtendo uma
concentragéo de 10" UFC/mL.

Foram utilizados os extratos de E. grandiflorus, obtidos nas condigdes 6timas
de extracdo das folhas maduras, o solvente do extrato foi evaporado em
rotaevaporador (TE-211, Tecnal, Piracicaba—SP, Brasil), para que né&o interferissem
nos resultados do CIM e CBM e novamente avolumados para 50 mL com agua
destilada. Foram utilizadas microplacas de 96 pogos, com 12 colunas e 8 linhas. Em
fluxo laminar unidirecional (FLV-(U) ORG 1040-12, Ideoxima, Ribeirdo Preto—SP,
Brasil), foram inoculados 200 pL do extrato na concentragéo inicial de 10 mg/mL No
primeiro pogo de cada linha, nos demais pogos foram inoculados 100 uL do caldo
Mueller Hinton (Sigma-Aldrich). Procedeu-se a diluicdo seriada de 1:1 a partir do
segundo poco (transferiu-se 100 yL do primeiro pogo para o segundo pogo e assim
progressivamente). Adicionaram-se 5 L da suspens&o microbiana em cada pogo.
Foram realizados os seguintes controles: Negativo, uma coluna de pog¢os contendo
95 uL de CMH e 5 pL da suspensao bacteriana; positivo, uma coluna de pogos
contendo 95 uL de CMH e 5 pL da suspenséao bacteriana e antibiético; extratos, uma
coluna contendo 95 uL de CMH e 5 uL de extrato. As microplacas foram incubadas a
35 £ 2 °C por 24 h, apos isso foram adicionados 20 uL de reagente
2,3,5-trifeniltetrazolio 0,5% (m/v em dgua) em cada pogo.

Foi incubado novamente a 35 + 2 °C por 1 hora. O reagente
2,3,5-trifeniltetrazolio € um indicador de oxirredugao utilizado para diferenciar tecidos
metabolicamente ativos daqueles nao ativos, principalmente viabilidade celular. No
decorrer de 1 hora os pogos que apresentaram atividade permanecem incolores,
enquanto 0s pogos nos quais houve crescimento microbiano coram de vermelho.
Apos isso foi realizada a leitura das placas para determinacdo da concentragao
inibitoria minima (CIM) através da menor concentracdo que nao apresentou
formagdo de um ponto vermelho no fundo do pogo. A concentragdo bactericida
minima (CBM) foi realizada a partir da CIM de cada poco, foi retirado uma aliquota

de 10 uL e inoculados nas placas de petri contendo Agar triptona de soja (Kasvi)
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foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h, apds foi realizado a leitura das placas os

resultados foram expressos em unidade formadora de colénias (UFC).

2.2.3.12 Atividade antifungica

A andlise para atividade antifungica foi avaliada utilizando método de difusédo
em placa de agar descrito por, Rodrigues et al. (2005). Utilizou-se o fungo
Colletotrichum abscissum. A cepa C. abscissum Cal142 (também chamada
LGMF1258) foi obtida a partir de sintomas de queimadura de pétalas de
laranjeira-doce (Citrus sinensis) coletadas em um pomar comercial em Santa Cruz
do Rio Pardo, Sao Paulo, Brasil. A patogenicidade da cepa C. abscissum Ca142 foi
confirmada em experimentos in vivo e in vitro (Goulin et al., 2019). Encontra-se
depositada na Colegcdo de Fungos Patogénicos de Plantas do Departamento de
Fitopatologia e Nematologia (“Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz”,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, Brasil) a qual foi cedida para a realizagcao
deste estudo. A atividade antifungica foi avaliada utilizando o extrato rotaevaporado
das folhas novas, maduras e velhas em concentragbes de 1, 2, 5, e 10% (v/v).
Utilizaram-se plugs fungicos (0,5 mm de didmetro) que foram colocados no centro da
placa de Petri em um meio de cultura batata-dextrose-agar (PDA), nas
concentragbes de extratos relatadas. As culturas foram incubadas a 25 +2 °C e o
crescimento radial dos micélios foi medido diariamente por 15 dias. O efeito
antifungico foi medido em um delineamento totalmente aleatério com trés repeticdes.
Realizou-se um controle negativo (PDA sem extrato) e um controle do extrato. Para

avaliar atividade antifungica utilizou-se a Equacao 5.

% Inibigio = <= x100 (5)
Onde:

e R=¢é o crescimento radial do micélio fungico na placa controle negativo
e r = é o crescimento radial do micélio fungico na placa tratada com diferentes

concentracdes de extratos.
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2.2.3.13 Atividade antiglicémica in vitro pela de inibicdo da atividade de

a-glicosidase

A avaliagdo da atividade antiglicémica foi determinada conforme descrito por
Moradi-Afrapoli et al. (2012). Em tubo de ensaio foram adicionados 400 uL de
extrato em varias concentracdes (10 a 400 ulL) utilizando tampéo fosfato de potassio
pH 7 nas diluicbes. Apds adicionar 400 uL da enzima a-Glucosidase (0,5 U/mL),
incubou-se a reagao por 6 min. a 25 °C. Apds foram adicionados 200 uL de pNPG
(p-nitrofenil a-o—glucopiranosideo) 3mM (em tampao fosfato pH7), incubou a reagao
em banho-maria a 37 °C por 30 min. A reagéo foi interrompida com a adi¢ao de 2 mL
carbonato de sodio (Na,CO;) 0,1 mM. Foi conduzido um branco utilizando tampé&o
fosfato. Realizaram-se as medidas de absorbancia, a 400 nm, em espectrofotdmetro
(Spectrum, SP-22, Biospectro). A atividade antiglicémica do extrato foi determinada

pela plotagem da % de inibigdo da enzima (Equacgao 6).

% inibicao = (1 — M)x 100 (6)

Abs controle

2.2.3.14 Determinacao da inibicdo da atividade da lipase pancreatica

Para avaliacdo da atividade da lipase pancreatica foi utilizado o método descrito
por Kim et al. (2012) modificado por Yan et al. (2022). Em tubo de ensaio foram
adicionados 400 uL de extrato em concentracdo inicial de 5 mg/mL (10 a 400 ulL)
utilizando tampao fosfato de potassio pH 7,2 nas diluicbes. Apds isso foram
adicionados 40 yL de cada extrato diluido e 20 yL de p-NPP 10 mM (palmitato de
p-nitrofenila) que foram adicionados em sucessao e incubados a 37 °C por 10 min
em banho-maria (Solab, SL 150, Sao Paulo, Brasil). Ap6s a incubacado foram
adicionados 40 yL de solucéo de pancrelipase 10 mg/mL, foram homogeneizados e
incubados a 37 °C por 15 min, imediatamente apds foram adicionados 200 pyL de
etanol PA, para encerrar a reagao. A solucgao foi centrifugada a 10.000 x g por 2 min
em centrifuga (Centribio-80 2B, Daiki, Rio de Janeiro, Brasil) e o sobrenadante
retirado. Apds realizada a leitura da absorbéncia em um comprimento de onda de
405 nm em espectrofotdmetro de microplacas (Epoch, Synergy-BioTek,Winooski, VT,
EUA), o valor obtido foi registrado como B1. A amostra foi substituida por tampao

fosfato para o controle branco registrado como BO. A amostra sem inibidores foi
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retirada para medir a atividade livre de inibidor, registrada por A1; o controle negativo
correspondente foisem a enzima, denominado AO. Orlistat foi utilizado como
controle positivo. A inibicdo do extrato foi determinada pela plotagem da % de

inibicdo da enzima Equacéo 7.

% inibicdo = (1 — (B1 — B0)/(A1 — A0))x 100 (7)

2.2.3.15 Cor do extrato

A cor das amostras foi verificada a partir de colorimetro digital (Shenzhen
Threenh Technology Ltd, TEC-200, China), com obtencdo dos valores de
luminosidade (L*), coordenada vermelho/verde (a*) e coordenada amarelo/azul (b*),
0os quais foram utilizados para calcular os valores de Chroma (C*) (Equagao 8) e
angulo hue (h*) (Equagdes 9 e 10), os quais representam a intensidade de cor e a

tonalidade, respectivamente.

C*=+(@a*? + (b»? (8)
h*= tan — * (b * /a *),* quandoa *> 0 9)
h *= 180 + tan — *(b * /a *), quando a *< 0 (10)

2.2.3.16 Desenvolvimento do iogurte

O iogurte natural foi produzido em escala laboratorial utilizando: leite de vaca
pasteurizado adquirido no mercado local, cultura iniciadora liofilizada: Lactobacillus
acidophilus (cepa LA-5), Bifidobacterium (cepa BB-12) e Streptococcus thermophilus
(Bio Rich) e o extrato obtido das folhas maduras de E. grandiflorus que previamente
foi rota-evaporado a 45 °C, tendo uma concentragéao final de 2 g/100mL (baseado na
amostra/folhas). O leite foi aquecido a 43 °C, apos dividido em quatro porgdes de 1
litro (para cada amostra suplementada com extrato e um controle). Em seguida
adicionou-se a cultura latica e realizou-se a homogeneizagdo com colher em
movimentos circulares por aproximadamente 1 min, apos adicionou-se 0,5; 1 e 2%
de extrato (v/v) em seu respectivo recipiente, homogeneizou-se a mistura que foram
adicionadas em frascos de 50 mL com tampa. A amostra controle nao foi

suplementada. Imediatamente apds foram incubadas em estufa com circulagao de ar
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(Lucadema, LUCA 82/1152, Sao Paulo, Brasil) a 42 °C. O processo de fermentagéo
foi monitorado medindo o valor de pH das amostras com phmetro de bancada
(Marconi, MA-522, Sao Paulo, Brasil) das amostras em um intervalo de tempo de 30
minutos até atingir o pH 4,6-4,7. As amostras produzidas foram mantidas sob
refrigeragdo a 6 °C em incubadora BOD (Deluq, DL552, Parana, Brasil) e submetidas
a analise em intervalos de 0, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a producdo. Avaliaram-se a

composicao centesimal, pH, acidez total conforme o Item 2.2.3.1.

2.2.3.17 Preparo da amostra de iogurte para analise de compostos fendlicos e

atividade antioxidante

As amostras foram preparadas, conforme Abdel-Hamid et al. (2020) com
adaptacdes, 20 mL de cada amostra foram transferidos para tubos falcon de 50 mL
e centrifugados (Novatecnica, NT810, 800W, Piracicaba, SP, Brasil) a 3.460 g por 10
min. E mantidas em refrigerador a 4 °C. Apds o sobrenadante ser retirado e
mantidas a -18°C até a analise. Para cada ponto de armazenamento, realizaram-se
as andlises em triplicata. Seguiu-se 0 mesmo procedimento analitico descrito no
Item 2.2.3.3 para compostos fendlicos, e os itens 2.2.3.7 e 2.2.3.9 para atividade

antioxidante.

2.2.3.18 Analise microbioldgica do iogurte

As amostras de iogurte foram analisadas para bactérias laticas e bolores e
leveduras nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 em duplicata. Foi utilizado o método de
plagueamento em superficie para bolores e leveduras e plagueamento por
profundidade com sobrecamada para bactérias laticas descrito por Silva et al.
(2017). A contagem de bolores e leveduras utilizou 25 g de amostra de iogurte
diluida em 225 mL de agua peptonada 0,1%, apds realizou-se a homogeneizagao e
a diluicdo seriadas até 103. Transferiu-se 0,1 mL de cada diluigdo para placas de
agar Dicloran Rosa de Bengala (DRBC), realizou-se o espalhamento do inoculo com
alca de Drigalski das placas de maior para as placas de menor diluicdo. As placas
foram incubadas a 25 °C em incubadora BOD (Deluq, DL552, Parana, Brasil) por 5
dias, sem inverter e no escuro. Apds a incubagdo realizou-se a contagem das

colbnias da placa selecionada, contando separadamente col6nias com aspecto
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filamentoso, cotonoso caracteristicas de bolores, anotando o resultado demonstrado
na Figura 10. E assim na mesma placa contando as demais col6nias que podem ser
bactérias e leveduras, selecionou-se 5 colbnias destas e avaliou-se através da
coloragdo com cristal violeta a morfologia das células se a cultura era bactéria ou
levedura. Determinou-se o numero de coldnias de levedura na placa em funcdo da
porcentagem confirmada. O célculo para UFC/g (Unidade formadoras de colbnia) de
bolores (colénias tipicas) e leveduras (colénias confirmadas) realizou-se
multiplicando o numero de colbnias por dez e pelo inverso da diluicdo. Para o
numero total de bolores e leveduras somaram-se as colbénias de leveduras e bolores

e procedeu-se como anteriormente descrito.

Figura 10 - Esquema da analise microbioldgica bolores e leveduras.

Diluigdo 10" Diluicdo 10°* Diluicdo 10°
l“\ . .: P .\: " s -\-. o .
Verificar o crescimento de colénias tipicas
de bolores ou as presuntivas de leveduras.

Colbnias tipicas Colénias presuntivas
de bolores de leveduras

Colbdnia tipica

Esfregaco para exame
microscopico

Il Coloragao com cristal
de violeta

l

10" 10%  10° 10" 107 10°

1] LI L

Somar o resultado das duas contagens.
Expressar a contagem total de bolores e levedura
(UFC/g)

Fonte: A autora, 2025.

A contagem de bactérias lacticas utilizou a mesma diluicdo seriada. A

avaliagcdo de bactéria laticas utilizou o plaqueamento por profundidade onde se
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transferiu 1 mL de cada diluigdo na placa vazia e em seguida adicionou-se o meio de
cultura agar Man Rogosa e Sharpe (MRS), ap6s a solidificagado do agar adicionou-se
uma pequena quantidade do meio para a sobrecamada cobrindo totalmente a
superficie do meio. Seguiu-se para incubagao em incubadora BOD (Deluq, DL552,
Parana, Brasil) com as placas invertidas a 32 +1 'C por 48 horas. A contagem das
colbnias da placa selecionada e submeteu-se 5 colbénias ao teste de coloracéo de
Gram e teste de catalase (solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% e adicionado a
cultura). Coldnias de cocos e bastonetes Gram positivos e catalase negativa séo
considerados bactérias laticas, demonstrado na Figura 11. O numero de UFC/g foi

calculado em fungao do numero de coldnias confirmadas e diluigao inoculada.

Figura 11- Esquema da analise microbiolégica Bactérias lacticas.

Bactérias lacticas

Diluicdo 107 Diluicdo 102 Diluigdo 10°°

Agar MRS plagueamento em profundidade
sobre camada.

Selecionar 5 colbnias

o

Esfregago para exame
microscopico

Teste de catalase O] @ ] Coloracdo de Gram

(-) (+) Cocos ou bastonetes

Contagem de bactérias lacticas
(UFC/qg)

Fonte: A autora, 2025.
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2.2.3.19 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, exceto as bactérias
realizadas em duplicata, e os resultados foram apresentados como média + desvio
padrao (DP). Os dados foram analisados por Anadlise de variancia (ANOVA). Os
efeitos foram comparados usando um teste de Fisher LSD e considerados
estatisticamente significativos em p < 0,05. Calculos foram realizados com o

software Statistica versao 10.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Composi¢ao Quimica das Folhas de E. grandiflorus

As folhas maduras do E. grandiflorus apdés o processo de secagem e
moagem, foram caracterizadas quanto a sua composi¢cao centesimal, pH e vitamina
C (Tabela 4). Os resultados demonstram que as folhas sdo compostas
principalmente de fibra alimentar, seguidas de carboidratos totais, proteinas, cinzas,
lipidios. Apresentou niveis baixos de acido ascérbico (4,47 + 0,58 mg Aa/100mL) e

cafeina (1,44 + 0,09 mg/g) e para pH registrou valor de 5,99 + 0,08.

Tabela 4 - Composi¢cado centesimal e teores de acido ascorbico e cafeina das folhas maduras
desidratadas de E. grandiflorus em base seca (g/100g).

Parametros g/100g
Umidade 7,36 £ 0,11
Cinzas 11,60 £ 0,19
Proteina 20,63 +1,15
Lipideos 4,59 + 0,10
Fibra alimentar 29,81+ 0,38
Carboidratos Totais 26,00

Nota: fator de correcao de nitrogénio total em proteina 6,25. Fonte: A autora, 2025.

Segundo o estado atual do conhecimento, ndo ha estudos publicados sobre a
composicao centesimal do E. grandiflorus. Contudo, sua composi¢ao centesimal se

aproxima das quantidades de proteina, lipidios e cinzas das folhas de dente-de-ledo
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15,53 = 0,01; 3,66 £ 0,01; 15,53 £ 0,01 g/100 g respectivamente (Colussi et al.
2021). No estudo realizado por Ribeiro et al. (2021), com as folhas de Ora-pro-nobis
obtiveram valores de 22,41 + 0,23; 3,27 + 0,05 e 16,34 + 0,03 g/100g de proteina,
lipidios e cinzas, respectivamente, proximos ao estudo realizado. Quando se
comparam as concentragdes de proteinas e fibras com a aveia, pode-se inferir que
os valores sao relevantes, demonstrando uma possivel aplicabilidade das folhas na
formulacdo de produtos como biscoitos e paes. Fujita e Figueroa (2003) relatam
valores de proteinas e fibra alimentar da aveia em flocos 14,88 e 16,93 g/100 g,
farinha de aveia 12,32 e 11,20 g/100 g, cevada 9,29 e 16,69 g/100 g,
respectivamente. Porém, essa possivel aplicacdo necessita de estudos futuros.

A vitamina C é um importante antioxidante presente em frutas e vegetais
como ervas medicinais (Pogacnik; Ulrih, 2011). Diante disso, buscou-se quantificar
seu conteudo em folhas maduras de E. grandiflorus, que apresentou o teor de 4,47 +
0,58 mg Aa/100 mL. Esse valor supera o de folhas de amoreira 0,30 mg/100 mL,
mas € inferior ao de urtiga e ao espinafre 9,9 e 9,4 mg/100 mL, respectivamente
(Shonte; Duodu; Kock, 2020). A baixa concentracdo demonstra que o E. grandiflorus
nao dispde de valores significativos de acido ascérbico.

A cafeina contribui no organismo reduzindo a sensagdo de fadiga e
aumentando o estado de alerta, também acelera levemente o metabolismo
estimulando o gasto de energia (Sereshti; Samadi, 2014). Os teores de cafeina
encontrados no E. grandiflorus foram de 1,44 £ 0,09 mg/g, niveis baixos comparados
aos encontrados por Polidoro et al. (2023) em erva-mate de diferentes regides com
teores de 7,90 a 16,05 mg/g de cafeina.

Os resultados obtidos na determinagao dos minerais (sodio, potassio e calcio)
das folhas de E. grandiflorus sao apresentados na Tabela 5. Neste estudo,
destacam-se os valores de potassio (K) 80,7 g/kg, 35,5 g/kg calcio (Ca) e 13,9 g/kg
soédio (Na). A literatura traz estudos como os realizados por Kinupp e Barros (2008),
25 g /kg de K, 21 g /kg de Ca e 14 g /kg de Na, onde o sédio teve valor similar ao
estudo aqui realizado. Em Silva, Francisconi e Gongalves (2016), que avaliaram as
folhas de E. macrophyllus, obteve valores de 49 g/kg de K, 14 g/kg de Ca, 51 g/kg
de Na, é entendivel que ocorrem diferengcas nos valores de minerais da mesma
espécie, mas de locais diferentes. Em Franco et al. (2011), a composi¢do mineral

das folhas de E. grandiflorus de diferentes regides, foi avaliada e observaram-se
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variagdes na composigao de K de 3,6 g/kg e 37,6 g/kg, indicando assim, a influéncia

do solo na composigao mineral reforgcada pela sua natureza filtradora.

Tabela 5 - Composi¢céo mineral das folhas desidratadas de E. grandiflorus.

Minerais a’kg
Potassio (K) 80,7 £ 3,2
Calcio (Ca) 355+1,0
Sdédio (Na) 13,9+ 0,6

Fonte: A autora, 2025.

As plantas precisam de minerais para crescer, realizar suas funcgdes
metabdlicas e completar seu ciclo de vida. Entretanto, fatores ambientais, como
salinidade, seca, variacbes extremas de temperatura e luminosidade, propriedades
do solo, podem modificar a composicdo mineral das plantas (Perovic et al. 2021,
Sultanbawa; Sultanbawa, 2023). Plantas filtradoras, como E. grandiflorus, tém a
capacidade de acumular minerais presentes no solo, assim, poderiam se explicar as
caracteristicas minerais da planta conforme os minerais disponibilizados no solo de

cada regiao.

2.3.2 Otimizagao da Extragao de Compostos Fendlicos

A Figura 12 apresenta a imagem dos 15 extratos preparados a partir das

folhas desidratadas de E. grandiflorus.
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Figura 12 - Extratos de E. grandiflorus, conforme planejamento experimental.

" S

Nota: da esquerda para direita encontra-se: Ensaio 1(EtOH 40%, 40 °C e 60 Mesh), Ensaio 2 (EtOH
80%, 40°C e 60 Mesh); Ensaio 3 EtOH 40%, 80 °C e 60 Mesh); Ensaio 4 (EtOH 80%, 80 °C e 60
Mesh); Ensaio 5 (EtOH 40%, 60 °C e 40 Mesh); Ensaio 6 (EtOH 80%, 60 °C e 40 Mesh); Ensaio 7
(EtOH 40%, 60 °C e 80 Mesh); Ensaio 8 (EtOH 80%, 60 °C e 80 Mesh); Ensaio 9 (EtOH 60%, 40 °C e
40 Mesh) Ensaio 10 (EtOH 60%, 80 °C e 40 Mesh); Ensaio 11 (EtOH 60%, 40 °C e 80 Mesh); Ensaio
12 (EtOH 60%, 80 °C e 80 Mesh); Ensaio 13 (EtOH 60%, 60 °C e 60 Mesh); Ensaio 14 (EtOH 60%,
60 °C e 60 Mesh); Ensaio 15 (EtOH 60%, 60 °C e 60 Mesh). Fonte: A autora, 2024.

Os resultados de compostos fendlicos e atividade antioxidante (Tabela 6)
variaram entre os tratamentos: TPC (17,59-26,17 mg GAE/g), TF (12,83-25,86 mg
CTE/g), DPPH (34,17-72,60 umol TE/g), FRAP (64,15-126,70 ymol TE/g) e ABTS
(78,14-140,93 umol TE/qg).

Estes dados juntamente com grafico de superficie de resposta (Figura 13)
demonstram o efeito positivo da menor granulometria (80 Mesh) juntamente com
etanol 60% que obtiveram melhor efeito na extracdo TPC. Estes dados sao

consistentes com estudos nos quais solventes organicos combinados com agua

apresentaram maior eficiéncia na extragao (Casagrande et al. 2018).
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Tabela 6 - Resultados da extracdo de compostos bioativos das folhas maduras de E. grandiflorus a

partir do planejamento Box Behnken.

(continuacao)

Ensaio TPC (mg TF (mg DPPH FRAP ABTS (umol
GAE/qg) CTE/qg) (umol TE/g) (umol TE/g) TE/g)
1 17,08 + 15,00" + 34,17% 71,76 + 78,14° £
0,34 0,71 0,51 0,22 0,56
5 20,91" 20,09° + 46,78" + 71,30' 88,54 +
0,16 0,10 1,05 0,26 8,83
3 21,03%" + 15,71" £ 51,64° + 71,30'+ 109,933bcde
0,28 0,36 0,66 0,26 + 8,18
4 22,80"+ 21,97° % 51,12°" + 83,77" 106,40 +
0,12 0,15 2,83 0,26 7,28
5 17,59 + 12,85 + 35,089 + 72,68 + 85,99% +
0,17 0,45 1,39 0,13 6,40
6 18,92 + 12,83 + 35,959 + 64,15 + 102,083bcde
0,06 0,68 2,18 0,26 11,92
7 23,64° + 22,89° + 60,65 + 117,34° + 132,69%° +
0,28 0,61 1,21 0,13 16
8 25,079 + 21,029 + 61,04 + 94,78+ 112,283bcde
0,92 0,42 5,4 0,26 4,44
9 20,60" + 18,249 + 46,29+ 88,27 % 134,65° +
0,34 0,20 0,73 0,22 8,67
10 21,509 + 19,04 + 57,35 + 98,91° 137,79+
0,81 0,29 1,66 0,13 19,71
1 26,15 + 19,80° + 72,60% £ 126,70% + 87,56% +
0,14 0,56 1,87 0,13 12,91
12 26,177 £ 25,86° £ 67,73" + 125,322+ 119,7420° +
0,14 0,30 2,75 0,13 3,47
24,28 + 21,57% b 111,10° + ode
13 0,85 0.67 66,24° + 2,8 0.22 92,27°° £ 4
23,84° 21,049 + b 96,89° + 140,93° +
14 0,44 042 9024728 gy 16,63
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(conclusao)

Ensaio TPC (mg TF (mg DPPH FRAP ABTS (umol
GAE/qg) CTE/qg) (umol TE/g) (umol TE/g) TE/Q)

25,28 + 22,22 + 56,87t 113,49°+ 133,08% +

15 0,48 0,23 1,12 0,13 66,62

Nota: compostos fendlicos totais (TPC), flavonoides totais (TF) e atividade antioxidante (DPPH, FRAP
e ABTS). Et: concentragao de etanol em %, T: temperatura, G: granulometria Mesh.Ensaio 1(EtOH
40%, 40°C e 60 Mesh), Ensaio 2 (EtOH 80%, 40 °C e 60 Mesh); Ensaio 3 EtOH 40%, 80 °C e 60
Mesh); Ensaio 4 (EtOH 80%, 80 °C e 60 Mesh); Ensaio 5 (EtOH 40%, 60 °C e 40 Mesh); Ensaio 6
(EtOH 80%, 60 °C e 40 Mesh); Ensaio 7 (EtOH 40%, 60 °C e 80 Mesh); Ensaio 8 (EtOH 80%, 60 °C e
80 Mesh); Ensaio 9 (EtOH 60%, 40 °C e 40 Mesh) Ensaio 10 (EtOH 60%, 80 °C e 40 Mesh); Ensaio
11 (EtOH 60%, 40 °C e 80 Mesh); Ensaio 12 (EtOH 60%, 80 °C e 80 Mesh); Ensaio 13 (EtOH 60%,
60 °C e 60 Mesh); Ensaio 14 (EtOH 60%, 60 °C e 60 Mesh); Ensaio 15 (EtOH 60%, 60 °C e 60 Mesh).
Resultados expressos com a média + desvio padrado. Letras diferentes na mesma coluna indicam

diferencga significativa entre as amostras com p<0,05. Fonte: A autora, 2025.

A combinagdo de agua com solventes orgéanicos potencializa a extragao de
polifendis, ao gerar um meio moderadamente polar (Mokrani; Madani, 2016; Tobdn,
2020). Gullén et al. (2017), evidenciaram que o processo de extragdo é
potencializado quando a granulometria da amostra € menor, visto que ocorre o
aumento da solubilidade dos compostos, aumenta a superficie de contato entre
amostra solvente, amplia a agdo da gravitagao e por consequéncia a ruptura tecidos
vegetais sdo aumentados.

Franco et al. (2018) avaliaram a capacidade antioxidante de E. grandiflorus
utilizando a extragdo por maceragéo em etanol 98%, tendo FRAP de 90,3 umol/g e
35,3 pg/g de DPPH, valores proximos aos encontrados neste trabalho. Estudo
realizado por Rocha et al. (2023), avaliando a atividade antioxidante (DPPH) dos
extratos de E. grandiflorus utilizando a extragcdo por ultrassom e com etanol 50%,
obtiveram a melhor atividade antioxidante.

Observa-se que as folhas de E. grandiflorus apresentam teores de
flavonoides, também citados por Strada et al. (2017) e Garcia et al. (2015), com
melhor rendimento no experimento 12, que alcangou 25,86 mg CTE/g. Os
flavonoides possuem propriedades terapéuticas como: acgdo antioxidantes,

anti-inflamatdrias, antimutagénicas, antialérgicas, antivirais e anticarcinogénicas, o
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que desperta consideravel interesse para desenvolvimento de alimentos promotores
da saude e medicamentos (Roy et al., 2022; Rocha et al., 2023; Tungmunnithum et
al., 2018). Os resultados aqui obtidos séo similares aos de Pham et al. (2020), que
em seu estudo otimizou a extracdo de flavonoides das folhas de Celastrus hindsii
utilizando ultrassom obtendo valores de 23,60 + 0,31 mg QE/g. Do et al. (2014)
avaliou o efeito do solvente na extracdo de TF na planta Limnophila aromatica que
como E. grandiflorus se desenvolve em areas umidas, valores de TF foram entre
17,19 - 19,47 e 31,11 mg CTE/g para solvente etanol 50, 75 e 100%
respectivamente, valores similares aos aqui encontrados. E possivel correlacionar
que os flavonoides sdo o grupo de compostos fendlicos predominante nas folhas de
E. grandiflorus, evidenciando-as como uma fonte promissora desses compostos.
Além disso, o protocolo de extracdo adotado demonstrou ser rapido e

economicamente viavel.



Figura 13 - Superficie de resposta mostrando os
variaveis dependentes.
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Os modelos de regressao multipla para os teores de compostos fendlicos
totais e para a atividade antioxidante determinada pelo método FRAP foram
significativos (p < 0,05), ndo apresentaram falta de ajuste (p > 0,57) e explicaram
uma parcela substancial da variabilidade das variaveis resposta (R? ajustado > 0,56).
Os modelos ajustados a partir das variaveis codificadas foram os seguintes:
compostos fendlicos totais (mg/g) = 25,05 — 4,18*(concentracdo de etanol)? —
2,80*(granulometria) [R? = 0,62; R? ajustado = 0,56; p (falta de ajuste) = 0,96]; FRAP
(umol TE/g) = 108,67 — 24,72*(concentragao de etanol)? + 17,52*(granulometria) [R?
= 0,82; R? ajustado = 0,79; p (falta de ajuste) = 0,57]. Os valores dos modelos
preditivos criados estdo dispostos na Tabela 7. As concentracbes preditivas
utilizadas foram de compostos fendlicos totais e FRAP que apresentaram predigcéo
satisfatoria. Os dados experimentais demonstram uma boa confiabilidade do modelo

experimental que se ajustou ao modelo preditivo proposto.

Tabela 7 - Valores preditos e experimentais das variaveis obtidas no ponto étimo.

. - Valores -95% de +95% de Valores
Determinacéao . : , . .
preditos confianga confianca experimentais
TPC (mg
AG/g) 27,86 24 98 30,73 27,18 + 0,8
FRAP (umol 126,18 11575 136,62 126,55 + 1.25
TE/g)

Nota: TFC: compostos fendlicos totais; AG: acido galico; FRAP: método de reducgéo do ferro; TE:
equivalente de Trolox. Fonte: A autora, 2025.

Segundo os dados calculados estatisticamente, o melhor experimento foi o
experimento 12 que utilizou, etanol 60% (v/v), temperatura de 80 °C e granulometria
de 80 Mesh. Este experimento pode ser considerado o mais eficiente para a
extragdo de compostos bioativos das folhas de E. grandiflorus visto que os valores
experimentais foram proximos aos preditivos. O perfil de desejabilidade apresenta a
relacdo tedrica mais eficiente em fungdo das respostas estudadas

experimentalmente, indicando a condigdo mais rentavel.
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2.3.3 Composigao Bioativa de Folhas de Echinodorus grandiflorus em Diferentes
Estadios de Maturacao

Utilizando o experimento 12 que obteve os melhores resultados, avaliou-se a
influéncia da idade das folhas na concentracdo de compostos bioativos, resultados

sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados da extracdo de compostos bioativos das folhas novas, maduras e velhas de E.

grandiflorus .

Folhas TPC TF DPPH FRAP  ABTS TAN CAR CHO

(mg (mg  (umol  (pmol  (umol  (mg (mg/g) (mg/g)
GAE/ CTE/g) TE/g) TElg) TElg) CTE/

g9) g9)

Nov 31,612 25,30° 35,22° 162,10® 213,67 0,93 0,46°t 2154,7
+125 +£204 +104 +944 a+ +0,04 0,01 0°+t
0,67 18,84

Mad 26,17° 25,86° 67,73° 125,32° 119,74° 0,94*° 0,64°t 27322
+0,14 030 =275 +013 +347 0,04 0,06 82t
25,12

Vel 26,80° 25,53* 47,95° 24550° 167,66 0,91° 0,60°+ 2602,3
+2,18 1,81 +0,51 +430 °+ +0,08 0,03 6 °+
17,98 56,21

Nota: Folhas novas (nov.), maduras (Mad), velhas (Vel) compostos fendlicos totais (TPC), flavonoides
totais (TF), atividade antioxidante (DPPH, FRAP e ABTS), taninos (TAN), carotenoides (CAR),
clorofila total (CHO). Resultados expressos com a média + desvio padrdo. Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras com p<0,05. Fonte: A autora, 2025.

Os conteudos de TPC nas folhas em diferentes estadios de maturacao
variaram entre 26,17 e 31,6 mg GAE/g e para TF de 25,30 e 25,86 mg CTE/g. Os

maiores conteudos TPC foram registrados nas folhas novas, que pode ser devido a
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maior atividade enzimatica e expressao genética relacionados a sintese de
compostos fendlicos em folhas novas (Duan; Kwon; Eom, 2021).

Alguns estudos também demonstraram que folhas novas apresentam maior
concentragdo de compostos bioativos, como o estudo de M’rabet et al. (2017) que
avaliou Melia azedarach Linn em estadios diferentes de maturacédo e observou maior
rendimento de TPC nas folhas novas. Estudo de Idris et al. (2023) verificaram que a
maior concentragao de TPC, em Syzygium samarangense ocorreu nas folhas novas,
seguidas das maduras e velhas, com um valor de 66,56 mg GAE/g e 50,37 mg
GAE/g e 43,16 mg GAE/g respectivamente, as folhas novas apresentaram maior
atividade antioxidante. Colaborando com os resultados aqui encontrados.
Comparando os dados obtidos para TF observamos que nao se diferenciaram
estatisticamente. A atividade antioxidante foi positivamente relacionada com os TPC
e TF. Os resultados obtidos para TAN nao apresentaram diferencga estatistica e séo
considerados baixos do ponto de vista sensorial, 0 que pode ser favoravel, uma vez
que esses compostos estdo associados ao amargor e a coloragdo acastanhada
(Fraga-Corral et al., 2021). Para a aplicacdo do extrato no desenvolvimento de
produtos alimenticios, € desejavel que o amargor nado interfira negativamente no
sabor, embora as propriedades antioxidantes dos taninos sejam altamente
relevantes.

O conteudo total de carotenoides dos extratos das folhas de E. grandiflorus
em diferentes estadios de maturacéo ficou na faixa de 0,46 a 0,64 mg/g. O teor mais
alto foi encontrado nas folhas maduras, 0,64 mg/g, seguindo das folhas velhas com
0,60 mg/g e folhas novas com 0,46 mg/g. Os resultados concordam com estudo
realizado por Qadir et al. (2022) com folhas de Moringa oleifera L. em diferentes
estadios de maturagdo que encontraram maiores teores de 105-112 mg/100g
carotenoides em folhas maduras. Nzekoue et al. (2022) avaliaram as folhas de Vitis
vinifera L. e encontraram altas concentragcdes de carotenoides durante a fase de
maturagdo com queda apds esse periodo, este resultado colaborou com os
resultados encontrados no presente estudo. O consumo de carotenoides esta
associado a reducdo do risco de diversas doencgas cronicas, incluindo doencas
cardiovasculares, disturbios neuroldgicos, diabete tipo 2 e varios tipos de cancer.
Além disso, apresentam acao anti-inflamatéria e contribuem para o controle dos

niveis de colesterol. Os carotenoides a- e B-caroteno sdo amplamente reconhecidos



a4

como precursores da vitamina A, que atua na visdo, manutencdao dos tecidos
epiteliais (Crupi et al., 2023; Craft et al., 2004). Estudos demonstram que os
carotenoides exercem efeito positivo na manutencao da integridade mitocondrial no
cérebro, na prevencdao de danos a retina e estdo associados a um melhor
desempenho da memoria durante o envelhecimento (Perrig, Perrig, Stahelin, 1997;
Polidori, Stahl, Griffiths, 2021). Esses dados estimulam o desenvolvimento de
produtos ricos em carotenoides visando a manutengcdo da saude. Poucos estudos
foram realizados sobre os conteudos de carotenoides e clorofila para E. grandiflorus
e diante da importancia desse composto na promocgcao da saude humana, suas
folhas podem ser uma importante fonte de carotenoides com possiveis aplicacoes
na area alimenticia e farmacéutica.

O conteudo total de clorofila das folhas de E. grandiflorus em diferentes
estadios de desenvolvimento variou entre 2154,70, 2732,28 e 2602,36 mg/g para
folhas novas, maduras e velhas respectivamente, demonstrando um aumento
gradativo da clorofila durante seu desenvolvimento. Estudos realizados com folhas
de café e de Passiflorus edulis Sims em diferentes estadios de desenvolvimento
também observaram o aumento gradativo da clorofila, concordando com o presente
estudo (Maxiselly et al., 2020; Fernandes et al., 2020). Estudos demonstram que a
acao do stress na planta, como alto ou baixo teor de agua e nutrientes, e exposicao
solar pode alterar significativamente os teores de clorofila, bem como de
carotenoides (Shah; Houborg, 2017; Li et al., 2024).

2.3.4 Cor do Extrato

Com objetivo de utilizar os extratos (folhas novas, maduras e velhas) em
alimentos, realizou-se a avaliacdo da cor, considerando que a cor do extrato fendlico
representa um parametro significativo a ser considerado, pois sua adigdo pode
ocasionar alteragdes na coloracdo dos produtos. As coordenadas cromaticas dos
extratos das folhas novas, maduras e velhas de E. grandiflorus sdo apresentadas na
Tabela 9.
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Tabela 9 - Avaliagao da cor dos extratos obtidos a partir das folhas novas, maduras e velhas de E.
grandiflorus.

Coordenadas Folhas novas Folhas maduras Folhas velhas
cromaticas
L 12,71° £ 1,58 14,10° £ 1,48 14,47% £ 2,57
a* -18,83° £ 0,37 —14,72° £ 1,37 -15,15° + 1,32
b* 8,712 £ 3,99 10,342+ 3,42 10,212+ 5,69
c* 21,08 +1,48 18,34% £ 0,83 19,08% + 2,02
h* 155,882 + 10,03 145,42% + 11,29 147,812+ 16,77

Onde: luminosidade (L*), coordenada vermelho/verde (a*), coordenada amarelo/azul (b*), Chroma
(C*) e angulo hue (h*). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre as

amostras com p<0,05. Fonte: A autora, 2025.

Os resultados demonstram que os extratos das folhas novas, maduras e
velhas de E. grandiflorus revelaram a predominancia da coloragéo verde, confirmada
pelos valores negativos de a*. Houve alteragao significativa (p < 0,05), nos valores
de a* no extrato e folhas novas, indicando prevaléncia do verde neste extrato.

Os extratos das folhas novas, maduras e velhas sao apresentados na Figura

14 respectivamente, da esquerda para a direita.
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Figura 14 - Extratos de E. grandiflorus, folhas novas, maduras e velhas.

Velhas

Novas Maduras

Fonte: A autora, 2025.
2.3.5 Compostos Fendlicos Individuais

Analisando a amostra do ponto otimizado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, foi encontrada a isoorientina. Outras pesquisas ja identificaram a
presenca desse composto (Garcia et al., 2015; Prando et al., 2016; Garcia et al.,
2010; Prando et al., 2016). Os extratos apresentaram a seguinte concentracao de
isoorientina: folhas novas 4,57 + 0,003 mg/g, folhas maduras 5,60 + 0,01 mg/g,
folhas velhas 4,05 + 0,01 mg/g. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados
por Strada et al. (2017) que avaliaram o conteudo de isoorientina de E. grandiflorus
em diferentes regides do Mato Grosso do Sul, encontrando teores entre 2,12 e 21,54
Mg/mg, menores que os aqui relatados, e demonstrando a influéncia da regido na
composicdo. Alves et al. (2020), avaliou os flavonoides presentes nas folhas de
Passiflora edulis f. flavicarpa ava e encontrou 5,21 + 0,03 mg/g de isoorientina
valores semelhantes ao presente estudo. Assim, os resultados deste estudo
corroboram evidéncias anteriores e indicam que a isoorientina constitui um dos

principais flavonoides presentes nas folhas de E. grandiflorus.
2.3.6 Atividade Antimicrobiana

Para avaliar atividade antimicrobiana foi utilizado extrato etandlico com folhas
maduras nas condigdes otimizadas (etanol 60% (v/v), temperatura de 80°C e
granulometria de 80 Mesh), tendo uma concentracao inicial de 10 mg/mL (base na
amostra/folha desidratada). No teste de CIM efetuado em microplacas de 96 pogos,

verificou-se que nao houve inibicdo do crescimento das bactérias testadas, pois,
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observou-se turbidez do meio e formagédo de pontos vermelhos ao teste reagente
2,3,5-trifeniltetrazdlio, que atua como revelador do crescimento bacteriano, indicando
que houve crescimento nos pocos que coram de vermelho. Esse comportamento
sugere que a natureza predominantemente hidrofilica do extrato limita sua interagéo
com componentes estruturais de carater mais apolar das células bacterianas,
comprometendo, portanto, sua capacidade de promover inibicdo do crescimento
microbiano. Bonetti et al. (2020) avaliou a agao antimicrobiana de extratos de E.
grandiflorus sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativa e leveduras onde n&o
houve inibigdo do crescimento.

Para o ensaio in vitro dos extratos de E. grandiflorus para atividade
antifangica no Colletotrichum abscissum, os resultados sao apresentados na Tabela
10. A atividade antifungica in vitro utilizou os trés extratos (Folhas novas, maduras e
velhas) com concentragao inicial de 20 mg/mL (base na amostra/folha desidratada).
O meio foi preparado com extrato nas concentragbes de 10, 5, 2,5 e 1% (v/v) em
meio BDA (Agar Batata dextrose), sendo estimadas a partir do didmetro médio da
colénia (cm) em 10 dias de incubagao. Os resultados mostram que todos os extratos

avaliados reduziram entre 17,08 e 48,74% o crescimento do fungo.



Tabela 10 - Efeito dos extratos de E. grandiflorus no crescimento micelial C. abscissum.

Crescimento

Concentragao (%) Extrato micelial (cm) Inibicdo em %
- Controle 6,63 £ 0,38 -
Folhas Novas 3,92+0,43 41,21
10 Folhas maduras 3,42+0,14 48,74
Folhas velhas 3,637+ 0,34 45,23
- Controle 6,63 + 0,38 -
Folhas Novas 4572+ 0,26 31,16
5 Folhas maduras 4,372+ 0,34 34,17
Folhas velhas 4,372+ 0,25 34,17
- Controle 6,63 £ 0,38 -
Folhas Novas 5272+0,19 20,6
2,5 Folhas maduras 4,8°+0,08 27,64
Folhas velhas 539+ 0,33 20,1
- Controle 6,63 £ 0,38 -
Folhas Novas 552+0,08 17,08
1 Folhas maduras 5,032+ 0,47 24,12
Folhas velhas 5,339+ 0,29 19,59

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre as amostras com

p<0,05. Fonte: A autora, 2025.

O extrato das folhas em diferentes estadios de maturacdo ndo apresentaram

diferenca significativa,

folnas novas com 17,08 a 41,21%. Os resultados também demonstram uma
tendéncia dependente da concentragdo do extrato na atividade antifungica, pois os

meios com 10% de extrato foram os que obtiveram a melhor eficiéncia antifungica

(Figura 15).

tendo como resultados de inibicdo o extrato de folhas
maduras entre 24,12 a 48,74%, seguido das folhas velhas com 19,59 a 45,53% e
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Figura 15 - Crescimento micelar de C. abscissum durante 10 dias.
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Fonte: A autora, 2025.

Conforme o conhecimento atual, sdo escassos os estudos publicados sobre a
atividade antifungica do E. grandiflorus. Estudos semelhantes com extratos
etandlicos de folhas de Piper auritum e P. guajava demonstraram inibicdo entre
40,5% e 59% em espécies de Colletotrichum, valores semelhantes aos encontrados
no presente estudo (Silva; Yerena; Necha, 2021). O potencial antifungico do extrato
das Gymnema inodorum foi capaz de inibir o crescimento de micélios de
Colletotrichum gloeosporioides em 20 a 43% proximos do E. grandiflorus (Suwan,
Baison, Chuajedton, 2022).

Sabe-se que os metabdlitos secundarios de plantas possuem atividades
antifungicas e que extratos ricos em flavonoides podem apresentar inibicdo
significativa para fungos (Silva; Yerena; Necha, 2021; Mohamed; Youssef;
El-Shanhir, 2022). Assim, atividade antifungica do E. grandiflorus pode estar
relacionada ao seu conteudo fendlico, em especial aos flavonoides. Estudo realizado
por Zhong et al. (2022), com extrato de brotos de trigo-sarraceno da Tartaria,
mostrou que a isoorientina teve atividade inibitéria moderada contra Fusarium
oxysporum e F. cucumerinum, com a taxa inibitéria de 47,2% e uma concentragao
inibitoria efetiva em 146,12 pg/mL. Assim como Perovi¢ et al. (2023) verificaram a

atividade antifungica do extrato de folhas de Celtis australis contra fungos
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patogénicos (Aspergillus spp., Penicillium spp. e Fusarium verticillioides). A inibigao
do crescimento fungico foi associada a alta concentragdo de compostos fendlicos,
destacando-se a isoorientina como principal constituinte (1117,54—-2026,90 mg/q).
Estes dados contribuem para elucidar, ainda que parcialmente, a agao antifungica
observada nos extratos de E. grandiflorus que possuem o flavonoide isoorientina em

sua composi¢ao.

2.3.7 Atividade Antiglicémica e Inibicdo da Lipase Pancreatica

Os resultados da atividade antiglicémica e inibicdo da lipase pancreatica
foram realizados avaliando a atividade inibitéria da a-glicosidase e atividade da
lipase, utilizando o extrato liofilizado das folhas maduras em uma concentragao
inicial de 5 mg/mL diluido em DMSO. O extrato apresentou o percentual de inibigao
enzimatica de 45% e 36% para a-glicosidase e lipase, respectivamente, sendo um
resultado positivo para o extrato fendlico. Contudo, esse resultado difere do
encontrado por Franco et al. (2018), que avaliou a capacidade de inibigdo enzimatica
utilizando extrato de E. grandiflorus e observou porcentagem de inibicdo para
a-glicosidase 29,8 + 3,9% e 75,8 £ 17,0% para lipase utilizando como solvente
etanol 98%. Li et al. (2009) relataram atividades inibitérias significativas da
isoorientina, orientina e isovitexina contra a alfa-glicosidase, com inibicao de 47,7%,
38,22% e 30,20%, respectivamente em extratos de folhas de Crataegus oxyacantha.
Esses achados apoiam os dados obtidos para E. grandiflorus, onde foi identificada a
isoorientina, além de relatos prévios da presenca de orientina e isovitexina em sua
composicao (Garcia et al., 2015; Rocha et al., 2023; Prando et al., 2016). Espinoza,
(2013) explicam que a isoorientina estimula a captacao de glicose pelos adipécitos
tanto sensiveis quanto resistentes a insulina. Em estudo, Ziqubu et al. (2020)
observaram o efeito antiobesidase da isoorientina ao bloquear o0 armazenamento de
lipidios e aumentar a liberacdo de glicerol. Portanto, pode ser considerado que o
conteudo de compostos bioativos responsaveis pela inibicdo das enzimas é afetado
por diversos fatores como clima, exposicdo ao sol, composi¢cao do solo, exercendo

um efeito significativo nos resultados encontrados.
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2.3.8 Desenvolvimento do logurte

Para o desenvolvimento do iogurte optou-se pelo extrato obtido das folhas
maduras devido ao volume possibilitado na coleta. Verificando que as caracteristicas
bioativas entre os diferentes estadios de desenvolvimento se mantiveram préximas e
na atividade antifungica as folhas maduras apresentaram maior eficiéncia, o que é
de interesse, visto que iogurte também pode ser contaminado com sofre
contaminagao por bolores, justificando assim sua utilizagdo no desenvolvimento do
iogurte. A Figura 16, demonstra as formula¢des realizadas sendo iogurte controle,

iogurte com 0,5, 1 e 2 % (v/v).

Figura 16 - logurtes formulados com adigéo do extrato de E. grandiflorus.

Nota: da esquerda para direita iogurte controle, iogurte com 0,5; 1 e 2 % de extrato respectivamente.
Fonte: A autora.

2.3.9 Monitorizagao da Fermentagao (pH)

A evolugao da fermentacao através da acidificacdo do iogurte com adicéo do
extrato (controle - CY, 0,5%-0,5Y, 1%-1Y e 2%-2Y) foi realizada por verificagado do
pH a cada 30 min até atingir pH de 4,6+0,2, o resultado é apresentado na Figura 15
e Tabela 11. O pH inicial (tempo 0) dos iogurtes n&o foi alterado pela adigdo dos
extratos que variou de 6,5 a 6,56. Foi possivel observar que a adigdo dos extratos
nos iogurtes ndo ocasionou alteragbes no declinio do pH, tendo um tempo de
fermentagcdo semelhante entre as amostras com adigdo de extrato e o controle. O
tempo total de acidificagdo foi de 210 min. para os iogurtes 0,5Y, 1Y, 2Y e 230 min
para CY.

Resultados similares a este foram encontrados nos iogurtes formulados com
extrato das Folhas de oliveira (Olea euroaea L., variedade Oblica) onde a adigédo do

extrato nao interferiu inicialmente na formulagdo, mas reduziu o tempo de
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fermentagado dos iogurtes com 1,5%, 3,0% e 5,0% de extrato (Barukcic et al., 2022).
Em seguida, as amostras foram armazenadas durante 28 dias e o efeito dos extratos
na acidificagao foi avaliado (Tabela 11).

A partir do 7° dia houve alteragao significativa para pH (p < 0,05) quando
comparado o controle (YC) com os iogurtes adicionados de extrato. Ao avaliar a

acidez observa-se alteracao significativa (p < 0,05) a partir do dia 7.

Tabela 11 - Efeito do armazenamento nos parametros de acidez e pH

Parametros Dias CY 05Y 1Y 2Y
0 4,68° + 4,63% + 4,64° + 4,67% +
0,06 0,05 0,03 0,01
7 4,24°+0,12 4,11°+0,03 4,16°+0,13 4,05° +0,07
pH 14 4,032+0,02 4,01°+0,01 4,00°+0,01 3,98°+0,01
21 4,022 +0,01 3,98°+0,01 3,97°+0,01 3,96° +0,01
28 4,00°+0,01 3,90°+0,01 3,84°+0,01 3,85°+0,01
0 0,632 +0,05 0,64°+0,02 0,61°+0,01 0,622+0,03
7 0,90°+0,01 0,90°+0,01 0,93%+0,01 0,95%+0,01
Acidez (em 0 93
% acido 14 0,90° +0,01 +’O 01 0,93%+0,01 0,952 +0,01
latico) -
21 0,89° +0,31 0,90°+0,01 0,94%+0,01 0,972 +0,04
28 0,88°+0,01 0,92°+0,03 0,95%°+0,01 0,992 +0,04

Nota: As médias em uma linha na mesma analise com diferentes letras diferenciam-se
significativamente (p < 0,05). CY- iogurte controle, 0,5Y- iogurte com 0,5% de extrato, 1Y-iogurte com
1% de extrato, 2Y-iogurte com 2% de extrato. Fonte: A autora, 2025.

A partir do 7° dia houve alteragéao significativa para pH (p < 0,05) quando

comparado o controle (YC) com os iogurtes adicionados de extrato. Ao avaliar a
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acidez observa-se alteragédo significativa (p < 0,05) a partir do dia 7. No entanto,
maior produgdo de acido lactico foi observada no Y2 do que no iogurte natural
durante os periodos de armazenamento. Shori (2020) e Zhang et al. (2019)
observaram em seus estudos caracteristicas similares. Os resultados sugerem que
os extratos agiram de forma positiva aumentando a viabilidade da cultura do iogurte
que gerou uma maior produg¢ao de acido lactico (Shori, 2020; Zhang, et al., 2019;
Joung et al., 2016). Porém, sdo necessarios mais estudos para avaliar esta

possibilidade.

2.3.10 Composicao Centesimal das Formulagdes de logurte

Os resultados da Tabela 12, demonstram a composicdo nutricional dos
iogurtes. O teor de umidade e proteina ndo apresentou diferenga significativa (p >
0,05). Esses resultados revelam um aumento significativo (p< 0,05) no teor de cinzas
e lipidios a partir da adigdo de 1% de extrato (1Y), quando comparados ao controle.

Esses resultados sugerem que a adigdo do extrato contribuiu de forma sutil

para o aumento dos teores de lipideos e minerais presentes em E. grandiflorus.

Tabela 12 - Composigdo centesimal dos iogurtes: controle, 0,5% extrato, 1% extrato e 2% extrato

(g/100g), realizada no 7° dia.

logurtes Umidade Cinzas Proteina Lipideos
Controle 87,44% + 0,05 0,8°+ 0,002 3,822+ 0,16 3,49° + 0,08
0,5Y 87,24+ 0,10  0,80°+ 0,002 3,932+ 0,05 3,52+ 0,03
1Y 87,24°+0,02 0,81°+0,004 4,012+0,39 3,942+ 0,12
2Y 87,202+ 0,06 0,85*+0,004 4,09+ 0,31 3,99% + 0,09

As médias em uma coluna na mesma anadlise com diferentes letras diferenciam-se significativamente
(p <0,05). CY- iogurte controle, 0,5Y- iogurte com 0,5% de extrato, 1Y- iogurte com 1% de extrato, 2Y-
iogurte com 2% de extrato. Fonte: A autora, 2025.

O aumento discreto dos valores de lipidios pode ser atribuida a
homogenizagdo no processo de formulagdo do iogurte, visto que o extrato nao
atribuiria essa caracteristica por sua natureza hidrofilica. Houve um aumento no teor
de cinzas e tendéncia semelhante foi observado por Pontes et al. (2024), no teor de

cinzas de iogurtes formulados com extrato das folhas de Malvaviscus arboreus por
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Celik et al. (2023), que adicionaram cha-preto e verde na formulagdo de iogurtes,

observou se um acréscimo no teor de cinzas.

2.3.11 Avaliagao das Bactérias Lacticas e Bolores e Leveduras nos logurtes

Os resultados obtidos nas analises microbioldgicas dos iogurtes com extrato a
0,5%, 1% e 2%, além do controle, sdo apresentados na Tabela 13. Eles indicam que,
inicialmente (no dia 0, para o tratamento 2Y, e no dia 7, para as trés formulagbes
com extrato), houve pequena diferenga na contagem de bactérias lacticas, mas que
nao interferiu nas caracteristicas quimicas do iogurte como relatado anteriormente.
No entanto, essa diferenga foi superada ao longo do armazenamento. Observa-se
que, apesar da reducao inicial da viabilidade, o pH diminuiu e a acidez titulavel
aumentou, o que é esperado durante a produgado de iogurte. E possivel verificar que,
no dia 28, o desenvolvimento das bactérias estava bastante semelhante entre as
amostras. Esse resultado esta em concordancia com os obtidos na avaliagao
antibacteriana, na qual nao foi observada inibicdo do crescimento de bactérias.
Resultados similares foram encontrados em iogurtes com adicdo de cha-preto e
cha-verde. Independentemente da variedade e da concentragédo utilizadas, nao
houve diferenga significativa no numero de bactérias laticas viaveis (Celik et al.,
2023).

Quanto aos bolores e leveduras (Tabela 13) foi observado desenvolvimento
de bolores no controle (CY) nos dias 14, 21 e 28, com contagens de 6 x 103, 9 x 102
e 54 x 10® UFC/mL, respectivamente. No entanto, isso ndo foi observado nos
iogurtes com adicdo de extrato, sugerindo que a presenga do extrato de E.
grandiflorus, independentemente da concentracdo, exerceu uma acgao inibitoria
parcial. Esse dado corrobora os resultados obtidos neste estudo quanto a atividade
antifangica (Tabela 10). Os achados do presente trabalho sdo provavelmente
atribuiveis aos compostos bioativos presentes no extrato de E. grandiflorus, como a
isoorientina que teve agdo antifungica em estudos anteriores (Zhong et al., 2022;
Perovi¢ et al., 2023). Georgakouli et al. (2016), observaram que iogurtes
enriquecidos com polifendis de azeitona inibiram o desenvolvimento de bolores e
leveduras, atribuindo essa atividade a agao dos compostos bioativos presentes na
azeitona. A legislacao brasileira através da Instrugdo Normativa 161/2022 prevé os

parametros microbiolégicos para bolores e leveduras de 10° UFC/mL em iogurtes.
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Em resumo, o extrato de E. grandiflorus mostrou-se promissor para uso em iogurtes,

ajudando a controlar fungos sem prejudicar as bactérias lacticas ao longo do tempo.

Tabela 13 - Contagem de bactérias lacteas e bolores e leveduras no decorrer dos 28 dias de
armazenamento.

Bactérias lacteas (UFC/g - log)

Dias

Amostra 0 7 14 21 28

CY 6,3x10°-58 1,0x10°-6 1,1x10"-7 1,8x10"-7,2 1,8x10"-7,2
0,5Y 6,3x10°-5,8 6,5x10°-5,8 1,0x10"-7 1,2x10"-7,1 1,5x10"-7,2
1Y 6,3x10°-5,8 7,1x10°-59 1,3x10"-7,1 1,6x10"-7,2 1,6x10"-7,2

2Y 4,4x10°-56 7,1x10°-5,9 1,3x10°-7 1,8x10"-7,2 1,8x107-7,2

Bolores e Leveduras (UFC/g)

CYy - - 6x10° (est.) 9x10? (est.) 5,4x103(est.)
0,5Y - - - - -
1Y - - - - -

2y - - - - -

Bactéria laticas apresenta o resultado das UFC seguida do log. Onde CY- iogurte controle, 0,5Y-
iogurte com 0,5% de extrato, 1Y- iogurte com 1% de extrato, 2Y- iogurte com 2% de extrato,
UFC-unidade formadoras de colbnia, (est.) - estimado.

2.3.12 Avaliacdo dos Compostos Bioativos nos logurtes

Os resultados para compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante
(DPPH e ABTS) sao apresentados na Tabela 14. A adi¢cdo dos extratos aumentou
significativamente (p < 0,05) TPC nas amostras 0,5Y, 1Y e 2Y, comparadas ao
controle. Além disso, mostrou-se dependente da concentragdo do extrato: o 2Y
obteve melhores resultados para TPC. O mesmo padrao foi observado durante o
armazenamento; houve um acréscimo significativo de TPC (p < 0,05) no decorrer
dos dias para todas as amostras. Contudo, o controle (CY) estabilizou no dia 21; em
contrapartida, houve um aumento nos iogurtes com a adi¢gdo de extrato. Assim,

sugere-se que os iogurtes com extrato mantém os niveis de TPC estaveis durante
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28 dias. Os valores de TPC no controle podem ser atribuidos a presenca de
compostos fendlicos no leite, derivados da alimentagao (ragao e forragem) (Zheng et
al., 2024). Também ocorre a contribuicdo das bactérias laticas que realizam a
protedlise das proteinas do leite gerando diversos peptideos que possuem atividade
antioxidante (Shori, 2022).

E possivel observar que a adicdo dos extratos ndo resultou no aumento
expressivo dos compostos fendlicos e da atividade antioxidante esperado,
considerando o teor presente nesses extratos. Esse comportamento pode ser
atribuido as interacdes entre os compostos fendlicos e as proteinas do leite, como
caseinas e proteinas do soro. Han et al. (2019) verificaram que a mistura da caseina
com extratos de cha-verde, uva e cranberry aumentou seu tamanho devido a
interacdo quimica entre a caseina e os compostos fendlicos. De forma semelhante,
Scibisz, Ziarno, Mitek (2019), relataram que, no desenvolvimento de iogurte com
frutas, a diminuicdo da concentracdo dos compostos fendlicos ocorreu devido a
interacdo com as proteinas do leite formando complexos soluveis e insoluveis.

Sabe-se que as folhas de E. grandiflorus sao reconhecidas por sua riqueza
em compostos bioativos, incluindo isoorientina, swertiajaponina, isovitexina, acido
ferulico e acido citrico (Rocha et al., 2023; Garcia et al., 2015; Prando et al., 2016;
Strada et al., 2017). Esses resultados sugerem que o E. grandiflorus representa uma
fonte promissora para o desenvolvimento de produtos lacteos e bebidas com

propriedades bioativas.
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Tabela 14 - Avaliagdo dos compostos bioativos dos iogurtes controle e com adigéo de extrato durante
28 dias de armazenamento

Dias
Ensaio Amostra
0 7 14 21 28
oy 409+ 426B+ 4458+ 508%A+ 503"+
0,04 0,01 0,06 0,01 0,22
0.5Y 4,18 + 4580+ 487°C+ 5,048 + 5,31°A +
PC ’ 0,01 0,03 0,12 0,03 0,01
(mg 428+ 4,890+ 514+ 532+ 542%%
GAE/g) 1Y 0.01 0,03 0.09 0,01 0,01
oy AA9E+ 4050+ 521C+ 55384+ §20%+
0,03 0,06 0,06 0,07 0,02
cy 2378 + 205+ 215€P+ 260+ 2,326 +
0,02 0,01 0,03 0,06 0,01
0.5Y 2,25% + 217°C + 2,58 + 2,674+ 2,57 +
’ 0,07 0,01 0,03 0,04 0,01
DPPH
(umol v 226C+ 220+ 2628+  279%+ 260" +
TE/g) 0,07 0,01 0,11 0,02 0,01
oy 231:C+ 238C+ 27584+ D2Q95MA4 D QA4
0,05 0,08 0,04 0,01 0,08
Y 52 25% + 54970+ 5762:°C+ 6116B+ 64,97%+
0,79 0,48 0,69 2.13 7.4
05y 55518+ 5674®+ 60958+ 6476%+ 6571%+
ABTS ’ 0,42 0,48 2.89 0,42 1.2
(T“é‘/‘o)' &y 5742%°: 57,151 6340°: 68,64 6741%%
9 5,54 0,1 0,17 +2.07 117
oy 5742+ 59878+ 6687 6966+ 69,39+

4,88 0,54 +1,26 1,27 0,67

Nota: as médias em uma mesma coluna na mesma analise com diferentes letras minusculas
diference significativamente (p < 0,05) e médias em uma mesma linha na mesma analise com
diferentes letras maiusculas diference significativamente (p < 0,05). CY- iogurte controle, 0,5Y- iogurte
com 0,5% de extrato, 1Y- iogurte com 1% de extrato, 2Y- iogurte com 2% de extrato. Compostos
fendlicos totais (TPC), flavonoides totais (TF) e atividade antioxidante (DPPH, FRAP e ABTS). Fonte:
A autora, 2025.
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2.4 CONCLUSAO

Com a otimizagdo da extragdo dos compostos bioativos foi possivel
determinar que as variaveis granulometria (80 Mesh) juntamente com etanol 60%
obtiveram melhor efeito na extragdo TPC. Verificou que o desenvolvimento foliar
(folhas novas, maduras e velhas) exerce influéncia na concentragdo de compostos
fendlicos totais e por consequéncia em sua atividade antioxidante. Na avaliagao de
sua atividade bioldgica conclui-se que o extrato de E. grandiflorus ndo apresentou
acéo efetiva sobre as bactérias testadas, com tudo teve efeito positivo sobre fungo
filamentoso inibindo até 48,74% seu desenvolvimento. Apresentou atividade
antioxidante, antiglicemica e capacidade de inibicdo da lipase, que estao
relacionadas a seu conteudo de compostos fendlicos, em destaque a isoorientina.
Esse flavonoide esteve presente em diferentes estadios de desenvolvimento foliar e
tem sido amplamente estudado devido as suas atividades bioldgicas (antioxidante,
anti-inflamatéria, antifungica, antidiabética, antiobesidade e de prevencédo da
progressao do cancer), caracteristicas de grande interesse para o desenvolvimento
de alimentos funcionais. O iogurte elaborado com extrato das folhas maduras
demonstrou-se resistente ao desenvolvimento de bolores, um achado promissor no
desenvolvimento de produtos lacteos. Mas, além das possibilidades que apresentou
o extrato de E. grandiflorus, sua composi¢ao centesimal reforga seu potencial como
ingrediente alimentar, destacando-se por seu conteudo de fibra alimentar, proteinas
e minerais como calcio e potassio, caracteristicas que justificam estudos
complementares para melhor exploragcdo de sua aplicabilidade. Diante desses
resultados pode-se considerar o E. grandiflorus como uma matéria-prima promissora

no desenvolvimento de alimentos promotores da saude.
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