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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar o quanto as granulometrias e solventes
influenciam no rendimento de taninos das espécies Stryphnodendron adstringens, Myrcia
eximia e Anacardium occidentale, dos biomas brasileiros (Cerrado, Caatinga ¢ Amazonia) e
como as extragdes refletem na atividade antimicrobiana. As cascas das espécies Anacardium
occidentale L.; Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e Myrcia eximia. foram
utilizadas para caracterizacdo quimica e determinagdo do potencial antimicrobiano dos
taninos. Foram determinados o Teor de Fenodis totais, Teor de taninos condensados, e
Flavonoides; foi medido a absorbancia pelo espectrofotdmetro. Para os resultados obtidos
para teor de taninos condensados somente o Cajueiro obteve o um resultado significativo para
extragdo feita com agua com rendimento de 80 % na granulometria de 60 mesh em relagdo ao
metanol. Para o teor de fendis totais nenhum dos tratamentos obteve resultados significativos
estatisticamente. J& para o teor de flavonoides totais, o Cumaté vermelho obteve resultado
significativo tendo rendimento de 79% maior em relagcdo a dgua. Os testes antimicrobianos
com os taninos apresentaram resultados interessantes para extragdes obtidas com metanol
resultado superiores se comprarmos com a agua. A bactéria Staphylococcus aureus foi a
bactéria mais sensivel aos taninos obtidos em metanol. Ja nos extratos em obtido em agua, a
S. aureus foi sensivel somente a espécie Cumaté Vermelho. Esta diferenga entre as espécies, o
Cumaté vermelho apresenta uma maior concentracao de compostos fenolicos. A partir das
analises das extragdes de taninos identificou-se que a granulometria ndo tem nenhuma
influéncia no ganho de rendimento no teor de taninos extraidos em nenhuma das trés
metodologias utilizadas. Para os testes antimicrobianos realizados com o tanino, as extragdes
realizadas com metanol tiveram um efeito maior na inibicdo do crescimento bacteriano se
comparamos com as extra¢des utilizando a 4gua como solvente.

Palavras-chave: Anacardium occidentale. Myrcia eximia. Stryphnodendron adstringens.



ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the influence of particle size and solvents on
tannin yield of the species Stryphnodendron adstringens, Myrcia eximia, and Anacardium
occidentale, from Brazilian biomes (Cerrado, Caatinga, and the Amazon) and how the
extractions reflect on antimicrobial activity. The barks of the species Anacardium occidentale
L., Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, and Myrcia eximia were used to chemically
characterize and determine the antimicrobial potential of tannins. Total Phenol Content,
Condensed Tannin Content, and Flavonoids were determined and absorbance was measured
by the spectrophotometer. Only cashew tree obtained a significant result for the content of
condensed tannins in the extraction carried out with water, obtaining a yield of 80% in a 60-
mesh particle size compared to methanol. None of the treatments obtained statistically
significant results for the content of total phenols. Regarding the total flavonoids content, the
Red Cumate obtained a significant yield 79% higher compared to water. Antimicrobial tests
with tannins showed interesting results for extractions obtained with methanol, which were
superior to those obtained with water. Staphylococcus aureus was the most sensitive
bacterium to tannins obtained in methanol. In the extracts obtained in water, S. aureus was
only sensitive to the Red Cumate species. Red Cumate has a higher concentration of phenolic
compounds. Particle size does not influence the yield gain in the tannin content extracted in
any of the three methodologies used. For the antimicrobial tests carried out with tannin, the
extractions carried out with methanol had a greater effect on the inhibition of bacterial growth
than the extractions using water as a solvent.

Keywords: Anacardium occidentale. Myrcia eximia. Stryphnodendron adstringens.
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1 INTRODUCAO

As cascas de arvores, que sdo ricas em taninos, tém sido tradicionalmente utilizadas ha
muitos séculos pelos povos tradicionais na curticdo de peles de animais e medicamentos
fitoterapicos e a ciéncia tem avancado muito nas pesquisas sobre os compostos ativos das
cascas. Nos ultimos anos, estudos sobre a estrutura e caracterizacdo quimica dos extratos de
cascas com o objetivo de descrever seu potencial como matéria-prima para a producao de
produtos de alto valor tem sido um dos motores para potencializar a extracdo dos compostos
quimicos com fim de se aproveitar melhor os compostos e otimizar os meios de extracdo para
que tenhamos uma maior eficiéncia de rendimento (Mota et al., 2021).

Viérios estudos tém relatado a eficiéncia de casca e seus compostos, nas multiplas rotas
em biorrefinaria, bioindicadores de polui¢ao ambiental para avaliar a poluicao por nitrogénio
e na extracdo de compostos fenolicos usados como antioxidantes naturais. No geral, esses
estudos mostraram que o conhecimento da anatomia e da composi¢cdo quimica da casca ¢
essencial para o desenho de seu fracionamento (Mota et al., 2021).

Outro uso potencial para o tanino ¢ para inibi¢ao do crescimento de bactérias, surge
como uma alternativa, aos antioxidantes ¢ antimicrobianos sintéticos comumente utilizados
pela industria. Isso se deve gracas as suas caracteristicas bioativas, que se apresentam como
uma alternativa na formulag¢ao de novos produtos com agdo antioxidante e antimicrobiana, por
i1sso vale salientar a importancia de incentivar novas pesquisas para indicar as espécies com
maior potencial e quais aplicagdes seriam mais adequadas (Filho, 2021).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo, avaliar o quanto a granulometria
influencia no rendimento da extracdo de compostos fenolicos em trés diferentes cascas

oriundas de trés diferentes biomas brasileiros.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi investigar o quanto as diferentes granulometrias e
solventes influenciam no rendimento das extragdes de taninos das cascas de trés espécies
arboreas (Stryphnodendron adstringens, Myrcia eximia e Anacardium occidentale), obtidas
em diferentes biomas brasileiros e como isso reflete na atividade antimicrobiana dos extratos

obtidos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Taninos

A casca de espécies florestais representa uma importante matéria-prima de biomassa
que atualmente ¢ considerada um recurso subvalorizado e muitas vezes um residuo s6lido no
processamento de madeira. As cascas sao ricas em produtos quimicos que podem ser usados
em uma variedade de campos, de compostos farmacéuticos e bioativos a verdes polimeros e
materiais de base biologica (MIRANDA et al., 2012).

O tanino estd presente tanto na casca como na folha de espécies lenhosas, que sdo
compostos fendlicos, classificados como metabdlitos secundarios, importantes nos
mecanismos de defesa das plantas contra a radiagdo solar, herbivoria e organismos
patogénicos (SANTOS et al. 2002). A concentragdo desses compostos fendlicos na planta ¢é
afetada tanto pela genética da planta quanto pelas condigdes ambientais em que a planta se
encontra (CARVALHO et al., 2014).

Em geral, os residuos de biomassa sdo materiais heterogéneos que precisam ser
reduzidos a pequenas particulas antes do processamento. As técnicas existentes para triturar,
ndo sdo eficazes em reduzir a biomassa em fragdes homogéneas e diferentes tamanhos de
particulas podem conferir diferentes caracteristicas quimicas (PUJOL et al., 2013). De acordo
com Miranda et al. (2013), realizando estudos prévios com cascas de eucalipto, notou-se que
os extrativos estavam presentes em grande parte nas fragdes mais finas das amostras de cascas
de eucalipto e bétula, enquanto as fracdes maiores estavam presentes celulose e
hemiceluloses. Portanto, o fracionamento da biomassa pode ser usado para enriquecimento de
componentes especificos, aproveitando as diferencas quimicas e estruturais (MIRANDA et
al., 2012).

Os taninos sdo usados principalmente pela industria do couro, tanto para tratamento e
tanto para coloragdo do couro desde os séculos passados (PIZZI, 2008). No entanto, a
estrutura fenolica dos taninos tem potencial para usar em outras aplicagdes, como adesivos
para industria da madeira (PIZZI, 2006), espumas isolantes (TONDI et al., 2009), industria
mineral, industria de produgdo de vinho, nutricdo animal, 6leo industria (PIZZI, 2006). Os
taninos extraidos também podem ser utilizados como adesivo, biocida e fungicida, o que
poderia abrir uma nova dimensao para a industria de madeira (DAS,2020). Ele também tem a

potencialidade de fazer proteinas e outros polimeros como a pectina rapidamente com o uso
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na ciéncia médica todas essas aplicagdes tornam os taninos um importante bioquimica verde

que hoje atrai pesquisadores (DAS, 2020).

3.2 Biomas

3.2.1 Cerrado

O cerrado abrange 23% do territorio brasileiro, ¢ um dos 5 grandes biomas do pais,
estando presente nas regides norte, nordeste, centro-oeste, € uma pequena por¢ao no estado do
Parana (RIBEIRO,1998). Possui uma das maiores biodiversidades do mundo, estima-se que
tenha mais de 6 mil espécies arboreas, sendo que mais de 40% das espécies de plantas
lenhosas sdo endémicas. E considerado um dos maiores hotspots do mundo ao lado da Mata
Atlantica, sendo um dos biomas mais ricos e ameacados do mundo (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE - MMA, 2002).

A localizagdo e extensao do cerrado sdo determinadas pelo clima tropical com
precipitagdo média variando entre 750 a 2000 mm por ano. Somente duas estagdes climaticas
ocorrem no cerrado, sendo a estacdo seca que dura cerca de 5 meses de maio a outubro, ¢ a

estacao chuvosa, no restante do ano de outubro a maio (MMA, 2002).

3.2.2 Caatinga

A caatinga ¢ localizada no Nordeste brasileiro, ¢ o unico bioma com todos limites
dentro do nosso territorio, seu patrimonio bioldgico ndo ¢ encontrado em nenhum outro lugar
do mundo (ASSOCIACAO CAATINGA- AC, 2021). O estado do Ceara possui a maior area
de caatinga no Brasil, fazendo divisa com os biomas Mata Atlantica, Amazoénia e Cerrado. A
caracteristica mais marcante do bioma ¢ por apresentar um clima tropical semiarido, com
chuvas inferiores a 750mm anuais, tendo na maior parte do ano temperatura média de 26°C. A
caatinga ¢ um espaco de resiliéncia pois poucas regides vivem stress hidrico tdo constante, e
com tanta diversidade, mas as formas de vida que adaptaram a este sistema e vivem de forma
equilibrada, vivendo cada estacdo como se fosse a tnica (INSTITUTO CHICO MENDES
Biodiversidade, 2020).

A vegetacdo da caatinga ¢ adaptada a aridez do solo e escassez de 4gua. Em estagdes
umidas, da caatinga se assemelha a uma mata, devido a sua exuberancia e transforma¢do. Em

areas com solo pedregoso a vegetagao predominante ¢ a arbustiva e plantas tortuosas. A
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vegetacdo comum nas regides mais secas, sdo cacticeas, como facheiro, o mandacaru, o
xique-xique, que sdo usadas na alimentacdo dos animais no periodo de seca, ¢ comum
encontrar bromeliaceas como macambira (AC, 2021).

Na caatinga a vegetacdo desenvolveu um sistema complexo de raizes formando um
emaranhado que chega a ser maior do que a propria copa da planta, que também ¢ um sistema
de armazenamento de agua gragas as raizes tuberosas, que possibilita a sobrevivéncia no
periodo seco. Outras espécies possuem o caule suculento, que também tem a capacidade de
armazenar agua. No periodo seco as plantas perdem as folhas desta forma elas diminuem o

gasto energético, sem folhas a taxa fotossintética ¢ reduzida (AC, 2021).

3.2.3 Amazonia

O Bioma Amazonico ocupa mais de 40% do territério brasileiro e ¢ constituido
principalmente por uma floresta tropical. A Amazonia estd presente no Acre, Amapa,
Amazonas, Pard e Roraima, e parte do seu territorio presente nos estados do Maranhao, Mato
Grosso, Rondonia e Tocantins. A Amazonia ¢ formada por diversos ecossistemas como
florestas densas de terra firme, florestas estacionais, florestas de igapd, campos alagados,
varzeas, savanas, refligios montanhosos e formagdes pioneiras (INSTITUTO FLORESTAS
BRASILEIRAS, 2020).

3.3 Espécies

3.3.1 Barbatimao (Stryphnodendron adstringens)

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, Leguminosae, conhecido como
‘barbatimdo’, ocorre na regido central de savana do Brasil. A casca do caule desta planta ¢
usada popularmente como anti-inflamatorio e adstringente, € no tratamento de feridas e
infeccoes vaginais (GARLET, 2019). Além disso, atividades antiulcerogénicas, anti-
inflamatorias e antibacterianas ja foram relatadas em fragcdes do extrato bruto da casca de S.
adstringens (LIMA et al., 2016). A casca de S. adstringens ¢ rica em taninos condensados,
compostos por varios flavan-3-6is, como prodelfinidinas e prorobinetinidinas (ISHIDA et al.,

2012). A casca do caule desta espécie possui um teor de pelo menos 20% de taninos

(SANTOS et al., 2002).
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O Barbatimao (Stryphnodendron adstringens) ¢ comumente encontrado no cerrado
brasileiro que ¢ muito utilizado na medicina tradicional. A casca tem uma concentragdo muito
alta de taninos que sdo substancias fenolicas que precipitam e combinam-se formando
compostos complexos e resistentes (NASCIMENTO et al., 2021). Estes compostos conferem
suas propriedades farmacologicas, muito utilizadas pelo efeito antimicrobiano, anti-
inflamatorio, protetor da mucosa gastrica e acdo adstringente sobre ferimentos
(RODRIGUES, 2012). O uso do barbatimdo ainda deve ser explorado e aplicado em
diferentes formas farmacéuticas, e na industria na fabricagdao de colas a base de taninos que
ndo liberam compostos a base de ureia (NASCIMENTO et al., 2021).

Os fatores edafoclimaticos como composi¢do do solo, dgua, estresse, temperatura e
umidade podem influenciar nos niveis de compostos fenodlicos presentes nas plantas. As
quantidades de tanino alteram durante o desenvolvimento da planta e também como resposta a
mudangas ambientais. Essas variagdes influenciam diretamente a qualidade da planta para uso

medicinal e industrial (SANTOS et al., 2006).

3.3.2 Cumaté vermelho (Myrcia eximia)

A espécie arborea Myrcia eximia DC, pertencente a familia Myrtaceae, tem ocorréncia
confirmada em florestas secundéarias na Amazonia brasileira. Ainda necessitamos de novos
estudos para agregar valor e para usos diretos para a casca desta espécie com base em seu
conteudo polifendlico e capacidade antioxidante. Com base em estudos recentes, ¢ evidente
que a casca de M. eximia tem um grande potencial de ser uma fonte natural de compostos
fenodlicos e antioxidantes, e seus extratos podendo ser utilizada na induastria alimentar e

farmacéutica e em varios produtos a base de tanino condensado (ARAUIJO et al., 2019).

3.3.3 Cajueiro

O cajueiro Anacardium occidentale L., ¢ uma espécie comum em regides com
temperatura elevada e com boa disponibilidade hidrica. Na regido Nordeste do Brasil, esta
espécie gera um grande movimento econdmico para regido, o principal produto € a castanha
(fruto) e ao pedinculo que possui alto teor de vitamina C, também muito utilizado na
produgdo de sucos naturais (FILHO, 2021).

Anacardium occidentale tem diversas propriedades como antioxidantes, cicatrizantes,

anti-inflamatoria e antimicrobiana. No Nordeste Brasileiro a pratica fitoterapica desta espécie
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¢ bem comum, utilizado para aliviar dor de garganta, gengiva, bronquite, artrite, ictericia,

asma e até mesmo como afrodisiaco (FILHO, 2021).

3.3.4 Microrganismos

Listeria monocytogenes ¢ um patdgeno muito importante no setor alimentar, a
contaminagdo com esse microrganismo pode causar listeriose. Uma doenca que causa
gastroenterite e, casos graves da doenca pode ocasionar meningoencefalite, meningite e
septicemia. A listeriose pode ser fatal para grupos riscos bem definidos (idosos, neonatos,
gestantes e pessoas imunodeprimidas), podendo levar a 6bito em caso de um surto da doenga,
mesmo que raro. No Brasil, L. monocytogenes gera muitas contaminacdes, ha muitos estudos
com os queijos Minas frescal e de coalho, por serem elaborados com leite cru. Mesmo com
processo de pasteurizagdo assegure a destrui¢do de L. monocytogenes no leite, o patogeno ¢é
detectado em produtos lacteos mesmo pasteurizados, isso pode ocorrer por conta da
contaminagdo cruzada apds a pasteurizagdo do leite durante o processamento dos queijos. Na
industria, a cepas podem residir no ambiente durante muitos meses até mesmo anos, servindo
como focos de contaminagdo apds a pasteurizacao do leite (EMBRAPA,2009).

O Staphylococcus aureus € uma bactéria sdo do grupo gram-positivos, apesar de fazer
parte da microbiota humana elas sdo responsaveis por causar infec¢des simples como
espinhas até mesmo infecgdes mais graves como pneumonia, meningite endocardite e entre
outras. No processo de descoberta dos antibidticos ela foi uma das primeiras bactérias a serem
controladas, mas devido a sua capacidade de adaptacdo e resisténcia tornou-se uma das
espécies de maior importancia quando o assunto ¢ infeccdo hospitalar e comunitéria.
(SANTOS, 2007).

Klebissiela oxytoca ¢ uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete, com uma
capsula de polissacarideo proeminente, que fornece uma resisténcia contra os mecanismos de
defesa do host. Klebissiela as espécies estdo normalmente associadas as infecgdes adquiridas
na comunidade e em hospitais, particularmente em pacientes imunocomprometidos. Os
pacientes submetidos a prostatectomias, procedimentos neurocirirgicos, cateteres
intravasculares, colonoscopias, transfusdes de plaquetas, urinarios infecgdes do trato e
induzidas por virus ou antibidticos pré-existentes colites sao mais propensas a infec¢ao por K.
oxytoca que levam a resisténcia bacteriana (TRIVEDI, 2015).

Escherichia coli esta presente na flora do intestino humano ela ¢ facultativa ndo

patogénica. Algumas cepas de E. coli, no entanto, desenvolveram a capacidade de causar
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doengas do sistema gastrointestinal, urinario ou do sistema nervoso central, mesmo nos
hospedeiros humanos mais robustos. As cepas diarreiogénicas de E. coli podem ser divididas
em pelo menos seis categorias diferentes com esquemas patogenicos distintos
correspondentes. Juntos, esses organismos provavelmente representam a causa mais comum
de diarreia pediatrica em todo o mundo. Varias sindromes clinicas distintas acompanham a
infeccdo com categorias diarreiogénicas de E. coli, incluindo diarreia do viajante (E. coli
enterotoxigénica), colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica (E. coli
enterohemorragica), diarreia persistente (E. coli enteroagregativa) e diarreia aquosa de bebés
(E. coli enteropatogénica) (NATARO, 1998).

Estudos recentes mostram a capacidade de o tanino associar-se com proteinas a partir
da ligacao de hidrogénio e interagdes hidrofobicas, facilitando a precipitagao das proteinas,
sendo comumente utilizado no curtimento de pele animal e apresentando um efeito
antimicrobiano. Os taninos sdo utilizados popularmente na medicina tradicional por suas
propriedades antioxidantes, antiviral, antitumoral, antidiarreico e antisséptico (FILHO, 2021).

Os taninos possuem a capacidade de se associar com moléculas de proteinas a partir de
ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas, facilitando o processo de precipitacdo das
proteinas sendo utilizado para o curtimento de pele animal e apresentando efeito
antimicrobiano (PIZZI, 2019; MOLINO et al., 2020). Além disso, a sua utiliza¢do na
formulagdo de medicamentos estd relacionada as suas propriedades adstringentes,
antioxidante, antiviral, antitumoral, antidiarreico e antisséptico (BRUNETON, 1991; ASHOK
e UPADHYAYA, 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e preparacio das cascas

As amostras coletas foram de seis individuos de Anacardium occidentale L.,
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e Myrcia eximia DC, espécies arboreas comuns
nos biomas Caatinga, Cerrado ¢ Mata Atlantica com didmetro a altura do peito (DAP) médio
de 13.8,10.2,44.8 e 15.9 respectivamente. Posteriormente, as cascas coletadas foram secas em
estufas solares até ser observada a auséncia de umidade e em seguida foram submetidas a
moagem em um moinho do tipo martelo, para obtencdo de um material com menor
granulometria. Ap6s a moagem, as cascas foram classificadas usando uma parte do material

que foi passado pela peneira de 28, 35, 60 ¢ 80 mesh.
4.2 Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi realizado inteiramente ao acaso. Para cada espécie
foi realizada um total de 16 extracdes. Quatro granulometrias de cascas (28; 35; 60 e 80 mesh)
foram avaliadas para cada solvente (agua e metanol) em duplicata, compondo-se os

tratamentos que podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1 — Delineamento Experimental

Tratamentos
Solventes Espécies Granulometria
e Agua o Anacardium occidentale L. o 28
e Metanol e  Mpyrcia eximia DC e 35

o Stryphnodendron

adstringens (Mart.) Coville 60

e &0

Fonte: Do autor (2021).

4.3 Extraciao dos Taninos

lg de casca (base seca) foi adicionada em 30 mL de dgua deionizada e colocada em
banho-maria por 3 horas a uma temperatura de 70°C. A solug¢ao foi filtrada em um cadinho n °
2. Esse procedimento foi repetido em solugcdo de metanol a 70 %. Os extratos filtrados foram

reservados em geladeira para anélises posteriores.



19

4.4 Caracterizacao dos extratos
4.4.1 Quantificacido do teor fenolicos totais

A concentra¢do de fendlicos totais foi determinada seguindo a metodologia Folin-
Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). Para isso, uma aliquota de 100 puL dos extratos das
cascas foi misturada com 4 mL do reagente Folin-Ciocalteu e apos 6 min, foram adicionados
4 mL de uma solugdo de carbonato de sédio 7% (m/v). Apds uma incubagdo de 15 minutos
em um banho a 45 °C, a absorbancia foi lida em um comprimento de onda de 760 nm. A
curva de calibracao foi obtida utilizando 4cido galico como padrao e o resultado foi expresso

em miligramas de acido galico equivalentes (GAE)/g do extrato de casca seca.
4.4.2 Quantificacio do teor de flavonoides totais

A concentragao de flavonoides totais foi determinada utilizando o método de reagao
com cloreto de aluminio (ZHISHEN; MENGCHENG; JIANMING, 1999). Aliquotas de 1,0
mL dos extratos das cascas foram misturadas com 4,0 mL de dgua deionizada, seguido por 0,3
mL de solugdo nitrito de sdédio 5% (m/v). Apds 5 minutos de reacdo, 0,3 mL de uma solucao
de cloreto de aluminio 10% (m/v) foram adicionados a mistura. Em seguida, 2,0 mL de
solug@o de hidroxido de sédio 4% (m/v) foram adicionados juntamente com mais 4,0 mL de
agua deionizada. A absorbancia foi medida em um comprimento de onda de 510 nm, e os
resultados foram expressos em miligramas catequina equivalente (CE) g do extrato da casca

seca.
4.4.3 Quantificacio dos taninos condensados

O teor de taninos condensados foi obtido utilizando a metodologia da vanilina-acido
sulfurico (SUN; SILVA; SPRANGER, 1998). Para a reagdo da vanilina com os polifenois das
amostras ocorra, uma aliquota de 1,0 mL dos extratos das cascas foi misturada com 2,5 ml de
vanilina a 1,0% (m/v) em metanol e depois foram adicionados mais 2,5 mL de 4cido sulfurico
a 25% (v/v) em metanol. As absorbancias foram obtidas em um comprimento de onda de 500
nm ap6s 15 minutos de reagdo e os resultados foram expressos em miligramas de catequina

equivalente (CE) g do extrato de casca.
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4.5 Teste de sensibilidade das bactérias

4.5.1 Microrganismos e Padronizac¢ao do indculo

Para o teste de sensibilidade aos extratos das cascas foram utilizados microrganismos
gram positivos - Staphylococcus aureus ATCC 23925, Listeria monocytogenes ATCC19117-
€ microrganismos gram negativos — Klebissiela oxytoca e Escherichia coli K12. As cepas
pertenciam a colecdo de cultura do Laboratério de Microbiologia de Alimentos no
Departamento de Ciéncias de Alimentos da Universidade Federal de Lavras. As culturas de
estoque estavam mantidas em meio de congelamento (Glicerol - 15 mL; peptona
bacterioldgica - 0,5 g; extrato de levedura - 0,3 g; NaCl - 0,5 g; agua destilada 100 mL) a -
20°C.

Os microrganismos alvo foram reativados em caldo BHI (Brain Heart Infusion), as
quais foram incubadas a 37+2 °C por 24 horas. Em seguida, os microrganismos foram
centrifugados a 10000 g por 5 minutos a 4 °C, ressuspendidas em solug¢do salina 0,85% (p/v) e

padronizadas na escala de McFarland a 0.5, equivalente a 10° UFC/mL.

4.5.2 Teste sensibilidade das bactérias

O teste de sensibilidade das bactérias aos diferentes extratos foi realizado pelo método
disco-difusdo em agar (NCCLS, 2003). Resumidamente, os microrganismos padronizados
foram espalhados por semeadura em agar triptase de soja (TSA). Discos de papel filtro (6
mm) estéreis, foram depositados, assepticamente, sob a superficie do agar apds a semeadura e
impregnados com 10 Ul de extratos das diferentes cascas de extracdes feitas a 60 mesh. As
placas foram incubadas a 37+2 °C por 24 horas. O antibiético cloranfenicol 0,5 % (p/v), foi
utilizado como controle. O teste avaliou o halo de inibi¢cdo, que foi expresso em milimetros

(mm). As analises foram realizadas em triplicata.

4.6 Analise estatistica

O delineamento inteiramente casualizado foi aplicado para avaliar os teores de taninos
condensados, flavonoides totais ¢ fenodis totais dos extratos tanicos. As médias dos teores
determinados em analise foram comparadas pelo teste Tukey com 5% de significancia no

software estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor de taninos condensados

5.1.1 Cajueiro

Nos resultados obtidos para o teor de taninos condensados do Cajueiro, podemos
observar que nas extragdes realizadas em agua, ndo houve diferenca estatistica entre as
granulometrias 28 ¢ 80 mesh (FIGURA 1 A). J4 entre as granulometrias de 35 e 60 mesh os
resultados apresentaram diferenca estatistica, sendo que o rendimento na granulometria de 60
mesh foi cerca de 83% maior do que na granulometria de 35 mesh. Quando se analisa os
resultados da extracdo em metanol (FIGURA 1 B), ndo houve diferenga estatistica entre todos
os tratamentos. Desta forma, independente da granulometria do material, ndo ha diferenca no
rendimento na extracdo. Comparando as extragdes realizadas, podemos perceber que o
metanol apresentou um ganho de rendimento médio de cerca de 87% no teor de taninos

condensados em relagdo a 4gua (TABELA 5).

Figura 1 — Grafico Boxplot para o teor de taninos condensados obtidos por extracdo em agua
e metanol da espécie Cajueiro.
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Legenda: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
Fonte: Do autor (2021).
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Tabela 2 — Média referente ao Boxplot de Taninos Condensados extraidos em agua e para
extraidos em metanol.

Granulometria
Tratamentos 28 35 60 80
Agua 202,20 ab 167,40 b 306,27 a 229,86 ab
Metanol 404,10 a 330,30 a 407,01 a 502,05 a

Fonte: Do autor (2021).
Nota: Letras repetidas na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

5.1.2 Cumaté Vermelho

De acordo com os resultados obtidos para o teor de taninos condensados do Cumaté
vermelho, nas extragdes realizadas em agua (FIGURA 2 A) e para extragdes realizadas com
metanol (FIGURA 2 B) nao houve diferenca estatistica entre as granulometrias, independente
da granulometria utilizada o rendimento sera estatisticamente o mesmo. Quanto as extragdes
realizadas, podemos perceber que o metanol apresentou um ganho de rendimento médio de

cerca de 63% no teor de taninos condensados em relagdo a 4gua (TABELA 5).

Figura 2 - Grafico Boxplot para o teor de taninos condensados obtidos por extracao em agua e
metanol da espécie Cumaté Vermelho.
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Legenda: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
Fonte: Do autor (2021).
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Tabela 3 — Média referente ao Boxplot de Taninos Condensados extraidos em agua e para
extraidos em metanol.

Granulometria
Tratamentos 28 35 60 80
Agua 994,41 a 370,67 a 730,19 a 1263,18 a
Metanol 855,42 a 1084,73 a 1015,80 a 1707,86 a

Fonte: Do autor (2021).
Nota: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.

5.1.3 Barbatimao

Nos resultados obtidos com Barbatimao para o teor de taninos condensados, tanto para
as extracOes realizadas em agua (FIGURA 3 A) quanto para as extragdes realizadas com
metanol (FIGURA 3 B) estatisticamente ndo houve nenhuma diferenca entre os resultados. Se
compararmos os resultados independente da granulometria utilizada ndo ha nenhum ganho
estatistico no rendimento das extra¢des. Porém, o metanol se mostrou mais eficiente na
extragdo, pois apresentou um ganho de rendimento médio de cerca de 87% no teor de taninos

condensados em relagdo a 4gua (TABELA 5).

Figura 3 - Grafico Boxplot para o teor de taninos condensados obtidos por extragdo em agua e
metanol da espécie Barbatimao.
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Legenda: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
Fonte: Do autor (2021).
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Tabela 4 — Média referente ao Boxplot de Taninos Condensados extraidos em agua e para
extraidos em metanol.

Granulometria
Tratamentos 28 35 60 80
Agua 400,74 a 592,37 a 469,42 a 524,04 a
Metanol 663,95 a 552,64 a 686,44 a 905,88 a

Fonte: Do autor (2021).
Nota: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Tabela 5 - Porcentagem de variacdo da quantidade de Taninos Condensados extraidos em
agua para extraidos em metanol.

Granulometria Cajueiro (%) Velfrlll(:;i)te( %) Barbatimao (%)
28 99.8 -14.0 99.8
35 97.3 192.6 97.3
60 32.9 39.1 32.9
80 118.4 35.2 118.4
Ganho Médio % 87 63 87

Fonte: Do autor (2021).

5.2 Determinacao do Teor de Fenois Totais

5.2.1 Cajueiro

Os resultados dos teores de fendis totais para a espécie Cajueiro ndo mostraram
diferenca estatistica entre as extracdes feita com agua (FIGURA 5 A) e para extracdes feitas
com metanol (FIGURA 5 B). O metanol se mostrou mais eficiente nas extragdes de taninos,

com um rendimento de ganho de 83% em relacdo a agua (TABELA 9).
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Figura 4 - Grafico Boxplot para o teor de fenois totais obtidos por extracdo em agua e
metanol da espécie Cajueiro.
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Legenda: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
Fonte: Do autor (2021).

Tabela 6 — Média referente ao Boxplot de Fendis Totais extraidos em agua e para extraidos

em metanol.
Granulometria
Tratamentos 28 35 60 80
Agua 115,65 a 190,11 a 145,78 a 167,31 a
Metanol 285,57 a 245,87 a 282,80 a 270,24 a

Fonte: Do autor (2021).
Nota: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.

5.2.2 Cumaté Vermelho

Os resultados desta analise no Cumaté vermelho ndo apresentaram diferencas
estatistica entre as amostras das extragoes realizadas para agua (FIGURA 6 A) e das extragdes
realizadas com metanol (FIGURA 6 B). De certo modo o metanol se mostrou mais eficiente
devido ao ganho de rendimento médio 35% em relacdo a agua no teor de fendis totais

(TABELA 9).
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Figura 5 - Grafico Boxplot para o teor de fenois totais obtidos por extracdo em agua e
metanol da espécie Cumaté Vermelho.
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Legenda: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
Fonte: Do autor (2021).

Tabela 7 - Média referente ao Boxplot de Fenois Totais extraidos em 4agua e para extraidos em

metanol.
Granulometria
Tratamentos 28 35 60 80
Agua 142,89 a 103,46 a 115,86 a 185,44 a
Metanol 135,26 a 171,38 a 191,52 a 21445 a

Fonte: Do autor (2021).

Nota: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

5.2.3 Barbatimao

Os extratos de barbatimao em relacdo ao teor de fendis totais nao diferiram
estaticamente nem nas extracdes realizadas com agua (FIGURA 6 A) nem para as extragdes
realizadas com metanol (FIGURA 6 B). A extragdo realizada com metanol obteve um

rendimento melhor comparado a 4gua, pois apresentou um ganho de 72% para teor de fenois
totais (TABELA 9).
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Figura 6 - Grafico Boxplot para o teor de fenois totais obtidos por extragdo em agua e metanol
da espécie Barbatimao.
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Legenda: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
Fonte: Do autor (2021).

Tabela 8 — Média referente ao Boxplot de Fenodis Totais extraidos em agua e para extraidos

em metanol.
Granulometria
Tratamentos 28 35 60 80
Agua 76,77 a 72,17 a 70,41 a 79,53 a
Metanol 110,36 a 104,17 a 146,12 a 151,42 a

Fonte: Do autor (2021).
Nota: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Tabela 9 - Porcentagem de variagdo da quantidade de Fendis totais extraidos em agua para
extraidos em metanol.

Cumaté
Granulometria Cajueiro (%) Barbatimio (%)
Vermelho (%)
28 146.9 -53 43.8
35 293 65.7 443
60 94.0 65.3 107.5
80 61.5 15.6 90.4
Ganho Médio % 83 35 72

Fonte: Do autor (2021).
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5.3 Determinacao do Teor de Flavonoides Totais

5.3.1 Cajueiro

O Cajueiro ndo apresentou nenhuma diferenca estatistica entre as extragdes realizadas
com agua (FIGURA 7 A) e entre as extragoes realizadas com metanol (FIGURA 7 B) para o
teor de flavonoides totais. Este resultado também nos mostra que independente da
granulometria utilizada o rendimento ndo difere. Novamente, as extracdes realizadas com

metanol foram melhores devido ao ganho de rendimento médio de 31% se comparado a dgua

(TABELA 13).

Figura 7 - Grafico Boxplot para teor de flavonoides totais obtidos por extragdo em agua da
espécie Cajueiro.
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Legenda: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
Fonte: Do autor (2021).

Tabela 10 - Média referente ao Boxplot de Flavonoides Totais ados extraidos em agua e para
extraidos em metanol.

Granulometria
Tratamentos 28 35 60 80
Agua 3,73 a 3,74 a 5,82 a 5,82 a
Metanol 165,71 a 126,05 a 149,15 a 144,89 a

Fonte: Do autor (2021).
Nota: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
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5.3.2 Cumaté Vermelho

O Cumaté vermelho apresentou resultados estatisticamente diferentes para os teores de
flavonoides somente entre as extragdes realizadas com metanol (FIGURA 8§ B). Nao houve
diferenca estatistica entre os resultados entre as extracdes realizadas em agua (FIGURA 8 A).
Para os resultados obtidos em metanol, observamos que se compararmos as granulometrias de
28, 35 e 60 estatisticamente elas sdo idénticas. Somente nos resultados da granulometria de 80
mesh podemos percebemos uma diferenga estatistica quando comparado com os outros
tratamentos. Em relagdo ao ganho observado na granulometria de 80 mesh com relagdo a de
28 mesh o ganho foi de 79 %, ja entre 80 mesh e 35 mesh o ganho foi 27% nas extragdes.
Podemos perceber que o metanol tem um ganho de rendimento médio de 57% no teor de

flavonoides totais em relacao a dgua (TABELA 13).

Figura 8 - Grafico Boxplot para o teor de flavonoides totais obtidos por extragdo em agua da
espécie Cumaté vermelho.
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Fonte: Do autor (2021).
Legenda: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Tabela 11 - Média referente ao Boxplot de Flavonoides Totais extraidos em agua e para
extraidos em metanol.

Granulometria
Tratamentos 28 35 60 80
Agua 389,66 a 155,02 a 289,97 a 603,03 a
Metanol 460,08 b 356,70 b 493,30 ab 672,01 a

Fonte: Do autor (2021).
Nota: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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As extragOes realizadas para o teor de flavonoides totais do barbatimao, observamos

que as extragoes realizadas para dgua (FIGURA 9 A) e para extracdes realizadas para metanol

(FIGURA 9 B), estatisticamente ndo possui diferencas entre as granulometrias, ou seja,

independente de qual for utilizada ndo havera um ganho de rendimento significativo entre as

extracdes. Podemos perceber que o metanol apresentou um ganho de rendimento médio de

cerca 179 % em relacdo a 4gua para o teor de flavonoides totais (TABELA 13).

Figura 9 - Grafico Boxplot para teor de flavonoides totais obtidos por extragao em agua da

espécie Barbatimao.
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Legenda: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
Fonte: Do autor (2021).

Tabela 12 - Média referente ao Boxplot de Flavonoides Totais os extraidos em agua e para

extraidos em metanol.

Granulometria
Tratamentos 28 35 60 80
Agua 30,68 a 26,60 a 65,92 a 30,73 a
Metanol 65,88 a 92,81 a 111,61 a 117,70 a

Fonte: Do autor (2021).

Nota: Letras iguais entre os tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
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Tabela 13 - Porcentagem de variagdo da quantidade de Flavonoides totais extraidos em agua
para extraidos em metanol.

Granulometria Cajueiro (%) Velfrllleln;i)te( %) Barbatimao (%)
28 43.41 18.1 114.7
35 32.69 130.1 248.9
60 24.64 70.1 69.3
80 23.91 11.4 283.0
Ganho médio % 31 57 179

Fonte: Do autor (2021).

5.4 Teste de sensibilidade das bactérias

Fazendo um comparativo entre os extratos utilizados neste trabalho, foi possivel
perceber que os extratos obtidos em metanol apresentaram resultado superior aos extratos
obtidos em 4gua. A bactéria Staphylococcus aureus foi a bactéria mais sensivel aos taninos
obtidos em metanol onde as trés espécies estudadas apresentaram poder antimicrobiano,
sendo que o extrato de Cumaté Vermelho apresentou os maiores halos de inibigdo com
didmetro médio de 8,71 mm, seguido pelo extrato de Barbatimdo e Cajueiro, com halos de
diametro médio de 8,56 ¢ 7,83 mm respectivamente (FIGURA 10). Ja nos extratos obtido em
agua, a S. aureus foi sensivel somente a espécie Cumaté Vermelho com halos de inibig¢ao
médios de 8,09mm de didmetro. Esta diferenca entre as espécies pode ser devido a maior
concentragcdo de compostos fendlicos encontrados nas cascas de Cumaté Vermelho, ja que os
valores obtidos para teores de taninos condensados podem chegar ao dobro dos encontrados
nas cascas das outras espécies.

Essas diferencas de concentracdo de compostos fenolicos também podem a ajudar a
explicar os resultados obtidos para a bactéria Listeria monocytogenes, que apresentou
sensibilidade somente aos compostos fendlicos extraidos da espécie de Cumaté Vermelho. Os
halos de inibi¢ao de crescimento foi de 8,09 e 7,95 mm para os extratos obtidos em agua e
metanol, respectivamente. Os taninos das espécies de Cajueiro e Barbatimao nao foram
capazes de inibir o crescimento da L. monocytogenes em nenhum dos solventes utilizados
para extragdo.

Estes resultados estdo em acordo com a literatura, ja que Molino et al (2020) constatou
que os taninos sdo antimicrobianos mais eficientes em bactérias gram-positivas. Por isso, os
resultados positivos foram observados somente nas bactérias gram-positivas analisadas (S.
aureus € L. monocytogenes). Os extratos obtidos neste estudo ndo foram capazes de inibir o

crescimento de nenhuma das bactérias gram-negativas testadas (Klebissiela oxytoca e
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Eschirichia coli). A resisténcia de bactérias ¢ um dos temas que mais preocupam as diferentes
areas da satde e incentivam as pesquisas envolvendo a busca por novas substancias capazes
de inibir o crescimento bacteriano e consequentemente infec¢des que podem ser
desenvolvidas.

Os compostos fenolicos obtidos de cascas de arvores sdo capazes de se ligar
covalentemente as proteinas e precipita-las, devido a sua capacidade quelante (LORENCO et
al., 2021). Nesse mecanismo, os taninos se ligam as proteinas presentes nas membranas das
bactérias e provocam uma desestabilizagdo estrutural, impedindo assim a duplicacdo e

consequentemente o crescimento bacteriano. Além disso, os taninos também tém alto poder

antioxidante (FILHO, 2021).

Tabela 14 - Determinagdo da sensibilidade bacteriana (Difusdo em disco) de cepas
microrganismos ao uso dos extratos tanicos de diferentes espécies de arvores.

Agua

Cumaté
Microrganismos Cajueiro (mm) Barbatimio (mm) Controle
Vermelho (mm)

S. aureus ATCC

- 8,59+0,13 - 31,41£2,23
23925

L. monocytogenes

- 8,09+0,26 - 34,90+2,31
ATCC 19117
K. oxytoca - - - 32,85+2.,45
E. coli K12 - - - 31,86+2,63
Metanol
Cumateé

Microrganismos Cajueiro (mm) Barbatimao (mm) Controle

Vermelho (mm)

S. aureus ATCC

7,83+0,84 8,71+0,38 8,56+0,49 31,41+2,23
23925
L. monocytogenes
- 7,95+0,38 - 34,90+2,31
ATCC 19117
K. oxytoca - - - 32,85+2,45
E. coliK12 - - - 31,86+2,63

Fonte: Do autor (2021).
Nota: Os valores sdo média + desvio padrdo (SD). - = ndo apresentou halo de inibi¢éo.
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Figura 10 - Teste de difusdo em disco.

Legenda: A= Cumaté Vermelho em L. monocytogenes; B= Cajueiro em L. monocytogenes, C=
Barbatimédo em L. monocytogenes; D= Cumaté Vermelho em K. oxytoca; E= Cajueiro em K. oxytoca;
F= Barbatimao em K. oxyfoca, G= Cumaté Vermelho em E. Coli; H= Cajueiro em E. Coli; 1=
Barbatimdo em E. Coli; J= Cumaté Vermelho em S. aureus;, K= Cajueiro em S. aureus; L=
Barbatiméo em S. aureus.

Fonte: Do autor (2021).
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6 CONCLUSAO

A partir das andlises das extracdes de taninos identificou-se que a granulometria nao
tem nenhuma influéncia no ganho de rendimento no teor de taninos extraidos em nenhuma
das trés metodologias utilizadas. Por meio das andlises, observamos que o solvente escolhido
para as extracdes, pode ter maior influéncia nos resultados, o metanol foi o solvente com a
maior eficiéncia na obtencdo de taninos em relagdo a dgua. Economicamente extrair em
granulometrias menores ndo traz nenhum retorno significativo no processamento das cascas
para obtengao de tanino.

Para os testes antimicrobianos realizados com o tanino, as extragdes realizadas com
metanol tiveram um efeito maior na inibi¢do do crescimento bacteriano se comparamos com
as extragoes utilizando a agua como solvente. A bactéria Staphylococcus aureus foi a bactéria
mais sensivel aos taninos extraidos com metanol onde as trés espécies estudadas apresentaram
poder antimicrobiano, o extrato de Cumaté Vermelho apresentou os maiores halos de
inibicdo. J& nos extratos obtidos em agua, a S. aureus foi sensivel somente a espécie Cumaté
Vermelho. O Cumaté vermelho apresenta uma concentragao de compostos fendlicos maior na
casca demonstrando grande potencial para estudos posteriores relacionados a inibi¢do do

crescimento antimicrobiano.
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