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RESUMO

O género Kalanchoe abrange diversas espécies que vém sendo empregadas no
tratamento de diversas doencas. Esse vegetal apresenta constituintes quimicos
diversos, dentre os quais os flavonoides e compostos fendlicos, como terpenos e
cumarinas que apresentam potencial antioxidante e antimicrobiano. Dessa forma,
objetivou-se otimizar o processo de extracdo de compostos fendlicos do aranto
(Kalanchoe crenata), empregando-se planejamentos estatisticos e a avaliar o
potencial antioxidante e antimicrobiano dos extratos obtidos. Empregou-se um
planejamento fatorial 24 com variagédo no tempo de sonicacgéo, pH inicial, concentracéo
de aranto, e propor¢cdo agua:alcool para avaliar o efeito dessas variaveis sobre a
extracdo de compostos fendlicos. Assim, as variaveis tempo de sonicacdo e
concentracdo de aranto que apresentaram efeito significativo na extracdo de
compostos bioativos foram empregadas no processo de otimizacdo. Os extratos
obtidos foram submetidos a determinacdo de compostos fendlicos e potencial
antioxidante frente aos radicais DPPH*, ABTS™* e quelacdo de Cu?* e Fe?*. Os teores
de compostos fendlicos obtidos variaram entre 55 a 460 mg de EAG/mg de extrato
bruto, com um aumento significativo apos a otimizacdo, mantendo-se entre 538,33 e
1473,89 mg de EAG.mgt. Ap6s analise do planejamento fatorial 24 constatou-se que
as variaveis tempo de sonicacgdo e concentracdo de aranto foram significativas para a
extracdo de compostos fendlicos. Além disso, os extratos obtidos apresentaram
potencial antioxidante frente ao sequestro de radicais DPPH*, ABTS™ e quelante de
Cu?* e Fe?*. Com relacdo ao potencial antimicrobiano, o extrato apresentou maior
potencial de inibicdo (%), utilizando a concentracdo 2 mg.mL! frente a Escherichia
coli, ja frente as bactérias Salmonella typhimurium e Staphylococus aureus observou-
se maior potencial inibitério na concentracédo de 1 mg.mL*. Além disso, o extrato bruto
estudado foi capaz de inibir o crescimento de Candida tropicalis e de Candida fomata.
Dessa forma, os extratos de Kalanchoe crenata apresentaram potencial antioxidante
e antimicrobiano, o que pode indicar possivel aplicacdo em alimentos e formulacfes

farmacéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: Produtos naturais vegetais. Bactérias Gram-positivas.
Bactérias Gram-negativas. Kalanchoe sp.



ABSTRACT

Different Kalanchoe species are used as medicinal plants in different cultures,
containing various phenolic compounds such as flavonoids and phenolic acids with
antioxidant potential. Therefore, the aim was to optimize the extraction process of
phenolic compounds from cranberry (Kalanchoe crenata) using a central substance
scheduling system and to evaluate the antioxidant and antibacterial potential of the
extracts obtained. A 24 factorial design with variations in sonication time, initial pH,
cranberry concentration, and water:alcohol ratio was used for variable selection. Thus,
the variables that have a significant effect on the extraction of phenolic compounds
were included in the optimization. The obtained extracts were used to determine the
phenolic compounds and antioxidant potential against DPPH* and ABTS™ radicals, as
well as chelation with Cu?* and Fe?*. The phenolic compound contents obtained
ranged from 55 to 460 mg gallic acid equivalents/mg crude extract, with a significant
increase after optimization, ranging from 538.33 to 1473.89 mg.EAG.mg. After the
factorial design 24 analysis, it was found that the variables sonication time and
concentration of aranto were significant for the extraction of phenolic compounds.
Moreover, the extracts obtained showed antioxidant potential against DPPH" and
ABTS' radicals and chelation with Cu?* and Fe?*, which increased after optimization.
Regarding antibacterial potential, the extract showed a minimum inhibitory
concentration (MIC) of 2 mg.mL* against E. coli, and against S. typhimurium and S.
aureus bacteria, the MIC was 1 mg.mL"L. The crude extract studied inhibited the growth
of Candida tropicalis and Candida fomata. Finally, the extracts of Kalanchoe crenata
showed significant antioxidant and antibacterial potential, which could indicate a

possible application in food and pharmaceutical formulations.

KEY WORDS: Natural plant products. Gram-positive bacteria. Gram-negative
bacteria. Kalanchoe sp.
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1. INTRODUGAO

Os conhecimentos sobre as plantas medicinais, assim como o0 seu uso em forma
de medicamento, tém acompanhado a humanidade ao longo do tempo. Essa
abordagem ganhou espaco no mercado nos ultimos anos, que havia sido dominado
por farmacos sintéticos (CALIXTO, 2019). Muitas espécies vegetais possuem
propriedades terapéuticas e, portanto, o uso destas representa um fator essencial
para a manutencao das condi¢cdes de saude das pessoas (SSENKU et al., 2022).

O género Kalanchoe (Crassulaceae) compreende espécies ornamentais e
medicinais, as quais tém sido usadas no tratamento de doencas infecciosas,
ferimentos e enfartamentos ganglionares. Dentre os principais constituintes quimicos
no género estdo os flavonoides e muitos outros compostos fendlicos, tais como
terpenos e cumarinas (LOBATO et al., 2019; VARGAS et al., 2022). Esses compostos
conseguem, por exemplo, parar a proliferacdo, disseminacéo e renovacao automatica
de células tumorais (TIRUMALA et al., 2022).

Do ponto de vista medicinal, diferentes espécies de Kalanchoe, como K. pinnata
e K. daigremontiana apresentaram diversas atividades, dentre elas, antitumoral, anti-
histaminica, anti-inflamatéria e imunomoduladora (FERNANDES et al., 2019). Além
disso, a acao antiulcerogénica e gastroprotetiva foi discutida no estudo desenvolvidos
por De Araujo et al. (2018). Autores discutem também que o extrato de suas folhas
apresenta acfes antifingica, bactericida, analgésica e anti-inflamatoria (DOGRA et
al., 2022; HAMILTON-AMACHREE; UZOEKWE, 2022)

A espécie K. daigremontiana é usada na medicina tradicional contra varias
infecgbes, como anti-inflamatorio e no tratamento de varios tipos de cancer, além
disso, sao usadas para tratar lesdes e doencgas relacionadas a danos celulares, como
cancer, feridas profundas, gangrena, infecgbes, queimaduras, tumores e inflamacgéo
principalmente entre populacdes nativas africanas e brasileiras (SILVA et al., 2022).

No entanto, alguns fatores podem comprometer o uso das plantas medicinais
para propésitos farmacéuticos, como a heterogeneidade vegetal que se deve a
variabilidades genética e bioquimica, além da ecologia do local onde a planta é
produzida (UNUOFIN; LEBELO, 2020). Neste contexto, torna-se imprescindivel a
realizacdo de estudos mais aprofundados de ambito farmacoldgico, terapéutico e

agronémico, para o cultivo em larga escala e a conservagao destas espécies.
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Portanto, avaliar diferentes condicbes de extracdo e determinar o potencial
antioxidante, antibacteriano e antifingico dos compostos extraidos é de extrema
importancia, devido a crescente popularidade e uso de espécies de Kalanchoe que
ainda sdo pouco conhecidas em relacao a diferentes atividades e potencialidades.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fitoterapia

O uso de produtos medicinais a base de plantas (fitoterapicos) € uma pratica
milenar que vem sendo utilizada por civilizacbes desde o inicio da histéria para a
prevencao, cura e/ou tratamento de diversas doencas. No século XXI, mesmo com
uma grande diversidade de medicamentos alopaticos, a fitoterapia continua sendo
utilizada amplamente em todo o mundo (YUAN et al., 2016).

Nas ultimas décadas, o interesse pelas plantas medicinais tem crescido
significativamente, sendo cada vez mais empregado em servicos de salde, bem
como, em diversos setores industriais (NAJMI et al., 2022). Além disso, nos ultimos
100 anos o progresso técnico-cientifico, especificamente, na area da farmacognosia,
permitiu a descoberta de um grande nimero de novas moléculas e seus mecanismos
de acado associados a fitofarmacos (PRAKOFJEWA et al., 2022).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades
estd arraigada as culturas indigena, africana e dos imigrantes europeus (PASA et al.,
2019). A grande biodiversidade nacional € a maior do planeta, e esta associada a uma
rica diversidade étnica e cultural, dettm um valioso conhecimento tradicional
associado ao uso de plantas medicinais, e possui 0 potencial necessario para
desenvolvimento de pesquisas voltadas para areas tecnoldgicas e terapéuticas
(VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018; BRAGA, 2021).

Por serem de origem natural, sdo mais seguras e causam menos efeitos
toxicos, contribuem para isso 0 uso de fitoterapicos ganha destaque no Brasil
(PALHARES et al., 2021), sobretudo, apos a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos — PNPMF, regulamentada por meio do Decreto n°® 5.813, de 22 de
junho de 2006, justifica-se pela presenca da ciéncia fitoterapica no cotidiano das
pessoas (FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).
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De acordo com Nailwal, Venkatahiva e Gupta (2021), o facil acesso as plantas
medicinais e a producdo de preparacOes fitoterapicas artesanais em areas rurais
justificam a adeséo da fitoterapia muitas vezes como a principal alternativa para a
prevencdo e tratamento de doencas, principalmente as Doencgas Cronica Nao
Transmissiveis (DCNT). Nas areas urbanas a adesdo pela fitoterapia admite-se
também por questdes culturais, facilidade de acesso, e por ser um tratamento
alternativo a alopatia. Comparando com medicamentos sintéticos ou semissintéticos,
os fitoterapicos, ttm um menor valor de producdo, sendo este dependente dos
processos utilizados e, consequentemente da comercializacdo (KARIMI; MAJLESI;
RAFIEIAN-KOPAEI, 2015).

De forma geral, o acesso aos medicamentos € limitado por questbes
econdbmicas, 0 que leva as pessoas a buscarem tratamentos mais baratos ou
gratuitos, como é o caso da utilizacdo de plantas medicinais retiradas diretamente da
natureza. Além disso, existe grande disposicdo da populacdo brasileira para utilizar
produtos medicinais de origem vegetal (STEFANELLO et al., 2018). O aumento do
uso de medicamentos baseados em plantas medicinais tem refletido no aumento do
interesse dos médicos e outros profissionais da salde na prescricdo destes (SILVA;
GUEDES, 2022).

Segundo Falcéo et al. (2022), o conhecimento popular sobre o uso e a eficacia
de plantas medicinais contribui de forma relevante para a divulgagdo dos potenciais
terapéuticos das espécies e desperta o interesse de pesquisadores das areas da
botanica, farmacologia e fitoquimica, enriguecendo com isso 0 conhecimento e
intensificando o uso das mesmas. A eficacia e a seguranca, quanto ao uso de muitas
plantas medicinais, ja foram comprovadas cientificamente, o que permitiu admitir seus
USOS COmMO recursos terapéuticos benéficos e indispensaveis a humanidade
(PRASATHKUMAR et al., 2021).

O conhecimento popular a respeito dos produtos fitoterapicos néo é o bastante
para assegurar seu uso e eficacia. Diante disso, € importante se ter cuidado com o
uso indiscriminado e em altas quantidades. Estudos farmacodinamicos e toxicolégicos
s@0 necessarios para garantir os beneficios e seguranca do uso (MENSAH et al.,
2019). A pesquisa cientifica moderna confirmou a importancia dos compostos
fendlicos e flavonoides e da capacidade de extratos vegetais para trabalhar em
sinergia com os componentes, com foco na melhoria da eficacia e seguranca de seu

uso no atendimento ao paciente. Em paralelo, o controle de qualidade da producé&o
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levou a padronizacdo na producdo dos padronizados, além disso, a descoberta de
novas moléculas permitiu um amplo repertério de medicamentos baseados em plantas
medicinais que ainda se encontra em expansao (MACEDO, 2019).

Ao longo da histoéria da farmacologia e da medicina, os pesquisadores isolaram
compostos obtidos de espécies vegetais de valor medicinal para a sintese de
centenas de substancias ativas. Isto ocorreu com base no conhecimento empirico
popular e daqueles resgatados nas comunidades tradicionais. Desta forma, foi
possivel reunir um volume de conhecimento para a producdo de grande parte dos
medicamentos disponiveis no mercado (STEFANELLO et al., 2018).

As plantas medicinais sdo consideradas por grande parte da populacdo como
um produto natural, com boa a¢éo farmacoldgica, livre de qualquer rea¢do que possa
causar efeito maléfico, o que contribui para os altos indices de sua utilizacdo. Todavia,
apesar de passarem a ser vistas como sindnimos de seguridade e beneficio a saude,
€ importante ressaltar que, muitas delas comumente utilizadas, apresentam
substancias capazes de exercer acao toxica (ATANASAC et al., 2021). Componentes
fitoterapicos individuais possuem um amplo conjunto de constituintes quimicos
(WANG et al., 2022), sendo, portanto, indispensavel conhecer muito bem as plantas
gue se pretende utilizar, assim como os efeitos adversos que possam causar (EKOR,
2014)

O mercado anual global de medicamentos fatura cerca de 1,1 trilhdo de dolares
americanos. Cerca de 35% desses medicamentos sao originados direta ou
indiretamente de produtos naturais, incluindo plantas (25%), microrganismos (13%) e
animais (3%), o que constituem um importante recurso para produtos farmacéuticos
(CALIXTO, 2019; NEWMAN; CRAGG, 2020).

Os estudos relacionados a fitoterapia sdo extremamente necessarios para
preencher lacunas frente ao uso correto de plantas medicinais, que esta atrelado ao
conhecimento popular sem evidéncias cientificas quanto a seguranca e eficacia das

mesmas.

2.2. Aranto (Kalanchoe crenata)

A espécie Kalanchoe crenata € uma planta ornamental, herbacea carnuda, que
pertence a familia das Crassulaceae, também conhecida como Bryophyllum (Tabela

1). Apresenta folhas decussadas, suculentas e glabras; oval a laminas foliares
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elipticas; e margens crenadas (FERNANDES et al., 2019). As folhas dessa planta séo
as mais utilizadas na medicina popular e nos estudos de atividade biolégica (Figura
1), sendo altamente suscetiveis as variacdes do ambiente, principalmente a
intensidade da luz. Observa-se que, quando essas sao desenvolvidas sob luz alta,
sdo geralmente menores e mais espessas, frequentemente apresentam uma
densidade de estbmatos maior na epiderme e cuticula, e mesofilo mais desenvolvido,

quando comparadas as plantas desenvolvidas a pouca luz (MOREIRA et al., 2012).

Figura 1. Folhas (A) e flores (B) de Kalanchoe crenata.

T & A T,
] L aanie D2 A

K ./

Fonfe: Autor (2022.

Esta espécie € uma Planta Alimenticia Ndo Convencional (PANC), amplamente
utilizada na Africa para o tratamento de doencas inflamatérias. Segundo informacées
de curandeiros tradicionais da Provincia do Oeste localizada em Camardes, essa
hortalica é eficiente no tratamento do diabetes mellitus (WANG et al., 2022). Kamgang
et al. (2005), observaram os efeitos diabetogénicos bem como, intolerancia a glicose,
obesidade e dislipidemia associada a uma hiperglicemia leve em ratos Wistar.

Dentre os principais constituintes quimicos do género estéo os flavonoides que
apresentam potencial biolégico contra o estresse oxidativo, prevengdo e mitigacao de
doencas crbnicas nao transmissiveis. Além disso, vem sendo usados para o0
tratamento de cancer, devido a capacidade de impedir a proliferacdo, disseminacao e
renovacao automatica de células cancerigenas (RASHID et al., 2019; ULLAH et al.,
2020).



14

Tabela 1. Caracteristicas botanicas de Kalanchoe crenata.

Caracteristicas Kalanchoe crenata
Altura da planta 60 cm
Textura das superficies Glabo (as vezes puberal, e geralmente mais alto

nas plantas, com pelos finos e espalhados).

Forma de sépala Linear-lanceolada a linear

Tipo de vegetagdo Floresta imida

Suculéncia da folha Alta

Cor da flor Laranja brilhante, amarela e vermelha
Caule Circular que carrega folhas

Raizes Ligeiramente suculentas

Habitat Terrestre, em troncos em decomposicao,

ocasionalmente epifita ou litofitica, sombra total.

Fonte: Adaptada de Kamgang et al. (2005).

Ha relatos de pessoas que vivem nas areas rurais do Estado do Rio Grande do
Norte, Brasil, que utilizam as folhas do "coirama”, nome popular dado a espécies de
Kalanchoe, diretamente nas feridas como cura e para tratar Ulceras e gastrite
(RODRIGUES et al., 2018). Até o momento, ndo ha registro fitoterapico no Brasil que
contenha o extrato do género Kalanchoe como ingrediente ativo (ARAUJO et al.,
2021).

Do ponto de vista medicinal, diferentes espécies de Kalanchoe, como K.
pinnata e K. daigremontiana apresentaram diversas atividades, tais como antitumoral,
anti-histaminico, anti-inflamatoério e imunomodulador (FERNANDES et al., 2021).

A Kalanchoe é um exemplo de planta que é utilizada em diversas pesquisas e
tem apresentado resultados terapéuticos satisfatorios, principalmente com acéo
antiulcerogénica (SOBREIRA et al., 2022). Além disso, o extrato de suas folhas
revelou acdes antifingica, bactericida, analgésica e anti-inflamatoria (FERREIRA et
al., 2021, MEHATA et al., 2021; TAJUDIN; ISMAIL, 2022).

A espécie Kalanchoe crenata Andr., comumente conhecida como "nunca
morra" ou "figado de cachorro”, tem sido tradicionalmente utilizada para o tratamento
de doencas como, dor de ouvido, variola, dor de cabeca, inflamacdo, asma,
palpitacdes e convulsdes. Os extratos aquosos e alcoodlicos das folhas de K. crenata
contém alcaloides e saponinas (CHHETRY et al., 2022). A planta tem varios produtos
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benéficos para a saude, como espasmolitico, anti-inflamatério, analgésico,
anticonvulsivante, cardiovascular, atividade antimicrobiana, antioxidante e
antinefropética (ZAMYAD et al., 2019).

Na Africa Oriental, as folhas levemente aquecidas no fogo sdo esfregadas
sobre o corpo como tratamento para rigidez articular e reumatismo (GILL, 1992).
Outras partes da planta, especialmente a raiz, sdo prescritas para gonorreia,
vermifugo e inducéo do aborto (AYE et al., 2019). Os alcaloides e saponinas estédo
presentes nos extratos aquosos e alcodlicos das folhas, e as lectinas no suco das
folhas frescas (AKINSULIRE et al., 2007).

O interesse pela busca e utilizacdo de compostos bioativos, em particular
daqueles usados para fins terapéuticos, constam de relatos importantes entre as
civilizagdes antigas, como a egipcia, a greco-romana e a chinesa (SANTOS; REIS,
2021).

As plantas medicinais apresentam diversidades de compostos capazes de
promover beneficios em diversas areas e usos pela humanidade. Sua acgéo
terapéutica permite a atuacdo na medicina, farmacia e agricultura. Porém, a
composicdo e concentracdo desses compostos na planta sao variaveis e os fatores
gue favorecem sua sintese ocorrem a partir de multiplas influéncias, como variaveis
climaticas, estacdo do ano, composicdo nutricional do solo, entre outros (GOBBO-
NETO; LOPES, 2017).

De acordo com Rodrigues et al. (2022), as PANCs, caracterizadas como
vegetais ndo consumidos pela sociedade em geral e/ou pela pobre exploracdo por
parte da comunidade cientifica, demandam o desenvolvimento de estudos em relacdo
a comprovacéao da bioatividade presente nos seus compostos. Somando a isso, o ser
humano precisa de uma alimentacdo mais natural e saudavel, pela diminuicdo ou
exclusdo de aditivos sintéticos e pela presenca consideravel de componentes
funcionais, o que garante o bom funcionamento do organismo, melhoria da saude dos
consumidores e prevencao de doencas (KUMAR et al., 2021).

Existe uma série de metabdlitos secundarios que sao produzidos pelos vegetais
superiores, responsaveis pela defesa natural da planta contra estresse bibtico e
abibtico. No grupo de metabdlitos, estdo envolvidos compostos nitrogenados,
alcaloides, aminas, aminoacidos, glicosideos cianogénios, glicosinolatos, inibidores

de proteases e lectinas e ndo nitrogenados como o0s terpenoides, saponinas,
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flavonoides, antocianinas, taninos, acidos fendlicos, lignanas, ligninas e poliacetilenos
(EL-READI et al., 2021)

De acordo com Lyons et al. (2020), o potencial farmacol6égico de diversas
plantas esta associado a presenca de macro e micronutrientes em alguns vegetais.
Os compostos quimicos que exercem uma alta atividade biologica, os quais séo
chamados de compostos bioativos, podem desempenhar diversos papé€is em
beneficio da saude humana (JAIME; SANTOYO, 2021).

Os compostos fitoquimicos sdo provenientes dos metabolismos primario e
secundario dos vegetais e geralmente estao relacionados com os sistemas de defesa
das plantas contra a radiacdo ultravioleta ou as agressdes de insetos ou outros
patégenos (DESMEDT et al., 2020; SETYOTINI; ANTARLINA, 2022). Estes
compostos, dentre os quais, flavonoides, compostos fenolicos como terpenos,
cumarinas entre outros, possuem como funcao fisioldgica a acdo contra radicais livres,
acao anti-inflamatoria, antidiabética, antibacteriana, antifingica e antiviral e, deste
modo, conseguem proteger 0 organismo contra o estresse oxidativo, o que evita e
previne uma série de distarbios crbnico-degenerativos. Em virtude da sua
potencialidade farmacoldgica, os compostos fendlicos sdo substancias naturais com
atividade biolégica (FERREIRA; MARTINS; BARROS, 2017; CVETANOVIC et al.,
2018).

2.3. Fatores que influenciam na extracdo de compostos fendlicos

Diversos fatores podem influenciar a extracdo de compostos fendlicos, dentre
eles, podemos ser a concentracdo do material vegetal, tempo de sonicagao, pH,

relacédo solvente:vegetal, temperatura, dentre outros (DA SILVA et al., 2022).

Em relacdo aos solventes hidroalcoolicos, estudos apontam que uma relacao
entre 0% a 50% de etanol é a melhor para extracdo de compostos fendlicos e
flavonoides (SAS, 2019). Outro aspecto relevante da extracdo de compostos fendlicos
€ a selecdo de um pH adequado que pode influenciar na estabilidade dos compostos
fendlicos. Condicdes acidas estdo associadas a maiores rendimentos de extracéo
(maior interacdo dos compostos fendlicos com o solvente) em diferentes fontes

vegetais de compostos fendlicos, no entanto, ndo ha estudos que comprovem que tais
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condicbes se adéquam a extracdo desses compostos utilizando espécies de
Kalanchoe (ROSELLO-SOTO et al., 2019).

Segundo Tsao (2010), para extracéo de polifendis utiliza-se pH baixo, pois em
ambientes acidos esses compostos adotam a forma neutra, que é a mais adequada
para ser solubilizada. No entanto, a acidificacdo excessiva pode prejudicar a extracao,
uma vez que o perfil dos polifendis nativos pode ser distorcido devido a hidrdlise de

(acil)glicosideos simples.

Nesse sentido, Gandolpho et al. (2019), demonstram a necessidade de buscar
estudos que demonstrem a compreensao da relagcédo entre variaveis independentes,
tais como proporgéo de solvente, concentracéo de soluto e a cavitagao gerada pelas

ondas ultrassonicas, frente a extracdo de compostos fendlicos de Kalanchoe spp.

O uso de banho ultrass6nico exerce papel importante na extracao de diversos
compostos bioativos, dentre os quais, polifendis, fenélicos e flavonoides. Essa técnica
consiste na utilizacdo de ondas mecanicas induzidas pela explosdo de microbolhas
que gera uma rapida desorganizacdo no tecido vegetal, facilitando a passagem dos
fitoquimicos de onde est4 mais concentrado para o solvente que se encontra com uma
menor concentracdo dos metabdlitos vegetais (ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU,
2021).

Para Shirzad et al. (2017), trata-se de um método economicamente viavel e
relativamente simples, além disso, pode ser usado em ambientes com tamanhos
variados. Nesse tipo de extracdo € necessaria a utilizacdo do ultrassom, também
denominado por disruptor de células, com faixa de frequéncia entre 20 e 2000 kHz,
aumentando a permeabilidade da parede celular e produzindo a cavitacdo. Ademais,
0 uso do banho ultrassénico provoca menos degradacdo nos compostos quando

comparada a outras técnicas de extragdo, tais como a decoccao (LIAO et al., 2022).

2.4. Atividade antioxidante

A partir da década de 1980, as pesquisas com antioxidantes obtidos de fontes
naturais foram amplamente intensificadas, bem como, a busca por aplicagcbes em

produtos alimenticios e de uso farmacéutico, tendo como meta a substituigdo total ou
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parcial de antioxidantes sintéticos, os quais tém uso limitado, considerando-se o seu
potencial carcinogénico, dentre outras doencas (UZOMBAH, 2022).

O interesse em antioxidantes, substancias capazes de impedir a oxidacao
sequestrando os radicais livres, naturais, especialmente os de origem vegetal, tem
aumentado, pois a presenca de radicais livres e estresse oxidativo pode estar
associado ao desenvolvimento de doencas como céancer, diabetes, aterosclerose e
processos inflamatérios (PIZZINO et al., 2017). O estresse oxidativo também é um
problema para a industria de alimentos, modificando as propriedades organolépticas
e o valor nutricional dos mesmos (TAN; NORHAIZAN; LIEW, 2018).

Os antioxidantes naturais provenientes do extrato de plantas sédo preferiveis
por sua baixa toxicidade em relacao aos antioxidantes sintéticos (PONNAMPALAM et
al., 2022) sendo ainda associado a uma menor incidéncia de doencas relacionadas
ao estresse oxidativo (LEITE et al., 2012), visto a grande variedade de compostos com
propriedades antioxidantes, além da complexidade quanto ao modo de combate a
substéancias radicalares (FABRI et al., 2022). De acordo com Ralte et al. (2022), o
potencial antioxidante presente em plantas medicinais pode dar origem a escolha de
possiveis candidatos a estudos farmacologicos vinculados a esta propriedade
bioquimica, sobretudo, devido a facilidade de cultivo e obtencéo dos extratos vegetais.

A busca por antioxidantes naturais para produtos alimenticios, cosméticos e
farmacéuticos vem crescendo ao longo dos anos, no entanto, continua um importante
desafio para a pesquisa industrial (HOANG; MOON; LEE, 2021)

Segundo Di Meo e Venditti (2020), a atividade antioxidante tem sido associada
aos compostos fendlicos vegetais, apontando que nas Uultimas décadas, as
substancias radicalares promoveram uma revolucdo na compreensao das
perturbacdes que ocorrem nas ceélulas. No decorrer da atividade metabdlica normal
h& formacdo desses radicais, existindo algumas células especializadas na sua
producéo; os radicais oxigenados desempenham um papel importante nas reacdes
inflamatorias, na carcinogénese, na aterosclerose, nas lesdes do trato gastrointestinal
e no envelhecimento. A compreensdo destes mecanismos e a descoberta de
substancias que os possam regular constitui uma via promissora na terapia das

fisiopatologias associadas ao estresse oxidativo e ao processo de envelhecimento.
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2.5. Atividade antimicrobiana

O uso intensivo de antibi6ticos tem levado ao aumento da resisténcia dos
microrganismos causadores das doencas, por outro lado, existe a necessidade de
desenvolvimento de novos antimicrobianos, sobretudo de origem natural (UDDIN et
al., 2021).

A medicina popular se tornou base para linhas de estudo sobre plantas
medicinais, gracas a terapéutica transmitida pelo conhecimento empirico. Os produtos
naturais sdo responsaveis direta ou indiretamente, por cerca de 40% de todo os
farmacos disponiveis na terapéutica moderna e, se considerarmos 0s antimicrobianos
e antitumorais, esta porcentagem pode chegar até 70% (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Devido a resisténcia de patdogenos aos antimicrobianos, é necessaria a
pesquisa de novos agentes para o combate de infec¢cdes. Drogas constituidas por
extratos brutos ou compostos biologicamente ativos isolados de espécies vegetais
usadas na medicina popular podem ser fontes promissoras para a pesquisa de novos
farmacos antimicrobianos (CHE SULAIMAN et al., 2017). Estas substancias também
podem agir sinergicamente com outras melhorando o potencial antibiotico
(CHASSAGNE et al., 2021).

O grupo quimico dos flavonoides tem, entre outras atividades estudadas, a
atividade antibacteriana, que estd provavelmente relacionada a capacidade desse
grupo de se complexar com proteinas solUveis e extracelulares e com a parede de
células bacterianas rompendo-as. Ja o potencial antifungico esta associado ao dos
isoflavonoides (GORNIAK; BARTOSZEWSKI; KROLICZEWSKI, 2019).

Segundo Ojo (2022), os taninos sdo compostos que possuem a habilidade de
formar complexos com proteinas que séo insoluveis em agua. O efeito antimicrobiano
dos compostos pertencentes a este grupo foi reportado por Hong et al. (2022), que
acreditam que esta atividade é devido a inibicdo de enzimas de bactérias e fungos, a
acdo direta na membrana dos microrganismos ou pela competicdo pelos ions
metélicos, essenciais ao metabolismo microbiano.

Vale ressaltar que, a espécie Kalanchoe crenata € uma planta que possui
muitas propriedades medicinais, das quais pode ajudar a tratar diversas
enfermidades, como infeccoes e até o cancer. Portanto, esse estudo se faz
necessario, pois ainda sdo escassas as pesquisas de prospeccdo de compostos
bioativos derivados de aranto (Kalanchoe crenata). Neste contexto, torna-se
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imprescindivel a realizacao de estudos mais aprofundados de ambito farmacolégico,
terapéutico e agrondmico, para o cultivo em larga escala e a conservacdo destas

espécies.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Extrair compostos fendlicos do aranto (Kalanchoe crenata) e avaliar do potencial

antioxidante e antimicrobiano do extrato bruto.

3.2. Objetivos especificos

» Determinar as melhores condi¢cdes para obtencédo do extrato hidroalcéolico de
Kalanchoe crenata utilizando planejamento fatorial 24,

+ Otimizar o processo de extracao utilizando planejamento composto central
(CCD);

+ Determinar o conteudo fendlico total dos extratos brutos obtidos a partir das
folhas de Kalanchoe;

» Avaliar o potencial antioxidante do extrato bruto obtido de Kalanchoe crenata
frente a eliminacéo do radical DPPH, ABTS™, quelante de Cu?*e Fe?*; e

» Investigar o potencial antibacteriano e antifingico dos extratos de K. crenata.



CAPITULO 1

Potencial antioxidante e antimicrobiano de extrato hidroalc6olico obtido a
partir de folhas de aranto (Kalanchoe crenata)
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RESUMO

Espécies de Kalanchoe sdo empregadas como plantas medicinais em diversas
culturas, uma vez que contém diversos compostos polifendlicos como flavonoides e
acidos fendlicos com bioatividade. Dessa forma, objetivou-se otimizar o processo de
extracdo de compostos fendlicos do aranto (Kalanchoe crenata) empregando
planejamentos estatisticos e avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano. Para a
selecdo de variaveis empregou-se um planejamento fatorial 24 com variagéo no tempo
de sonicacgéao, pH inicial, concentracdo de aranto e relacdo agua:alcool. As variaveis
com efeito significativo na extracdo de compostos fendlicos foram empregadas na
otimizacao utilizando planejamento do tipo composto central. Os extratos obtidos
foram submetidos a determinacdo de compostos fendlicos e potencial antioxidante
frente aos radicais DPPH, ABTS e quelacao de cobre e ferro. Posteriormente, foram
realizadas as atividades antimicrobianas frente a diferentes espécies de bactérias e
leveduras patogénicas. Os teores de compostos fendlicos obtidos no planejamento 24
variaram entre 55,00 a 460,00 mg/EAG/mg de extrato. As variaveis tempo de
sonicacado e concentracdo de aranto foram significantes para extracdo de compostos
fendlicos, sendo empregadas na otimizacdo, apresentando valores de compostos
fendlicos entre 538,33 e 1473,89 mg/EAG/mg de extrato. Além disso, os extratos
obtidos apresentaram potencial antioxidante frente ao sequestro de radicais DPPH,
ABTS com 105,13-196,98 e 76,21-687,00 ug/EAG/mg de amostra, respectivamente.
E quelante de cobre e ferro com aumento apds a otimizacdo. Em relacdo ao potencial
antibacteriano frente a Escherichia coli (41,55%; 2mg.mL™1), Salmonella. typhimurium
(73,19 e 49,31; 2 e 1 e 2mg.mL%, respectivamente) e S. aureus (49,60 e 10,64%; 1 e
2mg.mL1, respectivamente). Além disso, inibiu o crescimento de Candida tropicalis e
C. fomata. Dessa forma, os extratos de Kalanchoe crenata apresentaram potencial
antioxidante, antibacteriano e antifungico significativos, o que pode indicar possivel
aplicagédo em alimentos e formulag¢des farmacéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: Produtos naturais vegetais. Bactérias Gram-positivas.
Bactérias Gram-negativas. Kalanchoe sp.

ABSTRACT

Kalanchoe species are used as medicinal plants in various cultures and contain
several polyphenolic compounds such as flavonoids and phenolic acids with
bioactivity. Therefore, the aim was to optimize the extraction process of phenolic
compounds from Aranto (Kalanchoe crenata) using a central substance scheduling
and to evaluate the antioxidant and antimicrobial potential of the extracts obtained. A
24-factorial design with variation in sonication time, initial pH, cranberry concentration,
and water:alcohol ratio was used for variable selection. The variables with significant
effect on phenolic compound production were used in the optimization using the central
compound design. The extracts obtained were subjected to the determination of
phenolic compounds and antioxidant potential against DPPH and ABTS radicals,
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chelation of copper and iron, and later evaluated for their antibacterial and antifungal
potential. The phenolic compound contents obtained in schedule 24 ranged from 55.00
to 460.00 mg/ EAG /mg of extract. The variables sonication time and concentration of
cranberry were significant for the extraction of phenolic compounds and were used in
the optimization, where values of phenolic compounds ranging from 538.33 to 1473.89
mg/ EAG /mg of extract were observed. In addition, the extracts obtained showed
antioxidant potential against DPPH and ABTS radicals and chelation of copper and
iron, which increased after optimization. As for the antibacterial potential against E.
coli, S. typhimurium and S. aureus. It also inhibited the growth of Candida tropicalis
and C. fomata. Finally, the extracts of Kalanchoe crenata showed significant
antioxidant and antibacterial potential, which could indicate a possible application in
food and pharmaceutical formulations.

KEY WORDS: Natural plant products. Gram-positive bacteria. Gram-negative
bacteria. Kalanchoe sp.

1. INTRODUCAO

Plantas do género Kalanchoe séo nativas das regides tropicais e subtropicais
da Asia, Africa, América e Oceania. Em boa parte do globo, as espécies de K. pinnata
e K. daigremontiana, bem como outras espécies, sdo cultivadas, sobretudo, como
plantas ornamentais. No entanto, varias espécies do género sdo plantas medicinais
bastante conhecidas (KOLODZIEJCZYK-CZEPAS; STOCHMAL, 2017).

Na cultura popular e na medicina tradicional o uso de plantas desse género é
recomendado para uma gama de doencas, incluindo Ulceras gastricas, célculos renais
artrite reumatoide, infec¢des bacterianas ou virais, doencas de pele, resfriado e outros
disturbios (FERNANDES et al., 2019). Os usos etnomedicinais, em paises africanos
e asiaticos, das preparacdes derivadas de Kalanchoe sp. baseiam-se principalmente
na administrag&o interna ou externa de extratos brutos ou suco de planta (FURER et
al., 2016; KUMAR; MALIK; DUBEY, 2020).

O potencial antioxidante dos compostos vegetais esta ligado as propriedades
redox de compostos fendlicos, que atuam como agentes redutores, doadores de
prétons e inibidores e/ou estabilizadores de radicais livres. A atividade antioxidante de
polifendis é exercida por varios mecanismos, embora muitos deles ainda néo estejam
elucidados, alguns tém a capacidade de eliminar radicais livres e quelar ions
metélicos, atuam como cofatores de enzimas que catalisam reagfes oxidativas,
inibem oxidases, terminam reagdes em cadeia de radicais e estabilizam radicais livres
(EFFAH-YEBOAH et al., 2021).
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As pesquisas voltadas ao estudo da relacéo entre os radicais livres, como as
espécies reativas de oxigénio (ERO), e o0 aparecimento de doencas
neurodegenerativas como cancer, fisiopatologias associadas ao diabetes, dentre
outras, tem aumentado (SHARIFI-RAD et al., 2020). Algumas das ERO mais
relevantes sado hidroxila, superoxido, peroxido de hidrogénio e hipoclorito. Além
destes, espécies reativas de nitrogénio (ERN) também desempenham papel
importante na formagé&o do estresse oxidativo (BOGUCKA-KOCKA et al., 2018). Sabe-
se que os antioxidantes, que atuam na eliminagcéo dos radicais livres, desempenham
papel importante na prevencdo de doencas induzidas por ERO e ERN (GULCIN;
ALWASEL, 2022).

Além disso, InvestigacBes revelaram que compostos fendlicos de fontes
naturais exibem uma potente atividade antimicrobiana contra varios patégenos
clinicamente relevantes associados a infeccdo microbiana e sensibilizam cepas
multirresistentes a antibioticos bactericidas ou bacteriostaticos. Embora existam
muitos aspectos a serem esclarecidos sobre as relacdes estrutura-funcado de muitos
compostos ja descobertos ou ainda a serem descobertos (ECEVIT et al., 2022).

Kalanchoe crenata contém diversos compostos polifendlicos como flavonoides
e acidos fendlicos que apresentam diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas,
tais como antidiabética, antibacteriana, anti-inflamatéria, anticonvulsiva, antioxidante,
antinociceptiva, hepatoprotetora, antitumoral e atividades nefroprotetoras (GUZZI et
al., 2014; SAHIN et al.,, 2019; EFFAH-YEBOAH et al., 2021; MADARIAGA-
NAVARRETE et al., 2021; OSMAN et al., 2022; SARMENTO-FILHA et al., 2022). No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar as melhores condicfes para
extracdo, confirmar a caracterizacéo de fitoconstituintes e atividades bioldgicas das
espécies de Kalanchoe para uso futuro em suplementos alimentares e outras
aplicac6es farmacéutica.

Desta forma, este estudo foi conduzido com o propdésito de otimizar o processo
de extragdo de compostos fendlicos do aranto (Kalanchoe crenata) empregando
planejamentos estatisticos e avaliar o potencial antioxidante, antibacteriano e

antifangico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo do material vegetal, delineamento experimental e processo de
extracao

As folhas de Kalanchoe crenata foram obtidas no municipio de Jupi (8° 42" 23"
Sul, 36° 25' 3" Oeste), realizada a producdo de uma exsicata, sendo enviada ao
herbario do Instituto de Pesquisa Agronémica de Pernambuco sob n® 93850. As folhas
foram secas em estufa a 65 °C até peso constante, posteriormente, trituradas e
tamisadas empregando peneiras de 18 Mesh para obtencdo do p6 utilizado na
produgéo do extrato bruto. O material vegetal encontra-se cadastrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN) com o numero de cadastro AB3DF4E.

2.2. Delineamento experimental e processo de extracao

Para a extracdo dos compostos fendlicos, inicialmente foi realizado um
planejamento fatorial 24, segundo Oliveira et al. (2018), com modificacdes. Foram
empregadas quatro variaveis: diferentes tempos de sonicacdo (X1); pH inicial (X2);
concentracdo de aranto (X3) e relacdo agua:alcool (X4), como observado na tabela 1.

De acordo com cada ensaio da matriz de planejamento fatorial as amostras das
folhnas secas e trituradas de Kalanchoe crenata (aranto) foram dispensados em
diferentes concentracdes (v/v) de agua:alcool, o pH inicial de cada ensaio foi ajustado
empregando HCI e NaOH a 0,1 M e mantendo-se em agitacdo por 30 minutos em
agitador orbital a 37 °C, e posteriormente, submetidos a sonicacao (40 Hertz).
Decorrido o tempo de cavitagdo acustica, os extratos foram resfriados, centrifugados
a 3000 rpm por 10 minutos para clarificacdo. Os sobrenadantes foram congelados e

liofilizados para analises posteriores.

2.3. Otimizacdo empregando Metodologia de Superficie Resposta para

extragcdo de compostos fendlicos

ApOs a realizagao do planejamento fatorial 24, as variaveis significativas foram

utilizadas no processo de otimizacédo da extracdo dos compostos fendlicos de aranto
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(Kalanchoe crenata). Para isso empregou-se um planejamento composto central
(CCD). O CCD consistiu em 12 ensaios, incluindo 4 pontos centrais, 4 pontos axiais e

4 pontos fatoriais

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial 2 para extragcdo de compostos fenélicos de
Kalanchoe crenata.

Valores reais

Variaveis independentes Minimo (-) Central (0) Maximo (+)
X1 -Tempo de sonicagdo (min) 0 30 60
X2 - pH inicial 4,0 6,0 8,0
X3 - Concentragdo de aranto (g.L?) 20 50 80
X4 - Relagéo agua:alcool 70:30 50:50 30:70

Para avaliar o modelo predito nas variaveis respostas (compostos fendélicos
totais — CFT e atividades antioxidantes - ABTS*, DPPH, QCU e QFE), foi realizada
uma analise de variancia (ANOVA),) com nivel de confianca de 95% para avaliar o
efeito de cada fator (tempo de sonicacdo e concentracdo de aranto). Além disso, o
coeficiente de correlagdo (R?), o valor de p do modelo de regresséo e o valor de p da
falta de ajuste residual foram usados para determinar a adequagdo do modelo de
regressao.

As condicdes otimizadas foram validadas para o teor maximo de CFT e ABTS™,
DPPH, QCU e QFE), com base nos valores obtidos pelo CCD, empregando o software
R. Todas as respostas foram determinadas em condi¢des otimizadas de extracdo, de

acordo com a metodologia descrita por Andres et al. (2020).

2.4. Determinacédo do conteudo fendlico total

Para a determinacdo do conteudo fendlico total empregou-se a metodologia
desenvolvida por Singleton e Rossi (1965), adaptada para microplacas de 96 pocos.
A mistura reacional consistiu em 50 pL de cada extrato bruto (1 mg.mL™?), 75 L de
agua e 25 L do reagente de Folin-Ciocalteau, apés 1 min, 50 yL de carbonato de
sédio (Na2CO3) 20% foram adicionados e a mistura permaneceu em repouso durante
30 min a temperatura ambiente no escuro. A absorbancia da mistura foi medida em
leitora de microplacas (ASYS, UVM 340 Thermo Fisher Scientific, EUA) a 750 nm.
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Uma curva de calibracdo foi preparada usando uma solucéo padrdo de acido galico
(0,312 - 1 mg.mL?) e o contelido fendlico total foi expresso em mg de acido galico

equivalentes por mL de extrato (mg eEAG.mL? de extrato).

2.5. Determinacao de flavonoides totais

Para determinacédo do teor de flavonoides totais empregou-se a metodologia
desenvolvida por. Nesta, a mistura reacional consistiu de 500 pL dos extratos a 1
mg.mL?, 500 pL de solucdo alcodlica (96 GL) de cloreto de aluminio a 2%,
posteriormente agita-se em vortex por 10 minutos, e incubou-se por 60 minutos a 25
°C na auséncia de luz. Decorrido esse tempo, realizou-se a leitura da absorbancia em
espectrofotometro a 420 nm (Biochrom, Libras S22, Inglaterra) O teor de flavonoides
totais foi expresso em mg de quercetina equivalentes por mL de extrato (mg

quercetina.mL* de extrato).

2.6. Avaliagéo do potencial antioxidante

2.6.1. Ensaio de eliminacao do radical DPPH

O potencial de captura do radical DPPH, frente aos diferentes extratos de K.
crenata foi determinado de acordo com a metodologia previamente descrita por
Gawron-Gzella, Dudek-Makuch e Matlawska (2012), adaptada para microplacas. A
mistura reacional consistiu em 100 uL da amostra (1 mg.mL™*) e 100 pL da solucgéo de
DPPH (0,1 mM em metanol 95%) em microplaca de 96 pocos. A reacao foi incubada
por 30 minutos em temperatura ambiente. protegida da luz, e a absorbancia foi
mensurada a 517 nm empregando leitora de microplaca (Biochrom, Cambridge, Reino
Unido). A habilidade de eliminac&o do radical DPPH foi calculado usando a equagao
2:

Eliminagdo do radical DPPH (%) = (fcentrele=2amostra) 4 100 Equago 2

Acontrole

Onde, Aamostra € a absorbéncia das amostras, Acontole € @ absorbancia da
amostra que contém agua. Os resultados foram expressos em equivaléncia de 4cido

galico com base em curva padrdo com concentracdes entre 10 a 500 pg.mL™.
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2.6.2. Ensaio de eliminacéo do radical ABTS®

O ensaio de atividade antioxidante para a eliminac&o do radical cation ABTS*,
gerado a partir da oxidagao de 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico
(ABTS) 7 mM, com persulfato de potassio 2,45 mM, pré-incubados ao abrigo da luz
por 12 horas antes da utilizacdo. A solucdo ABTS* foi ajustada para absorbancia de
0,700£0,02 a 734 nm em leitora de microplaca (Biochrom, Cambridge, Reino Unido),
por diluicdo em tampéo fosfato salino 5 mM, sendo realizado de acordo com
metodologia descrita por Re et al. (1999), adaptada para microplacas. Uma aliquota
de 50 pyL da amostra contendo os compostos fendlicos na concentracédo de 1
mg.mL* foi misturada a 150 pL da solugdo diluida de ABTS, a mistura reacional foi
incubada por 10 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente. A absorbancia da
reacdo foi mensurada a 734 nm empregando leitora de microplaca (Biochrom,
Cambridge, Reino Unido). A atividade de eliminacéo do radical ABTS foi calculada de
acordo com a mesma equacao utilizada para calcular a eliminacdo do radical DPPH

(Equacéo 1).

2.6.3. Atividade de quelacdo de Fe?*

A capacidade dos extratos em quelar Fe?* foi avaliada pelo método
colorimétrico proposto por Carter (1971), adaptada para microplacas. Inicialmente, 50
uL das amostras contendo os compostos fendlicos na concentracdo de 1 mg.mL?
foram colocados em microplacas de 96 pocos em ftriplicata. Em seguida, 160 uL de
agua ultrapura e 20 yL de uma solugdo de FeSO4 0,30 mM foram adicionados em
cada po¢o, seguido pela adigdo de 30 uL de uma solugao de ferrozina 0,80 mM, apds
5 min de reagdo. No controle negativo e positivo empregou-se 50 pL agua destilada e
EDTA 0,045%, respectivamente. A absorbancia da atividade foi mensurada a 562 nm
empregando leitora de microplaca (Biochrom, Cambridge, Reino Unido), apds 15 min
de incubacédo. A porcentagem de inibicao foi determinada de acordo com a equacao
3:

Abs da amostra

Quelacdo de Fe?* = ————— % 100 Equacio 3

Abs do controle
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Uma curva de calibracdo foi preparada usando uma solucdo padréo de EDTA
(0,312 - 1 mg.mL-1) e os resultados foram expressos em mg equivalente de
EDTA/mL.

2.6.4. Atividade de quelacdo de Cu?*

A capacidade dos extratos em quelar Cu?* foi avaliada usando o método que
emprega violeta de pirocatecol (PV), como agente cromogeno (CARRASCO-
CASTILLA et al., 2012). Em cada pogo, 30 uL das amostras contendo os compostos
fendlicos na concentracdo de 1 mg.mL* ou dgua (controle negativo) foram misturados
com 200 pL de tampao de acetato de sédio (50 mM, pH 6,0), em triplicata. Em seguida,
30 pL de uma solugdo de 100 mg.mL* de CuSO45H20 foram adicionados em cada
poco e deixados reagir por 2 min., quando 8,5 uL de uma solugao de PV (2 mM) foram
adicionados para iniciar a rea¢ao. A microplaca foi encubada por 20 minutos a 25 * 2
°C, e a absorbancia foi mensurada a 632 nm empregando leitora de microplaca
(Biochrom, Cambridge, Reino Unido). A porcentagem de inibig&do foi determinada de

acordo com a equacéo 4:

Quelacio de Cu2* = 222daamostra 4 Equacéo 4

Abs do controle

Uma curva de calibracdo foi preparada usando uma solucéo padréo de EDTA
(0,312 - 1 mg.mL?') e os resultados foram expressos em mg equivalente de
EDTA.mL™.

2.7. Atividade antimicrobiana

Para atividade antimicrobiana o extrato bruto foi preparado de acordo com as
condicbes selecionadas na etapa de otimizagcdo. Empregou-se a metodologia
proposta por Wu et al. (2013), contendo modificagbes. Neste estudo, concentragdes
de 0,0625 a 2 mg.mL* do extrato bruto foram analisados frente a quatro bactérias,
duas gram negativas Escherichia coli ATCC 8779, Salmonella typhimurium ATCC
14028 e duas gram positivas Bacillus cereus ATCC 11778 e Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e frente trés espécies de leveduras, sendo Candida tropicalis URM
6947, C. fomata URM 7096 e C. albicans URM 7097. Primeiramente, as bactérias e
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as leveduras em estoque foram ativadas em caldo triptona de soja por 12 horas a 37
°C, em estufa bacteriolégica. Os ensaios consistiram de 100 puL da amostra, 90 pL de
caldo Mueller Hinton e 10 pL de suspenséo bacteriana e leveduriforme, previamente
padronizada a 108 UFC.mL* em espectrofotdmetro. Os ensaios foram realizados em
placas de 96 pocos de fundo plano, de poliestireno e estéreis. Para efeito de calculo,
um controle negativo foi realizado com agua destilada estéril no lugar da amostra,
seguindo as mesmas condi¢cdes dos demais testes, além disso, foi realizado um
controle de cor jA que os extratos apresentam coloracdo que poderiam influenciar
negativamente nos resultados. Os ensaios foram conduzidos em triplicata e incubados
durante 24 horas a 37 °C. Transcorrido o tempo, as absorbancias das amostras foram
mensuradas a 600 nm. A atividade microbiana foi expressa em porcentagem de
inibicdo de crescimento (%) e calculada através da equacéo 5:

A —-A
controle amostra) X].OO

Atividade antimicrobiana(%) = ( Equacéo 5

Acontrole

Onde, Acontrole fOi @ absorbéancia do controle negativo, com agua estéril no lugar
das amostras e Aamosta foi absorbancia dos extratos brutos, nas variadas

concentracoes.
2.8. Anadlise estatistica

Os resultados do planejamento fatorial 24 e o planejamento composto central
foram submetidos a andlise de variancia pelo método ANOVA, a nivel de significancia
de 95% utilizando o Statistica 12.0 free version e o0 Software R empregando compostos

fendélicos como variavel dependente.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo a extracdo dos compostos fendlicos totais (CFT), para o
planejamento fatorial 24 observou-se uma variacdo entre 55 a 460 ug.EAG.mg? de
amostra, Tabela 2. Baez et al. (2021), ao avaliarem o uso de diferentes percentuais
de solvente na extracdo de compostos fendlicos extraidos de folhas de Kalanchoe
daigremontiana obtiveram menor concentracéo que o presente, sendo de 11,04 +0,10,

14,07+0,24 e 12,00 +0,12 ug.EAG.mg* do extrato bruto, empregando concentracées
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de solvente de 50, 70 e 80% de alcool, semelhantes as utilizadas no presente estudo.
Esses mesmos autores observaram potencial de eliminacdo de radical DPPH" e
ABTS*" entre 3,00 e 84,1 ug.EAG.mg™* do extrato bruto, levemente superiores aos
obtidos no presente estudo no qual observou-se potencial de eliminagao do radical
ABTS" entre de 5,06 a 28,63 ug.EAG.mg? de amostra, bem como para o sequestro
do radical DPPH", entre de 21,61 a 69,23 ug.EAG.mg* do extrato bruto. A diferenca
no potencial observado no presente estudo e no estudo de Béez et al. (2021) pode
estar associado a presenca de diferentes classes de compostos fenélicos que atual
como antioxidante com diversos mecanismos, dentre os quais, inducdo de enzimas
antioxidantes como o observado na quelacdo de metais, supressdo de espécies
reativas de oxigénio como observadas no sequestro de ABTS e DPPH (MORAES et
al. (2022).

A quelacao de cobre e ferro variou de 42,40 a 108,83 e 10,42 a 69,15 ug.EAG.
mg?! do extrato bruto, respectivamente, demonstrando a presenca de compostos
fendlicos capazes de formar quelatos, ou seja, podem se ligar aos ions férricos e
favorecer a biodisponibilidade e a bioacessibilidade desses compostos. Para Lakey-
Beitia et al. (2021), a capacidade de quelar metais encontrada nos ensaios 10 e 14,
por exemplo, pode estar associado a presenca de grupos quimicos como catecol,
hidroxilas e outros compostos que podem doar e receber elétrons facilmente, o que
favorece a ligacdo entre os ions metalicos e os compostos fendlicos.

De acordo com Moura et al. (2018), apontam que as diferencas observadas no
potencial antioxidante entre os ensaios de eliminacdo radicalares de compostos
presentes em espécies de Kalanchoe se devem a grande diversidade de compostos
quimicos presentes nas folhas dos vegetais, e que sdo extraidos em diferentes

condicdes, como aquelas observadas no planejamento fatorial 24 do presente estudo.
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Tabela 2. Fatores experimentais e valores obtidos das variaveis resposta empregadas
no planejamento fatorial 24 frente a extracdo de compostos fendlicos a partir de folhas

de Kalanchoe crenata.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes*

ENSAIO Xi X2 X3 Xa aCFT 3ABTS*™ aDPPH bPQCU bQFE
1 0 4 20 70:30 173,89 17,51 46,77 47,33 31,13
2 60 4 20 70:30 223,89 16,53 44,79 43,44 32,33
3 0 8 20 70:30 165,00 16,22 44,15 46,61 31,53
4 60 8 20 70:30 220,56 16,69 45,10 54,55 10,42
5 0 4 80 70:30 308,33 11,07 33,75 45,90 17,80
6 60 4 80 70:30 402,22 28,63 69,23 52,48 22,01
7 0 8 80 70:30 389,44 13,08 37,80 51,61 24,07
8 60 8 80 70:30 380,56 25,77 63,44 58,99 22,40
9 0 4 20 30:70 185,56 21,72 55,26 58,91 22,33
10 60 4 20 30:70 294,44 14,37 40,42 62,33 42,64
11 0 8 20 30:70 55,00 26,59 65,10 42,40 25,50
12 60 8 20 30:70 220,00 16,61 44,94 48,04 69,15
13 0 4 80 30:70 360,00 10,32 32,25 77,01 36,77
14 60 4 80 30:70 460,00 5,81 23,12 108,83 25,02
15 0 8 80 30:70 408,33 5,06 21,61 80,10 26,69
16 60 8 80 30:70 437,22 6,24 23,99 106,77 37,25
17 30 6 50 50:50 317,78 15,98 43,67 54,79 30,34
18 30 6 50 50:50 404,44 9,77 31,13 65,34 25,50
19 30 6 50 50:50 340,00 12,60 36,85 58,52 20,58
20 30 6 50 50:50 363,33 10,25 32,09 59,94 19,63

X1: tempo (min); X2: pH inicial; X3: concentrac@o de aranto em g.L-1; X4: rela¢@o &lcool: agua; a
determinadas em ug/EAG/mg de amostra; b determinadas em ug/eqEDTA/mg de amostra

A analise de variancia (ANOVA) da variavel dependente composto fenélicos

totais, demonstrou que as variaveis X1 e X3 (Figura 1) apresentaram efeitos positivos

significativos no processo extrativo o que pode indicar que acréscimos de tempo e de

concentracdo acarretara no aumento dos compostos fendlicos.

Em relacdo ao potencial antioxidante (Figura 2), observou-se efeito significativo

para a variavel X4 com efeito negativo para os radicais ABTS* (Figura 2a) e DPPH"

(Figura 2b), e positivo para a atividade quelante de Cu?* (Fig.2c) e Fe?* (Figura 2d).

Ademais, as variaveis X1 e X3 apresentaram efeito significativo positivo para a

quelacao de ferro.



39

Figura 1. Grafico de Pareto com os efeitos estimados para as variaveis X1 -Tempo de sonica¢cdo (min),
X2 - pH inicial, X3 -Concentracdo de aranto (g/L), X4 -Relacé@o agua:alcool testadas com interacdes
para extracao de compostos fendlicos.
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Figura 2. gréfico de Pareto com os efeitos estimados para as variaveis X1 -Tempo de sonicagao (min),
X2 - pH inicial, X3 -Concentracéo de aranto (g.L1), X4 -Relagdo agua:éalcool testadas com interacdes
para o potencial antioxidante frente aos radicais ABTS* (fig. 2a), DPPH (fig. 2b) e quelagcdo com cobre
(fig. 2c) e ferro (fig. 2d) dos compostos fendlicos extraidos de Kalanchoe crenata.
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As variaveis X1 e X3 que apresentaram efeito significativo positivo na extracao
de compostos fendlicos foram empregadas na otimizacdo e apds esse processo
obteve-se resultados variaram entre 538,33 e 1473,89 ug.EAG.g*! (Tabela 3), uma
vez que o potencial antioxidante e antimicrobiano esta ligado diretamente a presenca
de composto fendlicos nos extratos (FOSS; PRZYBYLOWICZ; SAWICKI, 2022).
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A otimizacdo do processo de extracdo foi realizada aplicando equacfes
polinomiais de segunda ordem empregando um planejamento composto central. O
modelo apresentou coeficiente de determinacdo para compostos fendlicos (R?= 0,88).

As atividades de eliminacdo dos radicais ABTS* e DPPH' (Tabela 3),
aumentaram substancialmente em relacdo ao planejamento fatorial, demostrando
atividades 105,13-196,98 e 76,21-687,00 ug.EAG.mg* de amostra, respectivamente.
O mesmo comportamento foi observado para quelacdo com cobre, que variou de
54,32-420,18 pg.eqEDTA.mg* de amostra, e quelacdo com ferro, cuja variacdo
manteve-se entre 71,05-587,24 ug.eqEDTA.mg™* de amostra, demonstrando dessa
forma que o processo de extracdo foi otimizado ao empregar o delineamento
composto central (CCD), além disso, observou-se que o aumento na quantidade de
CFT extraida acarretou em aumento no potencial antioxidante, bem como, na

presenca de compostos com provavel potencial de inibir o crescimento microbiano.

Tabela 3. Fatores experimentais empregados no planejamento composto central
(CCD) e valores obtidos das varidaveis resposta frente a producdo de extrato
hidroalcoéolico bruto a partir de folhas de Kalanchoe crenata.

Variaveis
Independentes Dependentes

Ensaios X1 X3 aCFT aABTS* aDPPH bQCU bQFE
1 60 80 538,33 138,83 372,56 54,23 71,05
2 240 80 1013,89 133,70 136,84 167,88 250,65
3 60 240 653,89 132,05 687,00 102,08 344,07
4 240 240 1473,89 134,52 485,81 420,18 587,24
5 22,74 160 888,89 105,13 335,97 70,89 153,43
6 277,26 160 1275,56 196,98 76,21 77,32 253,27
7 150 46,88 683,33 115,61 605,65 138,91 211,37
8 150 273,12 829,44 181,98 166,77 173,11 215,34
9 150 160 943,89 160,82 268,99 171,45 157,64
10 150 160 1016,67 122,39 293,59 202,56 206,13
11 150 160 1016,67 186,30 294,94 193,59 193,91
12 150 160 1191,67 134,11 272,24 162,80 152,16

a determinadas em Pug/EAG/g de amostra; ? determinadas em mg/eqEDTA/mg de amostra

Os coeficientes de regressao, que buscam a relagcdo entre uma ou mais
variaveis e a variavel resposta, (Tabela 4) para as variaveis dependentes foram

obtidas por regressfes multiplas. Observou-se que o efeito linear positivo para o
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tempo de sonicagao (X1) foi significativo para compostos fendlicos totais, quelagéo de
metais e negativo para o sequestro do radical ABTS**, bem como efeito linear positivo
da concentracdo de aranto (X3) para a quelagéo de cobre e ferro. O efeito de interacao
de X13 encontrado foi significativo apenas para a atividade quelante de cobre. O efeito
quadratico de X1 produziu efeito positivo e negativo para as variaveis quelante de
cobre e ferro, respectivamente. O efeito quadratico de X3 encontrado produziu efeito
significativo para as variaveis compostos fendlicos (negativo) e para a eliminagao do
radical DPPH' e quelacdo com ferro (positivo). Para Silva et al. (2012), os resultados
obtidos na andlise de regresséo indicam que a selecdo das variaveis depende da

atividade biolégica desejada.

Tabela 4. Coeficiente de regresséo (8), coeficiente de determinacéo (R?) dos modelos
polinomiais de segunda ordem previstos para compostos fendlicos, ABTS*™, DPPH' e
guelacdo com ferro (QFe) e cobre (QCu) dos extratos hidroalcdolicos de folhas de
Kalanchoe crenata.

Coeficientes de regressao ()

Compostos ABTS DPPH Qcu QFe
fenélicos
Intercepto
Xo 1109,03* *151,50 250,65* 196,22* 193,73*
Linear
X1 603,49* 36,96 -262,76* 116,05* 206,21*
X3 231,22 34,26 14,28 108,31* 160,41*
Interacéo
X133 207,87 -1,61 20,84 123,38* 38,36
Quadratico
X1? -63,06 -11,69 45,21 -156,57* 119,87*
X3? -276,50* 8,22 162,42* 18,63 86,60*
R2 0,88 0,32 0,37 0,63 0,57

Nivel de significancia * p < 0,05. X1 = Tempo de sonicagao (min), X3 =Concentra¢ao de aranto (g.L™?);
DPPH = 2,2-difenil-1-picril-hidrazil radical; ABTS = 2,2"-azino-bis (3-etilbenotiazolina-6-acido sulfénico);
QCu= quelacéo de cobre; QFe= quelacéo de ferro; R2 = Coeficiente de determinacéo.

Os resultados da ANOVA, Tabela 4, para a variavel compostos fenélicos, que
influencia diretamente na atividade antioxidante, indicaram que os dois parametros
(concentracéo de aranto e tempo de sonicagcéo) do modelo podem explicar a variagao
experimental das variaveis respostas. A falta de teste de ajuste néo foi significativa,
indicando que o0 modelo poderia se encaixar adequadamente nos dados
experimentais para essa variavel resposta.

A relacdo entre compostos fendlicos e as variaveis empregadas no processo,

Figura 3, demonstrou que a maior extracdo ocorreu nos tempos de sonicacdo
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analisados no estudo e concentragdo de aranto entre 3 e 6 g.L"1. Nessas condicdes o
teor de flavonoides total foi de 24,24 mg de equivalentes de quercetina por mg de
amostra. De acordo com Liu et al. (2017), a onda de ultrassom gera fendbmeno de
cavitacdo, a transferéncia de massa aumenta e, portanto, mais compostos fendlicos
podem ser extraidos do tecido perturbado, essa perturbacdo pode ser influenciada
pelo tempo de exposicdo, viscosidade, concentracdo do soluto e polaridade do

solvente.

Figura 3. Efeitos do tempo de sonicacdo e da concentracdo de aranto sobre os
compostos fendlicos totais em extratos de folhas de Kalanchoe crenata representados
por grafico de superficie resposta.
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O extrato bruto das folhas de Kalanchoe crenata obtidos pela suspenséo de
240 g de folhas em &lcool 70%, pH 8,0 e submetidos a sonicacao por 240 minutos,
com base no melhor ensaio de otimizacdo, foram capazes de inibir parcialmente o
crescimento de bactérias gram-positivas (Bacillus cereus e S. aureus) e gram-
negativas (E. coli e S. typhimurium), tabela 5. Observou-se que as maiores
concentragcbes do extrato bruto apresentaram maior potencial de inibicdo. O extrato
inibiu o crescimento com a concentracdo de 2 mg.mL™* frente a E. coli, com potencial
de inibicdo de 41,55%. Contra as bactérias S. typhimurium (gram-negativa) e S.

aureus observou-se inibicao entre 49,31 - 73,19% e 10,64 -49,60%, respectivamente.
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A bactéria B.cereus ndo foi inibida pelo extrato hidroalcoolico nas concentracoes
testadas.

De acordo com Tamokou, Mbaveng e Kuete (2017) e Alvarez-Martinez et al.
(2021), estima-se que os extratos sdo muito ativos quando apresentam valores de CIM
< 0,1 mg.mL significativamente ativos se 0,10 < CIM < 0,50 mg.mL%, moderadamente
ativo se 0,50 < CIM < 2,00 mg.mL"! e sem atividade antimicrobiana se o CIM > 2,00
mg.mL1. Nesse sentido, os extratos de Kalanchoe crenata empregados no presente
estudo apresentam atividade antimicrobiana moderada, uma vez que, a 0 maior

potencial de inibicdo frente as bactérias testadas encontra-se entre 1 e 2 mg.mL™.

Tabela 5. Atividade antibacteriana (%) de diferentes concentra¢cdes compostos fendélicos de Kalanchoe
crenata frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Espécies bacterianas

- o ) Salmonella ) Staphylococcus
Concentracdo  Escherichia coli o Bacillus cereus
1 typhimurium aureus
(mg.mL™)
2 41,55 (+) 73,19 (+) 0,00 (-) 49,60 (+)
0,00 (-) 49,31 (+) 0,00 (-) 10,64 (+)
0,5 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-)
0,25 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-)
0,125 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-)
0,0625 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-)

Com inibig&o (+); Sem inibicao (-)

Em estudos realizados por Richwagen et al. (2019), os extratos de folha de K.
fedtschenkoi demonstraram efeitos inibitérios do crescimento contra duas espécies
Gram-negativas, Acinetobacter baumannii (cepa CDC-33) e Pseudomonas
aeruginosa (AH-71), bem como frente a gram-positivas como o S. aureus (UAMS-1)
em concentraces entre 128 e 256 ug.mL' em extrato hidroalcéolico. Resultados
semelhantes também foram observados em estudos realizados por Sahin et al.,
(2019), que observaram inibicdo tanto de gram-positivas (Bacillus subtilis, S. aureus)
guanto de gram-negativas (E. coli, Pseudomonas aeruginosa), frente a extratos de K.
crenata na concentracdo de 100 pg.mL? em extrato metandlico. O potencial
antibacteriano observado nos estudos anteriores pode estar associado a presenca de
alcaloides, terpenos, glicosideos e flavonoides no extrato bruto de folhas do género
Kalanchoe (AKINPELU, 2000; OKWU; JOSIAH, 2006), uma vez que este grupo de
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polifendis pode interagir com o fosfolipidio da membrana plasmatica e perturba a sua
funcionalidade (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2021) o que pode indicar que no extrato
bruto obtido no presente estudo ndo ha presenca de alguns desses compostos.

Ainda com relacao a atividade antimicrobiana, observou-se na tabela 6, que o
extrato obtido de aranto (Kalanchoe crenata) foi capaz de inibir o crescimento de
Candida tropicalis com inibicdo entre 16,79 e 88,45% e de Candida fomata com
inibicdo de 22,85%.

Tabela 6. Atividade antifungica (%) de diferentes concentragcdes compostos fendlicos
de Kalanchoe crenata frente a leveduras da cavidade oral

Espécie leveduriforme

Concentragdo Candida tropicalis Candida fomata Candida albicans
(mg.mLY) URM 6947 URM 7096 URM 7097

2 88,45 22,85 0,00

1 85,40 0,00 0,00

0,5 16,79 0,00 0,00

0,25 0,00 0,00 0,00
0,125 0,00 0,00 0,00
0,0625 0,00 0,00 0,00

Com inibicéo (+); Sem inibi¢&o (-)

Estudos in vitro demostraram que extratos hidroalcéolicos de Kalanchoe
obtidos por arraste utilizando soxlet inibiram o crescimento de microrganismos
(bactérias e fungicas), mas mostraram variacdo quanto a eficacia de inibicédo
observou-se inibicdo entre 20,83 a 83,33% frente a Staphylococcus aureus, entre
37,50 e 75% de inibicdo frente a E. coli, e entre 52,38 e 71,83% frente a Candida
albicans (MANAN et al., 2016; RANABHAT et al., 2022). Stefanowicz-Hajduk et al.
(2020) avaliaram a acgédo do Kalanchoe daigremontiana sobre Candida albicans e
demonstraram que o extrato etandlico ndo teve agao inibitoria significativa, no entanto,
obteve resultados satisfatorios frente a outras espécies do género Candida dentre os

quais C. tropicalis em concentracées menores que 0,787 mg.mL™2,
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4. CONCLUSAO

Kalanchoe crenata apresenta quantidade consideravel de compostos fendélicos
que séo facilmente extraidas empregando-se cavitacdo acustica. Dentre as variaveis
analisadas no processo extrativo o tempo de sonicacado e a concentracdo demonstram
maior efeito sobre a extracdo de fendlicos totais. Dentre as condicbes testadas o
ensaio que corresponde a suspensao de 240 g de Kalanchoe crenata em &lcool 70%,
pH 8,0 e submetidos a sonicag¢do por 240 minutos apresentou 0os maiores indices
frente aos ensaios radicalares e potencial antimicrobianos moderado. Os extratos
obtidos possuem capacidade antioxidante frente a eliminacdo dos radiais DPPH e
ABTS, além da quelacdo de cobre e ferro. Em relacdo a atividade antimicrobiana
observa-se atividade moderadamente ativa frente as espécies bacterianas e
leveduriformes testadas. Os resultados deste estudo demonstram que os extratos de
Kalanchoe crenata podem ser usados como uma fonte prontamente acessivel de
antioxidante naturais e, como tal, podem ser usados como matéria prima na inddstria

farmacéutica.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os planejamentos fatoriais 2* e o design composto central demonstram ser
uma ferramenta importante tanto na selecdo de variaveis quanto na extracao
significativa de compostos fendlicos, com variacdo de 55,00 a 460,00
mg.EAG.mg ! do extrato bruto.

As varidveis tempo de sonicacdo e concentracdo de Kalanchoe crenata
apresentaram efeito positivo significativo na extracdo dos compostos fendlicos.
Os compostos fendlicos extraidos de Kalanchoe crenata apresentaram
atividade antioxidante e foram otimizadas ao empregar o planejamento de
superficie resposta.

Apoés a otimizacdo observou-se variacdo de 538,33 a 1473,89 ug.EAG.mg* do
extrato bruto de compostos fendlicos.

Os extratos obtidos apresentaram significativa atividade antibacteriana frente a

bactérias gram-positivas e gram-negativas.

e Observou-se que as maiores concentracdes do extrato bruto apresentaram

maior potencial de inibicdo. O extrato apresentou concentracdo inibitoria
minima (CIM) de 2 mg.mL! frente a Escherichia coli, com e potencial de
inibicho de 41,55%. Contra as bactérias Salmonella typhimurium e
Staphylococcus aureus observou-se inibicdo entre 49,31 - 73,19% e 10,64 -
49,60%, respectivamente, e CIM de 1 mg.mL"L. Bacillus cereus néo foi inibido
pelo extrato hidroalcéolico nas concentracdes testadas.

Observou-se que o extrato obtido de Kalanchoe crenata foi capaz de inibir o
crescimento de Candida tropicalis com inibicdo entre 16,79 e 88,45% e de C.
fomata com inibicdo de 22,85%.

Os resultados deste estudo revelaram que os extratos de Kalanchoe crenata
podem ser usados como uma fonte prontamente acessivel de antioxidante
naturais e, como tal, podem ser usados como matéria prima na inddstria

farmacéutica.
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