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RESUMO

Diversas especiarias como as frutas secas e grdos alimenticeos sdo propicios a
contaminacdo por fungos filamentosos, como a espécie Aspergillus niger, aumentando o risco
da ingestdo de micotoxinas por parte da populacdo. A producdo de filmes biodegradaveis
adicionados de extratos e Oleos essenciais podem conferir aos mesmos propriedade
antifungicas. Com isso, este trabalho teve como objetivo desenvolver filmes biodegradaveis a
base de amido de mandioca com adicao de extratos e 6leos de canela e cipé d’alho ¢ avaliar
sua eficiéncia perante o fungo Aspergillus niger. Os extratos etandlicos e aquosos foram
obtidos por extracdo por soxlet e maceracdo, respectivamente, enquanto que, os 6leos foram
obtidos por hidrodestilacdo. Para identificacdo dos compostos majoritarios dos extratos e
Oleos foram realizadas andlises de RMN e de Cromatografia Gasosa. Esses compostos
identificados foram selecionados como ligantes perante a enzima glicose oxidase produzida
pelo fungo para o estudo tedrico por meio de Docagem Molecular. Os extratos e 6leos foram
avaliados em testes antifungicos de difusdo em discos e pocos, respectivamente. Os filmes
biodegradaveis foram elaborados com extrato e¢ Oleos de canela e cipé d’alho que
apresentaram melhor desempenho nos testes antifungicos. Todos os filmes elaborados foram
avaliados no teste antifangico por meio da técnica de difusdo em discos. No estudo tedrico
por meio da Docagem Molecular, todos os ligantes presentes nos extratos e o6leos
apresentaram ligacGes de hidrogénio com os residuos de aminoécidos chave da enzima
glicose oxidase sendo Histidina (His 559 A), Treonina (Thr 110 A) e Arginina (Arg 512 A).
Nos testes antiflngicos, o extrato etandlico da espécie vegetal cip6 d’alho apresentou maior
halo de inibicdo de 15mm na concentracdo de 20mg/ml enquanto que os testes antiflingicos
para os 6leos, nos volumes de 1 pL; 5 puL e 10 pL revelaram a formacédo de halos de inibicdo
de 25mm; 28mm e 30 mm para o 6leo da canela. Enquanto que, no filme com o 6leo do cip6
d’alho, ocorreu a inibi¢do da germinagdo do referido fungo durante 9 dias de experimento. Os
testes antifungicos dos filmes revelaram que os filmes com surfactante contendo 6leo do cipd
d’alho nédo apresentaram halos de esporulagdo e nem crescimento micelial sobre os filmes 1 e
2 durante as 48h do experimento, sugerindo que ocorreu inibi¢do do crescimento do fungo por

meio dos filmes.

Palavras-chave: filmes biodegradaveis; extratos e 6leos de canela e cipd d’alho; Aspergillus
niger; docagem molecular.



ABSTRACT

Various spices such as dried fruits and food grains are prone to contamination by filamentous
fungi, such as the species Aspergillus Niger, increasing the risk of ingestion of mycotoxins by
the population. The production of biodegradable films added to extracts and essential oils can
give the same antifungal properties. Thus, this study aimed to develop biodegradable films
based on cassava starch with addition of extracts and oils of cinnamon and garlic vine and
evaluate its efficiency against the fungus Aspergillus Niger. The ethanol and aqueous extracts
were obtained by Soxlet extraction and maceration, respectively, while the oils were obtained
by hydrodistillation. To identify the major compounds of the extracts and oils, NMR and Gas
Chromatography analyzes were performed. These compounds identified were selected as
ligands before the enzyme glucose oxidase produced by the fungus for the theoretical study
through Molecular Docking. The extracts and oils were evaluated in antifungal diffusion tests
in discs and wells, respectively. The biodegradable films were prepared with extract and oils
of cinnamon and garlic vine that showed better performance in antifungal tests. All the
elaborated films were evaluated in the antifungal test by means of the technique of diffusion
in discs. In the theoretical study through Molecular Docking, all the ligands present in the
extracts and oils showed hydrogen bonds with the key amino acid residues of the enzyme
glucose oxidase being Histidine (His 559 A), Threonine (Thr 110 A) and Arginine (Arg 512
A). In the antifungal tests, the ethanolic extract of the plant species garlic vine showed a
higher inhibition halo of 15mm at a concentration of 20mg/ml while the antifungal tests for
oils, at volumes of 1 pl; 5 ul and 10 pl revealed the formation of inhibition halos of 25mm;
28mm and 30mm for cinnamon oil. While, in the film with the oil of the vine of garlic, the
inhibition of the germination of said fungus occurred during 9 days of experiment. The
antifungal tests of the films revealed that the films with surfactant containing garlic vine oil
did not present sporulation halos and neither mycelial growth on films 1 and 2 during the 48h

of the experiment, inhibition of the growth of the fungus through the films.

Keywords: biodegradable films; extracts and oils of cinnamon and garlic vine; Aspergillus
niger; molecular docking.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade os povos nativos da Ameérica ja cultivavam a mandioca,
pertencente a ordem Malpighiales, familia Euphorbiaceae, género Manihot e espécie Manihot
esculenta Crantz. Dentre as 98 espécies conhecidas da familia Euphorbiaceae, a mandioca é a
Unica utilizada para fins de alimentacdo, devido formar raizes armazenadoras de amido e com
condicdes favoraveis para o desenvolvimento em todos os climas tropicais e subtropicais
(RECALDE, 2013)

A producdo agricola brasileira tem apresentado altos indices de crescimento,
destacando-se no mercado mundial, e dentre os principais produtos, destacam-se a soja, a
cana-de-acucar, o milho e a mandioca. O Brasil é o quarto maior produtor mundial de
mandioca, superado pela Nigéria, Indonésia e Tailandia (CONAB, 2016). Em 2019, o estado
do Pard foi considerado o principal produtor, visto que esta cultura desempenha forte
influéncia na economia do povo paraense, pois inimeros produtores rurais produzem farinha,
goma e tapioca (DERAL, 2019).

O amido se encontra em diversas espécies vegetais, sendo que as cinco principais
fontes de amido comercial sdo a batata, o milho, o arroz, o trigo e a mandioca. Esse
polissacarideo formado por dois tipos de polimeros de glicose, a amilose e a amilopectina,
apresentam estruturas e funcionalidades diferentes (Mali et al., 2010). O amido de mandioca
é conhecido como fécula, polvilho doce ou goma, pode ser definido como um carboidrato que
é extraido da raiz da mandioca (ARIENTE et al., 2005).

Atualmente tém sido desenvolvidas pesquisas visando a utilizacdo do amido para
producdo de filmes biodegradaveis, devido o seu baixo custo, ndo toxicos, que se degradam
rapidamente, sendo destinados a conservagdo e protecdo de alimentos aumentando assim a
vida de prateleira dos alimentos. Esses filmes biodegradaveis podem ser aplicados
diretamente na superficie dos alimentos ou como filmes agindo como barreira a agentes
externos como gases, umidade, sujidades (FERNANDES et al., 2015).

Diversas especiarias como as frutas secas e grdos sdo propicios a contaminacdo por
fungos filamentosos, aumentando o risco da ingestdo de micotoxinas por parte da populagéo.
Entre esses o Aspergillus niger que atua em varios produtos alimenticios, podendo ser
encontradas também outras espécies do género Aspergillus (SILVA et al., 2012; Oliveira et
al., 2015).

Utilizar extratos e 6leos essenciais com atividade antifungica é uma alternativa para
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conferir aos filmes biodegradaveis caracteristicas de barreira contra acdo de microrganismos
patogénicos, como no caso do Aspergillus niger. Na literatura sdo relatados trabalhos que
destacam a acdo de extratos com atividade antifungica tais como: Shukla et al. (2008)
demonstraram que o0 extrato aquoso Adenocalymma alliaceum (Cipd d’alho) evidenciou
atividade antifungica e antiaflatoxigénica contra os fungos Aspergillus niger e Aspergillus
flavus e Venturoso et al. (2011) que evidenciaram atividade antiflngica no extrato aquoso de
canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) no desenvolvimento in vitro de fungos
fitopatogénicos (Aspergillus sp., Penicillium sp., Cercospora kikuchii, Colletotrichum sp.,
Fusarium solani e Phomopsis sp.).

Em relacdo ao 6leo da casca de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) Gogoi et al.
(2019) relata atividade antimicrobiana contra oito cepas bacterianas e fangicas, revelou boas

propriedades antimicrobianas com o valor de CIM perante Aspergillus niger em 2,5 pL/mL.

1.1 Objetivo Geral
Desenvolver filmes biodegradaveis a base de amido de mandioca com adi¢do de
extratos e 6leos de canela e cip6 d’alho e avaliar sua eficiéncia perante o fungo Aspergillus

niger.

1.2 Objetivos Especificos
- Obter extratos aquosos e 0Oleos de canela e cipé d’alho por Maceracdo, Soxlet e

Hidrodestilagao;

- Analisar os compostos dos extratos e 6leos por Ressonancia Magnética Nuclear e

Cromatografia Gasosa, respectivamente;
- Avaliar o potencial antifiingico dos extratos e 6leos de canela e cip6d d’alho;

- Desenvolver e caracterizar filmes biodegradaveis de amido de mandioca com adi¢do

de extratos e 6leos vegetais;
- Analisar o efeito antifungico dos filmes biodegradaveis obtidos;

- Realizar um estudo teérico de Docagem Molecular para avaliar a afinidade e modo de
ligagdo dos compostos majoritarios da canela e cipd d’alho no sitio ativo da enzima

glicose oxidase.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Mandioca (Manihot esculenta Crantz)

A familia Euphorbiaceae possui 98 espécies, sendo a espécie Manihot esculenta
Crantz a Unica que apresenta raizes para fins alimenticios, devido armazenarem amido
(RECALDE, 2013). A cultura da mandioca (Manihot esculenta Crantz) é considerada uma
das mais antigas do continente sul-americano conhecida dos povos pré-colombianos, que

posteriormente foi disseminada na Africa pelos portugueses durante o seu processo de

colonizacdo nesse continente, sendo assim conhecida no mundo ha cerca de 9 mil anos
(COELHO, 2018).
Figura 1 — Mandioca (Manihot esculenta Crantz).

Fonte: BULL et al., 2011.

As cultivares de mandioca sdo normalmente classificadas em doces e amargas, de
acordo com o teor de acido cianidrico (HCN) contido em suas raizes. As doces sdo também
conhecidas como aipim, macaxeira ou mandioca mansa e sdo comumente utilizadas para

consumo humano direto. As amargas, destinadas principalmente para a industria, sdo
conhecidas como mandioca brava (FUKUDA et al., 2006).

O Estado do Pard é o maior produtor do Brasil, com &rea plantada de 501.447
hectares de area plantada, 257.690 de hectares de area colhida com producdo de 3,7 milhdes
de toneladas anuais (IBGE, 2019). O consumo de mandioca no Para é o mais diversificado
do mundo, sendo o alimento de maior participacdo na culinaria regional (BRABO, 2017). A
indUstria de mandioca no Brasil, conhecida de forma tradicional como casas de farinha e

fecularia, se disseminou devido a producéo amilaceos (ARAUJO, et al., 2014)
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A mandioca industrializada é ofertada para a alimentagdo humana na forma pré-
cozida, farinhas cruas ou torradas, congelada pronta para fritar, polvilho doce ou azedo,
farofas prontas para consumo, ou ainda, como aditivo na fabricacdo de embutidos, balas,
bolachas, sobremesas, sagu, sopas e pdo. Pode ser direcionada para a alimentacdo animal, na
forma de raspas e residuos da propria indUstria. E, portanto altamente recomendavel estar
atento as inUmeras aplicagdes, todas com elevacdo do valor agregado a mandioca (SEBRAE,
2009).

2.2 Materiais Vegetais e a Obtencao de Extratos e Oleos
2.2.1 Canela (Cinnamonum zeylanicum Blume)

A palavra canela, de origem grega, significa madeira doce, essa especiaria devido ao
seu aroma, € uma das mais utilizadas na industria de alimentos e bebidas a nivel mundial
(MEDAGAMA, 2015). A canela conhecida desde 2.500 anos a.C. pelos chineses, possuia
mais valor do que o ouro e na Arébia, era considerada uma mercadoria preciosa (ZANARDO;
RAMBO; SCHWANKE, 2014). Historicamente foi utilizada como especiaria em paises como
Egito, Italia, mais especificamente em Roma, e China, sendo usada para temperar carnes,
aromatizar o vinho e fins religiosos, respectivamente (D’SOUZA et al., 2017).

A canela (Cinnamomum sp) pertence a familia Lauraceae, apresenta aproximadamente
cerca de 250 espécies distribuidas na China, india e Australia, das quais 4 sdo utilizadas para
obter a especiaria (JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH, 2003). A canela é uma arvore
tropical perene (Figura 3), sendo nativa do Sri Lanka, conhecida como a canela-do-ceildo
(Cinnamomum verum), apresenta sinonimia cientifica Cinnamonum zeylanicum Blume. Suas
folhas e cascas internas sdo usadas para fabricacdo de 0leos e paus (D’SOUZA et al., 2017).
A casca seca contém, no minimo, 1,2% de Oleo volatil e 60,0% de composto trans-
cinamaldeido, Possui aroma caracteristico de aldeido cindmico e sabor picante e adocicado
(BRASIL, 2010).
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Figura 2 — Cascas da canela (Cinnamonum
zeylanicum Blume)
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No estudo de Mariappan et al. (2013) a analise fitoquimica do extrato da canela
evidenciou a presenca de fendis, flavonodides, terpendides e taninos e por meio de
cromatografia gasosa revelou a presenca dos compostos acido (E)-3-(2-metoxifenil) -2-
propenoico (40,41%), trans-cinnamaldeido (20,28%), acido 4-vinil benzdico (10,54%) e

cumarina (8,47%) como compostos principais no extrato metanélico da casca.

A analise fitoquimica do 6leo da canela em cromatografia gasosa e espectrometria de
massa evidenciou a presenca de hidrocarbonetos (44,7%), compostos oxigenados (52,6%)
sendo que 27 compostos foram caracterizados sendo 0s compostos acetato de cinamila
(36,59%) e cariofileno (22,36%) foram o0s principais compostos encontrados de forma
majoritaria (JAYAPRAKASHA, 2003). Lawrence (1994) relata a presenca de 60% de
cinamaldeido presente no Gleo das cascas da canela enquanto que Nath et al. (1996) afirma
que o 6leo essencial da canela pode apresentar variagdes extremas onde o benzoato de benzila

(84,69%) encontra-se no 6leo da casca.

Carmo et al. (2008) relata efeito antifingico do 6leo volatil de canela com espécies de
Aspergillus em concentragcdes de 80, 40 e 20 pL/mL de oleo, inibindo fortemente o
crescimento micelial radial de A. niger, A. flavus e A. fumigatus ao longo de 14 dias, assim
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como as concentragdes de 80 e 40 uL/mL de 6leo causaram 100% de inibicdo da germinacao

de esporos do fungo.

Trabalhos realizados com o uso de extratos brutos e 0leos essenciais tem indicado
acdo antifingica contra determinadas espécies, a exemplo do extrato de canela que apresentou
atividade na inibicdo do crescimento micelial para as espécies de fungos Phomopsis (97,4%),
Penicilium (95,1%), C. kikuchii (70,8%), Colletotrichum (56,3%), Aspergillus (36, 5%) e F.
solani (33,5%) (VENTUROSO et al., 2011).

2.2.2 Cip6 d’ Alho (Mansoa alliacea )

O género Mansoa pertencente a familia Bigoniaceae apresenta cerca de 11 espécies
qgue ocorrem nas florestas secas e Umidas da América do Sul e Central até ao sudeste do
México (ZOGHBI et al., 2009), distribuindo-se também por Porto Rico e América do Sul,
como Brasil (Amazonas, Para e Maranhdo), Bolivia, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana
Francesa, Peru e Venezuela (CASTRO, 2010) (Figura 4).

Figura 3 - Mapa de distribui¢do de Mansoa alliacea
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Fonte: CASTRO, 2010.

Na Amazonia Brasileira essas espécies sdo denominadas de “cipé d’alho” que se
refere a videira de alho, devido apresentar odor caracteristico de alho. Suas folhas séo
utilizadas na forma de cha, como anti-reumatico, antiartritico e para resfriados (ZOGHBI et
al., 2009; RIBEIRO et al., 2009).

A Mansoa alliacea ¢é considerada um taxon de delimitacdo restrita pela presenca de
folhas elipticas, base atenuada, nectarios extraflorais da face abaxial dos foliolos ausentes ou
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espalhados, inflorescéncias pequenas de 1 a 2,5 cm de comprimento com ramos congestos e

paucifloros, com frutos ovado-oblongo e sementes lenhosas (CASTRO, 2010).

Figura 4 - Cip6 d’alho (Mansoa alliacea).
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O “Cip6 d’alho” é produzido em plantacGes domiciliares e em pequenas plantagdes
comerciais, sendo sua maior produtividade advinda da colheita direta na floresta. No Peru
mais precisamente em lquitos, essa planta € comercializada como planta medicinal a um
preco de varejo de US$ 0,28 / kg e atacado de US$ 0,14 por kg fazendo US$ 2.700,00 a
4.200,00 e US$ 1.400,00 a 2.100,00 por hectare no ano, respectivamente (REVILLA, 2001).
Em Belém do Paré (Brasil), € comercializado em mercados abertos por US$ 1,00 cada cacho,
com aproximadamente 170 g (ZOGHBI, 2008).

Segundo Guilhon, Bittencourt, Lima e Zoghbi (2012), os principais constituintes
organossulfurados identificados nos extratos obtidos das folhas in natura do cip6 d’alho sdo:
2-vinil-1,3-diti-5-eno (24,42%), 3-vinil-1,2-diti-5-eno (11,67%), dissulfeto de dialila (8,40%),
trissulfeto de dialila (4,89%) e tetrassulfeto de dialila (0,74%).

A avaliagdo fitoquimica do 6leo de cip6 d’alho obtido a partir das folhas e flores
evidenciaram compostos como dissulfeto de dialila (34,0%; 49,7%, respectivamente) e de
trissulfeto de dialila (58,2%; 32,7%, respectivamente). Além desses, 0s compostos
tetrassulfeto de dialila, 3-vinil- 1,2-dithi-4-eno e 1-octen-3-ol foram previamente

identificados. Por outro lado, 2-metil-2-pentenal, dissulfueto de metil alila, cis e trans-
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dipropenila, 3,4-dimetil-2,5-di-hidrotiofeno-2-ona, alila-isobutil dissulfeto e dissulfeto de
propileno foram os constituintes identificados apenas na amostra do 6leo da folha (ZOGHBI;
ANDRADE; MAIA, 2002).

Na literatura sdo encontrados trabalhos sobre a potencialidade do extrato de cipo
d’alho no combate a fungos. O extrato obtido a partir das folhas de Adenocalymma alliaceum,
foram eficientes no desenvolvimento da germinacdo de esporos de Alterniaria brassicae
(Berk.) Sacc. A 72% e 100% com tempos de 5 e 10 min, respectivamente. Porém, foi
observado que o principio inibitério do extrato manteve uma boa vida util a 10 °C e era
termoestavel quando mantido por 1 hora a 60 °C. Entretanto, em ebulicdo a 100 °C por 3 min,
a atividade inibitéria do extrato diminuiu para 70% em ebulicdo por 5 min e foi
completamente perdida ap6s 10 min (BHUPENDRA et al., 1999; ZOGHBI, 2008).

Os extratos das folhas desse vegetal apresentaram atividade antifungica e
antiaflatoxigénica contra os fungos Aspergillus niger e Aspergillus flavus (SHUKLA et al.,
2008), bem como inibiu completamente o crescimento micelial para os fungos Drechslera
oryzae onde essa atividade foi atribuida ao 6leo que continha o requisito essencial de inibicdo
minima de 500 ppm (CHATURVEDI et al., 1987; ZOGHBI, 2008).

2.3 O fungo Aspergillus niger

Os fungos sdo organismos eucariontes, unicelulares ou multicelulares (filamentosos),
haploides com parede celular contendo quitina e o glucano com auséncia plastos ou
pigmentos sintéticos. Os esporos ou conidios para germinarem necessitam de calor e umidade
levando a formacdo de um ou mais filamentos finos denominados tubos germinativos que ao
se ramificarem formam os micélios (ALVES, 2012).

Os fungos sdo considerados como seres cosmopolitas pois se fazem presente em
qualquer lugar do planeta e distribuidos na natureza no meio aquatico, atmosférico, terrestre e
em organismos vivos como animais e vegetais, matéria organica em decomposi¢do bem como
em produtos alimenticios e industriais (MOLINARO et al., 2010).

Os Aspergillus sdo um género de fungos filamentosos bastante estudados, apresenta
150 espécies, porém apenas 30 sdo distinguiveis. Suas coldnias crescem rapidamente e de
forma exuberante apresentando as coloracGes brancas e amareladas inicialmente e passando
posteriormente para as cores marrom-escuro a preto, também apresentam micélios aéreos com
conidioforos eretos com elevada producdo de conideos (ROSA et al., 2002; SANTQOS, 2007;
READ, 1991).
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O fungo Aspergillus niger (Figura 5) é uma das espécies mais comuns do género
Aspergillus sendo encontrado em diversos tipos de ambiente, crescem em uma diversidade de
substratos rapidamente produzindo coldnias consistentes de coloracdo branca ou amarela
coberta por uma camada densa que vai da cor marrom escuro ao preto (BAYTAK et al., 2007;
READ, 1991). Esta espécie esta incluida no subgénero Aspergillus circumdati, secdo Nigri,
essa inclui 15 espécies de esporos negros relacionadas que podem ser confundidas com A.
niger, incluindo A. tubingensis, A. foetidus, A. carbonarius e A. awamori, tendo varias

especies morfologicamente semelhantes descritas por Samson et al. (2004).

Figura 5 — Micrografia do aparelho de reproducéo assexuada de Aspergillus niger.

Fonte: READ, 1991.

Diversos trabalhos apontam que os fungos filamentosos sdo os responsaveis pela
contaminacédo de produtos como gréos, especiarias e frutos. Os fungos do género Aspergillus
spp., Fusarium spp. E Penicillium spp. Destacam-se na contaminagdo de gréos durante o
processo de colheita e armazenamento causando danos e producdo de aflatoxinas (SILVA et
al., 2012; BENTO et al., 2012).

Os fungos do género Aspergillus e Penicillium sdo os que ocorrem com maior
frequéncia em especiarias, algumas espécies pertencentes a esses géneros sao conhecidas pela
capacidade de produzir diferentes micotoxinas como aflatoxinas e ocratoxinas que apresentam
efeitos toxicos, cancerigenos, mutagénicos e teratogénicos em seres humanos e animais
(OLIVEIRA et al., 2016). Dentre as especiarias acometidas destacam-se a pimenta do reino
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(Piper nigrum L.), cominho (Cuminum cyminum L.), acafrdo (Curcuma longa L.) e urucum
(Bixa orellana L.) segundo afirma Silva et al. (2012).

A glicose oxidase (beta-D-glucose), também conhecida como Gox, é uma enzima que
foi originalmente isolada e produzida do fungo Aspergillus niger, e continua sendo a fonte
mais comum de Gox. Isso se deve ao fato de que esta enzima constitui a parede celular do
miceélio desse fungo e é produzida como mecanismo de defesa para tal. A enzima € fortemente
utilizada para monitoramento de glicose e outras aplicacfes industriais, mas também é uma
boa alternativa aos tratamentos tradicionais, quimicos e fisicos utilizados na preservacao dos
alimentos (FERRI, KOJIMA, SODE, 2011; SOUSA et al., 2017).

2.4 Filmes Biodegradaveis

A poluicdo do meio ambiente por meio do descarte de filmes plasticos de polimeros
sintéticos de forma desenfreada é um problema a nivel mundial, visto que demandam um
longo tempo para se degradarem, gerando sobrecarga nos aterros sanitarios (HENRIQUE;
CEREDA; SARMENTO, 2008; XU et al., 2005).

A biodegradacdo ¢ um processo natural e complexo que por meio de mecanismos
bioquimicos os compostos organicos sdo transformados em compostos simples que séo
redirecionados ao meio ambiente por meio dos ciclos do carbono, nitrogénio e enxofre. O
primeiro filme plastico biodegradavel produzido foi o celofane derivado de xantato de
celulose com excelentes propriedades mecanicas, tendo também transparéncia e flexibilidade
(MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Na necessidade de reducdo das embalagens sintéticas, o setor de comercializacdo de
alimentos busca desenvolver embalagens de derivados de matérias-primas renovaveis como
polissacarideos, proteinas ou lipideos, garantindo a seguranca microbioldgica em relacdo a
possiveis ataques de microrganismos patogénicos e a qualidade dos alimentos processados
(ALTMANN; ATZ; ROSA, 2018).

Os biopolimeros mais utilizados sdo polissacarideos (amido e seus derivados, pectina,
celulose, alginato e carragena), proteinas (gelatina, caseina, ovo albumina) e lipideos
(monoglicerideos acetilados, acido estearico, ceras e ésteres de acido graxo), sendo que esses
podem estar separados ou combinados na solucdo filmogénica (CUQ; GONTARD;
GUILBERT, 1995).

O amido é um polissacarideo e biopolimero a base de amilose e amilopectina muito

utilizado para a producdo de filmes pelo baixo custo, facil manuseio e total degrabilidade,
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sendo comumente encontrado na natureza com altos niveis de disponibilidade e quantidade
(PAGNO et al., 2015). Nas pesquisas de materiais biodegradaveis, uma frente de pesquisa
muito abordada é a producdo desses materiais derivados do amido de mandioca para a
producdo e caracterizacdo de embalagens apresentando resultados animadores para diversas
aplicacdes (SUEIRO et al., 2016).

Porém, filmes constituidos apenas por amido sdo inviaveis ja que esses sdo altamente
higroscopicos e apresentam propriedades mecénicas limitadas, tornando o material
quebradico e sensivel ao contato com a &gua, uma alternativa para esses problemas é
adicionar plastificantes como o glicerol que interfere nas interagdes entre as cadeias de
polimeros bem como no produto final alterando as propriedades fisicas do filme
biodegradavel (BRITO, 2019)

2.5 Técnicas Computacionais
2.5.1 Docagem Molecular

A docagem molecular € um método utilizado para predizer 0 modo de ligacdo de
pequenas moléculas na cavidade de interacdo de macromoléculas sendo possivel determinar
as mudancas de conformacdo do ligante por meio de interacdo no alvo de maneira a formar
um complexo receptor-ligante (SANTOS; ANDRICOPULDO, 2013).

Segundo a teoria lock-and-key o ligante se encaixa no receptor como uma fechadura e
chave, e os primeiros métodos de docking foram baseados nesta teoria, onde o ligante e o
receptor foram tratados como corpos rigidos (FISCHER, 1894; KUNTZ, 1982). A teoria
“ajuste induzido” afirma que a idéia de bloqueio e chave, como um passo adiante na medida
que o sitio ativo da proteina é remodelado por interacdes com o ligante e os receptores
flexiveis no acoplamento (MENG et al., 2011).

A docagem molecular apresenta duas etapas fundamentais, a primeira que determina a
conformagdo e orientacdo no interior do alvo molecular denominado de pose através do
algoritmo de busca e funcdo de pontuacdo e a segunda etapa compreende a avaliar a afinidade
da ligacdo (MORRIS; LIM, 2008; MENG et al., 2011).

A docagem ou docking molecular, € um meétodo computacional que encontra
modos de ligagdo mais provaveis entre em ligante e um receptor macromolecular bioldgico,
permitindo estimar a energia de ligacdo a partir da fungdo de pontuacéo ou de scoring. Esta
avaliacdo tem por objetivo final tracar uma correlagéo entre uma boa interacdo entre ligante e

receptor e uma elevada atividade bioldgica (MUNIZ, 2018).
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O receptor ou alvo selecionado (proteina, DNA ou RNA) pode ter a sua estrutura
tridimensional a nivel 3D conhecida ou nédo, fato determinante na busca de estratégias de
planejamento (ANDRICOPULO et al., 2009). Os importantes avancos da gendmica e
protedmica, aliados a evolucdo das técnicas de cristalografia de raios-X e ressonancia
magnética nuclear (RMN) que reunidos elevam o numero de alvos com estruturas 3D
disponiveis no Banco de Dados de Proteinas (PDB, do inglés Protein Data Bank) (GUIDO et
al., 2010).

O molegro virtual docker por meio do algoritmo Moldock, é usado para obter o valor
de energia do ligante, interacdo de van der Waals, interacdo eletrostatica de longa distancia e
o célculo da funcéo de pontuacédo, que define o valor de energia mais baixo da conformacéo
mais promissora (THOMSEN et al., 2006). Por meio do docking, é possivel identificar as

conformac@es estruturais de enzimas e ligantes que apresentam os melhores resultados.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Obtencdo das Amostras e Caracterizacdo Vegetal

As folhas e cipés da planta Mansoa alliacea (cipé d’alho) foram coletadas na
Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA) / Instituto de Ciéncias Agrérias (ICA), na
cidade de Belém / PA com coordenadas 1°27°18.5”S 48°26°21.8”W, utilizando o aplicativo
Google Maps e GPS (Global Positioning System). A coleta foi realizada no periodo matutino,
no vigesimo segundo dia do més de fevereiro de 2021 juntamente com o botanico Raimundo
da Silva Monteiro. As cascas de Cinnamomum zeylanicum Blume (canela) foram coletadas na
Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA) / Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) com
coordenadas 1°45°51.4”S 48°43°95.7’W no periodo matutino no décimo terceiro dia do més
de Julho de 2021. As cascas de Cinnamomum zeylanicum Blume (canela) e folhas de Mansoa
alliacea (cip6s d’alho) foram secas em estufa (Fabbe Center/070) com circulacdo de ar a 40°C
durante 72 horas.

Ap0s a secagem, as amostras das duas espécies vegetais foram trituradas em moinhos
de facas (Vencedora Magtron /M-600) para obter granulometrias do tipo po fino para a
realizacdo da extracdo dos extratos e Oleos. As exsicatas das plantas canela e cip6é d’ alho
foram identificadas e catalogadas com registro de n° 4069 e n° 4027 , depositadas no
herbario da Universidade Federal do Para / Laboratério de Botanica bem como registrado no

Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
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Associado com numero de registro A2269CB e A3899DC para canela e cip6 d’ alho,
respectivamente. O amido de mandioca (Manihot Sculenta Crantz), foi adquirido em rede de

supermercado de Belém-PA.

3.2 Metodos
3.2.1 Estudos Experimentais

3.2.1.1 Anélise e Caracterizacdo de Amido de Mandioca

As amostras de amido de mandioca foram lavadas com alcool etilico absoluto para a
remocdo de substancias gordurosas, filtradas a vacuo e secas em estufa com circulagéo de ar a
45 °C até peso constante. Apoés o resfriamento em dessecador a temperatura ambiente, a fécula

foi acondicionada em frascos até sua utilizagéo.

- Composicao Centesimal

Foram realizadas as analises de umidade, proteinas, residuo mineral fixo e lipidios, das
amostras de amido bruto e lavado, segundo metodologia proposta pelo AOAC (2005), todas

em triplicata. A umidade foi calculada através da formula :
umidade = p£' X 100

onde p = perda de massa e p’ = massa da amostra em g.
Para Residuo Mineral Fixo foi utilizada a formula: Cinzas = massa cadinho + massa

amostra — massa final. Para determinar os valores de lipideos foi utilizada a formula:

lipidios = Ll X 100
po

onde p2 = massa do baldo de reacdo com lipidios, p1 = massa do baldo de reacéo seco, € po =
massa da amostra em g.

Para os célculos de carboidratos, foi utilizada a formula: C = 100% - %Umidade - %
Residuo Mineral Fixo - % Lipidios - % proteinas.

- Microscopia Otica e Microscopia Eletronica de Varredura.

As imagens em microscopia Otica e eletrbnica de varredura foram obtidas na
Faculdade de Engenharia Quimica da UFPA, em microscopio eletronico de Varredura Leo

modelo 1450 VP, equipado com detector de elétrons secundarios e retro espalhados.

3.2.1.2 Obtencao dos Extratos e Oleos
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Inicialmente, foi determinado o teor de umidade das matérias-primas pelo método
gravimétrico, também denominado de perda por dessecacio (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). Foram utilizadas 2g de folhas de cip6 d’alho ¢ 2 g de cascas de canela,
pesadas em cadinhos de 25ml e secas por 24h em estufa a 105°C.

Para o célculo de umidade dos vegetais ap0s o0 processo de secagem em estufa a 105°C

foi utilizada a formula abaixo:

Pu - Ps
x 100

Perda por dessecagao =

Onde:

Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacao
Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra depois da dessecac¢ao
Pa = peso da amostra

- Pré-tratamento do Material Vegetal

As cascas da canela ¢ folhas do cip6 d’alho, foram secas em estufa de ar com
circulacdo a 40°C, durante 72h para evitar transformagfes dos compostos originalmente
presentes no material vegetal, causadas por processos quimicos, bioquimicos e/ou
microbioldgicos (BRASIL, 2006). Os extratos de canela e de cip6 d’alho foram obtidos por

extracdo por maceracdo e Soxhlet e os 6leos por extracdo por hidrodestilagéo.
- Extracdo por Maceragéo

Para o processo de maceracao foi utilizada a metodologia de Shukla et al. (2008) com
modificagfes. As folhas secas do cip6 d’alho e as cascas da canela foram submetidas a
trituracdo em moinhos de facas para reduzir o tamanho das particulas de modo a aumentar o
contato com o liquido extrator (HUBINGER et al., 2009). Posteriormente, as folhas e cascas
trituradas (20g) foram embebidas em 150 ml de agua por 48h. O extrato foi separado da torta
por uma filtracdo a vacuo. Os extratos obtidos foram conservados em temperatura de
refrigeracdo. Apés esse processo o solvente foi evaporado em estufa por 48h a 40°C obtendo

ao final o extrato bruto seco.

- Extracéo por Soxhlet
A extracdo foi realizada de maneira individual, utilizando 20 g de cada material secos

com 150 ml de solvente etanol. Ao final da extracdo os extratos foram refrigerados para
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minimizar a oxidacdo ou degradacdo (CORDEIRO et al., 2018). Ap0Gs esse processo, 0
solvente foi evaporado em evaporador rotativo a 90 rpm e 70°C.

O extrato etanodlico do cip6 d’alho passou por um processo de purificagdo para
retirada da clorofila, onde 150 mg e 500 mg do extrato bruto foram solubilizados com 4,8
ml/1,2ml para a primeira massa de extrato e 16ml / 8ml de acetonitrila/ 4gua destilada para a
segunda massa de extrato, ambos solubilizados em um ultrassom . Esses 6ml e 20ml foram
submetidos a um cartucho de 6ml e 20ml composto c18 e silica, respectivamente. Apos esse
processo os extratos purificados foram levados para uma estufa (Quimis) a 40°C para a efetiva
evaporacdo da acetonitrila e agua. Os extratos foram utilizados nas andlises de RMN
(Ressonéncia Magnética Nuclear), teste antifingicos e elaboracao dos filmes biodegradaveis.

- Extracdo dos Oleos Essenciais da Canela e do cip6 D’alho por Hidrodestilacéo

A extracdo dos 0leos foi realizada com 50 g das cascas de canela e folhas do cip6-de-
alho secas em tamanho reduzido, as quais foram colocadas em um baldo volumétrico e
levadas para a hidrodestilacio em Clevenger. Apds a retirada, os 6leos brutos foram
acondicionados em tubos, e em seguida, centrifugados a 2500 rpm durante 10 minutos na
presenca de sulfato de sodio para separar a agua residual inerente ao processo. Finalmente o0s
6leos foram coletados e armazenados em ampolas e refrigerados até a utilizacdo
(CORDEIRO, 2019).

- Rendimento dos extratos e 6leos
Para o célculo do rendimento dos extratos a partir das extracdes via soxlet e maceragéo
a base dos solventes etanol e agua, respectivamente, através das folhas de cipd d’ alho e

cascas do caule da canela, foi utilizada a férmula abaixo:

Rd =2 100
M

Onde:

Rd: rendimento da extracdo (%);
Mo é a massa de extrato obtida experimentalmente (g);

M é a massa da materia-prima em base seca (g).

Para o célculo do rendimento dos Oleos a partir das extragdes via hidrodestilacéo

através das folhas de cip6 d’ alho e cascas do caule da canela, foi utilizada a formula abaixo:
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Rd = 4 x 100
Onde:
Rd: rendimento da extragéo (%);
Mf é a massa de 6leo obtida experimentalmente (g);

Mo é a massa da matéria-prima em base seca (g).

3.2.1.3 Anélise dos Extratos de canela e cip6 d’alho
- Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a anélise dos experimentos de RMN, foram pesados 30 mg dos extratos de canela
e cipé d’alho, obtidos pelos métodos de maceracdo e Sohlet, dissolvidos em 600 pL
dimetilsulfoxido hexadeuterado e transferidos para tubos de 10 mm. A analise de RMN foi
realizada em espectrometro Bruker, modelo Ascend (Rheinstetten, Germany), operando a 400
MHz, no Laboratério Central de Extracdo do Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da
UFPA, sendo obtidos os experimentos de RMN unidimensional de Hidrogénio (H') e
Carbono (C™) e bidimensional de Cosy (Correlation Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear
Single Quantum) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Para controle e
tratamento de dados foi utilizado o software TopSpin 3.6.0 e os deslocamentos foram
registrados em valores adimensionais & (ppm), tendo como referéncia interna os sinais do

solvente.

- Avaliacdo Antifiingica pelo Método de Difusdo em Agar / Técnica do Disco.

Para os testes de atividade antimicrobiana foi utilizada uma amostra liofilizada de
origem laboratorial Cefar Diagndstica, do fungo filamentoso Aspergillus niger. O fungo
ATCC 16404 foi recuperado seguindo as orientacfes do fornecedor. Para 0s ensaios foram
utilizadas culturas com 7 dias de crescimento em &gar Sabouraud sem antibi6tico. As placas
foram incubadas em incubadora B.O.D. (MARCONI) a aproximadamente 28°C por 7 dias,
para entdo serem utilizados nos experimentos.

Os testes para determinar o potencial antifingico dos extratos foram realizados no
Laboratorio de Micologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFPA. Inicialmente, foram
preparadas suspensdes em 5 mL de solucdo salina a 0,85% estéril e 1% de tween 20 , no
padrdo 0,5 da escala de McFarland que corresponde a aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL
(DIOGO, 2010). Em seguida os tubos foram homogeneizados no agitador tipo Vortex por 1

minuto. Utilizando uma suspencéo de esporos e fragmentos de hifas de A. niger, retirou-se
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100 pL do in6culo que foram incorporados ao meio Agar Sabouraud sem antibidtico,
liquefeito (45-50°C) e distribuidos em 12 placas de Petri (Pour Plate) de 90x15mm
esterilizadas ja que o experimento foi realizado em triplicata.

Foi utilizado o método de difusdo em disco como descrito pela CLSI (2006) com
modificacbes, tendo como controle positivo de referéncia discos estéreis de papel filtro
Whatman n° 1 — 125 mm (6 mm @) padronizados contendo 20uL do antifangico Anfotericina
B. O controle negativo utilizado foi o solvente Dimetil silfoxido (DMSO), utilizado para
resuspensdo dos extratos brutos.

As concentragdes dos extratos de cip6 d’alho e canela utilizadas no teste antifungico
foram estabelecidas pelo sélido seco realizada a evaporacdo da &gua e de etanol. As
concentracdes de 17,5 mg/ml, 20 mg/ml e 22,5 mg/ml, conforme descritas nos trabalhos de
Shukla et al. (2008) e Venturoso et al. (2011) foram testadas perante o fungo Aspergillus
niger onde 20 pL de cada extrato foram impregnados em discos de papel com 6 mm de
diametro. A concentracdo que obtivesse a melhor performance na inibicdo do fungo seria
utilizada na elaboracéo dos filmes biodegradaveis.

Os experimentos foram incubados a temperatura ambiente (x30°C) e os resultados
foram avaliados mediante formag&o e mensuracao dos halos de inibi¢cdo em volta dos discos,
apos 24h até 168 horas, durante 7 dias. Os testes foram realizados em triplicata e o diametro
da zona de inibigdo (halo) foi medido em milimetros obtendo assim a média aritmética e o

desvio padrédo dos halos de inibicdo que foram formados em torno dos discos.

Figura 6 - Localizacdo dos discos com 0s extratos nas placas de Petri.

O

Extrato 17,5mg/ml

O e ©

Extrato Anfotericina B Extrato
22,5ma/ml 20,0mg/ml

O
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3.2.1.4 Anélise dos 0leos de canela e cipd d’alho
- Cromatografia Gasosa (CG)

A composicdo quimica dos constituintes volateis dos 6leos essenciais foi analisada no
laboratério Adolpho Ducke (LAD), do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) por
Cromatografia em Fase Gasosa Acoplada & Espectrometria de Massas (CG/EM), em sistema
Shimadzu QP Plus-2010, equipado com coluna capilar de silica DB-5MS (30 m x 0,25 mm;
0,25 m de espessura do filme) nas seguintes condi¢des operacionais: gas de arraste: hélio, em
velocidade linear de 36,5 cm/s; tipo de injecdo: sem divisao de fluxo (2 uL de 6leo em ImL
de hexano); temperatura do injetor: 25°C, programa de temperatura: 60-250°C, com gradiente
de 30C/min; temperatura da fonte de ions e outras partes 220°C. O filtro de quadrupolo varreu
na faixa de 39 a 500 daltons a cada segundo. A ionizacao foi obtida pela técnica de impacto

eletronico a 70 eV.

A identificagdo dos componentes volateis foi baseada no indice de retencéo linear (IR)
calculado em relacdo aos tempos de retencdo de uma série homdloga de n-alcanos injetados
nas mesmas condicdes das andlises, e no padrdo de fragmentacdo observados nos espectros de
massas, por comparacdo destes com amostras auténticas existentes nas bibliotecas do sistema
de dados e da literatura (ADAMS, 2007 MONDELLO, 2011; NIST, 2011). A quantificacdo
dos componentes foi obtida através de cromatografia de gas (CG) em equipamento Shimadzu
QP-2010, equipado com detector de ionizacdo de chama (DIC), nas mesmas condicGes

operacionais acima, exceto o gas de arraste que foi o hidrogénio.

- Avaliacdo antifungica pelo método de difusdo em agar / Técnica do Poco

A atividade antifngica dos oleos da canela e do cipé d’alho foi avaliada pela técnica
do poco. Para os testes de atividade antimicrobiana dos 6leos foi utilizada uma amostra
liofilizada de origem laboratorial Cefar Diagnoéstica, do fungo filamentoso Aspergillus niger.
O fungo ATCC 16404 foi recuperado seguindo as orienta¢fes do fornecedor. Para 0s ensaios
foram utilizadas culturas com 7 dias de crescimento em Agar Batata Dextrose (BDA). As
placas foram incubadas em incubadora B.O.D. (MARCONI) a aproximadamente 28°C por 7
dias, para entdo serem utilizados nos experimentos.

Inicialmente, foram preparadas suspensdes em 5 mL de solugéo salina a 0,85% estéril
e 1% de tween 20 , no padrdo 0,5 da escala de McFarland que corresponde a
aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL (DIOGO, 2010)., onde aliquotas de 100uL da suspensio
(in6culo) foram adicionadas a frascos contendo 30 ml de Agar Sabouraud (ASD) sem

antibiético. Em seguida, o meio foi vertido em 4 placas de Petri de 90x15mm esterilizadas ja
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que o experimento foi realizado em duplicata. Apos resfriamento e solidificacdo do meio a
temperatura ambiente utilizou-se um furador metélico estéril para perfuracdo de pocos de 6
mm de didmetro de forma equidistantes, nos quais foram adicionados os volumes de 1 uL, 5e
10 pL dos o6leos em cada pogo. Como controle positivo utilizou-se 20uL de Anfotericina B,
como controle negativo foi usado um poco sem 6leo (Figura 7). As placas foram incubadas a
temperatura ambiente (£30°C). Os resultados foram avaliados mediante formacdo e
mensuracdo dos halos de inibicdo em volta dos pocos, apos 24h até 14 dias de crescimento do

fungo. A medicéo dos halos de inibicdo (mm) foi feita com auxilio de uma régua.

Figura 7. Localizagdo dos pogos com os 6leos nas placas de Petri.

O

Oleo 1 uL

O O O

Oleo 10 pL Anfotericina B Sem 6leo

O

Oleo 5 uL

3.2.1.5 Producéo de Filmes Biodegradaveis de amido com dleo de canela, extrato etandlico e
6leo de cipd d’alho.

A solucdo filmogénica (SF) foi obtida de acordo com metodologia proposta por
Oliveira et al. (2011) com modificacBes. As solugdes filmogénicas foram preparadas
utilizando-se 140 ml de &gua destilada; 5,6 g de amido de mandioca equivalente a 4% em
relacdo ao volume de agua destilada; 1,68 g de glicerol como plasticizante equivalente a 30%
em relacdo a massa de amido.

Como os volumes 1; 5 e 10 pL de 6leos das duas espécies vegetais e 20mg/ml do
extrato do cipd d’alho foram testados no teste antifungico em placas de petri contendo pocos
e discos de papéis de 6mm que equivale a 0,6 cm de didmetro e raio de 0,3 cm, foram
realizados calculos dessa area. Levando em consideracdo que os filmes foram produzidos em

formas de silicone de 22 cm de diametro e fazendo uma regra de trés entre o tamanho da area
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e volumes de 6leo e concentragdo de extrato foram obtidos 36,67 pL; 183,33 pL e 366,7 puL
de Gleos e 2,8 g de extrato utilizados na elaboracéo dos filmes.

Foi utilizado 20% de goma arabica como surfactante em relagdo a massa em gramas
dos oleos e extrato de cipd d’alho. As solugdes filmogénicas contendo amido, agua e glicerol
foram colocadas em banho-maria (Quimis, 0334M-28) durante 30 minutos a 70° C. Os 0leos e
extrato foram misturados separadamente ao surfactante e posteriormente a uma temperatura
de 30 ° C foram inseridos a solucdo filmogénica e posteriormente inseridos nas formas de
silicone, colocadas em estufa a 40° C.

Os filmes biodegradaveis contendo o 6leo de canela, 6leo e extrato de cip6d d’ alho e
filme controle com surfactante secaram em estufa (Tecnal, TE-394/3) a 40° C durante 15h ,
14h, 13h, 13 h, respectivamente (Figura 8) . Os filmes sem surfactante contendo apenas
amido, glicerol, &gua e 36,67 pL de dleos de canela e cip6 d” alho e 2,8 g de extrato de cip6 d’
alho e o filme controle secaram estufa a 40° C 15h ,14 h, 12h e 13h (Figura 9).

Figura 8. Filmes Biodegradaveis com surfactante com 6leo de canela nos volumes de 36,67
pL (a); 183,33 pL (b) e 366,7 pL (c); dleo de cipo d’alho nos volumes de 36,67 pL (d);
183,33 uL (e) e 366,7 pL (f) e filme controle (g).




38

Figura 9. Filmes Biodegradaveis sem surfactante com 6leo de canela no volume de 36,67 uL
(a); com dleo de cipo d’alho de 36,67 pL (b); 2,8 g de extrato de cip6 d’alho (c); filme

controle (d).

3.2.1.6 Avaliacdo de Atividade Fungica dos Filmes Biodegradaveis

O método de difusdo em disco como descrito pela CLSI (2006) com modificacdes foi
utilizado para avaliar a atividade fangica dos filmes biodegradaveis produzidos.

Inicialmente, foram preparadas suspensdes em 5 mL de solucéo salina a 0,85% estéril
e 1% de tween 20, no padréo 0,5 da escala de McFarland que corresponde a aproximadamente
1,5 x 10° UFC/mL (DIOGO, 2010)., onde aliquotas de 100pL da suspensdo (inéculo) foram
adicionadas a frascos contendo 30 ml de Agar Sabouraud (ASD) sem antibidtico e
distribuidos em 9 placas de Petri (Pour Plate) de 90x15mm esterilizadas ja que o experimento
foi feito em triplicata. Apds solidificagdo do meio, foram inseridos os discos estéreis de cada
filme biodegradavel produzidos com 6 mm de diametro de forma equidistantes (Figura 10),
feitos a partir de um furador metélico estéril bem como um disco estéril de papel filtro de 6
mm com 20uL do antifngico Anfotericina B foram depositados sobre a superficie da placa
inoculada. Os experimentos foram incubados a temperatura ambiente (£30°C) e os resultados
foram avaliados mediante formac&o e mensuracdo dos halos de inibicdo em volta dos discos,
apos 24h até 96h (4 dias).
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Figura 10. Localizacdo dos filmes biodegradaveis com surfactante com dleo de canela (a) e
cipo6 d’ alho (b) no volumes de 36,67 pL, 183,33 pL e 366,7 pL ; filmes sem surfactante
com oleo de canela, cipé d’ alho ambos no volume de 36,67 pL; 2,8 g de extrato de cip6 d’
alho (c).
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3.2.2 Estudos Computacionais
- Docagem Molecular

Para avaliar a energia de interacdo entre as macromoléculas / sistemas biol6gicos de
ligante e determinar a melhor conformacéo do composto foi realizado estudo tedrico por meio
de Modelagem via Docagem Molecular utilizando o programa Molegro Virtual Docker 5.5
(MVD) para célculos de docking molecular.

Para o protocolo MVD, foram definidos os seguintes parametros para o algoritmo
MolDock SE: numero de execucdes igual a 10, iteragdes maximas de 1500; tamanho maximo
da populacio de 50 e resolucdo da grade igual a 0,30 A (DEOLIVEIRA et al., 2020). As
coordenadas fornecidas pelo software foram x = 81,36; y = 55,68 e z = 9,37, raio = 10 e poses
=10.

A estrutura cristalografica em 3D do alvo enzimatico foi obtida na base de dados
Protein Data Bank (BERMAN et al., 2006) com o c6digo ID: 5NIT (PETROVIC et al., 2017).
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Foram selecionadas 10 compostos majoritarios nos extratos, sendo 4 da canela e 6 do
cipé d’alho (Tabela 1), identificados na andlise de Ressonancia Magnética Nuclear dessa
pesquisa. Nos 6leos foram selecionados 8 compostos majoritarios, sendo 4 da canela e 4 no
cipo d’alho (Tabela 2) quantificados pela analise de Cromatografia Gasosa dos 6leos. O
composto Trans-Cinamaldeido encontra-se tanto no extrato como no 6leo da canela e os
compostos Dissulfeto de dialila, Trisulfeto de dialila e Tetrassulfeto de dialila estdo presentes
no extrato e 6leo do cipd d’alho. As estruturas quimicas em formato 3D de todos os ligantes
foram extraidas do banco de dados Pubchem. O estudo da natureza das interacdes dos ligantes

com a enzima foram obtidas no programa Discovery Studio 2021 Client.

Tabela 1- Substancias dos extratos utilizadas na Docagem Molecular.

Extratos Substancias

Canela Acido 3-2-metoxifenil-2propendico
Acido 4-vinilbenzébico
Cumarina

Cinamaldeido

Cipé d’alho Dissulfeto de dialila
Dissulfeto de Metil alila
Trissulfeto de dialila
Tetrassulfeto de dialila
3-vinil-1,2-diti-5-eno
2-vinil-1,3-diti-5-eno

Fonte: Autora, 2022.

Tabela 2- Substancias dos dleos utilizadas na Docagem Molecular.

Oleos Substancias
Canela Acetato de cinamila
Cariofileno
Linalol

Trans-Cinamaldeido
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Cipé6 d’alho Dissulfeto de dialila
Trissulfeto de dialila
Tritiaciclohexeno

Tetrassulfeto de dialila

Fonte: Autora, 2022.

Essas moléculas atuaram como ligantes no processo de docagem molecular, suas
estruturas 3D foram encontradas no banco de dados Pubchem (KIM et al, 2016). O alvo
selecionado foi a enzima glicose oxidase para o referido fungo Aspergillus niger recuperada
através do banco de dados de proteinas (PDB) com o cédigo 5NIT (Figura 11). Essa enzima
apresenta duas cadeias A e B, sendo mais importante a cadeia A. FAD (Dinucleotideo de
Flavina Adenina) é o co-fator. InteracGes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos
H559, H516, E412, V560, W426, Q329, Q555, M556, S557 sdo relatados como importantes
(PETROVIC et al., 2017).

Figura 11 — Representacdo da cadeia A da enzima S5NIT

Fonte: Proteina Data Bank

3.3 Anélise Estatistica

Os resultados das analises ao longo de todo o estudo foram avaliados com o auxilio do
software Microsoft Office Excel 2016 e a analise estatistica foi realizada por meio do
programa Statistic® versdo 7.0 (STATSOFT Inc., 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Estudo Experimental
4.1.1 Composicao Centesimal do Amido de Mandioca

Na Tabela 3 encontram-se as analises de umidade, residuo mineral fixo, lipideos e

carboidratos das amostras de amido bruto e lavado, calculados em triplicata.

Tabela 3: Valores médios da composicao centesimal do amido de mandioca bruto e lavado.

Umidade Residuo Mineral Lipideos Carboidratos
Fixo

Amido Amido Amido Amido Amido Amido Amido Amido

bruto lavado bruto lavado  bruto lavado bruto  lavado

Média  11,38%  10,90% 0,04% 0,04% 154% 1,0/% 87,50% 87,52%

Foram feitas titulacbes em triplicata para determinacdo de presenca ou auséncia de
proteinas nas amostras de amido bruto e modificado, ndo sendo observada a presencga de
proteinas.

O teor de umidade do amido bruto (Tabela 7) se enquadra dentro do valor < 14%
determinado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento por meio da NCM n:
23 de 2005. Essa mesma Normativa estabelece que o Residuo Mineral Fixo deve ser < 0,20%
e 0s amidos pesquisados obtiveram valores bem abaixo.

A média de lipidios obtida foi de 1,54%/1,07 (amido lavado/bruto) e de carboidratos
de 87,50% o que corrobora para o que afirma Souza (2008) que a fécula de mandioca é
considerada um alimento essencialmente energético, em funcdo do baixo teor de proteina e

elevado teor de carboidratos.

4.1.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Na Figura 12 encontram-se a MEV dos amidos de mandioca bruto e lavado. Na amostra
de amido de mandioca (Figura 12a) pode-se observar que 0s granulos apresentam forma

circular caracteristica, conforme ja foi assinalado por Leonel (2007).
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Figura 12 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) de amido de mandioca (a) ,
amido bruto (b) e amido lavado (c) aproximados 1000 vezes.

). ‘-"\"". 1-/\: a
a8 o
o af
‘ *r.?
a0 AT
e 0 -~ ~

UFPA - LME2583 2020/01/24 10:09 F D46 x1.0k 100um

Fontes: LEONEL (2007) e da Autora.

Na Figura 12b a amostra de amido bruto, é possivel visualizar contaminantes, pontos
brancos, abundantes enquanto na terceira imagem (Figura 12c) de amido lavado os
contaminantes estdo presentes em menor quantidade, bem como a estrutura dos granulos

manteve o formato circular.

A Tabela 4 demonstra as médias das porcentagens dos elementos da amostra de amido
bruto e amido lavado, das porcentagens dos elementos encontrados na analise de energia
dispersiva (EDS). Foi verificado através da anélise centesimal das amostras de amido que
mais de 87% do contelGdo sdo carboidratos, tal resultado corrobora os resultados
encontrados como as maiores porcentagens, tanto em massa quanto atdmica encontradas na

andlise de EDS é carbono.

Tabela 4: Médias das porcentagens dos elementos (carbono, oxigénio, aluminio) para

amostras de amido bruto e lavado.

Elementos % Peso % Peso X % Atdbmica
Amido bruto
Carbono 72,64 4,95 80,05
Oxigénio 21,47 5,21 17,81
Aluminio 5,88 0,87 2,12
Amido lavado
Carbono 54,88 2,21 61,81
Oxigénio 45,12 2,21 38,18

% Peso ¢ = Desvio padrdo da porcentagem do peso.
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4.1.3 Obtenc&o dos Extratos e Oleos
- Umidade residual do material vegetal

A umidade da casca de canela foram 4,37 % e para as folhas de cip6é d’ alho de 4,14
%. Esses valores sdo considerados baixos, pois teores elevados de umidade em materiais
botéanicos, acima de 15%, facilitam o desenvolvimento de microrganismos e enzimas e que se

consumidas podem provocar intoxicagdes (LOPES, 2016).
- Rendimento dos extratos e 6leos

Os rendimentos dos extratos para cada método extrativo espécie vegetal se encontram
na Tabela 5.

Tabela 5 - Rendimento dos extratos obtidos para a canela e cipé d’alho por diferentes
métodos.

Canela Cipé d’ alho
Meétodo Massa Rendimento (%) Massa (g) Rendimento
Extrativo (9) (%)
Maceracéo 0,903g 4,51% 2,708g 13,54%
Soxlet 1,479 7,35% 2,919 14,55%

Os resultados do rendimento dos extratos obtidos (Tabela 5) demonstraram que o
método por maceracdo apresentou rendimentos menores quando comparados aos extratos
hidroalcodlico obtidos pelo método via Soxlet, para ambas as espécies vegetais . Em relacéo
as partes dos vegetais de onde foram realizadas as extracdes, observou-se que as folhas da
espécie cipd d’alho apresentaram rendimento superior em ambos os métodos extrativos em
relacdo as cascas da canela. Diante do antes exposto, o rendimento dos extratos obtidos a
partir das plantas varia de acordo com fatores relacionados a planta e com os métodos de
extracdo e liquidos extratores utilizados (DINIZ, 2000).

O extrato etandlico da espécie cipd d’alho apresentou clorofila e foi necessario realizar
um procedimento de purificacdo para retirar esse pigmento, para realizar a anélise de RMN, ja

que a clorofila é considerada um interferente.
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Tabela 6 - Rendimento dos 6leos obtidos da canela e do cip6 d’alho

Massa Inicial (g) Massa Final (g) Rendimento (%)
Canela 50,00 0,20 0,40%
Cipo d’alho 50,00 0,10 0,20%

De acordo com Guenther (1950); Koketsu et al. (1997) o rendimento do 6leo essencial
da canela apresenta rendimento que varia de 0,2 a 2,0% onde o valor obtido de 0,40% se
encontra nessa variagdo. O rendimento da extragdo do oleo essencial do cip6 d’alho ¢
considerado baixo em valor absoluto, porém esta de acordo com a literatura, uma vez que
Xavier et al., 2003 obteve rendimento de 0,11% ao extrair 0 mesmo 6leo com a mesma

metodologia.

4.1.3.1 Andlise dos Extratos

- Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Nas andlises de RMN dos extratos de canela e cipé d’ alho via soxlet e maceracao
foram obtidos os espectros de hidrogénio (H?) e carbono (C*®). Os espectros de Hidrogénio
(H") dos extratos da canela obtidos via soxlet e maceracdo encontram-se nas Figuras 13 e 14,

respectivamente.

Figura 13: Espectro de hidrogénio (H) do extrato da casca de canela via soxlet.
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Figura 14: Espectro de hidrogénio (H*) do extrato da casca de canela via maceragéo.
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Analisando os espectros de Hidrogénio (H') para a canela ambos os espectros obtidos
apresentam picos de hidrogénio com deslocamento de 0,8 a 1,8 ppm associados a &tomos de
carbono sp® CH, CH, e CHs. Hidrogénios ligados a atomos de carbono C=C sp? em alcenos
(hidrogénios vinila) podem apresentar picos de 4,5 a 7,0 ou picos de 6,5 a 8,5 ppm quando
ligados diretamente a anéis benzénicos, pico esse observado no extrato da canela obtido por
maceracdo (Figura 14) enquanto que no espectro do extrato obtido por soxlet (Figura 13)
observa-se um pico entre 9 a 10 ppm, regido essa associada a hidrogénios de aldeidos o que
pode indicar o composto trans-cinamaldeido. Segundo Pavia et al. (2015) o pico em 2,49 ppm
corresponde ao sinal do solvente utilizado Dimetilssulfoxido-ds (DMSO) utilizado na analise
enguanto que o pico em 3,5 corresponde ao sinal do solvente metanol-d, que poderia estar

contido no tubo utilizado na anélise.

Em relacdo aos extratos da canela obtido via soxlet (Figura 15) e maceracdo (Figura
16) foram obtidos os espectros de carbono (C).
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Figura 15: Espectro de carbono (C*®) do extrato da casca de canela via soxlet.
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Analisando os espectros acima destacam-se os picos com deslocamentos 128,90 ppm;
129,19 ppm; 129, 57 ppm e 131,74 ppm sendo esses caracteristicos de carbonos ndo saturados
do tipo sp? (C=C), o pico com 153,77 ppm é caracteristico de carbonos presentes em anéis
aromaticos. Esses picos estdo presentes no espectro de carbono (C**) caracteristico do extrato
obtido via soxlet (Figura 15), porém ausente no espectro do extrato via maceracdo (Figura
16).

O composto &cido 3-2-metoxifenil-2propendico apresenta sinais de deslocamentos de
hidrogénio caracteristicos de 2,47 ppm; 2,78 ppm e 6,85 ppm enquanto que para carbono em
29 e 31 ppm (CHEMICALBOOK, 2022) valores de carbono na faixa do espectro de carbono
(C*) do extrato etandlico da casca de canela via soxlet (Figura 15) com valores de 29,12 ppm;
29,42 ppm e 31,70 ppm.

O é&cido 4-vinilbenzoico, apresenta sinais de deslocamentos de hidrogénio de 6,7 a 6,84
ppm correspondentes ao hidrogénio da dupla ligacdo, sinais de 8,13 e 8,16 correspondente aos
hidrogénios do anel aromatico (NILLES; THEATO, 2007) presentes no espectro do extrato
obtido via maceragédo (Figura 24) e sinais de carbono de 125,5 a 130 ppm ( Spectrabase) onde
no espectro de (C*®) do extrato etanélico da casca de canela via soxlet (Figura 15) apresenta

sinais na faixa de 128 a 131 ppm.

Segundo Albarici et al. (2010) o composto cumarina apresenta sinais de hidrogénios que
variam de deslocamentos de 6,44 a 7,7 caracteristico do esqueleto cumarinico, sendo
observado picos nessa faixa no espectro de hidrogénio no extrato etandlico da canela (Figura
13). Quando avaliamos o espectro de carbono (C'*) (Figura 15) para o extrato etandlico
observou-se sinais de deslocamento de 128,9 ppm; 131,74 ppm e 153,77 ppm préximos aos
127,9 ppm, 131,9 ppm e 154 ppm caracteristicos de carbonos no esqueleto da cumarina
(Albarici et al., 2010).

Segundo Ponciano et al. (2020) ao avaliar o extrato da canela por meio de RMN em
diferentes solventes com o objetivo de caracterizar os compostos, em todos os solventes foi
encontrado o composto cinamaldeido em cerca de 70% do extrato, apresentando sinal
caracteristico de ressonancia para hidrogénio de 9,75 ppm, esse sinal esta presente no espectro
de hidrogénio do extrato etandlico com 9,68 ppm (Figura 13). Ao avaliar o espectro de
carbono, Ponciano et al. (2020) relata sinais caracteristicos com deslocamentos de 14,02 ppm;
22,58 ppm; 29,58 ppm; 128,40 ppm; 129,01 ppm; 131,21 ppm e 152,80 ppm valores
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préximos presentes no espectro de carbono (C*3) para o extrato etanélico de 14,39 ppm; 22,53
ppm; 128,90 ppm; 129,19 ppm; 129,57 ppm; 131,74 ppm e 153,77 ppm (Figura 15).

Figura 17: Espectro de hidrogénio (H') do extrato da folha de cip6 d’ alho via soxlet.
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Figura 18: Espectro de hidrogénio (H*) do extrato da folha de cipd d’ alho via maceragdo.
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A andlise dos espectros (Figura 17) demonstra que o espectro de hidrogénio do extrato
de cip6é d’alho obtido via soxlet apresenta um maior nimero de picos, porém ambos
apresentam regido de 1,8 a 3,0 ppm que corresponde a picos de hidrogénio associados a um
atomo de carbono sp® préximo a grupos C=0, C=C e aromaticos. A regido de 4,5 a 7,0 ppm
presente no espectro via soxlet (Figura 25) estd associada normalmente a hidrogénios
diretamente ligados a &tomos de carbono C=C sp? em alcenos (hidrogénios vinila),
caracteristica essa presente nos compostos majoritarios do cip6 d’alho como: 2-vinil-1,3-diti-

5-eno, 3-vinil-1,2-diti-5-eno, dissulfeto de dialila, trissulfeto de dialila e tetrassulfeto de

dialila, segundo Guilhon, Bittencourt, Lima e Zoghbi (2012).

Em relacdo aos extratos do cip6 d’alho obtido via soxlet e maceragdo obteve-se 0S
espectros de carbono (C'®) nas Figuras 19 e 20, respectivamente.



Figura 19: Espectro de carbono (C*?) do extrato da folha de cip6 d’ alho via soxlet.
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Figura 20: Espectro de carbono (C**) do extrato da folha de cip6 d’ alho via maceracio.

"CIPO D'ALHO - Macerago" 2 1 C:\Bruker\TopSpin3.6.2\examdata

CIPO D'ALHO - MACERACAO °
Fabiana/Davi [
Carbono
DMSO
20/10/202
Fabiana
e o ) ) @ [
R 8 S8 2 5885 s 3 2 3 -
- 0 O N oW~ ~ =1 ] w0 I3
Py ~ o~ ® ©onN ~ ® w < ] ©
~ @ NeE ®© VoY P ~ o w0 @ -2
- @ ~~ © ©oo®© 0 - @ ~ - =
| | A NP | [
2
e
-,
o
2
S

. : , . ; : . . . ; . J
120 100 80 60 40 [ppm]



52

Analisando os espectros de carbono (C'?) para o cip6 d’alho ambos (figura 19 e 20)
apresentam sinais com deslocamentos de 10 a 50 ppm caracteristicos de grupos CHs, 35 a 80
ppm caracteristico de atomos eletronegativos ligados a carbonos -CH,. Observa-se também
sinais nas faixas de 110 a 175 ppm caracteristicos de grupos (C=C) em alcenos e compostos
aromaticos. O pico evidenciado na faixa de 39,5 ppm ¢é caracteristico do solvente
dimetilssulféxido-dg (DMSO) utilizado na andlise (Pavia et al. 2015).

Compostos organossulfurados como o dissulfeto de dialila, apresenta sinais de
hidrogénio caracteristicos em 5,05 e 5,11 ppm e sinal com pico caracteristico em 133,4 ppm
para carbono; o composto trissulfeto de dialila e terassulfeto de dialila apresentam sinal
caracteristico em 132,6 para carbono para o solvente cloroférmio deuterado
(SPECTRABASE, 2022).

O composto 2-vinil-1,3-diti-5-eno apresenta sinais caracteristicos de hidrogénio CH; -S
com deslocamentos de 3,17 ppm e 4,68 ppm e para carbono de 25,1 e 45,1 ppm; CH = CH
presentes na cadeia ciclica com deslocamentos de 3,35 ppm para hidrogénio e 122 ppm para
carbonos enquanto que CH = CH fora da cadeia ciclica apresentam deslocamentos de
hidrogénios de 5,17 e 6,4 ppm e deslocamentos de carbono 118,3 e 117,2 ppm,
respectivamente (BESLIN, 1983)

O composto 3-vinil-1,2-diti-5-eno apresenta picos caracteristicos de hidrogénios CH, -S
com deslocamentos de 3,17 ppm e 4,68 ppm e deslocamentos de carbono de 25,1 e 45,1 ppm;
CH = CH presentes na cadeia ciclica com deslocamentos de 5,10 a 6,5 ppm para hidrogénios
e 126 e 136,5 ppm para carbonos enquanto que CH = CH fora da cadeia ciclica apresentam
deslocamentos de hidrogénios de 5,17 e 6,4 ppm e deslocamentos de carbono 120,6 e 117,5
ppm respectivamente (BESLIN, 1983).

- Avaliacio Antifingica - Método de Difusdo em Agar- Técnica de Disco

Foram utilizados extratos etanolico e aquoso para as espécies cipo d” alho e canela
na avaliacdo antifingida. Foram testados quatro extratos (dois para cada espécie) em trés
concentragdes diferentes (17,5mg/ml; 20,0mg/ml e 22,5mg/ml). Na Figura 21, apresentamos

as imagens obtidas nos testes.
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Figura 21 - Teste antiflngico para o cip6 d’ alho: extrato etandlico (a); extrato aquoso

(b)para canela: extrato etanolico (c); extrato aquoso (d), em triplicata.

O extrato etanolico (a) da espécie vegetal cipo d’ alho apds 48 h apresentou halos de
inibicdo nas trés concentracdes estudadas, valores evidenciados nas Tabelas 7, 8 e 9. Porém o
extrato aquoso (b) dessa mesma espécie ndo apresentou halos de inibi¢cdo. Em relacdo aos
extratos da canela, o extrato etandlico (c) e aquoso (d) ndo apresentaram halo de inibicao.

Segundo Bona et al. (2014) ao avaliar extratos vegetais aquosos e etandlicos das
espécies Psidium guajava, Myrciaria cauliflora e Syzygium cumini sobre bactérias Gram-
positivas, negativas e leveduras por meio de analises microbianas seja por difusdo em discos,
pocos ou microdiluicdo, os extratos aquosos obtiveram valores de inibicdo menores que 0S
etanolicos, o que provavelmente estd relacionado aos diferentes metabdlitos obtidos na
extracdo aquosa e etandlica (COWAN, 1999; SANCHES et al., 2005).

Na concentracdo de 17,5mg/ml do extrato etandlico (EEt) da espécie vegetal cip6 d’
alho esse apresentou halo de 8mm ap6s 48h e se manteve com o mesmo halo em 72h (Tabela
7).
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Tabela 7 — Atividade antimicrobiana de extratos obtidos de Mansoa alliacea (cip6 d’ alho) e
Zeylanicum blume (canela) na concentragdo de 17,5mg/ml expressos em média e desvio padréo
(mm).

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Microrganismo Mansoa alliacea. Zeylanicum blume. DMSO AFB
Eet EAQq Eet EAq

Aspergillus niger

1° dia (24h) - - - - - -
2° dia (48h) 840,57 - - - - 19
3 dia (72h) 840,57 - - - - 25
4° dia (96h) - - - - - 28
5° dia (120h) - - - - - 28
6° dia (144h) - - - - - 25
7° dia (168h) - - - - - 25

EEt: Extrato etanolico; EAq: Extrato aquoso; DMSO: Dimetilsulféxido; AFB: Anfotericina B. Sinal convencional
utilizado: — Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.

Na concentracao de 20,0 mg/ml do extrato etandlico (EEt) da espécie vegetal cipo d’
alho esse apresentou halo de 15mm apds 48h e halo de 10mm em 72h (Tabela 8).
Tabela 8 — Atividade antimicrobiana de extratos obtidos de Mansoa alliacea (cip6 d’ alho) e

Zeylanicum blume (canela) na concentracgao de 20,0mg/ml expressos em média e desvio padrdo
(mm).

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Microrganismo Mansoa alliacea. Zeylanicum blume. DMSO AFB
Eet EAq Eet EAq

Aspergillus niger

1° dia (24h) - - - - - -

2° dia (48h) 15+8,66 - - - - 19
3°dia (72h) 10+0,00 - - - - 25
4° dia (96h) - - - - - 28
5° dia (120h) - - - - - 28
6° dia (144h) - - - - - 25
7° dia (168h) - - - - - 25

EEt: Extrato etanélico; EAQ: Extrato aquoso; DMSQ: Dimetilsulféxido; AFB: Anfotericina B. Sinal convencional
utilizado: — Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.

Na concentracdo de 22,5 mg/ml do extrato etandlico (EEt) da espécie vegetal cipo d’
alho esse apresentou halo de 6mm ap6s 48h e halo de 10mm em 72h (Tabela 9).
Tabela 9 — Atividade antimicrobiana de extratos obtidos de Mansoa alliacea (cip6 d’ alho) e

Zeylanicum blume (canela) na concentragdo de 22,5mg/ml expressos em média e desvio padréo
(mm).

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Microrganismo Mansoa alliacea. Zeylanicum blume. DMSO AFB

Eet EAQq Eet EAq
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Aspergillus niger

1° dia (24h) - - - - - -
2° dia (48h) 626,11 - - - - 19
3° dia (72h) 10+3,46 - - - - 25
4° dia (96h) - - - - - 28
50 dia (120h) - - - - - 28
6° dia (144h) - - - - - 25
7° dia (168h) - - - - - 25

EEt: Extrato etandlico; EAq: Extrato aquoso; DMSO: Dimetilsulfoxido; AFB: Anfotericina B. Sinal convencional
utilizado: — Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.

Os halos de inibicao variaram de 8 a 15mm entre 48h a 72h para o extrato etandlico do
cip6 d’ alho. Do quarto dia ao sétimo foi observado a auséncia de halos devido ao crescimento
do fungo Aspergillus niger nas placas sendo observado apenas halos no controle positivo
representado pela Anfotericina B.

Dependendo do organismo a ser testado, a atividade antiflngica pode variar, Araujo
(2010) obteve resultado positivo utilizando o extrato do cip6é d’alho (Mansoa alliacea) com
acdo inibidora de bactérias coriogénicas, do grupo S. viridans, que sdo associadas a casos de
infeccdo bucal, os dois microrganismos com resultado positivo foram, S. sanguis e S. mutans
(halo de 9 mm).

Para ilustrar a acdo antifungica do extrato etanolico do cip6 d’alho nas concentrages
de 17,5mg/ml; 20,0mg/ml e 22,5mg/ml de 48h a 72h apresentamos como exemplo as imagens
obtidas nos testes (Figura 22).

Figura 22- Testes antifungicos para o extrato etanolico de cipo d’alho realizado em triplicata
em48h (a,b,c)e72h (d, e, ).
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4.1.3.2 Analise dos Oleos

- Cromatografia Gasosa (CG)

Os espectros resultantes das analises dos 6leos de canela e cipd d’alho, utilizados para
determinar sua composi¢do encontram-se no Apéndice A. Os resultados das analises de
cromatografia, da composi¢do do 6leo da canela encontram-se na Tabela 10 e a composi¢do

do 6leo do cip6 d’alho na Tabela 11.

Tabela 10 — Constituintes do 6leo essencial das cascas da canela.

Indice de Retenco (IR) Composto %
1271 Trans-Cinamaldeido 53,34
1444 Acetato de cinamila 29,59
1097 Linalol 8,21
1417 Cariofileno 1,74
1373 a-Copaene 1,35
1157 Hidrocinamaldeido 0,95
1759 Benzoato de benzila 0,87
1187 a-Terpineol 0,73
1214 Cis-Cinamaldeido 0,72
1606 Tetradecanal 0,71
1352 Eugenol 0,65
1365 Acetato de hidrocinamila 0,53
1362 Oxido de piperitenona 0,44
1581 Longipinanol 0,17

A anélise dos componentes majoritarios presentes no 6leo extraido da canela, tem-se
que 0s compostos trans-cinamaldeido, acetato de cinamila, linalol e cariofileno sdo os
componentes majoritarios. Lawrence (1994) e Koketsu (1997) relatam a presenca de 60% e
54,7% de cinamaldeido, respectivamente no 6leo das cascas da canela. Jayaprakasha (2003)
caracterizou esse 0leo por meio de cromatografia gasosa e espectrometria de massa sendo 0s
compostos acetato de cinamila (35,59 %) e cariofileno (22,36%) 0s principais compostos

majoritarios.
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A composi¢do dos 0leos essenciais de canela pode apresentar variacdes extremas,
como na pesquisa de Nath et al. (1996) em que valores altos de benzoato de benzila sdo
encontrados na casca (84,69%), enquanto que os teores de eugenol e aldeido cinamico nao
chegam a 1% bem como o linalol (3,42%) no 6leo da casca. Para o 6leo do cipd d’alho a

composic¢do a nivel de compostos encontra-se na Tabela 11.

Tabela 11 — Constituintes do éleo essencial das folhas de cip6 d’alho.

Indice de Retenco (IR) Composto %
1088 Dissulfeto de dialila 45,37
1296 Trissulfeto de dialila 24,74
1196 Tritiaciclohexeno 9,22
1538 Tetrassulfeto de dialila 3,8
1209 2-vinil-1,2-diti-1-eno 2,95
957 Ditiaciclopenteno 2,57
1357 5-metil-1,2,3,4-tritiano 2,56
2042 Ciclo-octasulfeto 2,43
1186 3-vinil-1,2-diti-5-eno 2,28
1134 Trissulfeto de metil alila 1,35
1261 Trissulfeto de propil alila 0,33
1362 Oxido de piperitenona 0,25

Na andlise dos componentes majoritarios do 6leo do cip6 d’alho foram obtidos
dissulfeto de dialila, trissulfeto de dialila, tritiaciclohexeno e tetrassulfeto de dialila. Segundo
Zoghbi, Andrade e Maia (2002) a avaliacdo fitoquimica do o6leo de cip6é d’alho por CG/MS
obtido das folhas evidenciaram compostos como dissulfeto de dialila (34,0%), trissulfeto de
dialila (58,2%) e tetrassulfeto de dialila (3,3%).

- Avaliagdo Antifiingica - Método de Difusdo em Agar- Técnica do Pogo

Os dois 6leos para as duas espécies vegetais foram testados em trés volumes diferentes
(1 pL; 5 pL e 10 pL) em cada pogo. Na Figura 23, encontram-se as imagens obtidas nos testes
para o 0leo de cip6 d’alho apos 48h (2 dias) e 240 h (10 dias).
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Figura 23- Teste antifingico para o 6leo de cip6 d’alho realizado em duplicata apds 48h
(a,b,c,d) e 240h (e, f, g, h).

Apbs o periodo de 48h, observou-se que nas placas que continham os 6leos do cipo
d’alho ndo ocorreu crescimento do fungo, comportamento esse que evidencia que o dleo dessa
espécie vegetal inibe a germinacdo do fungo, pois a difusdo de tracos de compostos volateis
pode induzir ou inibir a germinacdo ou o crescimento e desencadear alteracbes no
desenvolvimento de fungos (FRENCH, 1992).

No 10° dia (240h) observou-se que os fungos comecaram a se proliferar nas placas
(Figura 23). Uma possivel atribuicdo para a reducdo do potencial de inibicdo pode ser a
volatilizacdo dos constituintes dos éleos, e/ou a instabilidade na presenca de ar, luz, calor,
umidade e metais modificando a atmosfera no interior das placas de Petri (SIMOES et al.,
2000)

Quando se analisa as placas para o 6leo da canela observou-se que para esse mesmo
periodo de 48h o crescimento micelial do fungo se fez presente no poco (nimero 2) que nao
continha 6leo e circundando o pogo (numero 5) que continha o antifungico anfotericina B.
Esse comportamento foi mantido no 10° dia de observacdo (Figura 24).
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Figura 24- Teste antifungico para o 6leo de canela realizado em duplicata ap6s 48h (a,b,c,d)
e 240h (e, f, g, h).

Ao avaliar os pogos contendo os 6leos nos volumes 1, 5 e 10 pL foi possivel medir os
halos ao redor dos pogos. O pogo 1 apresentou halo de 25mm, poco 3 halo de 28mm e pogo 4
de 30mm. O numero 2 que ndo continha o6leo foi envolvido pelo fungo e 0 5 com o
antifungico anfotericina B apresentou halo de 10mm. Esses resultados estdo de acordo com
Carmo et al (2008), que relata o potencial do 6leo de Cinnamomum zeylanicum Blume
(canela) como composto com acdo antifungica, que inibiu o crescimento de Aspergillus
particularmente a espécie Aspergillus niger com cerca de 25% (20 upL/ml) desse 6leo,
quantidade maior que as investigadas nesse estudo.

O exposto acima evidencia o potencial antifingico dos 6leos do cipd d’alho e canela
pois a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais é decorrente de seu carater hidrofobico e
seu principal ponto de atuacéo é a membrana citoplasmética microbiana. Eles se acumulam na
bicamada lipidica de acordo com um coeficiente de particdo especifico para o composto
aplicado, levando a ruptura da estrutura e perda da funcdo da membrana (POL; SMID, 1999).
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4.1.3.3 Andlise Fangica dos Filmes Biodegradaveis

O teste de difusdo em discos, utilizando discos de filmes biodegradaveis de amido de
mandioca e como controle positivo o antifingico anfotericina B impregnado no disco de
papel. Observou-se que no disco de papel contendo o antifungico, houve um processo de
difusdo formando halo de inibicdo o que ndo ocorreu com os filmes biodegradaveis devido
serem constituidos de amido e o papel de celulose. Esse comportamento ocorreu pois o disco
impregnado com o antifingico entra em contato com a superficie imida do &agar, a agua é
absorvida no papel filtro e o principio ativo do antifungico se difunde no meio circundante
onde a velocidade de extracdo do antifingico é maior para fora do disco do que sua difusdo
para o centro onde a concentracdo do mesmo diminui a medida que aumenta a distancia em
relacdo ao disco ( KONEMAM et al., 2001).

Os filmes biodegradaveis contendo os dleos da canela com surfactante apds 48h do
experimento foi possivel observar que todos os filmes ja continham halos de esporulacédo ao
redor dos filme. Os filmes contendo o 6leo de cip6 d’ alho nos volumes de 36,67 pL e 183,33
pL (' discos 1 e 2) ndo apresentaram crescimento micelial nem esporulagéo ao seu redor, no
entanto, os filmes contendo 366,7 pL (disco 3) e o controle sem a presenca de Oleo e

surfactante (disco 4) apresentaram crescimento micelial ( Figura 25).

Figura 25- Teste antifngico de difusdo em disco para os filmes com o 6leo de canela (a,b);

6leo do cipd d’alho (c,d) apds 48h.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser atribuida aos monoterpenos
contidos que, devido ao seu carater hidrofébico, agem rompendo a membrana citoplasmatica
microbiana, perdendo assim sua alta impermeabilidade aos protons e ions maiores. Como

ocorre a perturbacdo da integridade da membrana, suas funcbes se comprometem, ndo so6
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como barreira, mas também como matriz de enzimas e como transdutor de energia
(CRISTIANI et al., 2007).

Na Tabela 12 encontram-se os halos de esporulagdo em volta dos filmes
biodegradaveis contendo o 6leo da canela nos volumes de 36,67 pL; 183,33uL e 366,7uL
durante o crescimento micelial do fungo a esporulagdo do mesmo durante 24, 48h e 72h.
Todas as trés placas contendo os filmes biodegradaveis da canela apresentaram halos de
esporulacdo no segundo dia maiores que o filme controle que ndo apresentava Oleo. No
terceiro dia de observacdo, os halos aumentaram de tamanho ja que o processo de esporulagéo
se intensifica onde as col6nias apresentam crescimento rapido de 4,5-6,5cm em 10 dias a
28°C (PITT; SAMSOM, 2007).

Tabela 12 — Atividade antimicrobiana dos filmes com surfactante com o 6leo de Zeylanicum blume
(canela) nos volumes de 36,67 pL; 183,33uL e 366,7uL expresso em média e desvio padrao.

Didmetro de halos de

esporulacao (mm)

Filmes canela Filme controle

Microrganismo

Aspergillus niger 36,67uL  183,33uL 366, 7L

1°dia - - - -

2° dia 3240 24,66+2,51 31,66+2,88 20+2,88
3° dia 3846,08  33,3x7,02  39,33+1,15 37,33+12,05

Tabela 13 — Atividade antimicrobiana dos filmes com surfactante com o 6leo de Mansoa alliacea
(cip6 d” alho) nos volumes de 36,67 uL; 183,33uL e 366,7uL expresso em média e desvio
padrdo.

Diametro de halos de

esporulacao (mm)

Filmes Cipo d’ alho Filme controle

Microrganismo

Aspergillus niger 36,67uL 183,33uL 366, 7uL
1° dia - - - -
2° dia 9,33+11,3 2,0+3,46 16,66+16 15,33+13,61

3° dia 19,33+10,06  27,33+7,02 35,33+4,5 35,33+4,50
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Na Tabela 13 encontram-se o0s halos de esporulagdo em volta dos filmes
biodegradaveis contendo o 6leo do cipdé d’ alho nos volumes de 36,67 pL; 183,33uL e
366,7uL durante o crescimento micelial do fungo e a esporulacdo do mesmo durante 24, 48h
e 72h. Os dados mostram que os halos de esporulacdo foram menores para essa espécie
vegetal principalmente no segundo dia de observacdo onde os filmes contendo os 6leos nos
volumes de 36,67 pL; 183,33uL ndo apresentavam em duas das trés placas halos de
esporulacdo, tendo apenas crescimento micelial nos filmes 3 e 4 para o volume de 6leo de
366,7uL e o filme controle (Figura 26).

Figura 26 — Teste antiflngico dos filmes biodegradaveis com 6leos da canela (a) ; cip6 d” alho (b)
com surfactante e filmes biodegradaveis sem surfactante contendo 6leo de canela, cip6 d’ alho no
volume de 36,67 pL ¢ 2,8 g de extrato de cip6 d’ alho (c) em 48h.

Tabela 14 — Atividade antimicrobiana dos filmes sem surfactante com o 6éleo de Zeylanicum blume
(canela); Mansoa alliacea (cip6 d’ alho) nos volumes de 36,67 UL e extrato de Mansoa alliacea
(cip6 d’ alho) expresso em média e desvio padrdo.

Diametro de halos de

esporulagdo (mm)

Filmes canela cipé cip6

Microrganismo Filme controle
Aspergillus niger 36,67uL 36,67uL 2,89

1° dia - - - -

2° dia 13,3+12,58 17,33+4,61 29,33+8,08 28,66+2,30
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30 dia 19,3+10,53  19,0+£3,60  36,66+5,77 36,0+5,29

Na Tabela 14 encontram-se os halos de esporulagdo em volta dos filmes
biodegradaveis contendo o 6leo da canela e do cip6 d” alho no volume de 36,67 pL e 2,8 g de
extrato de cip6 d’ alho sem uso do surfactante goma ardbica para observar se esse poderia
influenciar ou ndo em uma possivel inibicdo do microrganismo.

Para o segundo dia ao comparar o filme sem o surfactante, esse apresentou halo de
esporulacdo de 13,3 mm enquanto que o filme com o 6leo da canela e cipé d’alho com
surfactante apresentaram halos de 32mm e 9,33mm, respectivamente. Esse comportamento
evidencia que a goma arabica adsorve na superficie do 6leo ancorando o complexo
polissacarideo na interface e o grupo de polissacarideos hidrofilicos produz uma barreira que
inibe a floculacdo e coalescéncia por meio de repulsdes eletrostaticas (WILLIAMS e
PHILLIPS, 2000).

Os dados mostram que os halos de esporulagdo foram menores para as placas que
continham os filmes com o 6leo do cip6d d’ alho nos volumes de 36,67 pL; 183,33pL, pois no
segundo dia de observacédo (48h), duas das trés placas ndo apresentaram halos de esporulagédo
e nem crescimento micelial nesses filmes , 0 que sugere que ocorreu inibigdo do crescimento
do fungo por meio dos filmes pois foi observado crescimento micelial sobre os filmes 3 e 4
com volume de 6leo de 366,7uL e o filme controle sem a presenca de 6leo, respectivamente
(Figura 26).

4.2 Estudo Teorico Computacional
4.2.1 Docagem Molecular

Na Figura 27 encontram-se as estruturas em 2D dos compostos majoritarios presentes
no extrato da casca da canela, utilizadas neste estudo de docagem como ligantes sendo eles:
Acido  3-2-metoxifenil-2-propendico, Acido 4-vinilbenz6ico, Cumarina e Trans-

Cinamaldeido.

Figura 27- Estrutura dos compostos majoritarios do extrato da casca da canela em 2D.

Acido 3-2-metoxifenil-2propendico Acido 4-vinilbenzdico
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Cumarina Trans-Cinamaldeido
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Fonte: Mariappan, 2013.

O programa Molegro apresentou 10 posi¢des possiveis para cada ligante dentro da
cavidade principal da enzima. Tais resultados foram triados e neste estudo foram consideradas
apenas as melhores poses, ou seja, de menor energia. Essas poses bem como os valores de
energia sdo apresentadas na Tabela 15 onde o Acido 3-2-metoxifenil-2-propendico, Acido 4-
vinilbenzoico, Cumarina e Trans-Cinamaldeido, apresentaram energias de dock de -71,9803; -
55,9669; -64,4317; -61,6148; respectivamente.

O ligante Acido3-2-metdxifenil-2-propendico apresentou ligagbes de hidrogénio
convencional com os residuos de amino&cidos histidina (His 559 A), asparagina (Asn 514 A)
e duas ligacdes de hidrogénio-carbono sendo tirosina (Tyr 68 A) e tirosina (Tyr 110 A) bem
como 3 ligacdes hidrofobicas sendo fenilalanina (Phe 414 A), histidina (His 516 A) e tirosina
(Tyr 515 A). O &cido 4-vinilbenzdico apresentou ligacdes de hidrogénio convencionais com
os residuos de aminoacidos asparagina (Asn 514 A), arginina (Arg 512 A) e aspartato (Asp
504 A) bem como 3 ligacdes hidrofdbicas, sendo duas histidinas (His 516 A e 559A) e uma
fenilalanina (Phe 414 A).

O ligante Cumarina apresentou 2 ligagdes de hidrogénio convencional com histidina
(His 559 A) e treonina (Thr 110 A), 1 ligagdo de hidrogénio ndo convencional glicina (Gly
108 A) e duas ligacGes de natureza hidrofébicas sendo metionina (Met 561 A) e valina (Val
560 A). O ligante Trans-Cinamaldeido apresentou 2 ligac@es de hidrogénio convencional com
0s aminoéacidos arginina (Arg 512A) e Asparagina (Asn 514 A) bem como uma ligacdo de
natureza carbono-hidrogénio histidina (His 559 A) e uma liga¢do de hidrogénio do tipo Pi

sendo tirosina (Tyr 68 A) conforme Figura 28.

Tabela 15- Energias de Ligacdo e Interagbes por Ligacdo de Hidrogénio dos Ligantes do
extrato da canela com a enzima Beta D-Glucose.

Ligante\ Posicéo MolDock score Interacdes por Ligacao de
(Kcal/mol) Hidrogénio

Acido 3-2-metoxifenil-2- -71,9803 His 559A: Asn 514A;
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propendico

Acido 4-Vinilbenzoico -55,9669 Asn 514A; Arg 512A; Asp
504A

Cumarina -64,4317 His 559 A; Thr 110 A

Trans-Cinamaldeido -61,6148 Arg 512 A; Asn 514 A

Fonte: Programa Molegro Virtual Docker.

Através das ilustragdes contidas na Figura 28 é possivel observar de forma clara as
ligacGes de hidrogénio convencional (em verde) entre os hidrogénios dos residuos de

aminoacidos e os oxigénios dos ligantes, assim como as configuracdes espaciais.

Figura 28- Interacdes Via Ligacdo de Hidrogénio dos Ligantes do extrato da canela.

Acido 3-2-metoxifenil-2-propendico Acido 4-Vinilbenzoico
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Fonte: Programa Discovery Studio.
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Figura 29- Estrutura dos compostos majoritarios do 6leo da casca da canela em 2D.

Acetato de cinamila Cariofileno
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Fonte: LAWRENCE, 1994; NATH et al., 1996.

Ao avaliar os compostos majoritarios presentes no 6leo da casca da canela, os ligantes
acetato de cinamila, cariofileno, linalol e trans-cinamaldeido obtiveram energia de dock de -
72,2988; -71,1861; -53,4004 e -61,6148, respectivamente (Tabela 16).

O ligante acetato de cinamila apresentou ligacdes de hidrogénio com os residuos de
aminoéacidos histidina (His 559 A) e valina (560 A), uma ligacdo carbono — hidrogénio com o
aminoéacido histidina (His 516 A) e uma ligacdo hidrofébica fenilalanina (Phe 414 A). O
ligante Cariofileno ndo apresentou ligagGes de hidrogénio convencionais tendo apresentado
apenas ligacdes hidrofobicas histidinas (516A e 559A), fenilalanina (Phe 414 A) e triptofano
(Trp 426 A).

Linalol apresentou duas ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos
arginina (Arg 512 A) e asparagina (Asn 514 A) trés ligacBes hidrofébicas com os residuos
histidina (His 516 A e His 559 A) e triptofano (Trp 426 A). O ligante Trans-Cinamaldeido
com dois residuos de ligacdes de hidrogénio asparagina (514A) e arginina (Arg 512A) e duas
ligacbes de hidrogénio ndo convencionais histidina (His 559 A) e Tirosina (Tyr 68 A)
conforme Figura 30.
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Tabela 16- Energias de Ligagdo e Interacdes por Ligacdo de Hidrogénio dos Ligantes do 6leo

da canela com a enzima Beta D-Glucose.

Ligante\ Posic¢éo

MolDock score

Interacdes por Ligacdo de

(Kcal/mol) Hidrogénio
Acetato de cinamila -72,2988 His 559 A; Val 560 A
Cariofileno -71,1861 Sem interagao
Linalol -53,4004 Arg 512 A; Asn 514 A
Trans-Cinamaldeido -61,6148 Asn 514; Arg 512

Fonte: Programa Molegro Virtual Docker.

Através das ilustracdes contidas

na Figura 30 é possivel observar de forma clara as

ligacGes de hidrogénio (em verde) entre os hidrogénios dos residuos de aminoacidos e 0s dos

ligantes, oxigénios assim como as configuracdes espaciais.

Figura 30- InteracOes Via Ligacdo de Hidrogénio dos ligantes do 6leo da canela.
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Fonte: Programa Discovery Studio.
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Figura 31- Estrutura dos compostos majoritarios do extrato do cip6 d’alho em 2D.

Dissulfeto de dialila Dissulfeto de Metil alila
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Fonte: GUILHON, BITTENCOURT, LIMA E ZOGHBI, 2012.

Tabela 17- Energias de Ligacdo e InteracBes por Ligacdo de Hidrogénio dos Ligantes do
extrato do cip6 d’alho com a enzima Beta D-Glucose.

Ligante\ Posicéo MolDock score Interacdes por Ligacdo de
(Kcal/mol) Hidrogénio
Dissulfeto de dialila -55,3890 Thr110 A
Dissulfeto de Metil alila -38,8689 Sem interacao
Trissulfeto de dialila -55,6906 Thr110 A
Tetrassulfeto de dialila -56,2490 Sem interacao
3-Vinil-1,2-diti-5-eno -47,1858 Sem interagao
2-Vinil-1,3-diti-5-eno -50,9705 Thr 110 A

Fonte: Programa Molegro Virtual Docker.

Ao avaliar os compostos majoritarios presentes no extrato das folhas de cip6 d’alho, os
ligantes Dissulfeto de dialila, Dissulfeto de Metil alila, Trissulfeto de dialila, Tetrassulfeto de
dialila, 3-Vinil-1,2-diti-5-eno e 2-Vinil-1,3-diti-5-eno obtiveram energia de dock de -55,3890;
-38,8689; -55,6906; -56,6909; -47,1858 e -50,9705, respectivamente (Tabela 17).

Disssulfeto de dialila, apresentou uma ligagdo de hidrogénio com o residuo de

aminoacido treonina (Thr 110 A) e quatro ligagbes hidrofébicas com dois residuos de
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histidinas (His 516 A e 559 A), Triptofano (Trp 426 A) e valina (Val 560 A). O ligante
Dissulfeto de Metil alila apresentou trés ligagdes hidrofobicas com os residuos de
aminoéacidos histidina (His 516 A), Triptofano (Trp 426 A) e valina (560 A) e uma ligagéo pi-
sulfur histidina (His 559 A). O ligante Trissulfeto de dialila apresentou uma ligacdo de
hidrogénio convencional com o residuo treonina (Thr 110 A), duas liga¢6es pi-sulfur com os
residuos histidina (516 A e 559 A) e uma ligacdo hidrofébica com o residuo de aminoécido

valina (Val 560 A) segundo mostra a Figura 32.

O ligante Tetrassulfeto de dialila ndo apresentou ligacdo de hidrogénio, porém
apresentou 2 ligacGes do tipo hidrofobicas com os residuos fenilalanina (Phe 564 A),
triptofano (426 A), duas ligacdes pi-sulfur histidina (516 A e 559 A). O ligante 3-Vinil-1,2-
diti-5-eno apresentou uma ligacdo hidrofébica com o residuo tirosina (Tyr 515 A), e duas
ligacGes pi-sulfur com os residuos de amino&cidos histidina (His 516 A e 559 A). O ligante 2-
Vinil-1,3-diti-5-eno apresentou uma ligagdo de hidrogénio convencional com o residuo de
aminoacido treonina (Thr 110 A), trés ligacGes de natureza pi-sulfur com os residuos
fenilalanina (Phe 414 A), histidinas (His 516 A e 559 A) e uma interacdo hidrofébica
triptofano (Trp 426 A).

Figura 32- Interagdes Via Ligacdo de Hidrogénio dos Ligantes do extrato do cip6 d’alho.

Dissulfeto de dialila Dissulfeto de Metil alila
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Fonte: Programa Discovery Studio.

Figura 33- Estrutura dos compostos majoritarios do 6leo do cipd d’alho em 2D.
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Fonte: ZOGHBI; ANDRADE; MAIA, 2002; GUILHON; BITTENCOURT; LIMA; ZOGHBI, 2012.
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Tabela 18: Energias de Ligacdo e Interacdes por Ligacdo de Hidrogénio dos Ligantes do 6leo
do cip6 d’alho com a enzima Beta D-Glucose.

Ligante\ Posicéo MolDock score Interacdes por Ligacéo de
(kcal/mol) Hidrogénio
Dissulfeto de dialila -55,3890 Thr110 A
Trissulfeto de dialila -55,6906 Trh 110 A
Tritiaciclohexeno 63,3945 Sem interacao
Tetrassulfeto de dialila -56,2490 Sem interagao

Fonte: Programa Molegro Virtual Docker.

Ao avaliar os compostos majoritarios presentes no 6leo das folhas de cip6 d’alho, os
ligantes Dissulfeto de dialila, Trissulfeto de dialila, Tritiaciclohexeno, Tetrassulfeto de dialila,
obtiveram energia de dock de -55,3890; -55,6906; 63,3945; -56,2490, respectivamente
(Tabela 18).

Disssulfeto de dialila, apresentou uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de
aminoacido treonina (Thr 110 A) e quatro ligacbes hidrofébicas com dois residuos de
aminoacidos histidinas (His 516 e 559 A), Triptofano (Trp 426 A) e valina (Val 560 A). O
ligante Dissulfeto de Metil alila apresentou trés ligacbes hidrofébicas com os residuos
histidina (His 516 A), Triptofano (Trp 426 A) e valina (560 A) e uma ligacao pi-sulfur com o
residuo histidina (His 559A). O ligante Trissulfeto de dialila apresentou uma ligacdo de
hidrogénio convencional com o residuo de treonina (Thr 110 A), duas liga¢6es pi-sulfur com
os residuos histidina (516 A e 559 A) e uma ligacdo hidrofébica com o residuo de aminoacido
valina (Val 560 A) segundo figura 34.

O ligante Tritiaciclohexeno ndo apresentou interacdo de hidrogénio com nenhum
residuo de aminoacido, apresentando uma ligacédo do tipo pi-sulfur com o residuo triptofano
(Trp 426 A). O ligante Tetrassulfeto de dialila ndo apresentou ligacdo de hidrogénio, porém
apresentou 2 ligacBes do tipo hidrofobicas com os residuos fenilalanina (Phe 564 A),
triptofano (426 A), duas ligacdes pi-sulfur com os residuos histidina (516 A e 560 A).
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Figura 34: InteracGes Via Ligacdo de Hidrogénio dos Ligantes do 6leo do cip6 d’alho.

Dissulfeto de dialila Trissulfeto de dialila

S ) A2
TRP A'éGLO Ralp THR :
' & A:110
Tritiaciclohexeno Tetrassulfeto de dialila
. B
@

Interactions

Interactions

B Urovorable Bump

Fonte: Software Discovery Studio.

Ao analisar os compostos do extrato da canela o Acido 3-2-metoxifenil-2-propendico
foi o composto que apresentou menor energia (-71,9803 Kcal/mol) seguido do composto
cumarina com a segunda menor energia (-64,4317 Kcal/mol) bem como o acido 4-vinil
benzoico apresentou energia de (-55,9669) onde esses trés compostos apresentaram ligacao de
hidrogénio com o residuo de aminoacido histidina (His 559 A) considerado residuo catalitico

chave da enzima glicose oxidase (PETROVIC et al.; 2017).

Em relacdo aos compostos do oOleo da canela o composto Acetato de cinamila
apresentou menor energia (-72,2988 Kcal/mol) bem como apresentou interacdo convencional
de hidrogénio com o residuo de aminoacido do tipo histidina (His 559 A) considerado residuo

catalitico chave da enzima glicose oxidase (PETROVIC et al.; 2017).
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A nivel de importancia entre os residuos de aminoacidos, o composto Trans-
Cinamaldeido presente tanto no extrato quanto no 6leo apresentou interacdes de hidrogénio
asparagina (Asn 514 A) e arginina (Arg 512 A) bem como o ligante Linalol presente no dleo
da canela apresentou duas ligacGes de hidrogénio com o residuo de aminoacido arginina (Arg
512 A) onde Meyer et al. (1998) relata o residuo Arg 512 como importante perante a enzima

glicose oxidase.

Em relacdo aos compostos do extrato do cipé6 d’alho o composto Tetrassulfeto de
dialila apresentou menor energia (-56,2490 Kcal/mol) porém ndo apresentou interacdes por
ligacBGes de hidrogénio com nenhum residuo de aminoacido. O ligante Trissulfeto de dialila
apresentou a segunda menor energia (-55,6906 Kcal/mol), assim como o ligante Dissulfeto de
Dialila apresentou a terceira menor energia (-55,3890 Kcal/mol) bem como o ligante com a
quarta menor energia foi o ligante 2-Vinil-1,3-diti-5-eno (-50,9705 Kcal/mol) apresentaram
interagdo por ligagcdo de hidrogénio com o residuo de aminoéacido Treonina (Thr 110 A)
considerado residuo catalitico importante para a enzima glicose oxidase (MEYER et al.;
1998).

Para os compostos presentes no 6leo do cipé d’alho o Tetrassulfeto de dialila também
presente no extrato apresentou menor energia (-56,2490 Kcal/mol) porém ndo apresentou
interacdes. O Trissulfeto de dialila apresentou a segunda menor energia (-55,6906 Kcal/mol) e
o Dissulfeto de Dialila a terceira menor energia (-55,3890 Kcal/mol) Tabela 6, onde ambos
apresentaram ligacdo de hidrogénio com o residuo de aminoacido Treonina (Thr 110 A)

considerado residuo catalitica importante da enzima glicose oxidase (MEYER et al.; 1998).

Diante disso, os ligantes analisados presentes de forma majoritaria nos extratos da
canela como o &cido 3-2-metoxifenil-2-propendico, acido 4-Vinilbenzéico, Cumarina e Trans-
Cinamaldeido e os ligantes do extrato do cipd d’alho como Dissulfeto de dialila, Trissulfeto
de dialila apresentaram e 2-Vinil-1,3-diti-5-eno apresentaram ligacdes de hidrogénio com o0s
residuos de aminodcidos chave da enzima glicose oxidase sendo Histidina (His 559 A) e
Treonina (Thr 110 A).

Os ligantes presentes no Oleo da canela como Acetato de cinamila, Trans-
Cinamaldéido, Linalol apresentaram ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos
chave na inibicdo da enzima glicose oxidase sendo Histidina (His 559 A) para o primeiro
ligante e Arginina (Arg 512 A) para o segundo e terceiro ligantes, respectivamente. Para os

ligantes presentes no 6leo da espécie cipd d’alho destaca-Se 0s ligantes presentes de forma
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majoritaria no dleo do mesmo sendo o Dissulfeto de dialila e Trissulfeto de dialila pois ambos
apresentaram ligacdes de hidrogénio com o residuo de aminoécido Treonina (Thr 110 A),

residuo que pode ria ser chave no processo de inibicdo da enzima glicose oxidase.

Todos esses ligantes citados acima poderiam ser escolhidos para um futuro estudo

complementar de Dindmica Molecular e utilizados em ensaios biol6gicos.
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5 CONCLUSAO

Para o estudo tedrico por meio da Docagem Molecular, os ligantes analisados
presentes de forma majoritaria nos extratos da canela como o &cido 3-2-metoxifenil-2-
propendico, acido 4-vinilbenzoico, cumarina e trans-cinamaldeido e os ligantes do extrato do
cip6 d’alho como dissulfeto de dialila, trissulfeto de dialila apresentaram e 2-vinil-1,3-diti-5-
eno apresentaram ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminoéacidos chave da enzima
glicose oxidase sendo Histidina (His 559 A) e Treonina (Thr 110 A).

Os ligantes presentes no Oleo da canela como Acetato de cinamila, Trans-
Cinamaldéido, Linalol apresentaram ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos
chave na inibicdo da enzima glicose oxidase sendo Histidina (His 559 A) para o primeiro
ligante e Arginina (Arg 512 A) para o segundo e terceiro ligantes, respectivamente. Para 0s
ligantes presentes no 6leo da espécie cipd d’alho destaca-se 0s ligantes presentes de forma
majoritaria no 6leo do mesmo sendo o Dissulfeto de dialila e Trissulfeto de dialila pois ambos
apresentaram ligacdes de hidrogénio com o residuo de aminoacido Treonina (Thr 110 A),

residuo que pode ria ser chave no processo de inibicdo da enzima glicose oxidase.

A técnica de Ressondncia Magnética Nuclear utilizada permitiu identificar os
compostos presentes no extrato da canela como o Acido 3-2-omometoxifenil-2propenoico;
Acido 4-Vinilbenzéico; Cumarina e Trans-Cinamaldeido por meio de sinais caracteristicos
presentes nos espectros de hidrogénio e carbono do extrato etandlico obtido via soxlet. Os
compostos presentes no extrato de cipé d’ alho como Dissulfeto de dialila, Trissulfeto de
dialila, Tetrassulfeto de dialila, 2-Vinil-1,3-diti-5-eno e 3-Vinil-1,2-diti-5-eno possuem sinais
caracteristicos presentes no espectro de hidrogénio e carbono do extrato etan6lico obtido via
soxlet.

A Cromatografia Gasosa identificou os compostos majoritarios presentes nos 6leos da
canela sendo os compostos Trans-Cinamaldeido com 53,34%; Acetato de cinamila com
29,59%; Linalol com 8,21% e Cariofileno com 1,74%. Para o Gleo de cip6 d’ alho 0s
compostos identificados de forma majoritaria foram, Dissulfeto de dialila com 45,37% ;
Trissulfeto de dialila com 24,74%; Tritiaciclohexeno com 9,22% e Tetrassulfeto de dialila
com 3,8%.

Para os testes antifungicos dos extratos da canela e cip6 d’ alho por meio de difusdo
em agar por meio de discos apenas o extrato etandlico da espécie vegetal cip6 d’ alho

apresentou halos de inibicdo de 8mm; 15 e 6mm para as concentracfes de 17,5 mg/ml; 20 e
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22,5 mg/ml apos as 48h onde a concentracdo de 20mg/ml obteve a melhor performance sendo
assim escolhida para a elaboracéo do filme biodegradavel contendo esse extrato.

Os testes antifingicos para os 6leos da canela e cip6 d’ alho por meio da técnica de
difusdo em pogos nos volumes de 1 pL; 5 pL e 10 pL revelaram a formacédo de halos de
inibicdo de 25mm; 28mm e 30 mm para o 6leo da canela evidenciando a sensibilidade do
fungo Aspergillus niger para esse 0leo nesses volumes enquanto que para o 6leo do cipd d’
alho, ocorreu a inibicdo da germinacdo do referido fungo durante 9 dias de experimento
surgindo 0 mesmo apenas ao décimo dia.

Os testes antifangicos dos filmes por meio da técnica do disco revelaram que os filmes
com surfactante contendo 6leo do cip6 d’ alho ndo apresentaram halos de esporulagdo e nem
crescimento micelial sobre os filmes 1 e 2, durante as 48h do experimento, 0 que sugere que
ocorreu inibicdo do crescimento do fungo por meio dos filmes haja visto que foi observado
crescimento micelial sobre os filmes 3 e 4 sendo para o volume de 6leo de 366,7uL e o filme

controle sem a presenca de 6leo, respectivamente.
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APENDICES

APENDICE A-ESPECTRO DE CROMATOGRAFIA GASOSA DO OLEO DE
CANELA
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APENDICE B-ESPECTRO DE CROMATOGRAFIA GASOSA DO OLEO DE CIPO
D’ALHO
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