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RESUMO

Cajanus cajan (Fabaceae), é uma espécie de multiplo uso, bastante utilizada como alimento
humano. Na medicina popular, diversas partes da planta sdo usadas no tratamento de diabetes,
hepatite, parasitoses intestinais e como antimicrobiano. O presente trabalho relata a
composic¢do quimica e as atividades bioldgicas de dleos essenciais e extratos vegetais das
folhas e raizes de Cajanus cajan, bem como o conhecimento fisico-quimico e bromatoldgico
dos grdos verdes e maduros dessa espécie oriundos do Cariri Cearense. Este estudo foi
iniciado com a caracterizacdo quimica do dleo essencial das raizes de C. cajan por meio de
CG/EM, sendo o 7(11)-en-4-ol (38,9 %), 3-ciclosativeno (13,7 %) e a-copaeno (11,2%) os
compostos marjoritérios. A caracterizagdo dos metaboélicos secundarios (taninos, flavonoides
e alcaldides) presentes em ambos 0s extratos foi realizada através de prospeccao fitoquimica.
A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de microdiluicdo, e a
partir de concentragdes subinibitérias (CIM 1/8) foi avaliada a atividade moduladora por
contato direto de alguns aminoglicosideos contra as bactérias: Staphylococcus aureus ATCC
12692, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli ATCC 25992 e Escherichia coli 27, e em associacdo com o fluconazol e
cetoconazol frente a Candida albicans, C. tropicallis e C. krusei. A atividade antibacteriana
também foi realizada por contato gasoso a partir de associacdes do 6leo essencial das folhas
de C. cajan com representantes de diferentes classes de antibi6ticos frente a P. aeruginosa e
S. aureus. A avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos foi realizado pelo método de
sequestro in vitro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Os grdos C. cajan
foram caracterizados com relagdo as caracteristicas fisico-quimica (comprimento, largura,
peso, pH e acidez) e bromatoldgico (umidade, cinzas, pectinas, carboidratos, lipidios,
proteinas e fibras totais). Os olés essenciais e 0s extratos apresentaram potencial
microbioldgico clinicamente relevante contra a maioria das bactérias e fungos testados e
também modificaram por contato direto a acdo antimicrobiana da maioria dos antibioticos
testados. Por contato gasoso o 0leo essencial potencializou a maioria dos antibidticos testados,
merecendo destaque a associacdo com a rifampicina com aumento do halo de inibicéo
antibidtica em 136,9% contra S. aureus Em especial o extrato das folhas apresentou CEsg €
CEg inferior ao observado para o BHT (butil-hidroxi-tolueno). Os grdos verdes e maduros

mostraram-se bastante nutritivo, sendo desta forma considerada como alimento funcional

Palavras- chave: Cajanus cajan. Atividade antimicrobiana. Atividade antioxidante. Fisico-

quimico. Bromatoldgico.



ABSTRACT

Cajanus cajan (Fabaceae) is a multiple use specie widely employed as human food. In
popular medicine, several parts of the plant are used as antidisenteric, hepatoprotective,
intestinal antiparasital and antimicrobial. The present study reports the chemical composition
and biological activities from essential oils and extracts from leaves and roots from Cajanus
cajan, as well the knowledgment about the physical-chemical and bromatological properties
of seeds and roots from this Cariri Cearense specie. This study was initiated by the
characterization of the secondary metabolites in the essential oil (GC and GS/MS), eudesm-
7(11)-en-4-ol (38.9 %), (+)-cyclosativene (13.7 %) and a-copaene (11.2%) the main
constituents identifiedand, in the ethanolic extracts (tannins, alkaloid and flavonoids) by
phytochemical prospection. The antimicrobial activity was assessed by the microdilution
method and the subinhibitory concentrations obtained (MIC 1/8) were used to evaluate the
aminoglycosides modulatory activity (amikacin, neomycin,gentamicin and kanamycin) by the
contact direct method against the following bacterial strains: Staphylococcus aureus ATCC
12692, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli ATCC 25992 and Escherichia coli 27, and in the association with
fluconazole and ketoconazole against the yeast strains Candida albicans, C. tropicallis and C.
krusei. The antibacterial activity was assessed by the gaseous contact method too, when the
leaves essential oil in association with different kinds of antibiotics against P. aeruginosa and
S. aureus ATCC 12692. The evaluation of the in vitro antioxidant potential of the extracts
was performed by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay. Seeds of C.cajan were
were characterized by differentiated physico-chemical (lenght, width, weith, pH and acidity)
and bromatological (humidity, cinder, pectin, carbohydrates, proteins and total fibers)
properties. The essential oils and extracts presented a clinically relevant microbiological
potential against the most of strains tested as well they modified the antimicrobial effect of the
antibiotics tested. By gaseous contact the essential oil enhanced the most antibiotics, with
emphasis on the association of rifampicin with increased antibiotic inhibition zone of 136.9%
against S. aureus. Specially the leaves extract that presented ECso and ECgp, less than
observed with BHT (butylated hydroxyl-toluene) used as positive control. Green and mature
seeds showed to be very nutritive, containing high levels of fibers and proteins and because
this, C. cajan can be considered a functional food.

Key-words: Cajanus cajan. Antimicrobial activity. Antioxidant activity. Physico-chemical.

Bromatological
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INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

As praticas médicas populares utilizam na terapéutica, basicamente, os elementos
existentes na natureza. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de
80% dos habitantes do planeta fazem uso de algum tipo de recurso vegetal como instrumento
de cura para suas doencas (LEITE et al., 2008).

A fitoterapia (do grego therapeia = tratamento e phyton = vegetal) é a ciéncia que
estuda as plantas medicinais e suas aplicacfes terapéuticas no tratamento e cura de doencas
(YUNES, PEDROSA e CECHINEL FILHO, 2001) e esteve por longo periodo, sob o dominio
popular onde o conhecimento empirico do valor medicinal das plantas prestou um servigo
inestimavel (MENDONCA, 1989). Essa ciéncia vem crescendo bastante, acompanhando
avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacol6gicos de plantas medicinais e
de seus constituintes, como flavondides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos e taninos onde
ja foram comprovadas as a¢des bioldgicas em testes pré-clinicos com animais (CALIXTO et
al., 1991). Além disso, em especial, 0s 6leos essenciais tém apresentado grande importancia
na industria farmacéutica atuando como conservante de alimentos e flavorizantes, mostrando
para esses elementos diversas formas de utilizacdo (SOUZA et al., 2003).

O intenso uso de antibidticos acarretou o desenvolvimento de defesas relativas dos
microrganismos, tendo como conseqliéncia a resisténcia aos agentes antimicrobianos
disponiveis (SAMARANAYAKE E MACFARLANE 1990). Tal fato tem se mostrado
limitante no que diz respeito as opg¢des para tratamento de determinadas infeccdes
(VARALDO, 2002), tais exemplos incluem bactérias que causam infec¢cdes de pele, 0ssos,
pulmdes e de sistema sanguineo como Staphylococcus aureus (DEURENBERGER et al.,
2007) e infeccdes do trato urinario como, por exemplo, Escherichia coli (DE BACKER et al,
2008). Para infecgdes fungicas, as leveduras do género Candida sdo as mais comuns
causadoras de micoses superficiais ou invasivas em seres humanos (DIGNANI, SOLOMKIN
E ANISSIE, 2003).

A rapida evolucdo da resisténcia microbiana as drogas e a alarmante desacelera¢éo no
desenvolvimento de novos farmacos, despertam atencdo para tratamentos com multidrogas
(KEITH et al., 2005), como também a associagdo de antibidticos sintéticos com produtos
naturais incluindo 6leos essenciais e extratos vegetais na tentativa de ampliar seu espectro de
acdo e minimizar os efeitos indesejaveis (SALVAT et al, 2004; SHIN E PYUN, 2004;
SOUSA et al, 2010).
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Estudos realizados com alimentos de origem vegetal vém enfocando a caracterizacéo e
o perfil dos nutrientes presentes nos grdos como fonte principalmente de proteinas, uma
alternativa para a dieta humana (POLLONIO,1998). Além disso, hd também uma busca por
alimentos naturais cada vez mais diferenciados, que além de nutrir tragam um beneficio a
mais: a salde. Surgindo dessa forma os alimentos funcionais e nutracéuticos (SOUZA, 2008)

A espécie Cajanus cajan (L.) Millsp (Fabaceae) € um arbusto perene, anual, cultivado
principalmente na regido tropical e subtropical do mundo, tipica de clima seco (ODENY,
2007), graos bastante nutritivos é conhecida popularmente como guandu, ervilha de pombo,
entre outros (BELTRAME E RODRIGUES, 2008). A espécie é considerada de multiplo uso,
extensivamente usada como alimento humano e adubo verde para melhorar a fertilidade do
solo em sistemas de cultivo. Na medicina popular diversas partes da planta sdo utilizadas
como antidisentérico, no tratamento de diabetes e hepatite, parasitoses intestinais (VOLPATO
et al, 2009) e antimicrobiana (SUN et al, 1995).

No Brasil, essa espécie € ainda uma op¢do para a producdo de grdos em sistemas
agricolas de base familiar especialmente no semi-arido brasileiro. Esta leguminosa é
encontrada principalmente nos quintais domésticos de muitas cidades do interior do Nordeste,
onde também serve como complemento da renda familiar, pois estes grdos verdes e maduros
sdo vendidos nas feiras livres (AZEVEDO, RIBEIRO E AZEVEDO, 2007) onde em
determinadas épocas do ano substituem os grdos de Phaseolus vulgaris (feijdo carioca) como
fonte natural de fibras e proteinas (FUJITA et al., 2004).

Diante dessas perspectivas, esse trabalho tem como objetivo avaliar a composicéao
quimica e as atividades bioldgicas de 6leos essenciais e extratos vegetais das folhas e raizes
de Cajanus cajan, bem como colaborar com o conhecimento fisico-quimico e bromatol6gico

dos grdos verdes e maduros dessa espécie oriundos do Cariri Cearense.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a composic¢do quimica, as caracteristicas fisico-quimicas e bromatoldgicas e avaliar
as possiveis atividades antimicrobiana, moduladora (por contato direto e contato gasoso) e

antioxidante de Cajanus cajan (L.) Millsp., do Cariri Cearense- Brasil.

2.2 Objetivos especificos

> Extrair os 6leos essenciais das folhas e das raizes de C. cajan;
> Caracterizar quimicamente o 6leo essencial das raizes;

> Obter os extratos etanolicos brutos das folhas e raizes de C. cajan e verificar a presenca das
principais classes de metabolito secundérios;

> Avaliar o potencial antimicrobiano a partir da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos

6leos essenciais e dos extratos etandlicos bruto das folhas e raizes de C. cjan;

> Analisar os Oleos essenciais e extratos etandlicos das folhas e raizes como agentes
modificadores (por contato direto) da atividade antibiética de aminoglicosideos e

antifangicos.

» Verificar o potencial modificador do 6leo essencial das folhas de C. cajan como agente
modificador (contato gasoso) da atividade antibidtica comparativa a partir de associaces

com representantes de diversas classes de antibiotico;

» Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos etandlicos das folhas e raizes de C.

cajan;

» Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e composi¢do bromatoldgica dos gréos verdes e

maduros de C. cajan.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Consideracges botanicas

A familia Fabaceae, antes conhecida como Leguminosae, é a terceira maior de
angiospermas, constituida por 32 tribos, cujos 727 géneros estudados sdo representados
quimicamente por uma grande diversidade de esqueletos flavonoidicos, notadamente
pterocarpanos e isoflavanona que englobam aproximadamente 19.325 espécies (LEWIS et al.,
2005). Em alguns estudos, existe um consenso no tratamento da familia com base em dados
moleculares e ndo-moleculares, no qual Fabaceae ¢ dividida nas subfamilias
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae (JUDD et al., APG Il, 2003; SOLTIS et al.,
2000), sendo esta Ultima a maior, descrita com 476 géneros e aproximadamente 14.000
especies (LEWIS et al., 2003).

As espécies dessa familia sdo em geral denominadas de “leguminosas” e encontram-se
distribuidas em diferentes habitats, latitudes e altitudes, nos mais diferenciados ecossistemas.
Enquanto a Faboideae é cosmopolita, as outras duas subfamilias ocorrem principalmente em
regibes tropicais e subtropicais do mundo (HEYWOOD, 1979; POLHILL, 1981).

A rigueza dessa familia ndo pode ser atribuida somente a sua importancia ecolégica e
ao grande numero de distribuicdo de suas espécies, mais também economicamente, ja que seu
potencial é bastante acentuado incluindo variedades alimenticias, medicinais, ornamentais,
produtoras de fibras e Oleos, além de contribuir com a agricultura fixando nitrogénio aos
solos. Por isso, Fabaceae é a segunda maior familia botanica em importancia econémica,
ficando apenas atras de Poaceae (WOJCIECHOWSKI, LAVIN E SANDERSON, 2004).

O género Cajanus inclui cerca de 32 espécies, destas, 13 sdo endémicas da Austrélia, 8
da india, e uma da Africa Ocidental. As demais ocorrem em mais de um pais. Cajanus s&o
encontrados em diversos paises, porém diversas espécies como C. villosus, C. elongatus, C.

granadiflorus e C. niveus, antes comum na India, so raramente vistas (TAXONOMY, 2010).
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3.1.1 Espécie: Cajanus cajan

Cajanus cajan (L.) Millsp (Figura 1, p. 24) (Fabaceae), apresenta sinonimia com
Cajanus indicus Spreng, Cajanus flavus D.C., e Cytipus cajanus L. Druce (WUTKE, 1987),
sendo conhecida popularmente como guandu, andd (BELTRAME E RODRIGUES, 2008),
ervilha de pombo entre outras (CHAKRABORTY et al, 2007; FU et al, 2007). Tem origem
Indiana e tem na Africa seu segundo centro de diversidade (MAESEN, 1981). No Brasil foi
introduzida pela rota dos escravos procedentes da Africa, tornando-se largamente distribuida
no pais, onde assume importancia principalmente como fonte de alimento humano
(SEIFFERT E THIAGO, 1983).

A espécie apresenta-se em forma de arbusto perene, anual (ALI, 1990), cultivado
principalmente na regido tropical e subtropical do planeta (VARSHNEY et al, 2007), tipica de
clima seco (ODENY, 2007), de grdos bastante nutritivos (SAXENA, 2002). As folhas
apresentam-se trifoliadas, com foliolos lanceolados ou elipticos, com 4,0 a 10 cm de
comprimento e 3,0 cm de largura. As flores dispostas em racemos terminais, com 1,5a 1,8 cm
de comprimento, de cor amarela ou amarelo-alaranjado, podendo apresentar estandartes
totalmente parpura ou avermelhados. As vagens sdo indeiscentes, de cor verde-marrom ou
parpura, ou mesmo verde salpicada de marrom. Os grdos sao de formato aproximadamente
redondo, com 4,0 a 8,0 mm de didmetro, de cores variadas entre claras a marrom ou parpura.
(SEIFFERT E THIAGO, 1983).

Possui sistema radicular pivotante que pode penetrar um ou mais metros no solo
(HAAG, 1986). Numerosas raizes finas secundarias que podem atingir até 30 cm de
profundidade, apresentam nodulos que contém bactérias do género Rhizobium, que fixam
simbioticamente nitrogénio atmosférico e que € cedido a planta para a formacdo de seus
aminoéacidos e proteinas (SEIFFERT E THIAGO, 1993).

A espécie e considerada como de multiplo uso e tolerante a condi¢des adversas, como
0 estresse hidrico causado por longos periodos de estiagem e por solos de baixa fertilidade,
condic@es que sdo encontradas no Cerrado brasileiro (WUETK, 1987).

No Brasil, em especial nas regides Norte e Nordeste, a espécie tem sido cultivada
principalmente para o consumo de graos, preferencialmente verdes, como fonte de vitaminas,
minerais e proteinas (FUJITA et al., 2004) e suas diferentes partes séo bastante utilizadas na

medicina popular.
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Figura 1 — Espécie Cajanus cajan.

(A): Folhas, (B): Raizes, (C): Graos maduros, (D): Gréos verdes.
Fonte: foto da autora.
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3.1.2 Etnofarmacologia de Cajanus cajan

Foi realizado um levantamento baseado dos ultimos 30 anos (1981-2011) nos
periddicos disponiveis nos enderecos eletronicos da CAPES, PubMed, Scielo e Bireme a
respeito do uso terapéutico popular de diferentes partes de C. cajan, utilizando as seguintes
pelavras-chaves: “Cajanus cajan ”, “pegeonpea”, “root of Cajanus cajan”, “ Cajanus cajan”,
“seeds of Cajanus cajan”, “used Cajanus cajan”, “ root of pegeonpea”, “leaves of
pegeonpea”, “seeds of pegeonpea”, “Cajanus indicus ”, “Cajanus flavus ”, “Cytipus cajanus”,
“utilizacdo do guandu na medicina tradicional”, “utilizacdo popular de Cajanus cajan”,
“andu” e “guandu”. Pode-se afirmar que foram encontrados 31 registros de usos de diferentes
formas com essa espécie. A Tabela 1 (p. 26) dispbe a parte da planta utilizada, a forma de

preparo, o uso popular e a referéncia.
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Tabela 1 — Partes de Cajanus cajan utilizada na medicina tradicional.

Parte da planta

Forma de preparo

Uso popular Referéncia
utilizada
Decocto Bronquite, tosse e Saxena et al. 2010
pneumonia
Flores
Cha InfeccOes respiratorias | Saxena et al. 2010
e dor de cabeca
Infuséo Desordens menstruais | Saxena et al. 2010
e diarréia.
Triturados Dor de cabeca e
incontinéncia urinaria Duke,1981
em homens.
Gréos - Laxante, anti- Tang et al, 1999.
hemorragico,
vermifugo e
expectorante
In natura Hepatite e sarampo Abbiw, 1990
Infuséo Diurético Duke, 1994.
Cha Inflamacéo, febre, Duke, 1994;
desordens menstruais | Teixeira et al.2006
e hipertenséo.
Raizes Secas Anti-helmintico, Saxena et al. 2010;
expectorante e Zhang et al. 2010;
sedativo
Decocto Infeccdes respiratdrias, | Chen et al. 1985;
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irritacGes na pele, Li et al. 2001;
Maléria Vicent et al.
2008.
Trituradas Tosse, dirréia, Chen et al. 1985;
queimadura e dor de Li et al. 2001.
dente
Folhas
Extrato Antibiotico e Sun et al, 1995
antinflamatério.
Extrato aquoso Cicatrizante, tumores e Amalraj et
diabetes. al.1998; Grover,
Yadav e Vats,
2002; Jarald et
al.2008.
Ché Dor de dente e maléria. Moreira et al.
2002, Njoroge &
Bussaman, 2006;
Kareru et al.2007.
- Alergia Muthee et al,
2011
Caule - Candidiase bucal Kisangau et al.
2007
Folhas e flores - Ulcera e diurético Fenner et al.2006;
Boscolo e Valle,
2006
Partes aéreas Decocto Parasitas intestinais Volpato et al.

2009
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3.2 Metabdlitos secundarios isolados de Cajanus cajan com atividades bioldgicas

Cajanus cajan vem sendo bastante estudada em relagdo aos seus constituintes fixos.
Através de estudos fitoquimicos realizado com diferentes partes da espécie, foi possivel o
isolamento de varios compostos pertencentes principalmente a classe dos flavonoides.

Apartir da pesquisa bibliografica realizada no mesmo periodo e enderegos eletrénicos
citados anteriormente, fazendo-se uso das seguintes palavras chave: “Cajanus cajan”,
“pegeonpea”, “isolation of the root of Cajanus cajan”, “isolation of the leaves of Cajanus
cajan”, “isolation of the seeds of Cajanus cajan”, “isolation of the pegeonpea”, “root of
pegeonpea”, “leaves of pegeonpea”, “seeds of pegeonpea”, “Cajanus indicus”, “Cajanus
flavus ”, “Cytipus cajanu”, “extract de Cajanus cajan” e “esential oil of Cajanus cajan”, foi
possivel verificar o registro de 24 constituintes quimicos isolados das folhas, raizes e grdos de
C. cajan, sendo que para a maioria destes, foram também comprovadas diferentes atividades
bioldgicas.

A Tabela 2 (p. 29) mostra o resultado desse levantamento, disponibilizando os nomes
dos compostos quimicos identificados, a parte da planta os quais foram isolados, as atividades
bioldgicas e referéncia, e na Tabela 3 (p. 32) estdo disponiveis as estruturas quimicas dos

respectivos compostos.
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Tabela 2 — Metabdlitos secundarios isolados de Cajanus cajan

Composto Parte da planta Atividade Referencia
biologica
Pinostrobina - Cooksey et al.1982
chalcona
3-Hidroxi- 5 - Fitotdxica Ohwaki et al. 1993
metoxi estilbene — 2
-acido carboxilico
(2) Folhas
Quercetina (3) Larvicida Paul et al.2003; Zu
et al.2006.
3-metil - Larvicida Paul et al.2003
Quercetina- (4)
Isoquercetina (5) Larvicida Paul et al.2003
Estilbene (6) Larvicida Paul et al.2003;

Kong et al.2010; Wu
et al.2009

2-hidroxigenisteina

(7)

Acido betulinico

(8)

Biochanine (9)

Cajanol (10)

Folhas e raizes

Antiplasmadico,

reduz a apoptose

Duker-Eshun et al.
2004; Ruan et al.

dos neurénios 2009.
Antiplasmodico Duker-Eshun et al.
2004.
Antiplasmddico Duker-Eshun et al.
2004,

Antiplasmadico,
anticancerigeno,

antibacteriano

Duker-Eshun et al.
2004; Luo et al.,
2010; Liu et al 2010.




Genisteina (11)

Longistyline A (12)

Folhas e raizes

Antiplasmaédico

Duker-Eshun et al.
2004.

Antiplasmaédico
reduz a apoptose

dos neuronios

Duker-Eshun et al.

2004; Luo et al.

2008; Ruanetal.
2009.

Longistyline C (13)

Pinostrobina (14)

Folhas

e raizes

Antiplasmaédico

Duker-Eshun et al.
2004; Luo et al,
2008

Antiplasmodico,
antibacteriana,
antiviral,
antioxidante,
bloqueador dos
canais de sodio e
potassio, reduz a
apoptose dos

neurdnios

Duker-Eshun et al.
2004; Kong et
al.2010; Wu et al.
2011; Wu et
al.2009; Nicholson
et al. 2010; Ruan et
al. 2009.

Apigenina (15)

Isorhamnetina (16)

Luteolina (17)

Cajanine (18)

Orientina (19)

Folhas

Zu et al.2006; Lio
et al. 2010

Zu et al.2006; Lio
et al. 2010

Zu et al.2006; Lio
et al. 2010

Hipocolesterolémico

Luo et al. 2008

Antioxidante

Wu et al.2009; Lio
et al. 2010
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Vitexina (20)

Cajanuslactona (21)

Genistina (22)

Isovitexina (23)

Antioxidante

Wu et al.,2009; Lio
et al. 2010

Antibacteriana

Kong et al.2010

Lio et al. 2010

Lio et al. 2010

OCCAL (24)

Graos

Hipolipidémico

Habib et al.2010
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Tabela 3 — Estruturas quimicas dos metabolitos secundarios isolados de C. cajan

2
) @)

(3) (4)

) (6)
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(Cont.)

10

11

CHZCHC(CHg)

12
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(Cont.)

CH,CHC(CH

H3C

13

14

17

HO

OMe

18
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(Cont.)

23

24
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3.3 Alimentos funcionais e nutracéuticos

Alimento funcional (AF) é aquele que pode influenciar positivamente em uma ou
mais funcbes no corpo, além de possuir efeitos nutricionais adequados, de maneira a ser tanto
relevante para 0 bem estar e a salde quanto para a reducdo de riscos de doencas
(ROBERFROID, 2002).

Os AFs provém a oportunidade de combinar produtos comestiveis de alta flexibilidade
com moléculas biologicamente ativas, como estratégia para corrigir distdrbios metabolicos
(WALZEM, 2004), resultando em reducdo dos riscos de doencas e manutencdo da salde
(ANJO, 2004). Estes alimentos podem ser classificados de dois modos. Quanto a sua origem:
vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que oferecem: no sistema gastrointestinal, no
sistema cardiovascular, no metabolismo de substratos e no crescimento, no desenvolvimento e
diferenciacdo celular, no comportamento das fungdes fisioldgicas e como antioxidantes
(SOUZA, b 2003). Os AF séo todos os alimentos ou bebidas que, consumidos na alimentacéo
cotidiana, podem trazer beneficios fisiologicos especificos, gracas a presenca de ingredientes
fisiologicamente saudéaveis (CANDIDO E CAMPOS, 2005).

Esta classe de compostos esté relacionada a conceitos da &rea da nutri¢cdo, ndo inclui
suplementos alimentares, e 0 seu papel em relacdo as doengas estd, na maioria dos casos,
concentrado mais na reducdo dos riscos do que na prevengdo das mesmas (ROBERFROID,
2002).

Os alimentos funcionais apresentam as seguintes caracteristicas (ROBERFROID,
2002):

a) devem ser alimentos convencionais e serem consumidos na dieta normal/usual,

b) devem ser compostos por componentes naturais, algumas vezes, em elevada concentracao
ou presentes em alimentos que normalmente ndo os supririam;

c) devem ter efeitos positivos além do valor basico nutritivo, que pode aumentar o bem-estar e
a saude e/ou reduzir o risco de ocorréncia de doengas, promovendo beneficios a saide alem
de aumentar a qualidade de vida, incluindo os desempenhos fisico, psicologico e
comportamental;

d) a alegacéo da propriedade funcional deve ter embasamento cientifico;

e) pode ser um alimento natural ou um alimento no qual um componente tenha sido
removido;

g) pode ser um alimento onde a natureza de um ou mais componentes tenha sido modificada;
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h) pode ser um alimento no qual a bioatividade de um ou mais componentes tenha sido
modificada.

Os nutracéuticos, por sua vez, sdo alimentos ou parte destes que proporciona
beneficios a saude, incluindo a prevencédo e/ou tratamento de doencas. Sua acdo varia desde o
suprimento de minerais e vitaminas essenciais até a protecdo contra vérias doencas
infecciosas (HUNGENHOLTZ E SMID, 2002).

Estes produtos podem abranger nutrientes isolados, suplementos dietéticos e dietas
para alimentos geneticamente planejados, alimentos funcionais, produtos herbais e alimentos
processados tais como cereais, sopas e bebidas (KWAK E JUKES, 2001)

Os nutracéuticos podem ser classificados como fibras dietéticas, &cidos graxos
poliinsaturados, proteinas, peptidios, aminoacidos ou cetodcidos, minerais, vitaminas e
antioxidantes (ANDLAUER E FURST, 2002).

Do ponto de vista legal, os alimentos funcionais e nutracéuticos possuem
conceituagbes semelhantes em muitas partes do mundo, persistindo a dificuldade de
regulamentacdo dos termos. Deve ser mantida a diferenca fundamental, que faz com que 0s
alimentos funcionais se relacionem a sua venda e consumo enquanto alimentos, ao passo que
0s nutracéuticos sdo ingredientes funcionais isolados e sdo consumidos sob diferentes formas,
dadas pela industria farmacéutica (MORAES E COLLA, 2006)

3.3.1 Alimentos funcionais e seus componentes bioativos

De acordo com Kruger e Mann (2003) os ingredientes funcionais sdo um grupo de
compostos que apresentam beneficios a saude, tais como as alicinas presentes no alho, o0s
carotenodides e flavonoides encontrados em frutas e vegetais, 0s glucosinolatos encontrados
nos vegetais cruciferos os acidos graxos poliinsaturados presentes em 6leos vegetais e 6leo de
peixe. Estes ingredientes podem ser consumidos juntamente com os alimentos dos quais s&o
provenientes, sendo estes alimentos considerados alimentos funcionais, ou individualmente,
como nutracéuticos. Devem ter adequado perfil de seguranca, demonstrando a seguranca para
0 consumo humano e ndo devem apresentam risco de toxicidade ou efeitos adversos de drogas
medicinais (BAGCHI, PREUSS E KEHRER, 2004).

A maior parte dos AF encontra-se em alimentos de origem vegetal, pela presenca de
fitoquimicos, assim como em produtos de origem animal reconhecidos por suas propriedades
benéficas. A seguir estdo apresentados alguns alimentos estudados por conta de seus supostos

beneficios a saude.



Alho: Estudos indicam que esse alimento pode reduzir os riscos de doencas coronérias,
incluindo quimioprevencdo do cancer, propriedades antibidticas, anti-hipertensivas e
redutoras do colesterol, essas propriedades sdo atribuidas a presenca de alcilina (HASLER,
2001);

Frutas citricas: Flavondides e limonoides sdo os dois principais responsaveis por suas
atividades farmacoldgicas, que estdo associadas principalmente com a reducdo de cancer em
humanos (HASLER, 1998).

Linhaca: Esse grdo oleaginoso é rico em acidos graxos poliinsaturados (a-linolénico e
linoleéico) (WIESENFELD et al., 2003) e o seu consumo reduz os niveis de colesterol e de
LDL, sendo, portanto veiculada com a reducdo dos riscos de doengas cardiovasculares
(HASLER, 2001).

Soja: As isoflavonas e fitoestrogeno presentes neste alimento estdo sendo relacionadas ao
efeito benéfico sobre neoplasias relacionadas a hormonios, por exemplo, cancer de mama e
prostata (ADLERCREUTZ, 2002);

Tomate: Este alimento e produtos a sua base reduz riscos de cancer e esta propriedade esta
vinculada a presenca de licopeno (SHAMI E MOREIRA, 2004).

Uva: Miyagi Miwa e Inoue (1997) atribuem aos flavonoides descritos para esse alimento o
potencial antioxidante, como também reducdo de colesterol e da presséo arterial.

Pitanga e goiaba: Estudos realizados principalmente com 06leos essenciais e extratos das
folhas dessas espécies foram verificados potenciais biolégicos como antimicrobiano e
antioxidante atribuidas aos seus constituintes quimicos volateis (terpenos) e ndo volateis
(flavondides e taninos) (FADEY E AKPAN, 1989, SCHAPOVAL et al. 1994, PASSOS et
al., 2009, CHERUIYOT, OLILA E KATEREGGA, 2009). Seus frutos bastante consumidos
também sdo responsaveis por diversas atividades bioldgicas além de possuirem alto valor
nutricional (SILVIA et al 2007, OLIVEIRA et al 2006)

3.4 Importéncia do estudo fisico-quimico e bromatoldgico em alimentos

A qualidade de um alimento € conferida por um conjunto de caracteristicas fisico-
quimicas e composicdo bromatologica, que estdo relacionadas com tudo aquilo que, de
alguma forma, é alimento para os seres humanos e tem a ver desde a producéo até a venda
como alimento natural ou industrializado, verificando principalmente se este se enquadra nas
especificacOes legais, detectando a presenca de adulterantes e aditivos que sdo prejudiciais a
satde ( VICENZI; BRASIL, 2005).
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3.4.1 Estudo fisico-quimico

pH e acidez total

O pH é uma caracteristica intrinseca do alimento, de fundamental importancia na
limitagdo dos tipos de microrganismos capazes de se desenvolver, interferindo dessa forma
na maior ou menor facilidade de conservacio do alimento(GAVA ,1988; LEITAO ,1980).

Vérios fatores tornam importante a determinacdo do pH de um alimento, como:
influéncia na palatabilidade, desenvolvimento de microrganismos, escolha da temperatura de
esterilizacdo, da embalagem que sera utilizada, do tipo de material de limpeza e desinfeccéo,
do equipamento com o qual vai trabalhar na industria e de aditivos (CHAVES, 1993).

A acidez total (fixa e volatil) em alimentos é resultante dos acidos organicos do
proprio alimento, dos adicionados intencionalmente durante o processamento e daqueles
resultantes de alteragc@es quimicas do produto (CARVALHO et al., 1990). Sua determinacédo
também fornece dados importantes na apreciacdo do processamento e do estado de
conservacdo de um produto alimenticio. Um processo de decomposi¢do, seja por hidrolise,
oxidacdo ou fermentacdo, altera quase sempre a conservacao dos ions hidrogénio (BRASIL,
2005).

3.4.2 Determinacdo bromatolégica

Umidade

O teor de umidade é uma das medidas mais significativas e utilizadas na analise de
alimentos e esta relacionada com sua estabilidade, qualidade e composicéo, podendo afetar o
armazenamento, o tipo de embalagem, processamento e estocagem (OLIVEIRA et al., 1999)
e sua determinacdo dependera das condigdes em que a agua se encontra e da natureza de
outras substancias presentes (CECCHI, 1999).

Proteinas

A proteina cujo nome significa “primeiro” ou o “mais importante,” € a macromolécula
mais significativa encontrada nos seres vivos; € um componente basico de toda célula,
funciona como enzima, componente estrutural e de reserva (SARTORI, 2001).

O seu valor nutricional estd relacionado a sua composi¢cdo em aminodcidos e se

destacam na hierarquia bioquimica que mantém a homeostase do organismo vivo, em fungéo
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da sustentacdo de 6rgdos e tecidos, atuacdo como hormdnios protéicos e enzimas, além de
estd relacionada a quase todas as etapas do metabolismo celular (MOLINA et al., 2001).

A caréncia de proteinas no organismo reflete intensamente sobre o equilibrio dindmico
do metabolismo de outros grupos integrantes da alimentacdo de seres humanos e animais, 0
que se torna mais evidente em estados de caréncia que, persistindo por certos periodos,
compromete o individuo levando-o a danos irreversiveis (AZEVEDO et al., 1997).

Cinzas e Minerais

As cinzas de um alimento sdo o residuo inorganico que permanece ap6s a queima da
matéria organica que é transformada em CO,, H,O e NO,. Sua determinacdo é considerada
uma medida geral de qualidade, além de freqglientemente ser utilizada como critério na
identificacdo dos alimentos. As cinzas contém 0s componentes minerais, dentre eles: célcio,
magnésio, ferro, fésforo e chumbo (OLIVEIRA et al.,1999).

Lipidios

Os lipidios sdo compostos organicos altamente energéticos, contém acidos graxos
essenciais ao organismo e atuam principalmente como transportadores de vitaminas
lipossoluveis. Estes sdo classificados em: simples (6leos e gordura), compostos (fosfolipidios,

ceras, etc.) e derivados (&cidos graxos, esterdis) (BRASIL, 2005).

Amido

O amido é um polissacarideo de reserva de energia em plantas. Trata-se de um
constituinte importante de muitos alimentos, como cereais, massas, produtos de panificacdo e
alguns molhos. Sua composicdo é de basicamente dois homopolimeros de D-glicose, a
amilose e amilopectina AZEREDO E BRITO (2004).

O armazenamento deste carboidrato ocorre nas células de sementes, raizes, tubérculos,
sob forma de granulos brilhantes, de formas e dimens@es diversas. A estrutura do granulo de
amido esta relacionada ao seu desenvolvimento na célula viva. Enquanto nas células vegetais
0os granulos sdo formados dentro de estruturas especiais denominadas amiloplastos,
envolvidos por uma matriz protéica, o estroma; os granulos de amido sdo estruturas

semicristalinas, compostas de macromoléculas lineares e ramificadas, essas macromoléculas
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formam pontes de hidrogénio, pois estdo associadas paralelamente, o que resulta no
aparecimento de regides cristalinas ou micelares. Quanto a sua estrutura quimica, o amido é
composto de residuos de D-glucose, formando dois tipos de macromoléculas: a amilose e a
amilopectina (FRANCO, 2001).

Pectinas

As pectinas sdo polissacarideos estruturais, formam um grupo complexo de
polissacarideos que sdo encontrados na parede celular primaria e nas camadas intercelulares
de plantas terrestres. Elas estdo associadas a celulose, hemicelulose e lignina e sdo mais
abundantes em frutos e em tecidos jovens, destacando-se as cascas das frutas citricas
(MORRIS; FOSTER; HARDING, 2002).

As pectinas contribuem para a adesdo entre as células e para a resisténcia mecéanica da
parede celular. A sua quantidade e natureza sdo determinantes para a textura de frutos em
geral durante o crescimento, amadurecimento, armazenamento e processamento (PINHEIRO,
2007)

Estruturalmente, essas moléculas sdo constituidas de uma cadeia principal linear de
unidades repetidas de (1—4)-a-D-acido galacturonico, sendo que parte destas unidades

apresenta-se esterificada, com o éster metilico.

Fibra

O termo fibra alimentar foi proposto por Hipsely e definido por Trowell como sendo
componentes das paredes celulares vegetais incluidas na dieta humana que resistem a acao das
secrecBes do trato gastrintestinal. Para fins analiticos, Asp (1995) define fibras, considerando
aspectos fisioldgicos, como polissacarideos (exceto amido) e lignina que ndo séo digeridos
pelo intestino delgado humano. Elas sdo classificadas de acordo com sua solubilidade. As
solGveis sdo responsaveis pelo aumento da viscosidade do contelido gastrointestinal,
retardando o esvaziamento e a difusdo de nutrientes, e as insollveis reduzem o tempo de
transito intestinal, tornam mais lenta a absorcdo da glicose e retardam a digestdo do amido
(BRASIL, 2005).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

A coleta das folhas, raizes e gréos foi realizada em abril de 2010, no sitio Gaviao,
situado no municipio de Missdo Velha - CE. Em seguida, o material foi encaminhado para o
Laboratorio de Pesquisas de Produtos Naturais — LPPN, da Universidade Regional do Cariri —
URCA. Uma amostra representativa da espécie contendo flor e vagem foi depositada e
identificada no Herbéario Caririense Dardano de Andrade -Lima da URCA com registro
#5108.

4.2 Obtencdo dos 6leos essenciais das folhas e raizes

Os oleos essenciais foram obtidos utilizando-se o sistema de hidrodestilacdo em
aparelho tipo Clevenger modificado por Gottlieb (1960). As folhas (3.200 g) e raizes frescas
(3.000 g) de Cajanus cajan foram colocadas, separadamente, em baldo de vidro de 5 L,
acrescida de 3 L de &gua destilada e aquecida & ebulicdo por 2 h. Em seguida, a mistura
agua/dleo obtida foi separada, tratada com sulfato de sédio anidro (Na,SQO,), filtrada e os
6leos foram mantidos sob refrigeracdo até o momento dos ensaios microbioldgicos (Figura 2,
p. 44 ). Os 6leos essenciais apresentaram rendimento de 0,25% e 0,0016% respectivamente
para folhas e raizes.

4.3 Analise da composi¢do quimica do 6leo essencial das raizes

A anélise da composic¢do quimica foi realizada somente a partir do 6leo essencial das
raizes em equipamento Shimadzu CG-17A / EM QP5050A (sistema de CG/EM): DB-5, nas
seguintes condi¢des: coluna de capilaridade (30 m x 0,251 mm. ); gés de transporte: hélio 1,7
mL/min; pressdo da coluna 107,8 kPa; velocidade linear = 47,3 cm/seg; fluxo total 24
mL/min; fluxo de transportador 24 mL/min; temperatura do injetor 270 °C; temperatura de
detector 290 °C; temperatura da coluna 60 (2min) - 180 °C (1min) a 4 °C/min, entdo 180 - 260

°C a 10 °C/min. (10 min.), operando com energia de ionizagéo de 70 eV.

A identificacdo das substancias foi realizada pela interpretagdo do espectro e por
comparacdo com dados obtidos na literatura (ADAMS 2001, ARIMURA 2004).
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Figura 2—Metodologia de extracdo dos 6leos essenciais das folhas e raizes de C. cajan

Material vegetal
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4. 4 Obtencao dos extratos ( folhas e raizes) e prospeccao fitoquimica

Os extratos foram preparados a partir das folhas (700,00 g) e raizes (862,00 g) frescas
de C. cajan. O processo utilizado foi o de extracdo a frio com solvente organico, segundo
metodologia de MATOS, 1997. O material vegetal previamente triturado foi macerado com
Etanol P.A. por 72 h. Em seguida o solvente foi destilado em evaporador rotativo a 80 °C sob
pressdo reduzida e os extratos etanolicos brutos obtidos foram pesados e armazenados a
temperatura ambiente até a realizacdo das andlises fitoquimicas, ensaios antibacterianos e
antioxidantes com rendimento de 2,95 e 2,12 % respectivamente para folhas e raizes (Figura3,
p. 46).

Os testes fitoquimicos para identificacdo das classes de metabolitos secundarios foram
realizados seguindo a metodologia descrita por Matos (1997). Nos ensaios sdo observados

mudanca de cor ou formacao de precipitados ap06s a adi¢do de reagentes especificos.
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Figura 3 — Metodologia de obtencdo dos extratos etandlicos brutos das folhas e raizes
frescas de Cajanus cajan
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4.5 Avaliacédo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e dos extratos

Os oOleos essenciais e 0s extratos obtidos foram submetidos a avaliacdo da atividade
antimicrobiana através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima e atividade
moduladora por contato direto, ambos os métodos por microdiluicdo. Somente o oOleo
essencial das folhas foi avaliado quanto a atividade moduladora por contato gasoso contra
bactérias. Os ensaios foram realizados com seis linhagens bacterianas e trés cepas de
leveduras padrdes.  As linhagens bacterianas utilizadas foram: Staphylococcus aureus
ATCC 12692; Staphylococcus aureus ATCC 6538; Escherichia coli ATCC 25922; Bacillus
cereus ATCC 33018; Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e a linhagens multiresistente
isolada de material clinico: Escherichia coli 27. Os fungos utilizados foram: Candida
albicans ATCC 40006, Candida krusei ATCC 6538 e Candida tropicalis ATCC 40042. As
linhagens bacterianas padrdes utilizadas, exceto a multiresistente, foram cedidas pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Salde (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Ministério da Saude. Os fungos, bem como a linhagem bacteriana
multiresistente foram cedidas pelo Laboratério de Micologia Clinica da Universidade Federal
da Paraiba — UFPB.

4.5.1 Microdiluigao

4.5.1.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos 6leos essenciais e dos extratos

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos 6leos e extratos foi avaliada, com base
no documento M7-A6 para bactérias e para fungos documento M38-A (CLSI, 2003) e esta
representada na Figura 4 ( p. 49). Foram utilizadas seis linhagens de bactérias, sendo trés
Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 12692, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e
Bacillus cereus ATCC 33018; duas Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
e Escherichia coli ATCC 25922; e uma linhagem multiresistente: Escherichia coli (27) obtida
de escarro. Os fungos utilizado foram as leveduras: Candida albicans ATCC 40006; Candida
krusei ATCC 6538 e Candida tropicallis ATCC 40042.

Previamente, as bactérias foram ativadas em meio Brain Hear Infusion Broth (BHI)
durante 24 h a 35 + 2 °C. Apds este subcultivo procedeu-se a padronizagdo do inoculo, que
consistiu na preparagdo de uma suspensao em BHI a 3,8%, cuja turvacédo fosse similar ao tubo
0,5 da Escala McFarland (1 x 10® UFC/mL). Em seguida, essa suspensdo foi diluida a 1 x 10°

UFC/ mL em caldo BHI a 10%, e volumes de 100 puL foram entdo homogeneizados nos pogos
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de uma placa de microdiluicdo acrescido de diferentes concentracdes dos Gleos e extratos,
resultando num inoculo final de 5 x 10° UFC/mL (HADACEK e GREGER, 2000; CLSI, 2003
e VILJOEN et al., 2003).

Os fungos foram reavivados em Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) em temperatura
ambiente durante 24 h. Em seguida essas leveduras foram submetidas aos mesmos
procedimentos citados anteriormente.

Os oOleos e extratos foram solubilizados inicialmente em agua destilada e
dimetilsufoxido (DMSO) de forma a obter-se uma solugdo estoque de 1024 ug/mL, obtendo-
se concentracOes finais dos 6leos no meio de cultura de 512, 256, 128, 64, 32, 16 ¢ 8 ug/mL.
Os testes foram efetuados em triplicata. As placas foram incubadas a 35 * 2 °C, durante 24 h.

As placas contendo bactérias foram reveladas com corante especifico, a resazurina
sodica (Sigma), um indicador colorimétrico de oxido-reducdo (SALVAT, ANTONNACCI e
FORTUNATO, 2001). Uma solucédo foi preparada com a resazurina sodica e agua destilada
na concentracdo de 0,01% e realizada a leitura, onde 25 pL da solugéo indicadora foram
adicionadas em cada cavidade e as placas foram mantidas por 1 h em temperatura ambiente.
O controle positivo do teste foi realizado com o caldo BHI ou Sabouraud e o inéculo. Os
resultados para determinagdo da CIM bacteriana foi considerada como positivo para 0s pogos
que permaneceram com a coloracdo azul e negativa os que obtiveram colora¢do vermelha
(MANN, COX e MARKHAM, 2000, 1998; PALOMINO et al., 2002)

A leitura das placas com as cepas foi realizada através da visualiza¢do da turvacao,
onde o aumento da turbidez ou opacidade no meio indica o crescimento de microrganismos
(LENNETTE et al, 1985).

48



49

Figura 4 — Atividade antimicrobiana por microdiluicédo

A: Bactérias reavivadas; B: Distribui¢do do inoculo; C: Leitura com rezasurina.
Fonte: Foto da autora.

4.5.1.2 Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos 6leos essenciais e dos extratos

A concentracdo fungicida minima foi realizada a partir de cada in6culo do teste
anterior (para fungos) que ndo apresentou crescimento e os controles positivos. Uma algada
de cada pogo, ou seja, dos pogos onde foram determinadas as CIMs, foi subcultivada em
placas de Potate Dextrose Agar (PDA), devidamente identificadas. Ap6s 24 h de incubacdo a
35 £ 2°C, realizou-se leitura com a finalidade de observacdo do crescimento das col6nias. As
leituras das CFMs foram realizadas com base no crescimento dos controles, sendo
considerada CFM, a menor concentracdo da droga que impediu crescimento visivel do
subcultivo (SHADOMY, ESPINELINGROFF e CARTWRIGHT, 1985).



4.5.1.3 Avaliacdo da atividade moduladora por contato direto do 6leo essencial das folhas de
Cajanus cajan

Para avaliar a atividade moduladora por contato direto foram utilizados concentragdes
subinibitérias (CIM/8) dos Oleos e extratos frente aos antibidticos aminoglicosideos
(amicacina, canamicina, gentamicina e neomicina) e aos antifungicos (cetoconazol e
fluconazol) . As linhagens bacterianas utilizadas foram inoculadas em BHI a 10% e
armazenados em estufa bacteriologica a 35 = 2°C por 24 h. As cepas fungicas foram
inoculadas em Caldo Sabourand Dextrose a 10% e mantidas em temperatura ambiente até o
momento do ensaio.

O teste foi monitorado com um controle positivo contendo apenas os antibi6ticos ou
antifungicos e indculo (COUTINHO, 2008; SAGDIC, 2005). A leitura das placas foram
realizadas como citada anteriormente, com resazurina para bactérias e por turvacao para as

leveduras.

4.5.2 Avaliacdo da atividade moduladora por contato gasoso dos 6leos essenciais e dos

extratos

A avaliacdo da atividade antibacteriana por contato gasoso (Figura 5, p. 51) foi
realizado frente as bactérias S. aureus ATCC 12692 e P. aeruginosa. Nesse ensaio foi
utilizado uma concentracdo de 50% obtida a partir de uma diluicdo do dleo essencial das
folhas de C. cajan com o tensoativo dimetilsulfoxido DMSO. Uma suspenséo bacteriana de
cada linhagem separadamente, referente a 10° células/mL, foi semeada com auxilio de swab
estéril em placas de Petri contendo meio de cultura PCA (Plate Count Agar), previa mente
preparadas (INOUYE, TAKIZAWA e YAMAGUCHI, 2001)

Discos de antibioticos foram colocados sobre as placas de Petri contendo os
microrganismos a serem testados. A seguir, um volume de 50 puL da concentragdo foi
colocado na parte interna da tampa da placa de Petri, de modo que os componentes volateis
do 6leo pudessem interagir diretamente como o antibi6tico, para avaliar se 0 mesmo possuia
efeito sinérgico ou antagonico. Esse teste foi monitorado por um controle negativo, 0 DMSO,
usado para diluir a solucéo teste, colocado sobre a tampa, e por um controle positivo, através
dos discos de antibiotico. Apos a realizacdo do ensaio, as placas de Petri foram incubadas em

estufa bacteriologica a 35 £ 2 ° por 24 h, e em seguida realizada a leitura com auxilio de régua
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milimetrada. Foram utilizados discos de antibidticos representante (s) de algumas classes,
como pertencente a classe dos aminoglicosideo (gentamicina - 10 pg, amicacina - 30 ug e
neomicina - 30pg), macrolideos ( eritromicina — 15 pg), anfenicois ( cloranfenicol — 30 pg),

quinolonas ( ciprofloxacina — 5 pg) e ansamicina ( rifampicina — 5 pg).

Figura 5 — Avaliacdo da atividade antibacteriana por contato gasoso

A8

A: Bactérias reavivadas; B: Padronizacao do inoculo; C: Leitura do halo formado
Fonte: Foto da autora
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4. 6 Atividade antioxidante dos extratos das folhas e raizes

A atividade antioxidante dos extratos etanolicos das folhas e raizes frescas foi
determinada pelo método fotocolorimétrico in vitro por sequiestro do radical livre estavel
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila) (MENSOR et al., 2001). A elevada habilidade de uma
amostra em retirar o radical livre estdvel DPPH esta relacionado com a atividade antioxidante
da mesma (DUARTE-ALMEIDA, 2007) (Figura 6, p. 53).

As amostras para a realizacdo do ensaio foram preparadas adicionando-se 1 mL da
solugao de DPPH (60 uM) em 2,5 mL de solugdes dos extratos que foram diluidas em etanol
nas concentracdes de 10, 25, 50 e 125 ug/mL para o extrato das folhas e de 10, 25, 50, 125 e
250 pg/mL para o extrato das raizes , em triplicata.

A solucdo de DPPH possui uma coloracdo roxa intensa e a atividade antioxidante de
uma amostra pode ser visualizada pelo progressivo descoloramento da solucdo de DPPH, ao
final do qual a mesma torna-se amarelada (NUNE et al., 2008). Apds o tempo de reacdo,
sem luminosidade de 30 min das amostras preparadas, as absorbancias foram lidas com
auxilio de Espectrofotdmetro de Ultravioleta UV-Vis com comprimento de onda ajustado para
518 nm.

Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a média dos dados obtidos foi
calculada a diferenca de absorbancia entre as amostras e o controle negativo, sendo as
atividades antioxidantes (AA) percentuais obtidas por regressdo linear, para cada fase,
obtendo-se assim a concentracdo das amostras que promovesse a diminuicdo para a metade
50% e reducdo de 90 % d da concentracéo inicial de DPPH, definida respectivamente como
Concentragdo Efetiva (CE so) e (CEgo) (MENSOR et al., 2001).

Um teste em branco foi realizado adicionando-se 1 mL de etanol a 2,5 mL das
concentragdes dos extratos. Como controle negativo foi utilizado a mistura de 1 mL da
solugdo de DPPH com 2,5 mL de etanol e como controle positivo utilizou-se 0 2,5 mL das
concentracdes de BHT (butil-hidroxitolueno) e 1 mL da solucéo de DPPH.

A atividade antioxidante (AA) das amostras por sequestro do DPPH foi expressa em

porcentagem, segundo a equacao apresentada no Figura 7 (p. 54).
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Figura 6 — Avaliacgdo da atividade antioxidante.

A: Amostras em diversas concentracdes; B: Solucdo de DPPH; C: Leitura em
Fonte: Foto da autora.

espectrofotémetro.
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Figura 7 — Metodologia para a realizacéo da atividade antioxidante in vitro com os extratos
etandlicos das folhas e raizes de Cajanus cajan.

ConcentracOes dos extratos das folhas e raizes

(250, 125, 50, 25 e 10 pg/mL).

Solucdo de DPPH ( 60 uM).
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4.7 Anélises fisico-quimicas e bromatoldgica dos graos verdes e maduros

As andlises fisico-quimicas (com excecdo do peso e medida) e determinagédo
bromatoldgica foram realizadas em triplicata. Previamente as analises, 0s graos,

separadamente por estagio de maturacéo foram analisados (figura 16, p. 61).

4.7.1 Anélises fisico-quimicas

Os gréos verdes e maduros de C. cajan foram retirados das vagens e selecionados,
para analises. Em seguida, dez grdos de cada estagio de maturacdo foram submetidos a
pesagem em balanca analitica (KERN 770) e medidos com auxilio de um paquimetro para a

obtencéo dos didmetros longitudinal e horizontal (Figura 8, p. 55).

Figura 8 — Biometria dos graos de Cajanus cajan.

Fonte: Foto da autora.



O pH foi determinado em potencidmetro previamente calibrado, seguindo as
instrucbes do fabricante (017/IV) (Figura 9, p. 56). A acidez total titulavel, expressa
porcentagem (v/p), foi determinada por titulacdo com hidréxido de sédio (NaOH) 0,1M, tendo
como indicador uma solucgéo de fenolftaleina a 1% (016/1V) (BRASIL, 2005) (Figura 10, p.

56).

Figura 9 — Determinacédo do pH dos gréos de C. cajan.

Fonte: Foto da autora.

Figura 10 — Determinacao da acidez total dos gréos de C. cajan

A: Titulagdo da amostra; B: Viragem da reacdo tendo a fenolftaleina como indicador.
Fonte: Foto da autora.
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4.7.2 Determinacdo da composi¢do bromatoldgica
O teor de umidade foi determinado por aquecimento até peso constante a 105°C
(012/1V) e o residuo mineral fixo (cinzas) por incineracdo em mufla a 550°C (018/IV) (Figura

11, p. 57). (BRASIL, 2005).

Figura 11 — Determinacao das cinzas.

A: carbonizagdo das amostras; B: Amostra incinerada em mufla a 550°C.
Fonte: Foto da autora.

A fragdo lipidica foi determinada por extracdo com solvente organico (hexano), em
extrator tipo soxhlet por 4 h (032/1V) (Figura 12, p. 58) e as amostras desengorduradas foram
utilizadas para determinacdo do teor de fibras alimentares totais pelo método de Hennemberg
(MORETTO et al., 2002). Esse método baseia-se na digestdo em meio &cido e em seguida em
meio alcalino. O residuo mineral fixo dessas digestdes representa a fibra (Figura 13, p.58)
(BRASIL, 2005).
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Figura 12 — Determinacdo do teor de lipidios em aparelho tipo Soxhlet.

Fonte: Foto da autora.

Figural3 — Filtracdo a vacuo das fibras totais.

Fonte: Foto da autora.

58



O teor de proteinas foi determinado pelo método padrdo de Kjeldhal (Figura 14, p.
59), utilizando-se o fator de conversdo de nitrogénio/ proteina igual a 6,25 (036/I1V), o de
pectinas foi determinado segundo metodologia recomendada por Rangana (1979) utilizando-
se solucdo de cloreto de célcio 1M e acido cloridrico (HCI) 0,05 M. O teor de carboidratos
totais foi determinado por diferenca e o de amido foi determinado por 6xido-reducdo em
solucgéo de Fehling (Figura 15, p. 60) (BRASIL, 2005).

Figura 14 — Determinacao de proteinas.

A: Digestdo das amostras; B: Destilagdo da aménia
Fonte: foto da autora.
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Figura 15 — Determinacdo de amido.

A: Titulagdo da solucdo de Fehling A e B com a amostra; B: Reducéo do Cu®*
Fonte: foto da autora.
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Figura 16 — Metodologias para a realizacdo das analises fisico-quimicas e determinacéo
bromatoldgica dos graos de Cajanus cajan.
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4.8 Anélise estatistica

As anélises estatisticas das médias em triplicata (n=3) + desvio padrdo foram
realizadas usando a Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey de
comparagdes multiplas para dados com distribuicdo normal e desvios padrbes
significativamente semelhantes. Os resultados com p < 0,05 e p < 0,01 foram considerados

significantivos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO




5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Composicdo quimica do dleo essencial das raizes

O dleo essencial das raizes apresentou rendimento de 0,0016% e sua analise através do
CG/EM permitiu a identificagdo e quantificacdo de sete constituintes (99,6%) , sendo
exclusivamente sesquiterpenos. Eudesm-7(11)-en-4-ol (38,9 %), 3-ciclosativeno (13,7 %) ¢ a-
copaeno (11,2%) foram os compostos majoritarios identificados (Tabela 4, p. 64) e suas
estruturas quimicas estdo elucidadas na Figura 17 (p. 65).

O sesquiterpendide eudesm-7(11)-en-4-ol foi anteriormente isolado das flores de
Dipterocarpus cornutus Dyer (Dipterocarpaceae) (DACHRIYANUS et al., 2004) e até o
momento, ndo existe relato cientifico de alguma atividade associada a esse produto natural.
Os sesquiterpenos 3-ciclosativeno e a-copaeno sao relacionados como presentes em 0Oleos
essenciais das folhas, sementes e cascas do caule C.cajan (OGUNBINUA et al., 2009).
Tabelad — Constituintes quimicos do dleo essencial das raizes frescas de Cajanus cajan

Constituintes IR* (%)
(+) - 3-ciclosativeno 1368 13,7
a-Copaeno 1379 11,2
iso-cariofileno 1412 6,1
d-elemeno 1434 10,6
epi-globulol 1585 9,5
guaia-3,10(14)-dien-11-ol 1673 9,6
eudesm-7(11)-en-4-ol 1708 38,9
Total 99,6

* Indices de Retencdo: n-alcanos foram usados como pontos de referéncia no calculo de
Indices de retencdo relativos.
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Figura 17 — Compostos majoritarios identificados do 6leo essencial das raizes de Cajanus

voviSven

Eudesm-7(11)-en-4-ol ) ) 0-Copaeno
3-ciclosativeno

cajan.
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5.2 Analises fitoquimicas dos extratos das folhas e raizes

A partir da prospeccdo fitoquimica foi possivel identificar nos extratos etanolicos das
folhas e raizes de C. cajan a presenca de taninos, flavonodides e alcaloides (Tabela 5, p. 66).
Esses resultados estdo de acordo com outros estudos realizados também com extratos das
folhas de C. cajan, os quais foram verificados a presenca das mesmas classes quimicas
(BRAGA et al.,2007; NWACHUK e UZOETO, 2010). Outros trabalhos quantificaram e
isolaram flavondides no extrato das folhas (quercetina, lutiolina, apigenina e isorhamnetina)
(ZU et al., 2006; WU et al., 2009) e raizes dessa espécie (LU et al., 2010; ZHANG et al.,
2010).

Tabela 5 — Classes de metabdlitos secundarios encontradas nos extratos etanélicos das
folhas e raizes frescas de Cajanus cajan.

Material Classe de metabolitos secundarios

vegetal

Alcaléides  Flavondides  Saponinas Taninos  Triterpendides
EtOHFF + + - + -
EtOHRF + + - + -

EtOHFF: Extrato etandlico das folhas frescas; EtOHRF: Extrato etandlico das raizes frescas;
+: Presenca; - : auséncia

Atividades bioldgicas sdo descritas para as diferentes classes de metabdlitos
secundarios. Embora amplamente conhecidos por sua acdo antifungica, os flavonoides
também possuem considerada atividade antioxidante, antibacteriana, anti-lipoperoxidativo e
antiparasitaria (SIMOES et al., 2002; SEN et al., 2005). Os taninos sio relatados por
apresentarem acdo bactericida e fungicida (HO et al., 2002) e aos alcaldides sdo atribuidas
atividades antitumoral, antiinflamatéria, antimicrobiana (BARBOSA -FILHO et al., 2006a,b;
CASTILHOS et al., 2007).
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5.3 Atividade antibacteriana por microdiluigéo

5.3.1 Concentracgao Inibitéria minima dos 6leos essenciais e dos extratos

Os 0Gleos essenciais e os extratos em estudo mostraram-se eficazes contra as linhagens
Gram-positivas e Gram-negativas testadas (Tabela 6, p. 68). Os 6leos das folhas e raizes
melhor se destacaram contra S. aureus ATCC 6538 e B.cereus, ambos com CIM de 64
pug/mL, podendo vir a ser utilizado como desinfetante e conservante de alimentos
(microrganismos  deteriorantes) e contra bactérias patogénicas (DEVILIEGHERE,
VERMEIREN e DEBEVERE, 2004), ja que B. cereus é causadora de gastrenterites de origem
alimentar (FRANCO E LANDGRAF, 2011) e produtora de toxinas (ACHESON, 2000)
encontrada facilmente como contaminante em alimentos crus e processados, vegetais, entre
outros (GHELARDI, 2002) e S. aureus é responsavel por um dos tipos mais freqlientes de
intoxicacdo alimentar, comumente veiculada por leite e derivados (SANTOS, 1981).

Além disso, 0s terpenos presentes em Gleos essenciais sdo substancias que apresentam
varias propriedades farmacoldgicas sendo utilizados como antimicrobianos, antiinflamatoérios
e analgésicos (CASTRO et al., 2004). Este é o primeiro estudo que descreve atividade
antimicrobiana de dleos essenciais de C. cajan.

O extrato das folhas foi bastante efetivo frente a B. cereus e S. aureus ATCC 12692
com CIM de 128 png/mL, enquanto o extrato das raizes Se destacou contra B. cereus com CIM
de 256 pg/mL.

A diferenca observada entre os resultados contra as duas linhagens padréo de S. aureus
pode ser justificada pelo fato de que apesar das cepas compartilharem as mesmas
propriedades, pelo menos uma dessas propriedades difere significativamente entre si
(MADIGAN, MARTINKO E PARKER, 2000). Além disso, a linhagem S. aureus ATCC
12692 teve origem a partir de isolamento humano (PCI 1209/N), enquanto a S. aureus ATCC
6538 foi obtida a partir de isolado clinico de ceratite.

Diversos trabalhos descrevem a atividade antibacteriana de C. cajan. Eizefeka et
al.(2004), trabalhando com extratos das folhas e grdos dessa espécie, verificaram essa
atividade. Contudo, os autores utilizaram uma concentracdo 100 mg/mL, expressivamente
maior que as avaliadas nesse estudo e considerada clinicamente irrelevante (HOUGHTON et
al., 2007).0s resultados obtidos neste trabalho sdo representativos, e quando comparados
com os descrito por Nwachukwu e Uzoeto (2010), que trabalharam com extratos das folhas de

C. cajan, os nossos resultados foram melhores para as bactérias Gram — positivas.
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Tabela 6 — Concentracdo Inibitéria Minima dos 6leos essenciais e extratos das folhas e
raizes de C. cajan.

MATERIAL LINHAGENS
VEGETAL CIM (ng/mL)
E.coli E.coli P.aeruginosa B-cereus S.aureus  S.aureus 12692
25922 27 6538
OEFF 512 512 >1024 256 64 512
OERF 512 256 512 64 128 256
EtOHFF 512 512 512 128 512 128
EtOHRF 512 512 512 256 512 >1024

OEFF: Oleo essencial das folhas frescas; OERF: Oleo essencial das raizes frescas; EtOHFF:
Extrato etandlico das folhas frescas; EtOHRF: Extrato etandlico das raizes frescas

Segundo Pretto et al. (2004) fracbes mais efetivas contra Gram- positivas sdo as
apolares, e Gibbons (2004) relaciona a atividade antibacteriana de produtos naturais frente a
S. aureus a sua polaridade, sendo compostos menos polares mais efetivos. Contudo, bactérias
Gram-negativas aparentemente sdo mais suscetiveis a compostos apolares, provavelmente as
presencas de cadeias polissacarideos servem de barreira para compostos hidrofobicos ativos
na membrana (NICOLSON et al., 1999).

5.3.2 Atividade moduladora por contato direto dos 6leos essenciais e dos extratos

Os efeitos modificadores da atividade antibidtica dos aminoglicosideos estdo
representados nas Tabelas 7,8 e 9 e mostram um sinergismo quando estes sdo associados aos
oOleos essenciais e extratos das folhas e raizes em estudo (CIM 1/8) frente a linhagens Gram-

positivas e Gram-negativas.



Tabela 7 — Valores da Concentracédo Inibitéria Minima dos aminoglicosideos na auséncia e
presenca de Oleos essenciais e extratos das folhas e raizes de C.cajan frente a Escherichia
coli.
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Atividade moduladora (ug/mL)

E.coli 27 E. coli (ATCC 25922)

Can. Ami. Neo. Gen. Can. Ami. Neo. Gen.

OEFF 64 64 128 8 512 64 128 32
OERF 64 32 32 8 256 8 128 16
EtOHFF 64 1 4 4 128 64 128 2
EtOHRF 8 16 128 <0,5 128 64 32 1
C’ 64 64 128 8 512 64 128 32

OEFF: Oleo essencial das folhas frescas; OERF: Oleo essencial das raizes frescas EtOHFF-
extrato etanolico das folhas frescas; EtOHRF- extrato etandlico das raizes frescas; C*-somente
0 antibidtico; Can- Canamicina; Ami - Amicacina; Neo — Neomicina; Gen — Gentamicina.

A Tabela 7 (p. 69) mostra a reducdo da CIM para a maioria desses antibioticos quando
0 6leo das raizes e ambos os extratos foram combinados. O efeito mais expressivo contra
E.coli (multirresistente) foi a potencializacdo da amicacina e da neomicina com reducdo da
CIM em 64 (64 - 1 ug/mL) e 32 vezes (128-4 ug/mL), respectivamente pelo extrato das folhas
e da neomicina com reducdo da CIM em aproximadamente 16 vezes (8 - <0,5 pug/mL) pelo
extrato das raizes. Ja para a E.coli padrdo os resultados mais expressivos foram a reducdo da
CIM da gentamicina de 32 (32-1 pg/mL) e 16 vezes (32-2 pg/mL) quando adicionado o
extrato das raizes e das folhas, respectivamente, e a reducdo da CIM da amicacina de oito
vezes pelo 6leo essencial das raizes (64- 8 pg/mL).

O extrato das raizes melhor se destacou contra as linhagens padrao e multiresistente de
E. coli, potencializando seis dos oito antibidticos testados. Em seguida o extrato das folhas
foi o mais eficiente com a potencializacdo de cinco aminoglicosideos frente a essas cepas
bacterianas.

Ao avaliar a potencializagdo de aminoglicosideos pelo extrato de Momordica
charantia, Coutinho et al. (2008) verificaram uma maior reducdo da CIM desses antibioticos
frente a E.coli multiresistente, quando comparada com a E.coli padrdo. Os autores deste
estudo sugerem que este fato pode ser explicado pela auséncia de um mecanismo de

resisténcia aos aminoglicosideos na cepa ATCC.



Tabela 8 — Valores da Concentracédo Inibitéria Minima dos aminoglicosideos na auséncia e
presenca dos 0leos essenciais e extratos das folhas e raizes de C.cajan frente a Staphylococcus
aureus.
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Atividade moduladora (ug/mL)

S. aureus ATCC 6538 S. aureus ATCC 12692
Can. Ami. Neo. Gen. Can. Ami. Neo. Gen.
OERF 64 128 64 8 8 64 16 16
OERF 64 256 128 64 32 128 64 8
EtOHFF 8 8 8 <0,5 64 16 16 16
EtOHRF 64 16 4 <0,5 CIM >1024
c’ 64 128 128 8 256 128 128 64

OEFF: Oleo essencial das folhas frescas; OERF: Oleo essencial das raizes frescas EtOHFF-
extrato etanolico das folhas frescas; EtOHRF- extrato etanolico das raizes frescas; C* -
somente o antibiotico; Can.- Canamicina; Ami. - Amicacina; Neo. — Neomicina; Gen. —
Gentamicina.

A atividade antibidtica da amicacina e da gentamicina, quando associadas ao 6leo das
raizes, foram modificadas com aumento das suas CIMs frente a S. aureus ATCC 6538 duas
(128-256 pg/mL) e em oito vezes (8- 64 ug/mL) respectivamente, demonstrando para essas
associagOes um efeito antagonista contra essa linhagem (Tabela 8, p. 70).

O extrato das raizes quando avaliado principalmente junto a neomicina e gentamicina
frente a S. aureus ATCC 6538, a CIM destes aminoglicosideos foi reduzida trinta e duas (128
— 4 ug/mL) e aproximadamente 16 vezes (8 - <0,5 pg/mL), respectivamente. Este extrato ndo
foi avaliado como modulador de aminoglicosideos contra a linhagem S. aureus ATCC 12692,
ja que para este microrganismo apresentou CIM >1024 pg/mL (Tabela 5).

Verificou-se uma atividade moduladora sinérgica de todos os aminoglicosideos
testados quando associados com os 0Oleos essenciais em estudo frente a S. aureus ATCC
12692, se destacando para o 6leo essencial das folhas a reducdo da CIM da canamicina em 32
vezes (256 - 8 pg/mL) e para o dleo das raizes, a potencializagdo do mesmo antibidtico em
oito vezes (256 - 32 pg/mL).

A reducdo da CIM de todos os antibioticos também foi observada quando associados
ao extrato das folhas frente as duas linhagens de S. aureus, sendo os resultados mais
expressivos, a reducdo de 16 vezes da CIM da amicacina e neomicina contra S. aureus ATCC
6538.

Trabalhos evidenciaram o efeito potencializador de aminoglicosideos atraveés do
contato direto por extratos (COUTINHO et al 2008; COUTINHO et al, 2009) e dleo vegetal



(OLIVEIRA et al., 2006; SOUSA et al., 2010) frente a diferentes linhagens de S. aureus.
Coutinho et al. 2010, ao verificarem o efeito potencializador do extrato de Hiptys martiusii
aos aminoglicosideos frente a esta bactéria, sugerem que o mecanismo de acdo desse

sinergismo seja através da inibicdo de bomba de efluxo.

Tabela 9 — Valores da Concentracéo Inibitéria Minima dos aminoglicosideos na auséncia e
presenca dos extratos das folhas e raizes de C.cajan frente a Bacillus cereus e Pseudomonas
aeruginosa.
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Atividade moduladora (pug/mL)

B. cereus P.aeruginosa
Can. Ami. Neo. Gen. Can. Ami. Neo. Gen.
OEFF 4 16 4 1 CIM >1024
OERF 16 64 32 8 256 128 64 8
EtOHFF 8 16 32 <0,5 128 128 512 16
EtOHRF 64 <0,5 1 <0,5 256 128 64 4
C’ 64 64 64 2 256 128 64 16

OEFF: Oleo essencial das folhas frescas; OERF: Oleo essencial das raizes frescas EtOHFF-
extrato etandlico das folhas frescas; EtOHRF- extrato etandlico das raizes frescas; C*'somente
0 antibidtico; Can.- Canamicina; Ami. - Amicacina; Neo. — Neomicina; Gen. — Gentamicina.

A Tabela 9 (p. 71) mostra uma maior potencializacdo da amicacina em associacdo com
0 extrato das raizes com reducdo da CIM em aproximadamente 128 vezes ( 64 <0,5 ug/mL).
A neomicina quando associada ao extrato da raiz e ao 6leo essencial das folhas de C. cajan,
houve reducdo da CIM deste antibiético em 64 (64 — 1 ug/mL) e dezesseis vezes (64 — 4
pg/mL) respectivamente frente a B. cereus. Este extrato também foi o mais efetivo quando
comparado aos outros materiais contra P. aeruginosa, ja que reduziu a CIM da gentamicina
em quatro vezes (16 - 4 ug/mL).

Apesar do extrato das folhas ter apresentado sinergismo com a maioria dos
antibidticos utilizados, quando associado a neomicina contra P. aeruginosa, houve um
aumento em oito vezes da CIM deste aminoglicosideo (64 - 512 pg/mL). Também foi
observada uma modulagdo antagbnica da gentamicina de quatro vezes (2 — 8 pg/mL) quando
associada ao Oleo essencial das raizes frente a B. cereus.

Foi observado também antagonismo entre produtos naturais e aminoglicosideos nos
estudos de Ferreira et al., (2009) e Veras et al., (2011), os quais relataram um aumento
consideravel na CIM desses antibioticos. De acordo com Granowitz e Brown (2008) os

efeitos antagonicos do uso combinado entre antibidticos podem ser atribuido a quelagéo



matua. Behling et al., (2004) atribuiram a atividade antioxidante dos flavonoides,
as suas propriedades quelante. Este efeito possivelmente explica a redugdo na atividade dos
antibidticos aminoglicosideo na presenca do extrato das folhas que mostrou através da
prospeccdo fitoquimica a presenca de flavondides.

De modo geral, os 6leos essenciais e 0s extratos das folhas e raizes de C. cajan
demonstraram eficacia em modular a da atividade dos antibidticos testados, sendo que para a
maioria destes, seu efeito foi potencializado quando associados a estes produtos naturais
contra linhagens Gram-positivas e Gram-negativas testadas. Segundo Mbwambo et al.,
(2007), essas associagdes podem promover beneficios, diminuindo a resisténcia dos
patdgenos aos antibidticos, tornando-se mais uma alternativa no combate a esses
microrganismos.

Estes sinergismos observados com essa espécie confirmam os resultados encontrados
em outros estudos, que demonstraram que produtos naturais de origem vegetal como também
substancias isoladas tem apresentado atividade direta contra muitas espécies de bactérias ou
mesmo reforcando a atividade de um antibidtico especifico, revertendo a resisténcia natural de
bactérias especificas a antibioticos

A interacdo de produtos naturais e antibidticos contra bactérias pode ocorrer de varias
maneiras. Nicolson et al. (1999) , descreveram que 0 mecanismo de agdo da interacdo em
especial do 6leo essencial e antibidtico ocorre comumente pela membrana plasmatica desses
microrganismos, onde o Gleo essencial pode interagir nessa regido, interferindo com a
atividade da cadeia respiratdria e da producdo de energia. Burt (2004) complementa que essa
acdo facilita a absorcdo dos antibioticos e promove a expulsdo de constituintes vitais da
bactéria.
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5.4 Avaliagdo da atividade antifungica por microdiluicdo dos 6leos essenciais e dos extratos

5.4.1 Avaliacéo da Concentracao Inibitoria Minima — CIM

Na realizacdo do ensaio antifingico com os 6leos essenciais e extratos das folhas e
raizes de C. cajan, foi demonstrada a atividade biologica contra a maioria das leveduras
testadas, se destacando para o dois 6leos melhor atividade contra C. tropicalis com CIM de
256 ug/mL e para o extrato das folhas uma melhor CIM de 256 pug/mL frente C. albicans e
C. tropicalis (Tabela 10, p.73).

Tabela 10 — Concentracdo Inibitéria Minima dos Oleos essenciais e extratos das folhas e
raizes de C. cajan contra leveduras de Candida.

MATERIAL LINHAGENS
VEGETAL CIM (ug/mL)
C.albicans C.krusei C.tropicalis
OEFF 512 >1024 256
OERF 512 >1024 256
EtOHFF 256 512 256
EtOHRF 512 512 512

OEFF: Oleo essencial das folhas frescas; OERF: Oleo essencial das raizes frescas; EtOHFF:
Extrato etanolico das folhas frescas; EtOHRF: Extrato etandlico das raizes frescas

Diversas partes de C. cajan (folhas e grdos) tem sido extensivamente pesquisada por
conta de suas propriedades etnofarmacoldgicas. Vérias atividades vém sendo elucidadas como
sua acdo anti- Candida. No estudo realizado por Runyoro et al. (2006) com o extrato
metanolico das folhas dessa espécie frente a C. albicans pelo método de bioautografia,
verificaram uma atividade moderada para esse microrganismo. Entretanto, para Bolle et
al.(1991) esse método pode viabilizar a decomposi¢cdo de compostos durante o0 ensaio,
tornando-se assim menos preciso.  Segundo Ezifeka et al. (2004), o extrato etanolico das
folhas de C. cajan foi ativo frente a C. albicans pelos métodos de difusdo em cavidade e
disco, vindo a corroborar nosso resultado, quanto a essa linhagem de fungo, ja que apresentou
CIM < 1000 pg/mL para todas as linhagens testadas, considerada relevante do ponto de vista
clinico (HOUGHTON et al., 2007).

Extratos metandlicos das folhas e grdos ao serem avaliados contra C. albicans e
Cryptococcus neoformans no estudo feito por Braga et al. (2007), consideraram os halos de



inibicdo formados como muito ativos, porém a CIM obtida foi de 2500 pg/mL para C.
albicans, bem superior a observada neste trabalho. Este fato pode ser explicado por conta dos
diferentes solventes utilizados na preparacao dos extratos, seletivo na extragdo dos principios
ativos (SIMOES et al., 2006) como também as linhagens de C. albicans.

Os extratos e 0s Oleos essenciais em estudo demonstraram Concentracdo fungicida
minima (CFM) > 1024 pg/mL contra todas as espécies de Candida, sugerindo que as

atividades observadas sejam fungiostaticas.

5.4.2Atividade moduladora por contato direto contra fungos dos 6leos essenciais e dos

extratos

Os efeitos modificadores do fluoconazol e cetoconazol estdo representados na Tabela
11 (p. 74), e demonstram forte sinergismo quando estes sdo associados aos 6leos essenciais e
a extratos das folhas e raizes de C. cajan (CIM 1/8) frente as espécies de Candida.

Tabela 11 — Valores da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) dos antifingicos na auséncia
e presenca dos 6leos essenciais e extratos das folhas e raizes de C.cajan frente a espécies de
Candida.

Atividade moduladora (ug/mL)

Candida albicans Candida krusei Candida tropicalis

Flu. Cet. Flu. Cet. Flu. Cet.
OEFF 512 128 CIM > 1024 32 <0,5
OERF 512 4 CIM > 1024 4 <0,5
EtOHFF 32 <0,5 64 16 16 <0,5
EtOHRF 512 16 64 8 4 <0,5
C+ 512 128 64 16 32 <0,5

OEFF: Oleo essencial das folhas frescas; OERF: Oleo essencial das raizes frescas; EtOHFF:
Extrato etandlico das folhas frescas; EtOHRF: Extrato etandlico das raizes frescas Fluo:
Fluoconazol; Cet: Cetoconazol; C: Somente antifungico.

O 6leo essencial das raizes da espécie em estudo reduziu a CIM do cetoconazol em 32
vezes (128 — 4 pg/mL) contra Candida albicans e oito vezes (32 — 4 pg/mL) do fluoconazol
frente a Candida tropicalis.

A Tabela 11 mostra ainda que ambos os antifngicos foram potencializados contra C.
albicans, quando associados principalmente ao extrato das folhas de C. cajan. O extrato das
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raizes mais se destacou quando associado aos mesmos antifungicos contra as demais
Candida.

De forma geral, ambos 0s extratos se destacaram ao potencializarem os antifingicos e
os antibidticos testados in vitro, o que demonstra para esses produtos naturais, possiveis
agentes antimicrobianos a serem investigados.

Segundo estudos realizados por Giordani et al. (2004), o6leos essenciais de Thymus
vulgaris e Origanum vulgare, foram fortemente ativos contra Candida albicans e 0 mesmo
Oleo de T. vulgaris potencializou a acdo da anfotericina B inibindo completamente o
crescimento do fungo em 0,3 pL/mL.

Ao ser avaliado o potencial modulador in vitro de 6leos essenciais de espécies do
género Psdium com o cetoconazol e o fluoconazol contra as mesmas leveduras de Candida
utilizadas neste trabalho, Pereira (2010) observou modulacdes do tipo sinérgica e antagbnica

da atividade antibidtica desses medicamentos.
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5.5 Atividade antibacteriana por contato gasoso do 6leo essencial das folhas

O potencial modulador do 6leo essencial das folhas (OEFF) de Cajanus cajan na
concentracdo testada quando associado aos aminoglicosideos em estudo contra P. aeruginosa
estdo dispostos na Tabela 12 (p. 77). O efeito mais expressivo foi 0 aumento de 40,46% do
didmetro da zona de inibi¢do da amicacina frente a essa bactéria na presenca do OEFF.

Né&o foi observada atividade moduladora do OEFF na mesma concentracdo e mesmas
associacoes testadas, contra S. aureus ATCC 12692.

Alguns trabalhos relataram o potencial modulador de Oleos essenciais através de
associacles de seus constituintes volateis com aminoglicosideos. Rodrigues, Costa e Coutinho
(2009) ao avaliarem o possivel efeito modulador de Croton zehntneri, verificaram que o 6leo
essencial das folhas dessa espécie potencializou o efeito antibacteriano da gentamicina em
42% contra P. aeruginosa. O 6leo essencial das folhas de Zanthoxylum articulatum também
potencializou a gentamicina com aumento do didmetro do halo de inibi¢éo de 43,8% frente a
P. aeruginosa (RODRIGUES, COSTA E COUTINHO 2010). A modulagdo sinérgica
também foi observada por Santos et al. (2010) quando associaram por contato gasoso o 6leo
essencial de Vanillosmopsis arbérea com gentamicina e tobramicina contra S. aureus e P.
aeruginosa.

Os aminoglicosideos agem por inibicdo da sintese proteica ao ligar-se de maneira
irreversivel a subunidade 30S do ribossomo bacteriano, interferindo na integridade da
membrana celular. A resisténcia bacteriana a essa classe de antibidtico surge principalmente
por mutacBes no gene rrs, que codifica o0 16S RNA ribossomal, e no gene rpsL, que codifica o
gene da proteina ribossomal S12 (RAMASWAMY E MUSSEI, 1998; ZHANG, 2005).
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Tabela 12 — Modificacdo da atividade antibidtica de aminoglicosideos pelo 6leo essencial
das folhas de Cajanus cajan por contato gasoso frente a P.aeruginosa .

Diametro da zona de inibicéo

P.aeruginosa

Ami Aum.% Neo. Aum.% Gen. Aum. %
OE 243+11 40,46 | 20+1,2* 9,28 16,6+0,6 -
C+ 17,3+2,0 18,3+0,2 16+0,2
C- 17,6+0,5 18,6+0,5 16,5+1,5

Ami.: Amicacina; Neo.: Neomicina; Gen.; Gentamicina; OE: Oleo essencial; C+: Controle
positivo; C- Controle negativo. Associa¢fes do 6leo essencial com o antibidtico difere
significativamente do controle positivo pela Anélise de Variancia (ANOVA) seguida do teste
de Tukey com *p<0,05 e **p<0,01.

A Tabela 13 (p. 78) mostra que representantes de outras classes de antibidticos tiveram
seu potencial modificado quando associados ao OEFF de Cajanus cajan contra P. aeruginosa,
merecendo destaque a rifampicina que teve seu diametro de inibicdo aumentado em 88%,
seguido da eritromicina com aumento de 57,5%.

A interacdo do OEFF com os antibiéticos por contato gasoso pode ter ocorrido de
acordo com o sugerido por Inouye Takizawa e Yamaguchi, (2001) em que a atividade
antimicrobiana resulta em uma combinacdo entra a absorcdo direta de constituintes volateis
pelos microrganismos e a absorcdo indireta destes constituintes através do meio de cultura.

A rifampicina atua por meio da ligacdo e da inibicdo da RNA-polimerase DNA-
dependente nas bactérias (LIMA, STURION E FRANCO, 2004), enquanto a eritromicina
que pertence a classe dos macrolideos, seu mecanismo de ac¢do ocorre na subunidade 50S pela
inibicdo da sintese protéica (VANNUFFEL E COCITO, 1996).

Essas associacGes contra P. aeruginosa sdo bastante representativas, visto que essa
cepa vem apresentando resisténcia a uma variedade de agentes antimicrobianos como a
maioria dos B-lactamicos, as tetraciclinas, ao clorofenicol e grande parte das fluoquinolonas e
aminoglicosideos. Dentre 0s mecanismos responsaveis destacam-se: a baixa permeabilidade
da membrana externa, sistema de efluxo, producdo de enzimas inativadoras de
aminoglicosideos, altera¢ao do alvo das fluoquinolonas e produgdo de B-lactamases (LI et al,

1994;1995).
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Tabela 13 — Modificacao da atividade antibiotica pelo 06leo essencial das folhas de Cajanus
cajan por contato gasoso frente a P. aeruginosa.

Diametro da zona de inibi¢éo

P. aeruginosa

Eri. Aum.% | Clo. Aum.% Cipro. Aum.% Rif. Aum.%
OE 11,5+0,7~ 57,5 |6,8+0,2 - 40,3+0,7~~ 27,7 |17,8+2* 88,17
C+ 7,3+0,5 - 6,3+0,2 - 33+1,7 - 9,3+0,5 -
C- 6,9+0,5 - 6,9+0,6 - 32,6+0,5 - 9,3+0,7 -

Eri.: Eritromicina ; Clo.: Cloranfenicol ; Cip.: Ciprofloxacina ; Rif.: Rifampicina; OE: Oleo
essencial; C+: Controle positivo; C- Controle negativo. ** Associa¢es do 6leo essencial com
o antibidtico difere significativamente do controle positivo pela Analise de Variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey (p<0,01).

Os valores dispostos na Tabela 14 (p. 79) demonstram a potencializacdo da maioria
dos antibidticos quando associados ao OEFF contra S. aureus. A rifampicina foi o mais
potencializado (136,9%) contra essa cepa. Esse antibiético obteve o melhor resultado de
forma geral em relacdo a todas as associagfes do OEFF aos antibioticos contra as linhagens
utilizadas nesse ensaio.

Ao ser avaliado o possivel efeito modulador de 6leos essenciais sobre antibidticos
utilizados no tratamento de infecgdes oral, Alves et al.(2011) verificaram a potencializacdo da
eritromicina pelos Oleos essenciais de Eucalyptus globulus e Eugenia uniflora contra
Streptococcus mitis.

Coutinho et al. (2010) verificaram a potencializa¢do da norfloxacina (quinolona) pelo
6leo essencial de Croton zehntneri quando testada in vitro por contato gasoso contra S.
aureus.

A atividade moduladora sinérgica apresentada por essas associagdes contra S. aureus é
muito relevante por conta de espécies desse género estar apresentando uma crescente
resisténcia a antibidticos convencionais, tornando um problema de satde publica (FREITAS,
2003; CATAO et al., 2006)
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Tabela 14 — Modificacdo da atividade antibidtica pelo 6leo essencial das folhas de Cajanus
cajan por contato gasoso frente a S. aureus.

Diametro da zona de inibicéo

S. aureus ATCC 12692

Eri. Aum.% Clo Aum.% Cip. Aum.% Rif. Aum.%
OE 15,7+#1,5~ 28,02 13,8+1,7 - 35,6+£0,5+* 289 |17,3+1,5** 136,9
C+ 11,3%0,5 - 13,6+2,6 - 27,620,5 - 7,3+0,5 -
C- 11,9405 - 13,07+1,2- - 26,6+0,5 - 7,8+0,5 -

Eri.: Eritromicina; Clo.: Cloranfenicol ; Cip.: Ciprofloxacina ; Rif.: Rifampicina; C+: somente
0 antibidtico; C- :Antibidtico com DMSO; OE: Oleo essencial 50%. AssociacGes do 6leo
essencial com o antibiético difere significativamente do controle positivo pela Analise de

Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey com *p<0,05 e ** p<0,01 .



5.6 Atividade antioxidante dos extratos das folhas e raizes

A capacidade antioxidante (AA%) dos extratos etanolicos das folhas e raizes de C.
cajan foi comparada com a CEsy de 42,02+0,4 pg/mL e CEgy de 202,00+0,07 pg/mL do
controle positivo BHT, bastante utilizado como padrdo para a atividade antioxidante
(MENSOR et al., 2001).

Os resultados estdo apresentados na Tabela 15 (p. 80), merecendo destaque para o
extrato etandlico das folhas da espécie em estudo que apresentou CEsy de 24,01+0,8 pg/mL e
CEg de 69,60+0,7 pg/mL, valores bastante inferiores aos do BHT. De modo geral os
resultados obtidos nesse estudo foram melhores quando comparados a outros trabalhos

realizados com C. cajan.

Tabela 15 — Atividade antioxidante in vitro dos extratos etandlicos das folhas e raizes de
Cajanus cajan utilizando o radical DPPH.

Concentracoes
ng/mL EtOHFF EtOHRF BHT
10 5,62+1,38 35,37+2,4 10,52+0,11
25 55,93+1,31 43,82+2,0 31,82+0,22
50 88,11+1,265 54,63+0,6 60,12+0,11
125 95,6+0,19 80,47+3,2 88,03+0,49
250 - 98,57+1,02 91,25+0,15
CEs 24,01+0,8 48,00+0,6 42,02+0,4
CEg 69,60+0,7 189,00+1,2 202,0040,07

EtOHFF: Extrato das folhas de Cajanus cajan; EtOHRF: Extrato das raizes de Cajanus cajan

Ao ser avaliado o potencial antioxidante in vitro (por sequestro de DPPH) de
extratos, fragcOes e substancias isoladas das folhas de C.cajan, Wu et al. (2009) verificaram
que a fracdo acetato de etila foi mais eficiente com CEsy de 194,98 pg/mL. Os autores deste
trabalho atribuiram a essa atividade a presenca de flavondides nesta fragdo. Zhang et al.
(2010) verificaram um potencial antioxidante das raizes dessa espécie com CEsp de
0,062mg/mL essa atividade foi relacionada com a grande quantidade de isoflavonoides
(genistina e genisteina) presente no extrato. Nos dois trabalhos os autores enfatizaram que 0s
compostos fendlicos em especial os flavondides exibem propriedades de sequestrar radicais

livres atuando principalmente como doadores de hidrogénio e na quelacdo de metais
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reduzindo potencial de ocorréncia de doencas cronico degenerativa (GONZALO E ALONSO,
2002; EVANS et al, 2006).

Oboh (2006) ao estudar o potencial antioxidante de diversas espécies de legumes
tropicais, verificou que o extrato metanolico das folhas de C.cajan foi mais eficiente quando
comparado com o extrato etandlico das folhas da mesma espécie essa diferenca foi
relacionada a seletividade dos solventes utilizados.

Conforme Kuskoski et al. (2005), a capacidade antioxidante de uma amostra nao é
dada somente por compostos isolados, mais também a interacdo entre eles, uma vez que

substancias interagem entre si, podendo produzir efeitos sinérgicos ou antagdnicos.
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5.7 Estudo fisico-quimico dos grdos de Cajanus cajan

A anélise fisico-quimica comparativa entre os dois estagios de maturacao dos gréos de
C. cajan estdo apresentadas na Tabela 16 (p. 86) e mostram que todos 0s parametros

analisados (com excecéo da largura) diferem significativamente entre si.

Tabela 16 — Parametros fisico-quimicos comparativo entre grdos verdes e maduros de
Cajanus cajan

Matérial Comprimento** Largura Peso** pH** Acidez**
(cm) (cm) (9) (%)

Graos verdes 0,54+0,1 0,600+0,04 0,297+0,04  6,39+0,7 0,53+0,7

Graos secos 0,64+0,08 0,620+0,04  0,146+0,02 5,87+0,05 1,3540,7

*As amostras dos gréos verdes e maduros de Cajanus cajan diferem significativamente nesses
parametros pela Anélise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p<0,01).

Em um estudo avaliando algumas caracteristicas fisico-quimicas (comprimento,
largura e peso) a partir dos gréos secos, umidificados e cozidos de C. cajan, Tiwari et al
(2008) tambéem verificaram uma diferenca significativa nesses parametros, em que os valores
para 0s grdos Umidos foram superiores aos dos grdos secos. Os nossos resultados diferem dos
deste trabalho por conta do comprimento ter sido superior nos grdos secos e a largura néo ter
apresentado variacdo significativa.

Estas divergéncias, podem ser atribuidas as condicGes distintas de clima, solo ou
diferencas nas metodologias utilizadas (MOURA, 1995), como também no método de
obtencdo das amostras. Em nosso estudo os grdos foram coletados nos estagios de maturacao
ocorridos naturalmente, enquanto no de Tiwari et al (2008) as diferentes formas em que os
gréos se apresentavam foram obtidos por manipulacéo a partir de tratamentos fisico-quimicos.
A reducdo do peso nos dois trabalhos pode esta associada principalmente a perda de agua
(SIGRIST, 1992).

Para os parametros pH e acidez houve um decréscimo e aumento respectivamente no
decorrer do desenvolvimento do grdo da espécie em estudo. Silva et al, (2005) ao
compararem as caracteristicas fisico-quimicas do maracuja verde e maduro também
observaram essa variacdo e atribuiram a este fato o acumulo de &cido organico (GAMARRA
ROJOAS EMEDINA ,1996).



Os gréos maduros apresentaram acidez total de 1,35%. Segundo Lima (2002) e Pinto
et al. (2003), podem-se considerar alimentos naturais com acidez total acima de 1% como os
de maior interesse para a agroindustria, tendo em vista ndo haver necessidade da adicao de
acido citrico para sua conservacao, artificio bastante utilizado para tornar o meio improprio ao
desenvolvimento de microrganismos.

Além disso, a acidez é um importante pardmetro de avaliagdo da qualidade de frutos,
tendo em vista que reacdes bioguimicas tais como hidrdlise, oxidacdo ou fermentacdo alteram
a concentracdo de ions de hidrogénio, conseqiientemente influindo nos teores de acidez
(BRASIL, 2005)

5.8 Determinacgdo bromatoldgica

O consumo do feijdo guandu na América Central ocorre, sob forma de enlatado, ainda
verde ou “de vez” (no ponto entre verde e maduro), mostrando que o enlatamento pode ser
uma forma eficaz de preservacdo da coloracdo do grdo, principalmente na entressafra. Na
india ele é bastante consumido , separando-se os cotilédones, sendo entdo denominado de
“dhal” (BARCELOS et al., 1999; CANNIATTI-BRAZACA, et al., 1996).

As propriedades funcionais de concentrado protéico em grande concentracdo
principalmente nos grdos maduros de C cajan, em funcdo do pH, capacidade de formacao de
gel (presenca de pectinas) e capacidade de formacao e estabilidade da emulsdo, indicam que
ha possibilidades de utilizacdo deste na formulacédo de produtos substitutos da carne, molhos e
sopas, como também uma possivel utilizacdo deste em produtos de padaria e confeitaria
(MIZUBUTI et al., 2000).

A quantificagdo bromatoldgica comparativa entre os gréos verdes e maduros de C.
cajan, estdo apresentados na Tabela 17 (p. 84), onde se verifica uma diferenca significativa
para a maioria dos parametros analisados e que todos os valores sdo maiores para 0s gréo
maduros (exceto umidade) quando comparados com 0s graos verdes.

A presenca de pectina foi verificada nos dois estagios de maturacdo dos gréos de C.
cajan. Essa fibra soltvel é considerada bioativa por conta da sua capacidade de absorver agua,
formando um complexo viscoso de consisténcia gelatinosa, dificultando a absorcdo do
organismo principalmente de acucares e gorduras (POURCHET- CAMPQOS, 1998)

A maior concentracdo de amido nos graos maduros também foi observado por Salgado
et al. (2005), ao compararem os gréos de Vigna unguiculata (feijdo verde ou corda) nos dois

estagios de maturacdo. Os autores sugeriram que o aumento observado pode ser explicado
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devido a sintese de amido ocorrer nos cloroplastos durante o amadurecimento do vegetal. Os
valores para fibras totais, umidade e proteinas foram semelhantes aos obtidos nesse trabalho

respectivamente para graos verdes e maduros.

Tabela 16 — Composicao bromatoldgica comparativa entre os graos verdes e maduros de
C.cajan

Analises (%) Gréos verdes Gréos maduros

Amido** 12,10+0,6 20,01+2,05
Pectinas ** 0,03+0,03 0,6+0,012
Umidade** 63,43+0,20 9,26+0,01
Cinzas ** 1,55+0,02 4,27+0,06
Proteinas** 9,67+0,10 25.62+0,2
Fibras** 5,01+0,05 11,37+1,22
Lipidios** 0,43+0,20 0,59+0,01
Carboidratos totais** 24,93+0,20 60,26+0,70

**As amostras dos grdos verdes e maduros de Cajanus cajan diferem significativamente
nesses parametros pela Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Student (p<0,01).

Apesar dos grdos de C. cajan serem consumidos preferencialmente no estado de
maturacdo verde (FUJITA et al., 2004), esse estudo mostra que 0s grdos maduros sdo mais
nutritivos quando comparado nos dois estagios de maturacao.

As espécies Cajanus cajan, Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata estdo entra as 20
leguminosas mais consumidas no mundo (VIEIRA et al, 1996). Em especial no nordeste
brasileiro essas espécies sdo consumidas a partir de seus grdos como fonte de proteinas e
fibras (FUJITA et al., 2004;SALGADO et al, 2005)

A Tabela 18 (p. 85) compara alguns parametros bromatoldgico entre os grdos verde
dessas duas espécies e mostra que para amido e carboidratos totais os valores sdo maiores
para C. cajan, por outro lado, umidade, fibra e lipidios s&o menores para essa espécie e
proteinas e cinzas apresentam o0 mesmo valor quando comparados com V. unguiculata
(SALGADO et al, 2005).
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Tabela 18— Composigdo bromatoldgica comparativa entre os graos verde de Cajanus cajan
e Vigna unguiculata.

Analises C. cajan V. unguiculaita*
Amido 12,1 7,6
Umidade 63,4 66,4
Cinzas 1,6 1,6
Proteinas 9,7 9,7
Fibras 5,0 7,6
Lipidios 0,4 0,8
Carboidratos 24,9 21,6

* SALGADO et al., 2005

A Tabela 19 (p. 88) faz um comparativo de alguns parametros bromatoldgico entre
trabalhos realizados com grdos maduros dessas trés espécies, incluindo os resultados obtido
nesse estudo e os valores da Tabela de Composi¢do Alimentar da USP (TBCAUSP, 2008)
para C. cajan.

O teor de umidade da espécie em estudo foi superior ao obtido na tabela de referéncia,
porém ficou na média dos valores obtidos para as demais espécies. A quantidade de proteinas
foi superior aos verificados nos trabalhos, em especial quando comparado com os gréos de P.
vulgaris (variedade marrom) que é o mais consumido (BRACKMANN et al., 2002). Esse
valor esta dentro do intervalo (15,5-28,8%) proposto por Salunkhe et al.(1986) para C. cajan.

A substituicdo das proteinas de origem animal pelas vegetais vem sendo correlacionada
com redugdo no risco de coronariopatias, implicando diminuicdo natural no consumo de
gorduras saturadas (CHOR, 1999), tornando o alimento como funcional. As proteinas
presentes nos graos de soja ( Glycine Max- Fabaceae) vem sendo bastante estudada por serem
ricas em isoflavonas, apresentando efeitos benéficos principalmente nos lipidios séricos
(POTTER, 1998; KUSHI, MEYER E JOOBS, 1999).

Alguns trabalhos que avaliaram o perfil de aminoacidos das proteinas de C. cajan, P.
vulgaris e V. unguiculita mostram que sdo caracterizadas por sua deficiéncia em aminoacidos
sulfurados e triptofano (YADAYV, 1983; BRESSANI, 1993; IQBAL; KHALIL; SHAH, 2003).
Antes do consumo desses graos se faz necessario um tratamento térmico (cozimento), a fim

de inativar fatores antinutricionais como inibidores de amilases e lectinas e também melhorar
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a digestibilidade da proteina e a sua palatabilidade (LIENER, 1994; LALLES; JANSMAN,
1998; CARBONARO et al., 2000), surgindo entdo, a necessidade da combinacdo destas
leguminosas com outras fontes alimentares, como outros cereais (IQBAL; KHALIL; SHAH,
2003).

O valor percentual de lipidios foi 0 mesmo obtido por Tripathi e Singh (1980) para C.
cajan e inferior aos dos demais estudos, sendo esta variacao tipica das leguminosas (COSTA
et al., 2006). Jayadeep, Sashikala e Pratape (2009) ao avaliarem a composicdo de acido
graxos essenciais dos graos de C. cajan verificaram uma grande concentracdo acido linoléico
e linolénico, indicando para esse alimento a presenca de componentes bioativos (YANN
RICKARD E THOMPSON, 1999).

O valor para carboidratos totais para C. cajan foi superior aos demais trabalhos. O
teor de fibras para a espécie estudada foi superior ao observado por Souza et al, (1991) e
inferior ao dos outros trabalhos.

A fibra esta entre os principais elementos presentes em alimentos funcionais
(BORGES, 2000). Dietas ricas em fibras estdo associadas com a alteracdo da microbiota,
atuando na regulacdo da recirculacdo enterohepéatica de estrogénios de tal forma que a
quantidade de estrogénio excretado é aumentada. A reducdo desse horménio no organismo
humano estéa sendo investigado como o principal mecanismo de acdo das fibras que reduzem
0 risco de cancer de mama (COHEN, 1999; PRENTICE, 2000). A sua utilizagdo dentro de
uma dieta equilibrada pode reduzir o risco de varias doengas, como as coronarianas € outros
tipos de cancer, além de oferecer uma série de beneficios (FDA, 1998).

Os gréos de feijdo em geral, estdo entre os principais alimentos brasileiros rico em
fibras tradicionalmente mais consumido (GIUNTINI, LAJOLO E MENEZES, 2003). Lojolo
e Menezes (2001) mostraram em seus estudo que a populagéo brasileira reduziu de maneira
significativa a ingestdo da fibras alimentares, sendo uma das principais causas 0 menor
consumo de feijao, sem substituicdo por outras fontes naturais.

O teor de cinzas (minerais) obtido para os graos secos de C. cajan neste estudo ficou
na média dos valores obtidos tanto pra a mesma espécie como para as demais.

Os minerais estdo entre 0s principais compostos bioativos, dentre a principal atividade
bioldgica esta a antioxidante (SPERANDIO et al, 2007)

O teor de amido de C. cajan foi inferior ao dos demais trabalhos ( Tabela 18). Porém
para a maioria dos autores, o valor de amido, € 0 mesmo para carboidratos totais. Adab
(1996), a partir de ensaio clinico, atribui a funcionalidade deste carboidrato ao seu potencial

no controle de glicose, prevenindo a hipoglicemia. Porém, as propriedades mais importantes
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com influéncia no seu valor nutricional incluem a taxa e a extensdo da digestédo ao longo do
trato gastrointestinal e 0 metabolismo dos monémeros absorvidos (ASP, 1995).

Os resultados obtidos nesse estudo mostram que os grdos verdes e maduros de
Cajanus cajan coletados no cariri Cearense- Brasil sdo bastante nutritivos e 0 seu consumo
pode diminuir o risco de véarias doencas, sendo entdo considerado um alimento funcional
(ROBERFROID, 2002). A composi¢do centesimal desses gréos (principalmente fibras,
proteinas e minerais) indicam ainda, que essa espécie € uma fonte de nutraceuticos
(ANDLAUER & FURST, 2002), porém é necessario uma avaliacdo detalhada que associem a

composicao de cada um desses parametros a tratamentos de determinadas doencas.
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Tabela 19 — comparagdo da composi¢do bromatolégica entre os graos maduros de Cajanus cajan, Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata.

Local de COMPOSICAO BROMATOLOGICA
Espécies coleta Variedade Umidade Proteina Fibra total Lipidios ~Amido Carboidratos  Cinza Referéncias
Ceara 9,3 25,7 114 0,6 20,0 60,26 4,3 Nossos resultados.
- - 19,38 - 0,6 - 6,2 4.8 Tripathi e Singh,
Guandu 1980
Séo 9,0 18,2 54 2,2 51,3 - 57 Souza et al, 1991
C.cajan Paulo
Guandu Kariri 12,2 22,6 - 1,7 48,8 - 3,9
Séo Guandu Paraiba 13,9 23,5 - 1,9 43,4 - 3,9 Gazettaetal, 1995
Paulo Guandu Fava larga 13,8 21,9 - 1,7 47,6 - 3,9
india - 25,4 - 2,1 - - 3,5  Tiwarietal, 2008
- Guandu 8,9 24,3 16,0 2,05 - 45,0 3,6 TBCAUSP, 2008
Carioca preto 58 24,5 12,0 2,6 - 55,9 49
P. vulgaris Séo Carioca marrom 9,2 25,6 21,5 2,3 - 45,7 49 Silvaetal, 2009
Paulo Carioca branco 8,1 24,5 25,1 1,9 - 43,8 4,7
V.unguiculata  Recife  Feijdo de corda/verde 11,1 22,11 18,0 1,9 41,4 - 34 Salgado et al,2005




CONCLUSOES




6. CONCLUSOES
> O 0bleo essencial das raizes de Cajanus cajan apresentou em sua constituicdo quimica somente
de sesquiterpenos, um total de sete constituintes foram identificados, sendo o Eudesm-7(11)-

en-4-ol, 3-ciclosativeno e o a-copaeno 0s compostos majoritarios identificados;

» Os extratos etanolico bruto das folhas e raizes de Cajanus cajan apresentaram as mesmas

classes de metabdlitos secundarios: Taninos, flavonoides e alcaloides;

» Os oOleos essenciais das folhas e raizes apresentaram resultado mais expressivo contra S.
aureus ATCC 6538 e B.cereus, ambos com CIM de 64 pg/mL. O extrato das folhas foi mais
efetivo frente a B. cereus e S. aureus ATCC 12692 com CIM de 128 ug/mL, enquanto o
extrato das raizes obteve melhor resultado contra B. cereus com CIM de 256 pg/mL;

» Ambos os 6leos essenciais apresentaram melhor atividade contra C. tropicalis com CIM de
256 pg/mL , para o extrato das folhas uma CIM de 256 pug/mL frente C. albicanse  C.

tropicalis e o extrato das raizes foi mais efetivo contra C. albicans com CIM de 256 ug/mL;

» Os 0leos essenciais e 0s extratos vegetais em estudo modificaram a atividade antibacteriana
dos aminoglicosideos testados prevalecendo a modulacgéo sinérgica quando avaliadas contra
linhagens Gram-positivas e Gram-negativas ;

> Todos os antifungicos foram potencializados contra C. albicans, quando associados
principalmente ao extrato das folhas de C. cajan. O extrato das raizes se destacou quando
associado aos mesmos antifangicos contra as demais leveduras de Candida. O 0leo
essencial das raizes reduziu a CIM do cetoconazol em 32 vezes e 6leo das folhas ndo
modificou a atividade dos antifingicos testados;

» 0O Oleo essencial das folhas através do contato gasoso potencializou a maioria dos
representantes das classes de antibioticos testadas, merecendo destaque a associacdo do 6leo
com a rifampicina com aumento do halo de inibig&o antibidtica em 136,9% contra S. aureus
ATCC 12692;

» O extrato etandlico das folhas de C.cajan apresentou CEsp de 24,01pg/mL, bastante inferior
ao controle positivo (BHT) e a CEgy de ambos os extratos foi de 48,0 e 189,0 pg/mL
respectivamente para folhas e raizes. O BHT apresentou CEsg de 42,02 pg/mL e CEgg de
202,0 pg/mL;

90



> As caracteristicas fisico-quimicas (com excecdo de largura) dos grdos verdes e maduros de
C.cajan foram significativamente diferentes entre si pela Andlise de Variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey (p<0,05).

» A composicdo bromatolégica comparativa entre os grdos verdes e maduros também
diferiram significativamente entre si pela Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste
de Tukey (p<0,05). Os graos maduros apresentaram maiores valores para os parametros
analisados (com excecdo de umidade) quando comparado com os verdes, mostrou ainda que

esse alimento nos dois estagios de maturagdo € rico principalmente em fibras e proteinas;

> Os resultados obtidos neste estudo sdo promissores e indicam que os 6leos essenciais e
extratos vegetais de C. cajan possuem atividade antioxidante, antimicrobiana e interfere na
acdo dos antibidticos aminoglicosideos e antifungicos analisados (por contato direto) e
outras classes de antibidticos analisados (contato gasoso) modificando a atividade dessas
drogas. Os grdos dessa espécie sdo considerados alimentos funcionais, além de ser um
indicativo de fonte de nutraceuticos. Esse estudo permitiu contribuir com o conhecimento

quimico, bioldgico e nutricional de Cajanus cajan oriundo do Cariri Cearense.
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