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Biossor¢ao de compostos bioativos de extrato de Centella

asiatica e Olea europaea L. em celulose bacteriana

Biosorption of bioactive compounds from Centella asiatica
and Olea europaea L. extract in bacterial cellulose

RESUMO

A celulose bacteriana (CB) é um polimero produzido por diversas bactérias e que tem
atraido a atencdo da industria por suas diversas caracteristicas como pureza,
biocompatibilidade e grande capacidade de retengdo de dgua. Contudo, a CB ndo possui
propriedades bioativas e antioxidantes. Deste modo, esta pesquisa aborda o estudo da
biossor¢do de compostos fendlicos na membrana de CB, produzida pela Gluconacetobacter
xylinus, a partir de dois extratos vegetais, sendo eles, da folha de oliveira (Olea europaea L.)
e da Centella asiatica. Além disso, caracterizou-se os extratos em relagdo a concentragdo
de fendlicos, flavonoides totais e atividade antioxidante. Os extratos da folha de oliveira e
Centella asiatica apresentaram concentracGes de fendlicos totais (278,00 e 217,50 mg
equivalentes de acido galico por litro), flavonoides totais (226,88 e 46,81 mg equivalentes
de catequina por litro) e atividade antioxidante pelo método FRAP (38,89 e 26,78 mmol
equivalentes de trolox por grama), DPPH (169,29 e 118,13 (mmol.g)) e ABTS (40,59 e
1250,00 (mmol.g')), respectivamente. O teste de cinética de biossor¢do foi feito com o
extrato de folha de oliveira onde observou-se tendéncia da CB em adsorver e dessorver os
compostos fendlicos, o que aponta a necessidade de um mecanismo que controle a
biossorcdo de forma efetiva.

PALAVRAS-CHAVE: Fendlicos. Atividade antioxidante. Biopolimeros.
ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) is a polymer produced by several bacteria and has attracted the
attention of the industry for its diverse characteristics such as purity, biocompatibility and
great water retention capacity. However, BC does not have bioactive and antioxidant
properties. Thus, this research addresses the study of the biosorption of phenolic
compounds in the BC membrane, produced by Gluconacetobacter xylinus, from two plant
extracts, namely, the olive leaf (Olea europaea L.) and Centella asiatica. In addition, the
extracts were characterized in relation to the concentration of phenolics, total flavonoids
and antioxidant activity. The extracts of olive leaf and Centella asiatica showed
concentrations of total phenolics (278.00 and 217.50 mg equivalent of gallic acid per liter),
total flavonoids (226.88 and 46.81 mg equivalent of catechin per liter) and activity
antioxidant by the FRAP method (38,89 and 26,78 mmol equivalent of Trolox per gram),
DPPH (169,29 and 118,14 (mmol.gt)) and ABTS (40,59 and 1250,00 (mmol.gl)). The
biosorption kinetics test was performed with the olive leaf extract where the tendency of
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BC to adsorb and desorb the phenolic compounds was observed, which points to the need
for a mechanism to control the biosorption effectively.

KEYWORDS: Phenolics. Antioxidant activity. Biopolymers.
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INTRODUCAO

A celulose bacteriana é um biopolimero produzido por bactérias dos géneros
Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter, Azobacter, Pseudomonas, Rhizobium e
Gluconacetobacter, sendo esta Ultima a mais estudada e a que mais produz CB (EL-
SAIED et al., 2007). Ela tem sido muito pesquisada para a aplicagdo na industria,
sendo que alguns de seus usos é na indUstria médica como curativo para feridas e
na industria alimenticia como um aditivo (LIN et al, 2020; AHMED;
GULTEKINOGLU; EDIRISINGHE, 2020), suas caracteristicas que chamam atencdo
sdo a facil obtencdo e a grande capacidade de absorcdo de dgua e com isso tem-se
a possibilidade da adsorgao de compostos bioativos pela celulose bacteriana.

Compostos bioativos sdo conhecidos por apresentarem compostos fendlicos
(flavonoides, acidos fendlicos, cumarinas, entre outros) e atividade antioxidante
que promovem diversos beneficios a saude humana na prevencdo de doencas
neurais, doencas cardiovasculares, diabetes, cancer, inflamacdo, entre outras
doencgas (RASHMI H.B et al., 2020). Esses compostos podem ser encontrados em
varios alimentos como frutas, graos e vegetais. Os compostos bioativos existentes
em extratos de folha de Oliveira (Olea europaea L.) e a Centella asiatica tém
despertado interesse da comunidade cientifica, uma vez que s3do ricos em
compostos fendlicos, atividade antioxidante e por promoverem beneficios a saude
(ZAINOL, M. K. et al., 2002; PEREIRA et al., 2007).

O cultivo de Oliveira é um dos mais antigos e difundidos do Mediterraneo, com
um grande impacto socioecondmico a nivel mundial pelo consumo de seus frutos
in natura e/ou da extracdo do seu azeite (DIAS et al., 2018). Estudos demonstram
que as folhas de oliveira possuem atividades antioxidante e antimicrobiana e tem
sido usada como remédio caseiro para tratamento de febres e outras doencas
(SILVA et al., 2006).

A Centella asiatica é uma das plantas mais importantes do pantanal e de seus
rios, possuindo diversas propriedades medicinais, incluindo melhoria da cognicdo
(aprendizagem e melhoria da memdria), efeitos neuroprotetivos e capacidade de
cicatrizacdo de feridas atribuidas a sua propriedade antioxidante (DOULAH;
MAHMOODI E BORUJENI, 2020).

Neste contexto, o potencial biossortivo de compostos fendlicos da folha de
oliveira e da Centella asiatica pela membrana de celulose bacteriana evidencia
uma oportunidade inovadora de estudo das propriedades antioxidantes da CB com
caracteristica bioativa.

MATERIAIS E METODOS

A Gluconacetobacter xylinus, foi cultivada em pogos de cultivo junto com o
meio que consistiu em sacarose, chd branco e complexo vitaminico. Apds os 7 dias
de incubagdo, as membranas de CB foram purificadas por um tratamento de NaOH
0,1 mol.L'* & 80 °C por 2 horas e ent3o lavadas com dgua destilada para posterior
liofilizagado.

Para os testes de fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante
os extratos de Centella asiatica e folha de oliveira foram preparados. Dois gramas
de cada extrato foram colocados em Erlenmeyers com 100 ml de dgua ultrapura a
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90 °C e entdo submetido a agita¢do (shaker a 150 rpm) por 15 minutos. Apds o
tempo de infusdo, os extratos foram filtrados com papel filtro qualitativo.

O teste de determinacdo de compostos fendlicos totais (CFT) foi adaptado do
método de Singleton e Rossi (1965) e Ribeiro et al. (2019) onde foi usado o
reagente Folin-Ciocalteu e acido galico como padrao de referéncia. No teste, 1000
pL do extrato foram misturados com 5150 pL de dgua ultrapura e reagente de
Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA), sendo que apds essa etapa,
submeteu-se a repouso na auséncia de luz por 3 minutos a 25 °C. Em seguida
adicionou-se 1400 plL de carbonato de sédio a 20% e colocou-se em repouso na
auséncia de luz novamente, deste vez por 2 horas. A leitura foi feita em um
espectrofotometro a 765 nm. Para construir a curva de calibragdo (y= 0,001x-
0,022, R?=0,9985) foi utilizado acido galico em diferentes concentragdes.

A determinacdo de flavonoides totais (FT) foi realizado através da metodologia
de Chang et al. (2002), onde 250 pL de extrato foram misturados com 1525 uL de
agua ultrapura e 75 pL de NaNO2 a 5%. A mistura foi repousada por 6 minutos e
entdo adicionou-se 150 uL de AICI3.10H20 10%, esperou-se mais 5 minutos e
adicionou-se 500 puL de NaOH 1 mol.LY. A leitura foi realizada com um
espectrofotobmetro a 510 nm. Os resultados estdo expressos como miligramas
equivalentes de catequina (EC) por litro de amostra, com base na curva de
calibracdo da catequina (y=0,0023x+0,0160, R?>=0,9882).

Foram realizados trés métodos para determinacdo da capacidade
antioxidante. O primeiro método foi o potencial antioxidante redutor de ferro
(FRAP), realizado de acordo com a metodologia descrita por Thaipong et al. (2006).
O reagente FRAP foi preparado com uma solugdo tampdao de acetato de sédio (300
mmol.L'* a pH 3,6), solu¢gdo TPTZ (10 mmol.L}, previamente diluida em &cido
cloridrico a 40 mmol.L?) e uma solucdo de cloreto férrico (20 mmol.L?). Os trés
reagentes foram misturados na proporc¢do de 10/1/1 (v/v/v). Em tubos de ensaio
foram adicionados 150 plL de extrato e 2850 uL do reagente FRAP. Agitou-se e
incubou-se os tubos na auséncia de luz por 30 minutos. Passado o tempo de
incubacdo, a leitura foi feita em um espectrofotometro a 593 nm. O potencial
antioxidante redutor foi expresso em unidades de mol de trolox equivalente por
litro de extrato, calculado a partir de uma curva padrdo com a concentragao
variando de 0 a 500 umol.L? de Trolox (y=0,0023x+0,0472, R?=0,9956).

O método de atividade sequestrante de radicais livres (DPPH) foi realizado,
utilizando um método abordado por Brand-Williams et al. (1995), com
modificagdes. Misturou-se 1180 pL de etanol, 1070 uL de solu¢cdo de DPPH e 250
pL de extrato e colocou-se a mistura em repouso na auséncia de luz por 30
minutos. Posterior ao tempo de repouso, determinou-se a absorbancia com um
espectrofotometro a 517 nm. Utilizando como branco o etanol. A curva de padrdo
de Trolox foi construida com concentracdes entre umol.L™? (y=-0,0017x+09637,
R?=0,9801).

O método da atividade sequestrante de radicais livres por ABTS seguiu a
metodologia de Re et al. (1999) com modifica¢Ges. Adicionou-se 4 ml de radical
ABTS em 40 uL de extrato e repousou-se a mistura por 6 minutos a temperatura
ambiente. A leitura foi realizada em um espectrofotometro a 734 nm. A capacidade
antioxidante dos extratos foi representada em umol de Trolox equivalente por litro
de extrato, calculada a partir de uma curva padrdo onde a concentragao variou de
0 a 2000 umol.L de Trolox (y= -0,0002x+0,6729, R?>=0,9776)
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A biossorgao de compostos fendlicos foi realizada com o extrato de folha de
oliveira e com o extrato da Centella asiatica. Em Erlenmeyer foram adicionados
membranas de celulose bacteriana liofilizadas e 15 ml de cada extrato. Os
Erlenmeyer foram colocados em agitacdo (shaker a 150 rpm) e foram sendo
retiradas aliquotas de cada Erlenmeyer para a andlise de concentracao de fendlicos
totais, em intervalos de tempo de 10, 20, 30, 60, 120 e 240 minutos. Cada teste foi
feito em duplicata, assim como também foi feito um branco contendo apenas o
extrato de folha de oliveira para cada intervalo de tempo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os compostos bioativos sao divididos em terpenos e terpendides, alcaloides e
compostos fendlicos e podem ser comumente encontrados em frutas, vegetais,
cereais, oleaginosas, 6leos, chds e vinhos (CROTEAU; KUTCHAN E LEWIS, 2000;
KRIS-ETHERTON et al., 2002; REN et al., 2013). Dentre as classes de fendlicos, os
flavonoides possuem um alto potencial antioxidante. Os resultados dos testes
entre a Centella asiatica e a folha de oliveira mostraram que a folha de oliveira
apresentou uma maior concentracao de fendlicos e flavonoides.

A literatura apresenta uma concentracao de fendlicos totais para o extrato de
folha de oliveira entre 0,04 a 0,25 (g.L?) expressos em concentracdo de acido
tanico por litro (SILVA et al., 2006). Para a Centella asiatica a concentragdo de
fendlicos totais é encontrada em 2,86 g.100 g* em equivalentes de acido tanico e
flavonoides totais iguais a 0,361 g.100 g* em equivalentes de rutina. (PITTELLA et
al., 2009). Os resultados obtidos nesta pesquisa para fendlicos e flavonoides totais
dos extratos de Centella asiatica e folha de oliveira podem ser vistos na Tabela 1,
onde nota-se uma concentra¢do maior de fendlicos e flavonoides na folha de

oliveira.
Tabela 1 — Fendlicos totais (CFT), Flavonoides totais (FT) dos extratos
Extrato CFT (mg EAG.LY) FT (mg CE.L?)
Centella Asiatica 217,50 + 2,85 46,81 £ 0,25
Folha de oliveira 278,00 £ 8,20 226,88 + 0,95

Fonte: Autoria prépria (2020).

Para a atividade antioxidante (Tabela 2), a folha de oliveira apresentou uma
melhor concentracdo para o método FRAP (38,89 mmol.g?) e para o método DPPH
(169,29 mmol.g?) em relag¢do a Centella asiatica. Contudo, para o método ABTS a
Centella asiatica apresentou uma maior concentracdo. E importante salientar que
as variacdes de resultado entre os métodos se ddo devido ao radical DPPH reagir
com compostos fendlicos, enquanto que o radical ABTS reage ndo somente com
os compostos fendlicos, mas também com outros compostos com atividade
antioxidante, devido a sua alta reatividade. Logo, as absorbancias dos
antioxidantes determinados pelo DPPH e pelo ABTS sdo parcialmente diferentes
(MARECEK et al., 2017). A andlise estatistica foi realizada pelo método de ANOVA
e pelo método de Tukey e todos os valores tiveram diferenca significativa.
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Tabela 2 — Atividade antioxidante dos extratos (mmol.g™)

Extrato FRAP DPPH ABTS
Centella Asiatica 26,78 + 0,13 118,14 + 4,51 1250,00 + 19,7
Folha de oliveira 38,89 0,21 169,29 + 0,73 40,59+ 1,5

Fonte: Autoria propria (2020).

O teste de cinética de biossor¢ao dos compostos fendlicos da folha de oliveira
em celulose bacteriana (Tabela 3) mostrou um padrdo da celulose bacteriana em
adsorver e dessorver os compostos bioativos dos extratos, onde aos 60 minutos a
celulose bacteriana obteve uma concentracdo muito pequena de compostos
fendlicos, voltando a adsorver o composto em 120 minutos e aos 240 minutos o
dessorver novamente. Sendo assim, nota-se a necessidade de algum mecanismo
gue controle esse processo. O teste de cinética de biossor¢cdo dos compostos
fendlicos da Centella asiatica ndo puderam ser realizados devido ao SARS-CoV-2.

Tabela 3 — Cinética de biossor¢do dos compostos fendlicos da Folha de Oliveira em
celulose bacteriana.

Terr!po Concentragao cfe fendlicos Absorgso (%)

(min) (mg-g?)

10 424,42 +20,99 15,67

20 247,88 + 18,28 12,77

30 266,70 + 16,09 13,81

60 - -

120 206,71+ 17,64 12,65
240

Fonte: Autoria propria (2020).

CONCLUSAO

O uso de extratos vegetais ricos em compostos fendlicos e com potencial
antioxidante para a biossor¢do em celulose bacteriana traz um maior valor
agregado ao biomaterial, expandindo sua aplicagdo nas industrias farmacéuticas,
cosmeéticas, médicas e alimenticia. Portanto faz-se necessario o aprimoramento e
controle do sistema de biossor¢do da membrana CB.
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