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RESUMO

Os flavondides polimetoxilados (FPM) sdo metabdlitos secundérios que
ocorrem nas plantas do género Citrus e vem sendo introduzidos na dieta humana pelo
avango tecnologico na fabricagdo de sucos concentrados. Essas substancias sdo
encontradas principalmente nas cascas dos frutos que incluem principios de resisténcia
natural contra patdgenos. Essa propriedade €, provavelmente, derivada da possibilidade
de formarem complexos com proteinas soliveis e com a parede celular de
microrganismos. A metilagdo das hidroxilas confere a molécula caréter lipofilico, o qual
€ também um dos pardmetros moleculares mais estudados na elaboracdo de novos
medicamentos e pesticidas. No presente estudo, essas moléculas promissoras foram
obtidas de cascas de frutos de 4 espécies de Citrus: C. limon, C. reticulata, C.
aurantifolia e C. sinensis. Com o uso de hexano foram preparados extratos da cera
epicuticular e extratos brutos hexanico. A partir desses extratos, foram obtidos uma
cumarina e quatro flavondides por precipitacdo com metanol. O processo foi
monitorado por meio de cromatografia em camada delgada (CCD) e as substancias
identificadas por métodos espectroscopicos, como sendo: 6,7-dimetoxi-cumarina,
6,7,8,4 -pentametoxi-flavona, 5,6,7,8,3 ,4’-hexametoxi-flavona, 8-hidroxi-3,5,6,7,4 -
pentametoxi-flavona e 8-hidroxi-3,5,6,7,3' ,4' -hexametoxi-flavona. A  atividade
antimicrobiana dos extratos e compostos foi estudada por dois métodos. bioautografia
gue todos os extratos e substéncias obtidas apresentaram atividade inibitéria para os
fungos e as bactérias testadas. Pela CIM, constatou-se que a 6, 7-dimetoxi-cumarina foi
a substancia mais eficiente para os fungos dermatéfitos e que as flavonas 6,7,8,4'-
pentametoxi-flavona e 5,6,7,8,3',4’-hexametoxi-flavona foram as mais ativas para as

bactérias.



ABSTRACT

Polymethoxylated flavonoids (PMF) are secondary plant metabolites and
constitute a group which is found in Citrus species and are introduced in to the human
diet after new technologist processwere avilable is the citric concentrate juice industry.
PMF are located in the fruit peel at Citrus spp. and they act as natura factors for
resistance against pathogens. This property is probably due to the fact that these
substances form complexes with soluble proteins and with the cellular wall of
microorganisms. In this context, the lipophilic aspect is one of the most studied
molecular parameter in new drugs and pesticide production. With the peel of C. limon,
C. reticulata, C. aurantifolia and C. sinensis, a wax extract and a hexanic extract were
obtained. Pure substances were obtained by precipitation through methanol dissolution.
These substances were analysed through thin-layer chromatography (TLC). One
coumarin, 6,7-dimethoxy-coumarin, and the polymethoxylated flavonoids 5,6,7,8,4-
pentamethoxy-flavone, 5,6,7,8,3 ,4'-hexamethoxy-flavone, 3,5,6,7,4'-pentamethoxy-8-
hydroxy-flavone and 3,5,6,7,3' ,4'-hexamethoxy-8-hydroxy-flavone were identified. The
antimicrobial activity of these extracts and compounds was evaluated by direct
bioautography. All the Citrus spp. showed antimicrobial activity. The determination of
the minimal inhibitory concentration showed that 6,7-dimethoxy-coumarin was showed
highest efficient a against dermatophyte fungi while the 5,6,7,8,4'-pentamethoxy-
flavone and the 5,6,7,8,3' ,4'-hexamethoxy-flavone present highest efficienty against the

bacteria



1. INTRODUCAO

A natureza € uma das maiores fontes de medicamentos para a humanidade. As
populacbes de todos os continentes, ao longo da vida vem utilizando, desde a pré-
histéria, infusdes de plantas para o tratamento de diversas doencas (COWAN, 1999).
Atualmente, nos paises industrializados, mais de 40% de todos 0os medicamentos sdo
provenientes de recursos naturais ou sdo semi-sintéticos, demonstrando o potencial
terapéutico de plantas, animais, microrganismos e minerais. Do ponto de vista
econdémico, é importante ressatar que nos paises desenvolvidos os fitoterdpicos
movimentam anualmente cerca de 12 bilh6es de dolares (GRUNWALD, 1995).

No Brasil, os produtos naturais merecem destaque devido a ampla
biodiversidade que existe em seu territorio. Estima-se que 20% do patrimbénio genético
mundial esteja concentrado em territorio nacional, onde o indice de endemismo é
altissmo. Sao 55 mil espécies vegetais (22% do total registrado no planeta), 524
mamiferos (cerca de 131 endémicos), 517 anfibios (294 endémicos), 1.622 aves (191
endémicas), 468 répteis (172 endémicos), 3 mil espécies de peixes de dgua doce e cerca
de 15 milhdes de insetos, (elevado nimero ainda sem qualquer descri¢do taxondmica).
Assim, 0 pais se torna um celeiro para a busca de novas substancias com atividades
farmacoldgicas (PINTO et al., 2002).

Dentre essas fontes de medicamentos, o reino vegetal representa um
extraordinario reservatorio de moléculas. Das 400.000 a 500.000 espécies de plantas
existentes no globo, somente uma pequena porcentagem tem sido estudada em suas
propiedades fitoquimicas (HOSTETTMANN, WOLFENDER, RODRIGUEZ, 1997) e

menor ainda tem sido a parcela destinada a investigagdo de atividade antimicrobiana.



Embora os antibiéticos de origem microbiana ja venham sendo utilizados na prética
médica desde os anos 40, o uso de antimicrobianos derivados de plantas ainda é
incipiente (COWAN, 1999). Portanto, muitas sd0 as razfes que estimulam os estudos
sobre a triagem de novas moléculas com propriedades antimicrobianas a partir de
fitoquimicos. Dentre essas, podemos citar, ainda, o aumento da resisténcia dos
microrganismos aos antimicrobianos tradicionais (COWAN, 1999) e a maior
sensibilidade de pacientes tratados com drogas imunossupressoras as infecgdes fungicas
e bacterianas

O estudo de novos medicamentos para o tratamento de infecgdes fungicas se
tornou mais relevante nas Ultimas décadas, com o aumento do nimero de incidéncias
causados por fungos, contrapondo-se ao fato de que o nimero de antibacterianos é
significativamente maior que 0 nimero de agentes antifungicos (ALVES, LOPES,
CURY, 2001).

Um outro fator, que vem sendo atualmente enfocado na &rea biomédica, é o
crescente uso de extratos de plantas como alimentos, cosméticos e na industria
farmacéutica (NOSTRO et al., 2000), fazendo surgir uma nova tendéncia, que focaliza
as propriedades nutracéuticas dos alimentos. O nutracéutico, termo concebido em 1989
pela “Foundation for Innovation in Medicine”, € definido como um alimento ou parte de
um aimento que fornece algum beneficio incluindo a prevencdo e o tratamento de
doencas (DEFELICE, 1992). Dessa forma, os compostos naturais também podem atuar
como nutracéuticos, sendo a base dos componentes presentes nos nutracéuticos
eminentemente de origem vegetal, ou sgja, fitoquimica.

Evidéncias demonstram gue os componentes quimicos presentes nos alimentos

contém substancias fisiologicamente ativas que cumprem funcdes benéficas e



contribuem para reduzir a incidéncia de certas enfermidades cronicas. S&o, portanto,
necessérias para uma vida saudavel. Varios exemplos comprovam esse fato: a utilizagdo
do vinho tinto ou do suco da uva na prevencdo de doencas do coragcdo (ZUANAZZI,
2000); dietas ricas em frutas, verduras, gréos integrais e leguminosas, se mostram
eficazes na protecdo contra o cancer (BLOCK, PATTERSON, SUBAR, 1992;
WILLIAMSON, FAULKNER, PLUMB, 1998); e, ainda, 0 consumo de cha preto e
chocolate reduzindo o risco de morte por isquemia do coragdo (ARTS et al., 2001).
Como resultado, a prevencéo de enfermidades através da dieta saudavel é vista cada vez
mais como uma op¢ao, a base de produtos destinados a cobrir necessidades especificas.
No entanto, exceto quanto aos nutrientes conhecidos, a maioria das substancias
alimentares permanece incompletamente caracterizada por suas fungdes fisiolégicas
(VASCONCELLOS, 2001). Hoje em dia, estdo sendo comercializados suplementos
(pilulas, barras nutritivas e dietas liquidas) como fontes de vitaminas, energia e
nutrientes, sem que seja feita uma completa investigacdo dos compostos e ingredientes
naturais que estes fornecem. A absorcéo, distribuicdo e metabolismo de um nutriente
depende da forma como tal € ingerido. As formas puras ou concentradas podem néo ser
absorvidas apropriadamente, podendo, ainda, interferir na absorgcéo de outros nutrientes.
O mesmo ocorre com 0s extratos de algumas substancias fitoquimicas que ndo sdo téo
efetivos como aquela que se encontra em sua forma natural, como parte do alimento.
Isso sugere que alguns fitoquimicos podem ndo ser metabolizados em sua forma pura e
necessitam da presenca de outros compostos presentes nos componentes alimenticios
para funcionar apropriadamente. E necesséria uma investigagio cientifica a fim de
estabelecer 0 mecanismo de funcionamento bioldgico dos fitonutrientes e seu valor na

luta por uma melhor qualidade de vida (VASCONCELLOS, 2001).



1.1. Frutas citricas

As frutas de espécies do género Citrus (Rutaceae) apresentam uma grande
aceitacdo na alimentacdo humana. Seu uso esta centrado, principalmente, sob a forma
da fruta fresca e do suco. As frutas citricas se destacam por constituirem uma das
principais fontes de compostos naturais com propriedades antioxidantes, como, por
exemplo, carotendides, acido ascoérbico, fendis e polifendis, que protegem o organismo
contra o aparecimento de doencas degenerativas (GORINSTEIN et al., 2001). Além
desses compostos, podem ser encontrados 6 a 12% de glicidios, elevada quantidade de
compostos nitrogenados, vitaminas C e célcio, bem como ferro, fibras e outros sais
minerais. O teor de gorduras, em contrapartida, € baixo, oscilando entre 0,2 e 0,5%
(MACHIDA ? OSAWA, 1989; KOLLER, 1994; ROBARDS, ANTALOVICH, BOYD,
1997; MOULY, GAYDOU, ARZOUYAN, 1999).

A casca (epicarpo) é diferenciada em um exocarpo compacto, colenquimatoso,
o flavedo, e um mesocarpo esponjoso, o abedo (ESAU, 1974). No flavedo, encontra-se
uma cuticula constituida de cera que ira controlar a difusdo de &gua e de compostos
guimicos para 0 meio ambiente e um suporte estrutural formado por polimeros que iréo
proteger o fruto contra o ataque de microrganismos, além de carotendides que
contribuem na coloragdo da casca e Oleos essenciais que ddo aroma ao fruto. Os
constituintes monoméricos majoritérios do flavedo podem ser observados na figura 1,
sa0 C,¢ &cidos graxos hidroxilados (FANG et al., 2001). No flavedo podemos encontrar,
ainda, glandulas, e associadas a estas os flavondides polimetoxilados (CHEN et al.,
1985; MOULY et al., 1999). O abedo é formado pela pectina e a parede celular e
constitui a por¢éo geralmente branca e esponjosa da casca (ASHBELL et al., 1987;

ARDLE, LETOURNEAU, STEPHEN, 2000).
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Figural. Organizacdo esquemética da casca do fruto de Citrus spp. € 0s
constituintes monoméricos majoritérios do flavedo. Fonte: FANG
et al.(2001).

O suco é obtido a partir do endocarpo do fruto maduro e com processo de
fabricacéo, o epicarpo e 0 mesocarpo sao geramente descartados e/ou utilizados para a
fabricacdo de ragdo para animais (HEERDEN et al., 2002). Atualmente, porém, o
epicarpo vem sendo usado como um complemento para o suco com a finalidade de

aumentar aintensidade da cor, como também o valor nutricional (ARDLE et al., 2000).

1.2. Microrganismos fitopatogénicos para os Citrus spp.

As plantas citricas sdo susceptiveis a um grande nimero de patégenos. Alguns
desses organismos incidem nas culturas de forma menos danosa, enquanto que outros
S80 mais agressivos, podendo, inclusive, dizimar pomares em poucos dias (JOHAL et

al., 1995; DERRICK ? TIMMER, 2000).



As frutas e as partes vegetativas estédo freqlentemente em contato com solo,
insetos e animais durante o crescimento e a colheita no campo. Consequientemente, suas
superficies ndo estdo livres dos contaminantes naturais. Em geral, a superficie da fruta
de citros fresca contém populaces de cerca de 10* microrganismos/cm 2. A maioria
desses microrganismos é comum no solo e a sua presenca na fruta fresca ndo representa
geralmente um perigo para salde publica. Porém, muitos microrganismos como algas,
bactérias e fungos podem atacar as plantas citricas, causando danos consideraveis a
mudas em sementeiras, afetando raizes, tronco, ramos, folhas, frutos, brotagdes novas e
botdes florais (PAO & DAVIS, 1999).

As plantas, animais e insetos possuem tamanho e massa protoplasmética total
guase sempre maior que uma populagdo microbiana. Dessa forma, os efeitos visiveis
gue 0s microrganismos produzem nas plantas e animais se devem a estratégias
especificas desenvolvidas para “iludir” ou reagir aos efeitos de protecdo das plantas e
animais (BROCK, 1966). Os compostos antimicrobianos da planta saudavel estdo
geralmente armazenados em vacuolos ou organelas, e existem evidéncias, que durante o
crescimento biotréfico do patdgeno, esses compostos possam ndo afetar a infeccdo pelos
microrganismos. As fitoalexinas induzidas podem ser evitadas ou atrasadas pela invaséo
do sistema de vigilancia da planta. H& também evidéncias de que muitos fungos
produzem moléculas que irdo diminuir a resposta de defesa da planta, através da
producdo de toxinas e enzimas hidroliticas que sdo responsaveis por reactes necroticas
das células nas plantas infectadas. Portanto, as estratégias dos microrganismos podem
incluir: a producéo de enzimas degenerativas, a resisténcia inata e os mecanismos de
efluxo, estes para prevenir que 0s compartimentos com 0s compostos antimicrobianos

sgjam ativados em nivel téxico (MORRISSEY & OSBOURN, 1999).



Os fatores ambientais durante o estado de infeccdo da planta também podem
aumentar a susceptibilidade da planta a enfermidade. Como o aumento da umidade, pela
infiltracdo de &gua nos espacos intercelulares, facilitando a propagacéo de
microrganismos nos tecidos da planta (ROBERTS & BOOTHROYD, 1978).

As bactérias Xanthomonas axonopodis pv. citri e X. axonopodis pv.
aurantifolii sdo exemplos de microrganismo que atacam os Citrus spp. Essas bactérias
sdo, facilmente, disseminadas pelo homem, animais, chuva, vento e insetos, e séo o
agente casua do cancro citrico, uma doenca que produz elevados prejuizos e ataca,
mundialmente, a maioria dos Citrus spp. reduzindo a qualidade do fruto. Os sintomas
consistem em lesdes coriéceas cercadas de 6leo ou gua nas margens das folhas, frutos e
no caule, causando, também, abscisdo prematura da folha e do fruto (CUBERO,
GRAHAM, GOTTWALD, 2001; CUBERO & GRAHAM' 2002).

A verrugose é causada pelo fungo Elsinoé australis, que na forma imperfeita é
conhecido por Sohaceloma australis (HAWKSWORTH et al., 1983). Essa espécie ataca
os tecidos jovens de folhas e ramos no primeiro estégio de desenvolvimento dos frutos
e, assim gue caem as flores, mas ndo penetra no seu tecido interno. Em condicdes
favoraveis, aparecem pequenas manchas pretas e lesdes onde se formam as frutificacbes
do fungo, garantindo, assim, sua disseminacdo (ROSSETTI, MULLER, COSTA, 1993).

O fungo Colletotrichum gloeosporioides, que na fase imperfeita é conhecido
como Glomerella cingulata (HAWKSWORTH et al., 1983), é o agente causa da
antracnose. Esse fungo ataca comumente o caule, peciolos e frutos, mas todas as partes
aéreas da planta sdo susceptiveis. Nos frutos, em inicio do desenvolvimento, o
microrganismo fica em estado quiescente, mas depois da colheita e do amadurecimento,

ele se desenvolve rapidamente, surgindo manchas marrons escuras no pericarpo e um



leve apodrecimento no mesocarpo. Na folha, aparecem manchas pardas com bordas
irregulares e coloragdo marrom claro no centro, mais escura nas extremidades e halo
amarelado (VELASQUEZ & RONDON, 1980; BAILEY & JEGER, 1992; GUARRO et
al., 1998; YAKOBY et al., 2000;).

Outro fungo filamentoso , patogénico para os Citrus spp., € Curvularia spp.,
gue na forma imperfeita, € conhecido por Cochliobous spp. (HAWKSWORTH et al.,
1983). A maioria das espécies de Curvularia é formada por patdgenos facultativos
nativos do solo, plantas e cereais em areas tropicais e subtropicais (DESHAZO &
SWAIN et al., 1995).

As doencas pos-colheita, que ocorrem na casca dos frutos, sdo um fator
econdmico importante no “marketing” da fruta citrica fresca. Isso se deve ao fato de
afetar a aparéncia externa e influenciar na aceitacdo do consumidor. Essas doencas
deterioram o fruto e podem causar perdas econdmicas significativas, limitando as
possibilidades de exportacéo. Dentre os fungos causadores da podriddo pds-colheita
destacam-se Penicillium digitatum e P. italicum cujos estados teleomérficos sdo
Eupenicillium sp. e Talaromycetes sp., respectivamente. Esses fungos séo causadores do
bolor verde e azul nos frutos de Citrus spp. (HAWKSWORTH et al., 1983; ROSSETTI

et al., 1993).



Figura 2. Bolor verde e azul causado pelo fungo pos-colheita Penicillium

digitatum. Fonte: VELASQUEZ & RONDON, (1980).

1.3. Mecanismos de defesa das plantas

As plantas possuem suas préprias defesas que as protegem de outras plantas,
microrganismos, insetos fitdfagos, e herbivoros predadores de uma maneira geral. Essas
defesas sdo de natureza quimica e fisica e podem ser divididas em passivas e ativas. As
defesas passivas S0 as barreiras pré-infeccionais e as ativas sdo as pés-infeccionais
(HARBORNE, 1982; PINTO et al., 2002).

Os mecanismos passivos podem ser fisicos ou quimicos. No primeiro caso,
encontram-se a parede celular, espacos intercelulares e xilema, presenca de ceras, que
além de atuar como uma barreira contra ainvasdo de microrganismos protegem a planta
da radiacdo ultravioleta e contra a perda de agua. Dentre os quimicos, citam-se 0s
inibidores da germinacdo dos esporos, inibidores de polissacarideos e proteases ou
compostos com acdo toxica sobre o organismo invasor (HARBORNE, 1982).

Os mecanismos de resisténcia ativa ocorrem somente em resposta a possivel
invasdo do hospedeiro, envolvendo, também, respostas fisicas e quimicas. As primeiras

incluem a formacdo de estruturas histologicas e celulares de defesa, tais como camadas
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de cortica, tiloses, gomas ou espessamentos da parede celular pela deposicéo de calose.
Dentre as respostas quimicas estdo a sintese e/ou ativacdo de substancias aromaticas.
Essa ativacdo acontece geralmente por hidrdlise enzimética ou oxidacdo. Os compostos
sintetizados e ativados também sdo chamados de fitoalexinas e est&o relacionados com
os congtituintes do metabolismo secundario das plantas (HARBORNE, 1982;
BOWLES, 1991; JOHAL et al., 1995).

As fitoalexinas aparecem, geralmente, em altas concentragdes em resposta a
infeccdo, desempenhando, nas plantas, um papel semelhante ao dos anticorpos nos
animais. Embora incluam varias classes de produtos naturais, existe uma relacéo entre a
natureza quimica das fitoalexinas e determinadas familias de plantas. Apenas uma
familia é conhecida por apresentar uma grande variedade de tipos de fitoalexinas, a
Leguminosae (HARBORNE, 1982; STEVENS et al. 1995; BARTHOLOTT et al.,
1998).

Dentro das respostas quimicas, também ocorre formacdo de substratos
resistentes as enzimas do patégeno, como a detoxificacdo de toxinas, reacdes de
hipersensibilidade acompanhadas de morte celular programada, dentre outras respostas
(JOHAL et al., 1995; STEVENS et al. 1995; KERSTIENS, 1996).

A distincdo entre as barreiras de pré-infeccdo e as de pOs-infeccdo ndo é
facilmente estabelecida. A literatura especializada revela que muitas espécies de plantas
ja exibem a producdo de compostos que conferem resisténcia ao ataque de invasores
com o primeiro contato do patégeno, embora a concentragdo méxima s sgja atingida
apos 24 horas desse contato (UZI et al., 1986). Por outro lado, respostas estruturais sdo
diretamente dependentes de mudancas fisioldgicas e bioguimicas, o que dificulta a

diferenciacdo entre defesas fisicas e quimicas (ADASKAVEG, 1992).
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Deve-se considerar, ainda, que os produtos formados pelo metabolismo das
plantas podem variar de tecido para tecido, das condigbes de crescimento e dos

estimulos do meio ambiente (ROBARDS & ANTALOVICH, 1997).

1.4. Flavonodides

Os flavonbides sdo compostos fendlicos provenientes do metabolismo
secundério e compreendem uma das maiores classes de produtos naturais, juntamente
com isoprendides e alcaldides (SHIRLEY, 1996). Os flavonoides podem estar presentes
em diferentes 6rgdos das plantas como nos frutos, onde sdo particularmente abundantes

(UGAZ, 1998).

1.4.1. Biossintese dos flavonoides: Regulacéo transcricional

A coordenacdo do controle trancricional da biossintese nos genes resulta no
mecanismo que dita 0 metabolismo secundario das plantas.

Essa regulacéo é dada por fatores especificos de transcricdo, ao passo que esses
fatores sdo proteinas que interagem com regides promotoras dos genes alvo e modulam
a iniciacdo da sintese de RNA mensageiro pela RNA polimerase I1. Os fatores de
transcricdo se caracterizam, no metabolismo secundéario das plantas, ou na biossintese
de flavondides, ou dos terpendides (ENDT, KIINE, MEMELINK, 2002).

Essas proteinas, que regulam a transcricdo dos genes, dependem do tipo de
tecido e/ou da resposta dos sinais internos, como 0s hormonios da planta, e externos,
como ataque de patdgenos, estado nutricional, temperatura, incidéncia de luz
ultravioleta, dentre outros. Os fatores externos podem induzir os internos. Esses
estimulos resultam no aumento de genes trancritos correspondentes a enzimas

biossintéticas (ENDT et al., 2002). Nesse contexto, foi isolado de Citrus unschiu Marc.,
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um gene (Cit FLS) que codifica a sintese de flavondides. Este gene tém 1274 bp de
comprimento, 335 residuos de aminoécidos e pertence a familia das 2-oxaglutarato-
dependente de dioxigenases. Posteriormente, investigou-se a expressao desse durante o
desenvolvimento do fruto e das folhas. Os niveis de Cit FL S trancritos nas folhas jovens
foram maiores do que nas velhas. Por outro lado, eles aumentaram na casca dos frutos
durante a maturacdo. Esses resultados indicam que essa espécie é regulada
diferentemente durante o estdgio de desenvolvimento e também depende do tecido-
especifico (MORIGUCHI et al., 2002).

O efeito do estresse causado por bactérias como Herbaspirillum rubri e
Gluconacetobacter diazotroficans também foi avaliado na cana-de-acUcar, constatando-
se ainducdo da expressdo de chalcona sintase (CHS) em plantulas infectadas com esses
agentes, 0 que sugere a ativacdo da via da biossintese dos flavondides em resposta ao
estresse bioldgico. Os resultados indicam que as vias do metabolismo de isopropandides
e de fenilpropandides em cana de aglicar também sdo ativadas de acordo com o estégio
de desenvolvimento, especificidade de tecidos e em resposta a Situagdes de estresse
(FRANCA et al., 2001).

A maioria das plantas que possuem como produtos da biossintese dos
flavondides as antocianinas apresenta proteinas (vertebrado proto-oncogéne)
responsaveis pela ligagdo no avo da sequiéncia de DNA. Membros especificos dessa
familia de proteinas estdo envolvidos na regulacdo dos flavondides, juntamente com
bHLH (basic Helix-Loop-Helix) em Arabidopsis thaliana (GROTEWOLD et al., 1989).

Muitas enzimas responsaveis pela biossintese de flavondides pertencem a uma

pequena familia de genes. KIMURA, AOKI, AYAE, (2002) reportaram que
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Glycyrrhiza echinata contém duas izoenzimas que estédo provavelmente envolvidas na
biossintese dos isoflavontides especificos de leguminosas.

Atualmente, essas enzimas vem sendo usadas para melhorar o valor nutricional
dos vegetais, através do aumento de flavonodides que tenham se mostrado ativos na
promocado da salide em animais. Em estudo realizado por MUIR et al. (2001), pode-se
evidenciar a utilizagdo das enzimas que sd0 responsdveis pela biossintese dos
flavondides. Utilizando-se o tomate, que possui uma pequena quantidade de flavondides
em sua casca, foi realizada uma transformagdo no gene que codifica a chalcona
isomerase, o chia-a de petlnia, resultando em uma variedade de tomate transgénica com
maiores niveis de rutina, obtendo-se um fruto com maior atividade bioldgica. Através
desse estudo, pode-se observar que a aproximacdo racional da engenharia da biossintese
de flavondides depende, certamente, de um entendimento detalhado da enzimologia na
biossintese dos flavondides.

Assim, a compreensdo da base molecular na fungdo dos estimulos externos,
bem como a regulacéo e 0 mecanismo bioquimico do controle dos tipos e quantidades
de flavondides sintetizados sob diferentes condicdes, continua a ser prioridade de
muitos estudos no intuito de beneficiar aintegragdo de novas tecnologias abrangendo a

genética e a bioquimica (SHIRLEY, 2002).

1.4.1.2. For magéo dos flavonoides
Os flavondides se formam a partir da unido da via do chiquimato e da via

acetato (Figura 3). De um modo simplificado, a biossintese dos flavonoides envolve
uma unidade de p-cumaroil-CoA e de trés unidades de malonil-CoA. O fechamento do
anel A produz uma chalcona que ciclisa, originando o anel C que, que é fechado na

reacdo seguinte. A partir desse flavondide, podem ocorrer outras modificagbes
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produzindo, dessa forma, outras classes. Assim, cada uma dessas classes pode sofrer
metilagdes, isoprenilagdes ou glicosilagbes (ROBBERS et al., 1997; PELEGRINE &
GALEMBECK, 2001). Estruturamente, os flavondides sdo caracterizados pelo
esqueleto de carbono Cg-Cs-Cs (PETERSON, DWYER, DSC, 1998) que apresentam-se
freqUentemente oxigenados nas posicdes 5, 7 e 4'. Um grande nimero de esqueletos
flavonoidicos apresenta ligagdes com moléculas de aglcares. Esta forma, é chamada de
conjugada, também conhecida como heterosideo (UGAZ, 1998).

Atualmente, sdo conhecidos mais de 4.200 flavondides. Dentre os flavonbides
mais comuns destacam-se as classes das flavonas e os flavondis (Figura 4). Dentre os
outros flavonbdides podem-se citar as isoflavonas, as chalconas e as auronas

(PETERSON et al., 1998).
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Figura 3. Formagdo dos flavondides a partir da via chiquimato e acetato.

Fonte: adaptacéo UGAZ, (1988).
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Figura 4. Flavondides mais encontrados nas plantas. Fonte: PETERSON et al.,

(1998).

1.4.2. Flavonoides Polimetoxilados

Os flavondides podem sofrer metilagbes sucessivas em Seus Qrupos
hidroxilicos formando, assim, os flavonoides polimetoxilados (FPMs), que possuem
caracteristicas lipofilicas. Os FPMs ndo sdo comuns em frutas, mas os Citrus spp. sdo
uma excegdo, contendo, assim, uma elevada quantidade de flavondides polimetoxilados
(ROBARDS & ANTALOVICH, 1997). Um estudo da localizacdo desses metabdlitos
secundérios em tangelo (fruta citrica do cruzamento de dois outros citros) revelou que
eles estdo localizados na casca (ORTUNO et al., 1999). Esse resultado, combinado com
estudos de outros autores (CHEN et al., 1985, MACHIDA & OSAWA, 1989;
MANTHEY & GROHMANN, 1996) em diferentes espécies de Citrus aplia a idéia de
gue alocalizacdo na superficie é possivelmente um fator de protegcdo contra o ataque de
patogenos (ORTUNO et al., 1999).

Os FPMs mais abundantes sdo a sineseting, a nobiletina e a tangeritina que séo

encontrados nas cascas dos frutos e no 6leo essencial de laranja (C. sinensis), do liméo
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(C. limon) e da tangerina (C. reticulata) (NIELSEN et al., 2000). Esses compostos
contribuem para o sabor amargo dos Citrus spp. (PETERSON et al., 1998). Os FPMs
variam consideravelmente entre as espécies e variedades de Citrus spp., sendo

utilizados na quimiossistematica da familia Rutaceae (MIZUNO et al., 1991).

1.4.3. Importancia dos flavonoides na natureza

O interesse nos flavondides advem do fato de possuirem uma grande
diversidade de funcdes de significado bioldgico, como compostos de defesa, moléculas
sinalizadoras na reproducdo, influenciando o crescimento e a aparente funcéo na
protecdo da planta contra o estresse. Eles também s8o responsaveis pelas diferentes
cores entre as espécies de plantas (SHIRLEY, 1996).

Os flavonGides sdo importantes agentes de defesa contra insetos e
microrganismos fitopatogénicos, como virus, bactérias e fungos, atuando como
defensores naturais das plantas na forma de resposta quimica a invasdo de patdgenos
(ZUANAZZI, 2000). A fungitoxidade destes compostos depende da quantidade de
grupos metilados e do nimero de substituintes na formag&o do anel aromético, o que os
torna mais téxicos, interferindo na membrana dos fungos (HARBORNE, 1982). Os
flavonoides com acdo antiflngica pertencem a diferentes classes, mas séo especificos de
um pequeno grupo de plantas, sugerindo que eles possam ter aparecido recentemente
durante a evolugéo das plantas (BOHM, 1998).

Como foi citado anteriormente, evidéncias demonstram que os flavonoides tém
funcdo de defesa para as plantas contra uma variedade de microrganismos patogénicos.
Contudo, €eles podem servir, também, como moléculas sinalizadoras atraindo
microrganismos para a planta (SHIRLEY, 1996). Além disso, os flavondides sdo

conhecidos por seus pigmentos (vermelho, azul e roxo) caracteristicos nos tecidos das
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plantas, que podem exercer um poder atrativo sobre os polinizadores de plantas (insetos,
passaros ou outros animais), exercendo desta forma um papel essencial na reproducéo e
dispersdo dos vegetais (BOHM, 1998; SHIRLEY, 2002). A germinacdo do pdlen e o
crescimento do tubo polinico também estdo associados aos flavondides, principalmente
ao campeferol (BOHM, 1998).

Os flavondides sdo essenciais as associacOes hioldgicas, envolvendo uma
grande variedade de interagbes com microrganismos benéficos (SHIRLEY, 1996). Em
estudo realizado com raiz de Brassica napus colonizada por Azor hizobium caulinodans
ORS571(pXLGD4), pode-se observar a influéncia dos flavondides e das glucosinolases
no crescimento da colonizagdo pela bactéria (BOHM, 1998; KENNETH et al., 2000).
Da mesma forma, os flavonbides sdo sinalizadores moleculares para estabilizar a
associacdo simbidtica com fungos, como na colonizagdo por fungos micorrizicos,
facilitando a transferéncia de muitos minerais, particularmente, o fosforo para planta e
transferindo carboidratos para o fungo (SHIRLEY, 1996).

Os flavonbides também podem influenciar no crescimento da planta,
controlando o transporte da auxina, um regulador de crescimento. Esse hormonio, em
situacOes de estresse, responde pelo controle da abertura do estdmato e pelo destino dos
recursos em condigdes deficientes de crescimento. Os flavondides possuem uma
estrutura similar ao inibidor do transporte de auxina, 0 acido naftilftalmico, competindo
assim com este inibidor (MUDAY & DELONG, 2001). Isso se torna mais evidente
devido a0 mecanismo de biossintese dos flavonoides se localizar no apice e nas células
do coOrtex da zona de enlongagdo da raiz nas plantas de Arabidopsis spp.

(SASLOWSKY & SHIRLEY, 2001).
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Uma das funcBes mais freqlientemente citada, € a protecéo contra o estresse da
planta que se origina devido a sua capacidade de filtrar raios ultravioletas. A camada
epidérmica das plantas pode absorver cerca de 90-99% da luz ultravioleta incidente. A
localizacdo dos flavondides nessa camada epidérmica, e suas conhecidas propriedades
de absor¢do de luz ultravioleta, principalmente UV-B, sugerem gue estes sirvam como
uma protecdo a radiacdo prejudicial (BOHM, 1998). Esse fato se tornou ainda mais
importante nos Ultimos anos, devido a deterioracdo da camada de 0zonio da Terra, que
faz com que a incidéncia de raios UV sgja ainda maior. Em adicdo, a biossintese dos
flavonoides é rgpida e fortemente induzida pela exposicdo a radiacdo UV (SHIRLEY,
1996, 2002). Em outra situacdo de estresse, como € 0 caso das geadas, MANTHEY et
al., (2000), observaram nas folhas de C. sinensis uma relagdo entre o aumento da
concentracdo de flavondides e a deficiéncia de zinco induzida pela referida intempérie.
Existem evidéncias, também, de que os flavonbdides exercem funcdo na resisténcia a
toxidez do aluminio em plantas. Isso ocorre devido a alta atividade destes compostos

fendlicos em capturar diversos metais (SHIRLEY, 2002).

1.4.5. A presenca dos PMF na dieta

Recentemente, na Holanda, foi verificada a presenca de cinco compostos na
dieta humana: apigenina, campeferol, luteolina, mircetina e quercetina. De acordo com
este estudo, a quantidade desses compostos na alimentacéo foi de aproximadamente 23
mg por dia (PETERSON et al., 1998). No entanto, nele ndo foram descritas outras
classes importantes de flavondides como as antocianinas, flavonas, flavononas e
isoflavononas. 1sso pode levar a uma estimativa errénea da contribuicéo dos flavonoides
na dieta. Um bom exemplo € representado pela andlise dos cinco compostos citados

anteriormente em Citrus spp. O suco dessas espécies contribui com apenas 1 mg.100



20

mL™ de flavondides da dieta (PETERSON et al., 1998). No entanto, estima-se, que o
suco de Citrus spp. contém de 25 a 30 % dos flavondides ingeridos na dieta humana
(ROBARDS & ANTALOVICH, 1997).

Durante a metabolizacdo dos flavondides em humanos e outros animais, as
moléculas de agUcar nos flavondides glicosilados sdo usualmente clivadas durante o
processo de absorcao. Depois da absor¢do, os flavonoides sdo conjugados no figado e se
estendem para o rim. As moléculas conjugadas sdo excretadas na bile e urina
(PETERSON et al., 1998).

No organismo humano, foi investigada a ingestdo de quercetina e outros
flavondides e sua degradacdo por bactérias na passagem pelo tracto intestind,
resultando na formagdo de acidos fendlicos. As bactérias que fazem essa degradacdo
utilizam os flavonéides como Unica fonte de carbono. Recentemente, foi isolada a
bactéria Eubacterium ramulus de fezes humanas, que mostrou utilizar a quercetina-3-
glucosidio como substrato de crescimento, resultando na formagdo de &cido 3,4-

dihidroxiphenilacético (SIMMERING et al., 2002).

1.4.6. Flavondides na medicina

Os flavondides sdo componentes de muitos medicamentos naturais e estéo
presentes em mais de 100 preparacdes comercializadas na Suica e Franca. A prépolis,
presente na cera de abelha, contém um grande nimero de flavondides e é usada em
medicamentos e cosméticos. As preparagdes com rutina e diosmina sdo comumente
usadas para aumento do tonus vascular. As antocianinas de Vaccinium spp. e Ribes spp.
(uva do monte e groselha negra, respectivamente) sdo usadas para aumentar a visao e a

resisténcia capilar (PETERSON et al., 1998).
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1.4.7. Atividade bioldgica

Os flavondides s8o muito estudados devido a suas inimeras atividades
biolégicas, como por exemplo: atividade antioxidante, anticarcinogénica,
antimicrobiana, agdo antiinflamatéria e antialergénica (ZUANAZZI, 2000).

A atividade antioxidante dos flavonoides esta relacionada a sua estrutura, ou
sgja, val depender do nimero de substituintes hidroxil na sua estrutura. De modo geral,
guanto mais hidroxil, mais forte serd a sua atividade (CAO, SOFIC, PRIOR, 1997). Em
estudo realizado com extrato de Ginkgo biloba EGb 761 e derivados do vinho tinto
mostrou-se que as propriedades antioxidantes dos flavondides presentes foram capazes
de proteger as células do hipocampo contra os efeitos toxicos de peptidios beta-
amiloideos (AP) e estresse oxidativo (BASTIANETTO & QUIRON, 2001).

Existem vérios estudos do efeito antimutagénico dos flavondides. A quercetina
€ 0 composto mais estudado. Entretanto, estudos com FPM, presente nos frutos de
Citrus spp., demonstram uma efetiva inibicdo no crescimento de células cancerigenas
(CHEN et al., 1985; DEPY PERE et al., 2000; IWASE et al., 2001). A tangeritina induz
os leucdcitos a inibicdo parcial do desenvolvimento de HL-60, células causadoras da
leucemia (HIRANO, ABE, OKA, 1995). A tangeritina, nobiletina e heptametoxiflavona
tém propriedades citotoxicas sobre as células cancerigenas e funcdo de gudar na
circulagdo sanguinea de pacientes com doencas coronarias (KUPCHAN, KNOX,
UDAYAMURTH, 1965; ROBBINS, 1976; MIDDELETON ? KANDASWAMI, 1994;
DEPY PERE et al., 2000). Esses compostos atuam na prevencdo do cancer, umavez que
interagem com radicais livres que, quando em excesso, possuem acdo toxica e

contribuem para a carcinogénese (IWASE et al., 2001).
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Foram encontrados também flavondides fitoestrogenos (daidzeina, genisteina,
gliciteina) em alguns compostos quimicos de planta, como na soja. Esses s80 compostos
com atividade andloga a0 estrogénio, hormdnio esterdide que apresenta importante
funcdo no sistema reprodutor feminino e também influencia no crescimento,
diferenciacdo e funcdo de muitas células alvo e na esterodoigénese de humanos e
animais selvagens. Tornando-se, assim, importantes, também na proliferacdo de células
cancerigenas, devido a regulacdo no crescimento dessas células (PETERSON et al.,
1998).

As catecolaminas isoladas no cha preto, macd e chocolate foram testadas
guanto a0 seu efeito contra a morte por isgquemia de coracdo. Observou-se que o
consumo de 7,5-mg reduziu em 20% o risco da mortalidade por essa doenca (ARTS et
al., 2001). A sinesetina, um FPM, tem efeito sobre a diminuicdo da agregacéo e da
sedimentacdo de eritrocitos na circulagdo sangtiinea (ROBBINS, 1976).

Muitos flavondides isolados de diferentes plantas apresentam atividade
antimicrobianain vitro (HARBORNE et al., 1976; JENSEN et al., 1998; ALCERITO et
al., 2001; PENNA et al., 2001; PANIZZI et al., 2002), como os presentes na propolis
da cera de abelha (KOO et al., 2002). Essa atividade deve-se, provavelmente, a sua
capacidade em formar complexos com proteinas sollveis e com a parede celular das
bactérias. Os flavonbides polimetoxilados também podem romper a membrana
microbiana (COWAN, 1999). KOTKAR et al., (2002) estudaram os flavonbides
isolados das folhas de Annona squamosa que se mostraram ativos contra contaminantes
comuns desta planta. HARBORNE et al., (1976) estudaram essas respostas em géneros

de Lupinus contra fungos ndo patdgenos, e observaram que a presenca de luteonina
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conferia atividade fungitdxica, tendo significante influéncia na resisténcia contra
doengas.

Os flavondides exibem efeito inibitorio contra diversos virus pela inducdo da
producdo de gamma interferon derivado de Thl pelas células mononucleares do sistema
periférico sanguineo (NAIR et al., 2002). Numerosos estudos tém documentado o efeito
dos flavondides contra o virus HIV, virus que causam infeccdes respiratorias, virus do
herpes simples tipo | (HSV-1), poliovirus tipo |, parinfluenza tipo 3 (BRINKWORTH,

STOERMER, FAIRLIE, 1992; COWAN, 1999; YAO-LAN et al., 2002).

1.5. Aspectos econdémicos

O interesse nos flavonoides ndo € restrito apenas as areas mencionadas, mas se
estende a diferentes aplicagdes no campo industrial, como na descoberta de novos
pigmentos, na tanagem do couro, na fermentacdo do cha&da-india e na industria
alimenticia como condimentos para o preparo de aimentos (ZUANAZZI, 2000). Em
consequiéncia, o interesse comercial nesses compostos é consideravel.

Dessa forma, a cultura das plantas citricas tem proporcionado grande progresso
as regides produtoras, com o aprimoramento de areas de apoio como a tecnologia
industrial, abrangendo ndo sb novas e modernas fabricas como conceitos especificos de
transporte nacional e internacional dos produtos derivados da laranja (ROSSETTI et al.,
1993). Os 6leos essenciais e o farelo da polpa citrica sdo exemplos das diferentes
aplicagdes dos produtos derivados de Citrus spp. no mercado interno e externo, as quais
incluem fabricagdo de produtos quimicos, solventes, aromas, fragrancias, tintas,

cosméticos e racdes (ABECITRUS, 2001).
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No Brasil, o desenvolvimento desta cultura vem crescendo. A literatura cita
gue o pais se encontra em primeiro lugar, com 36%, na producéo mundia de frutas
citricas. As exportacOes brasileiras de frutas frescas alcancaram, em 1998, US$ 117,2
milhdes, um aumento de 1% em relagdo ao ano anterior (VILAS, 1999). O forte das
exportagcdes da citricultura concentra-se no suco concentrado, que representa mais de
85% do tota de divisas carreadas. O Brasil € lider mundial nesse mercado, com 1,1
milh&o de toneladas de suco produzidas a cada ano.

O maior valor com as exportagdes de suco concentrado foi obtido em 1996
(US$ 1,4 bilh&o), devido ao elevado preco médio alcancado (US$ 1.175/tonelada), ndo
representando, porém, o maior volume exportado, que foi de 1,189 milh&o de tonelada,
em 2000. Devido ao baixo preco médio alcancado neste Ultimo ano (US$ 809/tonelada)
obteve-se um valor menor (US$ 1,03 bilhdo), em relacdo aos demais peridos (NEVES et
al., 2001).

E interessante registrar que em 1996 e 1997 os valores acangados pelo farelo
de polpa citrica ultrapassaram os US$ 100 milhdes. No inicio de 2001, com o pénico
gerado pela crise da “vaca louca’, doenca que afeta gado leiteiro e de corte, e com a
consegliente condenagdo e restricdo ao uso de racdo de origem animal, foi possivel um
aquecimento nas importacdes européias por tortas e farelos de origem vegetal,
principalmente, as de soja e de laranja. Em 2001, registraram-se aumentos nas
exportacOes de farelo de polpa citrica para a Unido Européia, tanto em volume fisico,
como em divisas obtidas (NEVES et al., 2001). Nas exportacfes citricolas é digno de
registro que o 6leo essencial, de reduzida importancia em termos de volume fisico se
comparado aos volumes de suco concentrado e farelo de polpa, colabora nas divisas

carreadas devido a alta agregacéo de valor que possui em termos de preco médio, tendo
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superado, por valor unitério (US$/tonelada), o suco concentrado nos anos de 1996, 1997
e 2000 (NEVES et al., 2001).

No estado de S&o Paulo o cultivo de Citrus spp. ocupa uma area aproximada de
630 mil hectares. Além disso, a producdo de laranjas gera cerca de 400 mil empregos
diretos, computada a mdo-de-obra utilizada desde o cultivo, assisténcia técnica e
adubacdo até o transporte e embarque do produto. Os mais de 20 mil produtores
paulistas de citros fornecem matéria-prima para 22 industrias processadoras de suco de
laranja, excluindo-se a receita de venda das frutas in natura no mercado naciona
(ABECITRUS, 2001).

No estado de Santa Catarina, foi criado um programa de incentivo a
citricultura, impulsionado pela absorcéo garantida de producéo pelas agroindistrias.
Criou-se, assim, o programa de trabalho e renda em citricultura, com o objetivo de
diversificar a producéo das propriedades e aumentar arenda (SCOLA, 2001).

Essas informagtes revelam a importancia da cadeia agroindustrial citricola no
Brasil e a valorizagdo da fruticultura nacional, pois se enquadra entre os principais
produtos de exportacdo, agregando valor a economia do Pais e servindo de exemplo
para programas de cultivo das demais frutas.

Dessa forma, o estudo dos FPMFs isolados de plantas do género Citrus merece
destague, ndo s6 pela alta producdo desse género no Brasil, como também pelo grande
valor nutricional e sua boa aceitacéo na alimentacdo humana. De outro norte, 0 avango
industrial na fabricacdo de sucos citricos utilizando o fruto inteiro deu origem a
introducdo dos FPM na dieta humana. Além disso, esses flavondides apresentam

caracteristicas que despertam o interesse do estudo de sua atividade antimicrobiana.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avdliar a atividade de flavonoides lipofilicos (flavonoides polimetoxilados),
isolados de cascas dos frutos de espécies do género Citrus, como agentes antifungicos e
antibacterianos visando o controle de microrganismos patogénicos do homem e de

plantas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter extratos de Citrus spp. (C. aurantifolia: lima da pérsia, C. sinensis:
laranja péra, C. limon: liméo tahiti e C. reticulata: laranja bergamota).

Purificar os flavondides e outros compostos majoritarios.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos flavondides isolados com o uso de
métodos qualitativos.

Determinar as concentragdes inibitérias minimas dos flavondides e outros
compostos majoritérios isolados com atividade antimicrobiana pelos métodos

guantitativos.



27

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Obtencé&o dos Flavonoides

2.1.1. Obtencéo das espécies do género Citrus

Os frutos de Citrus aurantifolia (lima da pérsia), Citrus sinensis (laranja péra),
Citrus limon (lim&o tahiti) e Citrus reticulata (laranja bergamota) foram adquiridos no
comércio local (Floriandpolis, SC), em julho de 2001. O estabelecimento tinha como
fornecedor a ECOCITRUS (Cooperativa dos Citricultores Ecolégicos do Cai LTDA),

situado na cidade de Montenegro, RS.

2.1.2. Obtencgéo dos extratos epicuticulares e dos extratos em

hexano

A casca das frutas foi retirada, com o auxilio de uma faca, rendendo 600
grameas para C. aurantifolia, 750 g paraC. sinensis, 521 g para C. limon e 495 g para C.
reticulata. Em seguida, procedeu-se a extracdo da cera epicuticular na tentativa de
remover os hidrocarbonetos (material graxo). Para isso, as cascas de cada espécie foram
colocadas separadamente em Erlenmeyer (2 litros), contendo aproximadamente 800 mL
de hexano. Apds 40 a 60 segundos de extracdo com hexano, o solvente foi separado das
cascas, por filtragdo em algoddo e evaporado a baixa pressdo. O hexano recuperado foi
devolvido ao Erlenmeyer com as respectivas cascas, por um periodo de 72 horas, paraa
obtencdo dos extratos em hexano (Figura 5). ApOs esse periodo, o solvente foi

evaporado e os extratos em hexano foram obtidos e pesados.
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Os extratos em hexano de C. aurantifolia, C. reticulata e C. limon
apresentaram um precipitado no fundo do frasco. O extrato de C. sinensis apresentou-se
na forma de um 6leo de coloracdo verde-clara. Assim, 0s extratos que apresentaram

precipitados foram submetidos a sucessivas recristalizagdes em metanol (Figura5).

2.1.3. Isolamento, purificacéo e identificacdo das substéancias do

extrato em hexano

As substancias obtidas por precipitacdo foram separadas das graxas com o uso
de uma coluna de sephadex LH 20. Para isso, foi utilizada uma coluna de vidro com
50,0 cm de comprimento por 2,4 cm de diametro, preenchida com 71,0 g de gel de
silica, ativada com 150,0 mL de metanol. As amostras a ser purificadas foram
solubilizadas em cloroférmio e transferidas para a parte superior da coluna de silica,
com auxilio de uma pipeta de Pasteur. A seguir, as amostras foram eluidas com metanol
e a composi¢cdo de cada fragcdo foi monitorada com o uso de CCD. Para isso, foram
utilizadas placas analiticas de gel de silica 60f,s4 em folhas de aluminio com 0,2 mm de
espessura (Merck, Darmstadt, Alemanha), as quais foram eluidas com tolueno - &cido
acético (4:1) e benzeno — acido acético (4:1). Posteriormente, as placas foram reveladas
em luz ultravioleta (UV) a 254 e 366nm.

As substancias obtidas foram identificados através de técnicas espectroscopicas
tais como: Infravermelho (1V), Espectrometria de Massas (EM), Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectometria de massas (CG-EM) submetida a 70 eV em espectdmetro
Shimadzu QP-2000 e Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono (RMN
'H e 3C) a 400 MHz para *H e 100 MHz para **C em espectdmetro JEOL Eclipse +
400, usando TMS (trimetilsilano) como padréo interno ou como sinal do solvente de

referéncia
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Figura 5. Metodologia usada para a obtencdo de substancias lipofilicas

majoritérias de Citrus spp.

2.2. Avaliacao da atividade antimicrobiana

2.2.1. Solventes usados na solubilizacdo dos produtos naturais
Para dissolver e diluir os extratos e substancias puras extraidas das cascas dos
Citrus spp. foram utilizados o hexano (para os extratos) e a acetona (para as substancias

puras).
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2.2.2. Corante usado para a identificagcdo dos microrganismos e

reagente usado para arevelagéo dos testes

Para a andlise microscopica de alguns microrganismos foi utilizado o azul de
algoddo adicionado ao lactoglicerol. Para o preparo da solucéo de lactoglicerol foram
usados 10 mL de é&cido l&tico, 20 mL de glicerinae 10 mL de agua destilada. A 100 mL
desta solucéo foi adicionado 0,1 g de azul de metila.

Para a revelagéo dos testes de bioautografia direta e para facilitar a leitura dos
testes usados na determinacdo da concentracdo inibitria minima (CIM) e da quantidade
inibitéria minima (QIM), foi usada uma suspensdo a 0,5 mg.mL™? do sa de p-

iodonitrotetrazolium Violet (INT) (Sigma), em etanol a 70%.

2.2.3. Meios de cultura

Os meios &gar batata dextrose e 0 &gar extrato de malte foram usados para o
isolamento e manutencdo das culturas fungicas e testes da atividade antifungica. O
caldo nutriente e 0 agar batata dextrose para a determinagdo da concentragdo inibitéria
minima (CIM) e da quantidade inibitéria minima (QIM).

Para as bactérias, foi utilizado o meio infusdo de cérebro e coragdo (“brain
heart infusion”, BHI), para a manutencao das culturas e o preparo do inéculo. O meio
agar sangue (“Blood Agar Base” adicionado de 5% de heméceas de sangue de carneiro)
para testar a pureza das culturas. O caldo Mueller—Hinton para os testes de atividade
antibacteriana.

Todos os meios de cultura utilizados foram obtidos dos laboratérios Difco.
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2.2.4. Origem dos microrganismos

2.2.4.1. Bactérias
As estirpes de Escherichia coli ATCC 25922 e Saphylococcus aureus ATCC

2593 foram obtidas junto a “American Type Culture Collection”, Rockville, MD, EUA
e foranm mantidas em meio BHI a -20°C no Laboratério de Antibidticos do

Departamento de Microbiologia e Parasitologia da UFSC.

2.2.4.2. Fungos
O fungo causador de doencas pos-colheita Penicillium digitatum

(Saccardo:Fries) foi cedido pelo Instituto Bioldgico Brasileiro. Os dermatofitos
Microsporum canis (Bodin) e Trichophyton mentagrophytes (Blanchard) foram cedidos,
respectivamente, pelo Laboratério Central de Salde Publica do Estado de Santa
Catarina (LACEN) e Laboratério Santa Luzia, de Floriandpolis, SC. Os fungos
fitopatogénicos Colletotrichum sp. (Penz & Sacc) e Curvularia sp. (Boedjin) foram
isolados a partir de frutos de C. sinensis e identificados no Laboratério de Micorrizas,

do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da UFSC.

2.2.5. Preparo do in6culo

O indculo bacteriano foi preparado a partir de 300 UL de cada cultura-estoque
transferidos para 3 mL de caldo BHI. A incubagao foi mantida por 24 h a 36° C +1° C,
sendo a pureza da cultura verificada ap6s as primeiras 8 h de incubagcdo em meio agar
sangue. Para os testes de bioautografia, o indculo constituiu-se de uma suspensdo de
bactérias, diluida em caldo Mueller-Hinton, correspondendo a aproximadamente 10°
UFC.mL™ (turvagdo equivalente ao tubo n? 3 da escala de Mc Farland). Para a

determinacdo da CIM e QIM, a concentracéo da suspensdo foi gustada com solucéo
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fisioldgica estéril (0,9% NaCl) para turvacdo correspondente a 10°UFC mL™ (tubo 0,5
da escala de Mc Farland) (SMANIA et al., 1995; VALGAS, 2002).

Para a preparacéo do indculo fungico, um fragmento de cada cultura estoque
foi inoculado em &gar extrato de malte inclinado e incubado durante sete diasa 30?C. A
seguir, foram adicionados 5mL de solucéo fisioldgica estéril sobre a cultura fungica, a
qual foi deslocada com auxilio de uma alca de Henle. A suspensdo de esporos e hifas
resultante foi transferida para outro tubo estéril contendo 3-4 pérolas de vidro, agitando-
se em aparelho voértex por aproximadamente 50 segundos. A partir dessa suspensao
prepararam-se 4 diluicdes decimais da cultura que foram submetidos a dois
procedimentos. No primeiro, foi determinada a absorbancia em espectrofotometro para
cada dilui¢do, utilizando-se comprimento de onda de 530 nm. No segundo, uma aliquota
de 0,1 mL de cada diluicdo foi transferida para meio de agar batata visando determinar o
nimero de unidades formadoras de colénias (UFC.mL™). As culturas foram incubadas
durante 72 h a 307C e, apds, as colbnias foram contadas com o auxilio de uma lupa. Os
resultados de densidade oéptica foram correlacionados com o nimero de colbnias,
obtendo-se, assim, um grafico de curva de crescimento correspondente a cada fungo
(ESPINEL-INGROFF et al., 1995, 1997).

Para os testes antiflingicos, o indculo constou de uma suspensao fangica como
a anteriormente descrita, na qual foi lida a absorbancia e esta, foi entdo, correlacionada
a0 gréfico correspondente. O gjuste da turvacdo do indculo foi realizado com caldo
nutriente de modo a obter-se 0.5-5 X 10%esporosmL™ (KOBAYASHI et al., 1996) nos
teste de bioautografia e com solucdo fisiolégica estéril (0,9%) para 0,2-1 X 10°

esporos.mL ™" nos de microdiluicio (TUDELA, 1997).
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2.2.6. Método de bioautografia direta

Os extratos e as substancias foram dissolvidos (100 pg.mL™) em hexano e
acetona, respectivamente, e aliquotas de 50 pL foram aplicadas em placas de
cromatografia de camada delgada (CCD) (placas de gel de silica 60Fs4 Merck,
Darmstadt, Alemanha). Entre os pontos de aplicacéo das substancias e/ou da margem da
placa de CCD foi mantida a distancia minima de 2,5 cm. Como amostra referéncia,
foram aplicados 50 ?L do antibiético tetraciclinaa 1,5 ?g.mL™ para as bactérias e 50
?L de anfotericinaB a5 ?g.mL™ para os fungos. Para o teste de toxidez, foi aplicado
somente o solvente (50 uL). ApGs a aplicacdo dos produtos a ser testados, as placas de
CCD foram mergulhadas por duas vezes consecutivas, por periodo de 5 min, no inéculo
fungico ou bacteriano preparado conforme descrito anteriormente. O excesso da
suspensdo de microrganismo foi absorvido em papel de filtro e as placas de CCD foram
colocadas dentro de placas de Petri estéreis. Os sistemas assim montados foram
acondicionados em caixas plasticas contendo um Becher com algoddo embebido em
&gua destilada. As caixas foram vedadas hermeticamente, sendo aguelas com sistemas
para teste de atividade antibacterina mantidas a 36° C durante 24 h. As placas contendo
sistemas para atividade antifingica foram mantidas a 30° C por 72 h. Para facilitar a
leitura, apds a incubacdo, as placas de CCD foram borrifadas com solucéo de INT e
incubadas novamente por 4 h a 36?12C. Os experimentos foram conduzidos em
duplicata. O diametro dos halos de inibicdo foi medido e os resultados expressos, como

média de duas repeticdes, em milimetros.



2.2.7. Determinagcéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e da
Quantidade Inibitoria Minima (QIM)

A CMI e QIM foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo.
Para os extratos foi empregada a QIM e para as substancias a CIM. Como organismos-
teste foram usados aqueles que formaram halo de inibicdo no método de bioautografia
direta.

De inicio, os extratos e substancias puras foram dissolvidos em 200 ?L de
hexano ou acetona, respectivamente, sendo, apds, adicionados a 1800 pL de caldo
Mueller—Hinton para as bactérias e caldo nutriente para os fungos, posteriormente foram
feitas diluicdes seriadas dos produtos naturais usando-se como diluente o proprio caldo
de cultivo, mantido o volume constante de 1000 pL em cada tubo, que recebeu 1000 pL
de &gar batata dextrose para testes com fungos ou agar Mueller-Hinton para testes com
bactérias. Assim, as substancias foram testadas em oito concentracfes que variaram de
1000 a 8ug.mL ™. De cada diluicio, aliquotas de 200 ?I foram distribuidas em orificios
de placa de microdiluicdo. Como controle de crescimento e de esterilidade foi usado
somente meio de cultura sem a adicdo do extrato e solvente. Como controle de toxidez
do solvente foi usado o meio de cultura juntamente com o solvente. Como controles
positivos foram usados 0 meio de cultura adicionado atetracicling, para as bactérias, e o
meio de cultura adicionado a fluconazol, para os fungos. As concentragcdes usadas dos
antibiéticos de referéncia variaram de 10 a 0,08 pg.mL™. Apds a montagem das placas,
cada orificio teste e controle de crescimento recebeu 5 puL do indculo microbiano,
correspondendo, no local da aplicacdo, a 108 UFC.mL™ para as bactérias e 0,2-1 X

10°.UFC.mL™ para os fungos. As placas foram incubadas por 24 horas a 36??1C paraas
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bactérias e reveladas com INT. Os fungos foram incubados durante 72 horas a 30-35? C
(ESPINEL-INGROFF et al., 2001).

As CIMs e as QIMs foram consideradas como a menor concentragdo do
produto natural que inibiu 0 crescimento do microrganismo, apos a incubacdo e foram

expressas em 2g.mL ™.
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3. RESULTADOS

Os extratos epicuticular e hexanico da casca de Citrus spp., obtidos através da
técnica desenvolvida no presente estudo, resultaram na producdo de quantidades

variaveis, como pode ser observado natabela 1.

Tabelal. Quantidades de extratos epicuticular e hexénico obtidas das diferentes

espécies de Citrus.
Espécies Quantidade de extrato (mg)
Epicuticular Hexanico
C. aurantifolia 113 958
C. snensis* 245 3240
C. limon 406 979
C. reticulata 178 213

* Extrato em estado oleoso

No extrato hexanico de C. reticulata, C. aurantifolia e C. limon observou-se a
formacdo de precipitado apds a redissolucdo em metanol, sendo esse de coloracéo
amarela nos dois primeiros extratos e branca no de C. limon. Os precipitados foram
separados do sobrenadante e pesados resultando nas quantidades de 178, 278 e 899 mg,
respectivamente.

Para 0 monitoramento por CCD do precipitado de C. limon, utilizou-se
benzeno:écido acético (4:1), em vez de tolueno:écido acético que foi usado nas outras
espécies, a fim de comparar a composicdo destes com informacdes da literatura
(TATUM & BERRY, 1977). Assim, pela andlise do perfil cromatogréfico (Tabela 2),
foi observada uma banda com caracteristicas cromatograficas (Rr 0,30) semelhantes as
descritas para 0 composto 6,7-dimetoxi-cumarina (TATUM & BERRY, 1977). Além

desta, foram encontradas outras duas bandas com R; de 0,70 e 0,65. Através da
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comparacdo entre os cromatogramas do precipitado, do extrato hexanico e do extrato da
cera epicuticular, pode-se verificar a presenca de compostos distintos na composicéo

dos mesmos.

Tabela 2.- Perfil cromatografico dos extratos e precipitados de C. limon.

C. limon Extrato Extrato hexanico |Precipitado
epicuticular
R 0,96 0,83 0,70
0,93 0,78 0,65
0,84 0,71 0,30
0,54 0,44
Coloracéo azul azul Azul
azul azul azul
azul azul azul
azul

# Andlise do Rf e coloragdo em placas de CCD (fase mével benzeno:écido acético (4:1).
Em C. aurantifolia (Tabela 3), observou-se a presenca de trés bandas distintas

no precipitado, e no extrato hexanico foram visualizadas duas bandas com R diferentes
das encontradas no precipitado (0,76 e 0,69). No extrato epicuticular observou-se
apenas uma banda de R 0,60, aproximado ao R; do precipitado (de R; 0,61), embora
com diferente coloragéo.

No caso de C. reticulata, foram observadas duas bandas de R;de 0,36 e 0,50 na
CCD do precipitado. No extrato hexanico, foram encontradas duas bandas com
caracteristicas diferentes das encontrados no precipitado. No extrato da cera
epicuticular, também foram observadas duas bandas, sendo que uma destas possui
caracteristicas iguais ao precipitado (R; 0,50).

Através da observacdo do cromatograma em CCD do extrato epicuticular de C.

sinensis (Tabela 3) foram visualizadas trés manchas, com R; que variaram de 0,44 a
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0,51, sendo que 0,51 apresentou R; e coloracdo semelhante a banda (0,50) encontrada no
precipitado e no extrato epicuticular de C. reticulata. No extrato hexénico também
aparecem manchas com coloracdo e localizacdo similares as encontradas em C.

reticulata, no mesmo tipo de extrato.

Tabela 3- Perfil cromatogréfico® dos extratos e precipitados das diferentes espécies de

Citrus estudadas.
Extratos C. aurantifolia C. reticulata C. snensis
Rf Coloracéo Rf Coloracéo Rf Coloracéo
Extrato 0,60 Roxa 0,50 azul claro 0,51 |azul claro
epicuticular 0,43 azul 048 |azul
0,44 |azul
Extrato 0,76 roxa 0,64 azul claro 0,69 |azul claro
hexanico 069 | verde | 060 azul 0,64 |azul
0,60
Precipitado 0,65 roxa 050 | azulclaro | Nd° Nd°
0,61 verde 0,36 azul
0,58 verde

@ Andlise do Rf e coloracdo em placas de CCD (fase mével tolueno:écido acético, 4:1);
Nd= néo detectado
Os compostos obtidos dos precipitados (Tabela 4), foram identificados através

de métodos espectroscopicos (UV, RMN e CG-EM) (JOHANN et al., in litt.), como
sendo uma cumarina, duas flavonas e dois flavondis polimetoxilados. A substancia
isolada de C. limon foi identificada como a cumarina 6,7-dimetoxi-cumarinag, também
conhecida como escoparona (AFEX, SZTEINBERG, CARMEL, 1985), confirmando
assim, a andlise do perfil cromatogréfico para esta espécie. As flavonas, 5,6,7,8,4'-
pentametoxi-flavona, conhecida por tangeritina e 5,6,7,8,3,4’-hexametoxi-flavona
também chamada de nobiletina (CHEN; MONTANARI, WIDMER, 1997) foram

obtidas de C. reticulata, em mistura. Os novos flavonois polimetoxilados, 8-hidroxi-
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3,5,6,7,4 -pentametoxi-flavona e 8-hidroxi-3,5,6,7,3 4’ -hexametoxi-flavona foram

obtidos de C. aurantifolia, também em mistura (Figura 6).

Tabela4. Compostos isolados de espécies de Citrus.

Espécies Compostosisolados

C. limon 6, 7-dimetoxi-cumarina

C. reticulata 5,6,7,8,4 -pentametoxi-flavona,
5,6,7,8,3',4 -hexametoxi-flavona

C. aurantifolia 8-hidroxi-3,5,6,7,4’ -pentametoxi-flavona
8-hidroxi-3,5,6,7,3',4’ -hexametoxi-
flavona

CH0

R R
2H 4H
3 0CH,4 50CH;

Figura 6. Estrutura dos compostos identificados nos precipitados de

C. limon (1); C. reticulata (2 e 3) e C. aurantifolia (4 € 5).
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3. 2. Identificacao dos fungos Curvularia sp. e Colletotrichum

sp.

Para o teste da atividade antimicrobiana, duas espécies de fungos foram
isoladas de C. sinensis e identificados como: Curvularia sp. e Colletotrichum sp. Na
identificac8o foram analisadas as caracteristicas macro e microscopicas.

O fungo Curvularia sp. pertence a classe dos Deuteromycetes. Pela andlise das
suas caracteristicas microscopicas, notou-se a presenca de hifas septadas (Figura 7-a) de
cor marrom e conidios bem visiveis (Figura 7-b), também chamados de poroconidios.
Esses conidios apresentaram formato fusiforme, com tamanho variando de 8-14pum x
21-35um, tipicamente curvados, septados, aém de exibir uma protuberancia basa
chamada de hila. Os septos eram transversos e dividiam cada conidio em mudiltiplas
partes. O centro da célula era tipicamente mais escuro e alargado comparado com as

outras partes (GUARRO et al., 1999).
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b

Figura 7. Fotomicrografias de Curvularia sp.: (a) hifas septadas e conidios
(Aumento 250 x); (b) conidios.(Aumento 530 X) (poroconidios)
de formato fusiforme e septos transversos. Corados com azul de
algodao ao lactoglicerol
Quanto as caracteristicas do crescimento em BDA, Curvularia sp. apresentou
colbnias de aspecto lanoso e de cor verde oliva na parte superior, € marrom escura ou
preta na parte na inferior. Esse fungo alcancou 8,5 cm de diémetro apds sete dias de

crescimento em BDA.
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As caracteristicas macroscopicas encontradas, como: nimero de septos, forma
(curvado ou reto) e coloracdo dos conidios (escura ou marrom clara) e existéncia de
SEpto escuro no centro sujerem que a espécie isolada podera corresponder a Curvularia
lunata (LARONE, 1995).

O género Colletotrichum faz parte da classe dos Deuteromycetes, os quais s&o
fungos que na forma assexuada produzem esporos em acérvulos (conidiomatas). Essas
estruturas sdo esféricas ou em forma de taca, com células conididgenes que revestem a
cavidade interna e formam uma barreira na superficie do conidiomata. Os conidios sao
produzidos abundantemente e puderam ser facilmente visualizados em microscopio
Optico (Figura 8). Esses esporos se caracterizam pela auséncia de cor, forma ovoide a
cilindrica e asseptados. Apesar de os conidios serem incolores quando observados
separadamente, eles apresentam cor laranja quando reunidos em grandes quantidades
(GUARRO et al., 1998).

As coldnias obtidas em BDA apresentaram coloragdo laranja e textura
aveludada, com coloracdo acinzentada no reverso da placa. Esse fungo teve um cresceu
em 7 dias ocupando toda a superficie da placa de Petri contendo o meio de cultura agar

batata dextrose.



Figura 8. Conidios de Colletotrichum sp., corados com azul de algodéo e

lactoglicerol (Aumento 530 X)

3.3. Atividade antimicrobiana dos extratos e compostos

isolados de Citrus spp.

Para os testes de atividade antimicrobiana, a densidade dos esporos no indculo
dos fungos foi avaliado pela leitura da absorbancia utilizando-se os gréficos referentes

as curvas de crescimento (Figuras 9 a 13) (ESPINEL-INGROFF et al., (1997).



Figura 9. Curva de crescimento do fungo patogénico Colletotrichum sp.
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Figura 10. Curva de crescimento do fungo patogénico Curvularia sp.
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Figura11. Curvade calibracédo do fungo dermatéfito Trichophyton mentagrophytes.
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Figura 11. Curvade calibracéo do fungo dermatéfito Microsporum canis.
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Figura 13. Curva de calibragcdo do fungo fitopatogénico Penicilium digitatum
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Pelo método da bioautografia direta, foi observado que todos os compostos e
extratos obtidos de Citrus spp. inibiram o crescimento dos microrganismos testados,
proporcionando um halo de inibicio de pelo menos 6 mm (Tabelas 5 a 10).
Posteriormente, foram determinadas as concentracfes inibitérias minimas (CIM) e
quantidades inibitérias minimas (QIM) com 0s compostos e extratos.

Para facilitar a leitura dos testes bioautograficos diretos, nos quais foram
utilizados bactérias e fungos dermat6fitos como microrganismos-teste, o crescimento
microbiano foi revelado com INT (Figura 14). Entretanto, nos testes em que foram
usados fungos fitopatogénicos, ndo foi necessario a revelacdo da placa, uma vez que as
regides de crescimento miceliano foram bem distintas daguelas onde ocorreu a

formagéo de halo de inibicdo (Figura 15).
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Tabela5. Atividade antifingica de extratos” da cera epicuticular de diferentes espécies

de Citrus, pelo método biautogréfico direto.

Micror ganismos Halo deinibi¢&o (mm)
C. limon C.reticulata | C. C. snensis
aurantifolia

T. mentagrophytes 12 12 6 12
Curvularia sp. 12 12 6 10
Colletotrichum sp. 15 18 10 12
M. canis 10 12 10 12
P. digitatum 12 12 10 12

N os testes foram usados 10 mg.mL ™ de cada extrato

Tabela6. Atividade antifingica de extratos® hexanicos de diferentes espécies de Citrus

pelo método biautogréfico direto.

Microrganismos

Halo de inibicdo(mm)

C. limon C.reticulata | C. aurantifolia| C. sinensis
T. mentagrophytes 10 15 6 12
Curvularia sp. 18 18 12 12
Colletotrichum sp. 6 12 12 10
M. canis 12 12 6 6
P. digitatum 12 12 10 12

N os testes foram usados 10 mg.mL ™ de cada extrato




Tabela7. Atividade

antifungica de
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substancias® extraidas de diferentes espécies de

Citrus.
Micror ganismos Halo deinibigdo (mm)
Cumarina 2,3-Flavonas | 4,5- Flavonas | Anfotericina

B

T. mentagrophytes 6 15 10 30

Curvularia sp. 18 18 12 18

Colletotrichum sp. 18 18 18 18

M. canis 12 12 18 24

P. digitatum 18 15 15 12

N os testes foram usados 10 mg.mL ™ de cada extrato

®Cumarina, 6, 7-dimetoxi-cumarina; 2,3-Flavonas, 5,6,7,8,4' -pentametoxi-flavona e

5,6,7,8,3 ,4'-hexametoxi-flavona e 4, 5-Flavonas, 8-hidroxi-3,5,6,7,4'-pentametoxi-

flavona e 8-hidroxi-3,5,6,7,3',4’' -hexametoxi-flavona.

Tabela8. Atividade antibacteriana de extratos® da cera epicuticular de diferentes

espécies de Citrus, pelo método biautografico direto.

Espécies Halo de inibicdo (mm)
S aureus E. coli
C. limon 12 18
C. reticulata 15 24
C. aurantifolia 10 12
C. snensis 12 20

N os testes foram usados 10 mg.mL ™ de cada extrato
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Tabela9. Atividade antibacteriana de extratos” hexanicos de diferentes espécies de

Citrus pelo método biautografico direto.

Espécies Halo de inibi¢ao (mm)

S aureus E. coli
C. limon 18° 18
C. reticulata 18 20
C. aurantifolia 15 15
C. snensis 18 18

3Foram usados 10 mg.mL ™ de cada extrato

Tabela 10. Atividade antibacteriana de substancias® isoladas de diferentes espécies de

Citrus pelo método bioautografico direto.

Substancias’ Halo de inibigdo (mm)

S aureus E. coli
Cumarina 24° 20
2, 3-Flavonas 20 18
4, 5-Flavonéis 12 12
Tetraciclina 30 30

¥ oram usados 10 mg.mL " de cada extrato

®Cumarina,  6,7-dimetoxi-cumarina;  2,3-Flavonas,  5,6,7,8,4'-pentametoxi-flavona e
5,6,7,8,3 ,4'-hexametoxi-flavona e 4, 5-Flavonas, 8-hidroxi-3,5,6,7,4’ -pentametoxi-flavona e 8-
hidroxi-3,5,6,7,3' ,4 -hexametoxi-flavona



Figura 14. Teste de bioautografia direta apos a revelacdo com INT contraa
bactéria S. aureus, sendo (@) flavonas (2,3) (b) extrato hexéanico
de C. sinensis, (c) extrato epicuticular de C. limon, (d) extrato

epicuticular de C. aurantifolia (€) 6,7-dimetoxi-cumarina.

Figura 15. Teste de bioautografia direta contra o fungo Curvularia sp., sem
a utilizacdo do revelador INT, sendo (a) flavonas (2, 3), (b) 6,7-
dimetoxi-cumarina, (c) extrato epicuticular de C. reticulata, (d)

extrato hexanico de C. sinensis e () extrato epicuticular de C.

aurantifolia.
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O efeito da tetraciclina sobre S. aureus e E. coli foi semelhante aos obtidos
para as cepas-reférencia, nos testes de difusdo (TRAUB & LEONHARD, 1995). Da
mesma forma, o efeito da anfotericina B sobre P. digitatum, T. mentagrophytes, M.
canis, Colletotrichum sp. e Curvularia sp. concordam com os resultados descritos na
literatura (MCGINNIS & PASARELL, 1998; NOSTRO et al., 2000; WEDGE &

NAGLE, 2000).

3.3.2. Concentracao Inibitoria Minima e Quantidade Inibitéria Minima

das substéancias e extratos de Citrus spp.

Os resultados referentes a determinacdo da quantidade inibitéria minima
(QIM), dos extratos das plantas citricas, estdo apresentados nas tabelas 11 e 12. Aqueles
referentes as concentracdes inibitérias minimas (CIM) sdo apresentados na tabela 13.

Em ambos os testes de atividade antimicrobiana, foram utilizados dois
controles positivos, tetraciclina para as bactérias e fluconazol para os fungos (Figura
16). Os resultados obtidos com o uso da tetraciclina corroboram com os dados citados
na literatura (LENNETTE et al., 1980). Entretanto, com relagdo ao uso do fluconazol as
concentracOes inibitdrias obtidas no presente estudo, sdo cerca de dez vezes menores

gue a descrita na literatura (TUDELA, 1997).
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Figura 16. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de flavonas (1), flavondis

(2) e do antifungico fluconazol (3) contra Curvularia sp., pela

técnica da microdiluicio em placa e sem a utilizacdo do

revelador de crescimento violeta p -iodonitrotetrazolio, sendo 1-8

as diluicbes das substancias. A, controle de esterelidade, B,

controle de crescimento e H agua destilada.

Tabela 11. Quantidade Inibitéria Minima (QIM) do extrato da cera epicuticular de

Citrus spp. contra bactérias e fungos

Micror ganismos

Quantidade de extrato (ug.mL™)

C.limon |C.aurantifolia| C.snenss | C.reticulata

S aureus 1000 [ [ 1000

E. coli 500 [ I 1000

T. mentagrophytes 1000 1000 500 500

M. canis 1000 1000 500 500
Curvularia sp. i i I I
Colletotrichum sp. i 1000 I i

P. digitatum i 500 I i

i- composto Ndo ativo até a maior concentracao usada nos testes (1000 pg.mL ™).
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Tabela 12. Quantidade Inibitéria Minima (QIM) do extrato hexanico de Citrus spp.

contra bactérias e fungos

Microrganismo Quantidade de extrato (ug.mL™)
C. limon C. aurantifolia C. snensis C. reticulata

S. aureus 1000 1000 500 1000

E. coli 1000 1000 1000 1000

T. mentagrophytes 500 500 500 500

M. canis 250 1000 500 500
Curvularia sp. 1000 i I i
Colletotrichum sp. 1000 i I i

P. digitatum 500 500 1000 I

i- composto ndo ativo até a maior concentragdo usada nos testes (1000 pug.mL ™).

Tabela 13. Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dos compostos obtidos de Citrus

spp.e dos antimicrobianos de referéncia contra bactérias e fungos.

Microrganismo

Concentrac&o dos compostos (ug.mL ™)

1- 2,3- 4 5- Tetraciclina | Fluconazol

Cumarina | Flavonas | Flavonois
S aureus 500 500 500 0,15 -
E. coli 1000 500 i 0,6 -
T. 250 500 500 - 0,6
metagrophytes
M. canis 250 500 i - 1,25
Curvularia sp 1000 I i - 1,25
Colletotrichum | | i - 0,6
S
P. digitatum 500 I 1000 - 0,6

1- cumarinaiisolada de C. limon, 2,3- flavonas isoladas de C. reticulata, e 4,5-flavondis de C.

aurantifolia.

.i- composto ndo ativo ate a maior concentracdo usada nos testes (1000 pg.mL™).

Na CIM e QIM so foi necesséria a revelagdo das placas com os testes onde se

usaram bactérias, por ser possivel observar o0 micélio dos fungos sem a utilizagdo do
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revelador. I1sto € apresentado nas figuras 17 e 18, onde observa-se a QIM de extratos da
cera epicuticular de Citrus spp. contra o crescimento do fungo fitopatégeno Curvularia
sp. (Figura 17), e a CIM das substancias isoladas de Citrus spp. contra a bactéria S.

aureus (Figura 18), com a utilizagdo do revelador INT.

Figura 17. Quantidade Inibitéria Minima (QIM) dos extratos da cera
epicuticular de C. limon (1), C. aurantifolia (2) C. reticulata (3)
e C. sinensis (4), contra Curvularia sp,lsendo 1-8 as dilui¢cdes das
substancias. A, controle de esterelidade, B, controle de

crescimento, C, controle de toxidez e H agua destilada.
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Figura 18. Concentracdo Inibitoria Minima dos compostos. Cumarina (1),
2,3-Flavonas (2), 4,5-Flavonois (3) contra a bactéria S. aureus
com a utilizagdo de violeta p —iodonitrotetrazolio, sendo 1-8 as

diluicdes das substancias. A, controle de esterelidade, B, controle

de crecimento e H agua destilada.
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho foram utilizadas as cascas das frutas citricas para o isolamento
dos flavondides polimetoxilados (FPMs). Os FPMs possuem uma alta solubilidade em
lipidios e uma baixa solubilidade em &gua, tendendo a ocorrer principaimente na
superficie do fruto. Essa localizacdo também foi confirmada por outros autores
(ROBBARDS & ANTALQOVICH, 1997; ORTUNO et al. 1999; GORINSTEIN et al.,
2001). Para a obtencdo dos FPMs, utilizou-se uma metodologia rapida, eficiente e de
facil aplicacdo. ApOs a extragdo com hexano, os compostos foram obtidos por
cristalizacdo com o uso de metanol. Esse procedimento foi primeiramente descrito por
BRANCO et al. (2001) para obter flavonois C-alquilados de Vellozia sp.

Para a extragdo foi utilizado somente o solvente hexano, uma vez que o
objetivo deste estudo foi isolar os compostos polimetoxilados de natureza lipofilica, ou
sgja, sollveis em solventes apolares como 0 hexano. A composicdo desses compostos
foi comparada por CCD (Tabelas 2 e 3). Em estudos semelhantes, outros autores
utilizaram metodologias mais custosas e demoradas como: vérias extracbes em
solventes de diferentes polaridades (MACHIDA & OSAWA, 1989; YAO-LAN et al.,
2002) e uso de HPLC, (AFEX et al., 1986; MIZUNO et al., 1991; ORTUNO et al.,
1999). A recristalizacdo em metanol também ja foi empregada, como é o caso do
isolamento de flavondides das flores de Trollius chinensis (YAO-LAN et al., 2002).
Como a metodologia usada no presente estudo diferiu, em parte, daguelas empregadas
por outros autores para a obtencdo de metabdlitos de Citrus, compreende-se que as
substancias isoladas diferem, em parte, daguelas descritas na literatura. A exemplo do

observado na tabela 4, onde os PMFs ndo foram isolados de C. limon. No entanto,
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BALDI et al. (1995), estudando frutos desta mesma espécie, isolaram a limocitrina, que
€ um FPM, ainda isolaram outros flavonais (limocitrol, isolimocitrol e rutina), flavonas
glicosiladas (diosmetina-7-rutinosidade) e flavononas (hesperedina, eriocitrina,
naringenina-7-rutinosidase) a partir do extrato em acetato de etila. Do extrato em
cloroformio, foram isolados diversos derivados de triterpenos (limondides).
Concordando com este estudo, do extrato em éter de petréleo, que é o que mais se
assemelha a0 hexano por sua caracteristica apolar, esses autores isolaram varias
cumarinas. AFEX et al. (1985) também extrairam 6, 7-dimetoxi-cumarina da casca de C.
limon, além de isolar esse composto de outras espécies de Citrus, como: C. aurantium,
C. paradise e C. sinensis, utilizando para a extracéo, acetato de etila e &gua e eluindo
em uma coluna de silica gel-H com porcentagem crescente de acetato de etila e
petréleo.

Os compostos 5,6,7,8,4 -pentametoxiflavona e 5,6,7,8,3',4 -hexametoxi-
flavona (Figura 6), isolados da casca de C. reticulata, também foram encontrados em C.
hassaku (CHEN et al. 1997; MACHIDA & OSAWA, 1989).

De C. aurantifolia foram obtidos dois novos flavondis: 8-hidroxi-3,5,6,7,4' -
pentametoxi-flavona e 8-hidroxi-3,5,6,7,3 ,4’ -hexametoxi-flavona (Figura 6). A
hidroxila no anel aromético A € 0 que torna esses compostos inéditos. Outros autores
encontraram, ainda, nos frutos dessa espécie, compostos como cumarina
(furanocumarina), alcaldides e taninos (JWAJNDA, SANTISOPASRI, OHIGASHI,
2000; EGWIM et al., 2002).

Através do perfil cromatogréfico com o uso de cromatografia liquida de fase
reversa aplicada a0 suco de C. sinensis, foi observada a presenca de compostos

fendlicos, particularmente &cido ferulico. Além desses compostos, foram confirmadas a
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presenca de &cido cinamico, rutina, nariruting, hesperidina e vérias flavonas
polimetoxiladas (SWATSITANG et al., 2000). A presenca desses compostos no suco de
citros pode ser atribuida ao processo de extracdo. Quando € usado um processo mais
rigoroso, esse pode contribuir para a presenca de componentes do flavedo,
principalmente nos frutos muito maduros que estdo mais frageis e sujeitos a danos
(ROBARDS et al., 1997). MOULY et al. (1999) isolaram do suco de laranjas
comerciais varios PMFs, como a sinesetina, a hexametoxiflavona, a nobiletina, a
heptametoxiflavona, a tetra-O-metil escutelareina e a tangeritina. Foi confirmado que
esses flavondides se encontravam no pericarpo do fruto e que, provavelmente, sua
guantidade no suco depende do processo de extracdo utilizado. Nesse estudo, os autores
citam que em suco obtido por um processo envolvendo baixa pressdo, foram
encontrados somente 0,33 mg.mL™ de PMF, contra 2.8 a 10.8 mg.mL™ do suco
industrializado e extraido sob elevada pressdo.

Além da casca dos frutos, quantidades consideraveis de PMFs, podem ser
encontradas nas folhas de diversas espécies desse género, como a 5,6,7,8,4'-
pentametoxi-flavona,  5,6,7,8,3',4' -hexametoxi-flavona e 5,4-dihidroxi-6,7,8,3-
tetramethoxiflavona (PIATTELLI & IMPELLIZZERI, 1971). Outros compostos
também podem ser encontrados em diversas partes dos frutos de Citrus spp. Do suco,
foram isolados flavondides glicosilados, como a hesperidina (hesperitina-7-?-
rutinoside) e a eriocitrina (eriodictiol-7-?-rutinoside) (ROBARDS et al., 1997). Nos
Oleos essenciais, presentes na casca dos frutos desse género, foram encontrados
monoterpenos e sequiterpenos (CACCIONI et al., 1998).

Existem estudos que relacionam o estdgio de crescimento do fruto com a

producdo de determinados compostos fendlicos. ORTUNO et al. (1999) desenvolveram
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esse tipo de estudo com diferentes espécies de Citrus e observaram a presenca de
nobiletina, sinesetina e tangeretina na fase exponencial de crescimento e quercetogetina
e heptametoxiflavona na fase linear. Segundo os autores, 0S primeiros compostos
encontrados na fase exponencial podem ser precursores dos Ultimos. No entanto, no
presente estudo, 0os compostos nobiletina e tangeritina foram encontrados na casca de
plantas que ja haviam passado pela fase exponencial de crescimento. TATUM &
BERRY (1977) observaram a presenca da 6,7-dimetoxicumarina em frutos de citros
somente apds a estocagem por seis dias. Esses autores citam, ainda, que o referente
composto é formado quando o fruto esta em senescéncia ou em condi¢des de estresse. A
correlagcdo com 0 estresse pode ser observada durante a infeccdo da planta por
microrganismos. Em estudo realizado com C. aurantium, C. limon, C. paradise, C.
sinensis, Ponctrus trifoliata e Troyer citrange, foi relatado um aumento gradativo da
concentragdo de 6,7-dimetoxi-cumarina com a infeccdo pelo fungo Phytophthora
citrophtora, mostrando ser um mecanismo de defesa da planta contra o pat6geno
(AFEX et al., 1986).

A composi¢do quimica de plantas medicinais, alimentos e bebidas é avo de
constantes estudos. Em alguns casos, foram encontrados flavondides e cumarinas, como
em Daphne gnidium, planta medicinal usada no tratamento de céncer. Nessa planta,
foram encontrados sete diferentes flavondides (luteolina, orientinag, isoorienting,
apigenina-7-0-glucosidio, gencavanina, 5-0-?-D-primeverosilgencavanina, 2,5,7,4 -
tetrahidroxisoflavonol) e quatro cumarinas (daphenetina, daphinina, acetilumbeliferona,
daphonoretina) (CORTTIGLIA et al., 2001). Além disso, muitos flavonoides tem sido
isolados da cebola e do chapreto, entre esses o predominio foi de quercetina

(OREILLY et al., 2001).
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Seguindo uma das linhas de pesquisa do Laboratério de Antibiéticos da UFSC,
0s compostos isolados no presente estudo foram testados quanto a atividade
antimicrobiana contra fungos e bactérias. Porém, nesse caso, além de microrganismos
de importancia médica, foram usados também microrganismos fitopatogénicos. Entre
esses Ultimos, dois foram obtidos do mesmo lote de frutos usados para a extragdo dos
compostos, Colletotrichum sp. e Curvularia sp. isolados de C. sinensis.

As espécies de Curvularia (Figura 7), geramente sdo patdgenos facultativos de
plantas, vivendo no solo, plantas e cereais. S8 comuns em areas tropicais e
subtropicais, como também em algumas épocas do ano em zonas temperadas.
Entretanto, encontram-se na literatura citacbes de infeccdes em humanos e animais,
sendo esses um dos agentes causadores de micetomas, oncomicoses, queratitis, sinusite
alérgica, abscesso cerebral, pneumonia, doencas alérgicas nos brénquios, endocardites e
diversas infeccoes (ANAISSIE, BODEY, RINALDI, 1989; DESHAZO & SWAIN et
al., 1995).

O fungo Colletotrichum sp. (Figura 8) é o mais importante e comum agente da
doenca antracnose. Embora segja um fungo fitopatogénico, existem relatos de infeccéo
pos-traumatica em cérnea de humanos. Também ja foi diagnosticada a infecgdo por C.
gloeosporioides em individuos diabéticos com histérico de lesdo, causando nesse local
uma hialofitomicose cutanea (GUARRO et al., 1998).

Em algumas espécies, os conidios de Colletotrichum spp. podem ter a forma
um pouco curvada e ser confundidos com os esporos de Fusarium sp., mas o fungo
isolado neste estudo ndo apresentatal caracteristica (GUARRO et al., 1998).

Para os testes de atividade antibacteriana, o indculo bacteriano foi preparado

segundo metodologia conhecida e reprodutivel. Para os testes de atividade antifingica,
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o indculo foi padronizado conforme ESPINEL-INGROFF et al., (1995), onde a
turvacdo da suspensdo fungica foi gjustada de acordo com a curva de crescimento dos
microrganismos (Figuras 9-13).

A triagem da atividade antimicrobiana dos extratos e compostos foi realizada
utilizando-se a técnica de bioautografia direta (Figuras 14 e 15). Uma das vantagens da
utilizacdo dessa técnica é a sua dta elevada sensibilidade, observando-se uma “zona
clara’ onde o crescimento microbiano é inibido (RAHALISON et al., 1993). VALGAS,
(2002) detectou atividade antibacteriana em extratos e substancias puras de diversas
plantas pela técnica de bioautografia direta com uso de concentracdo dos extratos 10
vezes menor que a usada no método de difusdo. WEDGE & NAGLE, (2000) também
consideram vantgjosa a utilizacdo da biautografia como método de triagem, devido as
propriedades cromatogréficas (polaridade relativa, absorbancia em UV, reatividade
guimica) associadas a resultados répidos. Entretanto, € prudente enfatizar que o0s
resultados dessa técnica tem apenas cardter qudlitativo e que ndo é recomendado o0 uso
de qualquer comparagcdo quantitativa, como por exemplo, caracterizar uma substancia
como mais ativa em fungdo do tamanho do halo de inibigdo formado (VALGAS, 2002).
O cardter meramente qualitativo do método bioautogréfico, pode até ser ilustrado pela
observacdo de que por esse método Curvularia sp. e Colletotrichum sp. foram os
microrganismos que, de maneira geral, sofreram maior acdo inibitoria dos extratos e
produtos (Tabelas 5 a 7). Entretanto, quando foram desenvolvidos os métodos de
diluicdo, esses organismos foram os mais resistentes (Tabelas 11 a 13). YOUSEF &
TAWIL (1980) observaram também essa relacdo inversa no estudo da atividade
fungistética e bacterioristatica de 6leos essenciais, comparando o tamanho das zonas de

inibicdo da bioautografia com a concentragdo inibitéria minima (CIM). Observaram,
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ainda, que nem sempre os maiores halos de inibicio na bioautografia direta
corresponderam a menor CIM. Dessa forma, embora, o tamanho da zona de inibi¢do no
teste bioautogréfico possa depender da sensibilidade do organismo ao antimicrobiano,
iISSO ndo pode ser usado para comparar a poténcia das amostras. RAHALISON et al.
(1993) fizeram um estudo comparativo do método de bioautografia e da CIM, testando
um limite de concentracdo inibitéria também no método bioautogréfico. Nessa
comparagdo, foi observada uma grande diferenca nos resultados dos dois métodos. Tal
diferenca pode ocorrer devido ao fato de que, no teste de CIM, a amostra testada é
diretamente adicionada ao meio liquefeito e fica diretamente em contato com o
microrganismo, enquanto que na bicautografia a amostra entra em contato com 0
microrganismo somente apoés a difusdo para o meio (LIMA et al., 1992). Assim, apos a
confirmagdo da atividade antimicrobiana dos extratos e compostos (Tabelas 5 a 10),
foram determinadas as concentracfes inibitorias minimas (CIM) (Tabelas 11 e 12) e
guantidades inibitérias minimas (QIM) (Tabela 13), para detectar a quantidade limite do
extrato ou composto capaz de inibir o crescimento microbiano.

Nos testes de atividade bioldgica € sempre esperado que os compostos isolados
sgiam mais ativos gque os extratos de origem. Entretanto, no caso de C. limon e C.
aurantifolia, os extratos hexanicos foram mais ativos que 0s compostos isolados. 1sso
pode ter ocorrido devido a presenca de algum outro composto com atividade
antimicrobiana nesse extrato, que combinado com 0s compostos majoritarios resultou
em acdo sinérgica sobre os microrganismos. Em outros estudos, fatos semelhantes tém
sido observados. CORTIGLIA et al. (2001), estudando folhas da planta Daphne
gnidium, observaram a maior atividade do extrato total, contendo flavondides

(luteonina, orientina, isoorientina,  apigenina-7-O-?-D-primeverosilgenkavanina,



63

2,5,7,4 -tetrahidroxisoflavonol) e cumarinas (daphnetina, daphnina, acetilumbeliforme,
daphnoretind) do que dos compostos separadamente. Assim também a atividade
antimicrobiana dos compostos fendlicos isolados de Thalassia testudinum (uma alga
marinha) foi menor que a do extrato total (JENSEN et al., 1998).

Neste estudo, 0s microrganismos mais sensiveis aos extratos e compostos
foram os fungos dermatéfitos, seguidos pelas bactérias e fungos fitopatogénicos
(Tabelas 11 a 13). A maior resisténcia dos microrganismos fitopatogénicos é um
resultado que ndo surpreende, e esse fato pode ser uma indicagdo, de que esses fungos
apresentam certos niveis de resisténcia natural aos compostos ou que desenvolveram
estratégias adaptativas para invadir a planta.

Se for observada a agdo antimicrobiana dos extratos obtidos de C. limon e da
cumaring, pode-se perceber que o perfil antimicrobiano do composto isolado (Tabela
13) é mais compativel com a atividade do extrato hexanico (Tabela 12) do que o extrato
da cera epicuticular (Tabela 11). Essa relacdo também é valida para o extrato hexanico
de C. reticulata e as flavonas, embora, pela andlise em CCD o0 extrato epicuticular
apresenta-se maior semelhanga com o precipitado que o extrato hexanico (Tabela 3)

O perfil da atividade antimicrobiana do extrato epicuticular de C. sinensis e de
C. reticulata (Tabela 11) foram comparaveis, sendo que, apenas com as duas bactérias
testadas € que ocorre uma diferenca entre as espécies. Pela andlise em CCD, esses dois
Citrus spp. também apresentam perfil cromatografico semelhante (Tabela 3), podendo,
isso, ser indicio de uma composi¢do quimica proxima, entre a cera epicuticular dessas
duas espécies.

Comparando-se os resultados obtidos de C. reticulata, planta cultivada

organicamente, livre de agrotoxicos, com as demais espécies ndo foram observadas
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grandes diferencas na inibicdo dos microrganismos. Ta fato indica que a possivel
presenca de agrotdxicos no epicarpo do fruto ndo estaria interferindo com os resultados.

Além da atividade antibacteriana e antifingica, existem relatos de atividade
inseticida na casca de C. aurantifolia e C. sinensis, contra mosquitos, baratas e mosca
doméstica. Tais estudos foram realizados com compostos voléteis presentes nos 6leos
essenciais (KOTKAR et al., 2002).

A atividade antimicrobiana dos flavondides também foi estudada em extratos
de outras plantas, além de Citrus spp. Extratos de folhas de Helichrysum italicum, flores
de Nepeta cataria (NOSTRO et al.,, 2000) e da cera epicuticular de Arrabidaea
brachypoda (ALCERITO et al., 2001), quando testados pelo método bioautogréfico,
inibiram os microrganismos nas bandas referente aos flavondides. De Annona
squamosa, foram purificados flavondides com atividade antimicrobiana contra
microrganismos contaminantes comuns. JENSEN et al. (1998) observaram, que a
atividade antimicrobiana do extrato de Thalassia testudinum estava relacionada a
presenca de flavondides glicosilados. YAO-LAN et al. (2002) testaram a atividade
antiviral de flavondides isolados de Trollius chinensis (planta medicinal chinesa
utilizada para o tratamento de doencas respiratérias) obtendo, no entanto, fraca inibicéo
contra o virus da parainfluenzatipo 3.

Apesar de todos os efeitos positivos, os flavonéides, segundo alguns autores,
podem ter efeitos adversos a salide humana, como genotoxidade, principamente em
aplicagdes comerciais nas misturas que ocorrem nos alimentos (DAS et al., 1987;
CREBELLI et al., 1990). Esse efeito foi atribuido a presenca de quercetina, mas outros
flavonbides como a rutina e a rhametina também sdo citados. Devido ao fato de serem

glicosilados, o que lhes confere maior polaridade, esses flavondides retém mais agua,
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tornando-se sollveis e entrando nas células mais facilmente (ROBARDS &
ANTALOVICH, 1997).

Quanto a mutagenicidade dos PMFs, ainda ndo ha resultados seguros. Em
estudo realizado com compostos isolados de Citrus spp., observou-se um efeito protetor
contra a mutagenicidade. Os compostos naringina, hesperidina, nobiletina e tangeretina
inibiram a mutagenicidade de B[a]P, 2-AF, nitroquinolina N-6xido e também da

quercetina, em Salmonella typhimurium TA1538 (CALOMME et al., 1996).
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram conclusdes importantes na
investigagdo de novas substéncias com propriedades antimicrobianas. Eles, também,
contribuiram para 0 entendimento sobre a correlagdo entre a ingestdo de sucos e
derivados de Citrus spp., contendo flavondides e cumarinas, e aresisténcia a infecces e
doencas causadas por microrganismos.

Dos resultados aqui descritos, pode-se concluir que:

a) O método usado para o isolamento de flavondides polimetoxilados de cascas de
Citrus spp. € eficiente para as espécies de Citrus utilizadas, com excecéo de C.
limon, onde foi isolada apenas uma cumarina, a 6,7-dimetoxi-cumarina e C.sinens's,
onde ndo foi isolado nenhum composto. Nas demais espécies observou-se a
presenca das j& conhecidas flavonas 5,6,7,8,4’ -pentametoxi-flavona e 5,6,7,8,3' 4 -
hexametoxi-flavona de C. reticulata, em mistura, e dos novos flavonoides
polimetoxilados 8-hidroxi-3,5,6,7,4' -pentametoxi-flavona e 8-hidroxi-3,5,6,7,3 ,4'-
hexametoxi-flavona a partir de C. aurantifolia, também em mistura.

b) A bioautografia revela que todos os extratos e substancias obtidos séo ativos contra
os fungos e as bactérias testadas, sendo observados halos de inibi¢do do crescimento
microbianos a partir de 6mm;

c) Pela CIM, observa-se que as flavonas 6,7,8,4' -pentametoxi-flavona e 5,6,7,8,3 ,4’ -
hexametoxi-flavona sdo as mais ativas contra as bactérias, inibindo as duas bactérias

testadas com 500pg.mL™;
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d) Os extratos em hexano de Citrus spp. tém maior espectro de agdo contra o
crescimento microbiano do que o0s compostos isoladamente. Esses resultados
sugerem que os compostos fendlicos podem ser uma barreira ao crescimento
microbiano, mas em combinagdo com outros compostos presentes na casca.

e) Os fungos fitopatogénicos s8o mais resistentes do que 0S outros microrganismos
estudados aos compostos e extratos, evidenciando o possivel desenvolvimento de
estratégias para ainvasdo e sobrevivéncia da planta;

f) Dos compostos isolados, 6,7-dimetoxi-cumarina € mais ativa, inibindo M. canise T.

mentagrophytes com apenas 250ug.mL ™.
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