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"Don’t panic"

- Douglas Adams
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RESUMO

A roma (Punica granatum L.), fruta de regides tropicais e subtropicais, tem despertado interesse
cientifico por seu potencial terapéutico. Usada na medicina popular para tratar doencas, por ser
rica em compostos que conferem atividades antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana,
podendo agir sozinhos ou em conjunto, gerando efeitos variados, apresentando acdo citotoxica
desejada ou ndo. Objetivou-se avaliar caracteristicas fisico-quimicas, fitoquimicas,
antimicrobianas e citotoxicas de extratos do pericarpo da roma obtidos com os solventes etanol
e agua em diferentes proporcGes. Para a producdo dos extratos, os frutos de roma foram
coletados no municipio de Baturité/CE. Os pericarpos dos frutos foram higienizados, expostos
a secagem e posteriormente fragmentados. Em seguida, 20 g do material vegetal foram
acondicionados em frascos contendo 100 mL de solvente, sendo preparados cinco extratos com
diferentes proporcdes de etanol e 4gua (V/v): R1: 100%, R2: 70%, R3:50% e R4: 20% de etanol.
O extrato R5 foi obtido por decocgdo, utilizando-se 6 g do pericarpo em 150 mL de &gua
destilada. Foram analisados rendimento e densidade por meio de relagbes entre massas e
volume. A caracterizacdo fitoquimica verificou a presenca dos seguintes compostos: alcaloides,
cumarinas, flavonoides, saponinas, taninos e esteroides / triterpenos, por meio de ensaios
qualitativos, baseados em reacdes colorimetricas e de precipitagdo. A atividade antimicrobiana
foi determinada por meio da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), pelo método de
microdiluicdo em caldo, as seguintes cepas bacterianas foram utilizadas neste estudo:
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli NCTC 12923 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. A citotoxicidade dos extratos foi investigada preliminarmente por
meio de um ensaio de hemolise, utilizando hemécias de carneiro (Laborclin®) como modelo.
As amostras foram analisadas nas concentracdes de 64 a 512 pg/mL, sendo quantificada por
meio da leitura da absorbancia do sobrenadante em espectrofotometro a 541 nm. Os resultados
demonstraram que solventes com maior propor¢do de &gua produziram extratos mais densos,
se que houvesse padronizacdo nos rendimentos. Na andlise fitoquimica foi possivel verificar a
presenca de todos os grupos de metabolitos secundarios que foram analisados em todos os
extratos, com pequena variagdo para 0 extrato R5, onde extrato aquoso pode ter concentrado
maiores teores de flavonoides glicosilados e taninos hidrolisaveis. Os extratos do pericarpo da
romd tiveram efeito antimicrobiano promissor na cepa bacteriana gram-positiva, S. aureus
ATCC 29213, com CIM variando de 128 a 256pg/mL entre os extratos. Em comparacdo, as
Gram-negativas, E. coli NCTC 12923 e P. aeruginosa ATCC 27853, foram menos sensiveis,
com CIM de 512 pg/mL e 1024 pg/mL, respectivamente. Para a atividade hemolitica o extrato
R4, na concentracdo de 512 pg/mL, apresentou a maior atividade hemolitica, com diferenca de
68,29% em relacdo a menor concentracdo (64 pg/mL), sendo o Unico classificado como de
toxicidade moderada, apresentando aproximadamente 69% de hemdlise. Os demais variaram
entre 0 e 40%, os quai foram considerados de baixa toxicidade. Todos 0s extratos apresentaram
perfis fitoquimicos similares e foram mais eficazes contra bactérias Gram-positivas. Além
disso, demonstraram baixa citotoxicidade, indicando seguranca para uso medicinal.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Compostos bioativos. Extratos vegetais. Punica
granatum L.



ABSTRACT

Pomegranate (Punica granatum L.), a fruit from tropical and subtropical regions, has aroused
scientific interest due to its therapeutic potential. Used in folk medicine to treat diseases, it is
rich in compounds that confer antioxidant, anti-inflammatory, and antimicrobial activities,
which can act alone or in combination, generating varied effects, presenting desired or
undesired cytotoxic action. The objective was to evaluate the physicochemical, phytochemical,
antimicrobial, and cytotoxic characteristics of pomegranate pericarp extracts obtained with
ethanol and water in different proportions. For the production of the extracts, pomegranate fruits
were collected in the municipality of Baturit¢/CE. The pericarps of the fruits were sanitized,
exposed to drying, and subsequently fragmented. Next, 20 g of plant material were placed in
flasks containing 100 mL of solvent, and five extracts were prepared with different proportions
of ethanol and water (v/v): R1: 100%, R2: 70%, R3: 50%, and R4: 20% ethanol. Extract R5
was obtained by decoction, using 6 g of pericarp in 150 mL of distilled water. Yield and density
were analyzed using mass-to-volume ratios. Phytochemical characterization verified the
presence of the following compounds: alkaloids, coumarins, flavonoids, saponins, tannins, and
steroids/triterpenes, through qualitative assays based on colorimetric and precipitation
reactions. Antimicrobial activity was determined by the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) using the broth microdilution method. The following bacterial strains were used in this
study: Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli NCTC 12923, and Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. The cytotoxicity of the extracts was preliminarily investigated using
a hemolysis assay with sheep red blood cells (Laborclin®) as a model. Samples were analyzed
at concentrations of 64 to 512 pg/mL, and quantified by measuring the absorbance of the
supernatant in a spectrophotometer at 541 nm. The results showed that solvents with a higher
proportion of water produced denser extracts, without standardization of yields. Phytochemical
analysis revealed the presence of all analyzed secondary metabolite groups in all extracts, with
slight variation for extract R5, where the agqueous extract may have concentrated higher levels
of glycosylated flavonoids and hydrolyzable tannins. Pomegranate pericarp extracts showed
promising antimicrobial effects against the Gram-positive bacterial strain, S. aureus ATCC
29213, with MICs ranging from 128 to 256 pg/mL among the extracts. In comparison, the
Gram-negative bacteria, E. coli NCTC 12923 and P. aeruginosa ATCC 27853, were less
sensitive, with MICs of 512 pg/mL and 1024 pg/mL, respectively. For hemolytic activity,
extract R4, at a concentration of 512 pg/mL, showed the highest hemolytic activity, with a
difference of 68.29% compared to the lowest concentration (64 pg/mL), being the only one
classified as moderately toxic, showing approximately 69% hemolysis. The others varied
between O and 40%, which were considered low toxicity. All extracts presented similar
phytochemical profiles and were more effective against Gram-positive bacteria. Furthermore,
they demonstrated low cytotoxicity, indicating safety for medicinal use.

Keywords: Antimicrobial activity. Bioactive compounds. Plant extracts. Punica granatum L.
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1 INTRODUCAO

A romd (Punica granatum L.) é uma fruta originaria das regides do Oriente Médio e da
Asia Central, atualmente cultivada em diversas partes do mundo, especialmente em éreas de
clima tropical e subtropical (Shaygannia et al., 2016). O crescente interesse por essa espécie no
contexto agroindustrial e cientifico se deve ao seu elevado valor nutricional e ao seu expressivo
potencial funcional e terapéutico. Seu uso empirico na medicina tradicional, € agora respaldado
por estudos que comprovam a acdo de seus compostos bioativos (Chaves e Santos, 2024,
Mohan et al., 2024).

Esses bioativos auxiliam na mitigacdo do avanco de bactérias multirresistentes, cuja
proliferacdo tem sido impulsionada pelo uso inadequado de antibidticos, resultando na
ineficicia de tratamentos convencionais. Torna-se mais evidente a necessidade da busca por
alternativas terapéuticas eficazes. Nesse contexto, os polifendis de origem botanica tém se
destacado por suas propriedades biologicas e potenciais beneficios (Scaglione et al., 2024).

A romd é uma fruta que apresenta compostos fendlicos, vitaminas e acidos graxos, cuja
concentracdo e perfil quimico variam de acordo com a parte da fruta analisada, estadio de
maturacdo e cultivar (Silva et al., 2021; Syahputra et al., 2025). Estudos demonstram que a
casca da romd apresenta uma concentracdo significativamente maior de compostos fendlicos
em comparacdo as sementes e ao suco, sendo considerada a principal fonte desses metabolitos
(Yan et al., 2017). Esses compostos bioativos Ihe confere uma ampla gama de propriedades
bioldgicas, entre as quais se destacam as atividades antioxidante, anti-inflamatoria e
antimicrobiana (Mohan et al., 2024; Pirzadeh et al., 2021; Shaygannia et al., 2016).

Dentre eles a atividade antimicrobiana da roma tem sido amplamente investigada, com
resultados promissores contra diversos micro-organismos patogénicos de interesse clinico.
Extratos obtidos, principalmente das cascas, sementes e flores, demonstram eficacia contra
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) e Gram-negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella spp.) (Hamrita et al., 2022; Silva et
al., 2021).

A producdo caseira de extratos se mostra como uma alternativa acessivel para o
aproveitamento dos compostos bioativos da romd. Métodos simples como a maceragdo em
etanol ou infusdo em agua quente permitem a obtencdo de extratos ricos em substancias com
propriedades terapéuticas. Contudo, € importante destacar que a falta de padronizacdo, controle
microbioldgico e estabilidade desses extratos limita sua aplicacdo como substitutos de produtos

industrializados.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212429223002808?casa_token=XeXEuzLFwGgAAAAA:pdzNr-x-vpZn4fB54tSnV54zcnfQLdf6nMHqaODiDibvSD2U1bYWdXZzNz9HWMVnse5cdlsFXbknmQ#bib164
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E necessario que o0 extrato botanico seja considerado uma alternativa terapéutica segura,
pois 0s produtos naturais contém diversos fitonutrientes que podem afetar diferentes funcdes
do organismo. Esses compostos podem agir sozinhos ou em conjunto, gerando efeitos variados.
Alguns apresentam ac¢do citotoxica seletiva ou ndo, enquanto outros protegem as células, o que
mostra a dualidade de suas fun¢des bioldgicas (Stepanic et al., 2015).

Dessa forma, a roma se destaca ndo apenas por seu valor nutricional e terapéutico, mas
também como uma matéria-prima estratégica para o desenvolvimento de produtos naturais com
potencial aplicabilidade farmacéutica. Seu pericarpo, em especial, relne compostos bioativos
de interesse para programas de fitoterapia do Sistema Unico de Saude (SUS), que incentivam
0 uso de plantas medicinais. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas, fitoquimicas e a atividade antimicrobiana de extratos obtidos da
pericarpo da romd, bem como analisar sua seguranga por meio de testes de hemolise, a fim de

determinar seu potencial como alternativa terapéutica natural para uso farmacéutico.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, fitoquimicas, antimicrobianas e atividade
hemolitica de extratos do pericarpo da romd (Punica granatum L.) obtidos com

solventes hidroetandlicos.

2.2 Objetivos especificos

e Obter extratos do pericarpo da roma utilizando solventes em diferentes proporcdes.

e Caracterizar fisico-quimicamente os extratos obtidos a partir do pericarpo da roma,
conforme os solventes hidroetandlicos.

e Caracterizar fitoquimicamente os extratos obtidos, identificando qualitativamente os
metabolitos secundarios presentes.

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos frente a micro-organismos de interesse
médico.

e Investigar o perfil citotoxico dos extratos de romd por meio da determinacdo da

atividade hemolitica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Roma (Punicagranatum L.,)

A romdzeira tem como nome cientifico Punica granatum L.. Trata-se de uma planta
frutifera anteriormente classificada na familia Punicaceae, o0 género Punica passou a ser
incluido na familia Lythraceae, com base em evidéncias morfoldgicas e moleculares (Yuan et
al., 2018).

Considerado como um arbusto que pode crescer até 3 metros de altura. Suas folhas caem
durante certas épocas do ano (sdo chamadas de caducifdlias), medem entre 4 e 8 centimetros e
aparecem em pequenos grupos, produz dois tipos de flores — masculinas e hermafroditas —,
ambas vermelhas-alaranjadas, bem vistosas (Concengo et al., 2023; Erkan e Dogan, 2018)
(Figura 1). Os frutos sdo redondos, com uma casca resistente e brilhante de cor acastanhada,
representando aproximadamente 50% do peso da roma (Ciccone et al., 2023; Mininel e Mininel,
2024).

Figura 1 - Romazeira

Fonte. Autora, 2025
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A roma é classificada como um fruto do tipo baga, em algumas variedades pode
apresentar leves saliéncias em sua superficie que dao a fruta uma aparéncia levemente angulosa,
cujo diametro pode chegar a 12 cm. Internamente, abriga numerosas sementes envoltas por uma
polpa rdsea, suculenta, comestivel e rica em um liquido de sabor adocicado (Mininel e Mininel,
2024) (Figura 2). Embora seja considerada uma fruta ndo climatérica, com baixa atividade
respiratoria apos a colheita, apresenta elevada perecibilidade, devido a sua sensibilidade a perda
de &gua, suscetibilidade a danos mecanicos e predisposicdo a infec¢bes fungicas na pos-
colneita, fatores que podem acelerar sua deterioragdo mesmo sem um pico de respiracao
(Meighani et al., 2015). Além disso, condi¢des inadequadas de armazenamento, especialmente

temperaturas acima das recomendadas, reduzem significativamente sua vida Ctil.

Figura 2 - Morfologia da romé.

—

ALICE (COROA)

ASCA (PERICARPO)

LOCULOS

CORTE TRANSVERSAL

Fonte. Autora, 2025

Estima-se que existam mais de 500 variedades de romd em todo o mundo. A fruta em
questdo possui uma vasta historia de uso medicinal que remonta a civilizagbes antigas, onde era
utilizada no tratamento de diversas enfermidades (Silva et al., 2013). Na medicina tradicional,
suas propriedades terapéuticas eram reconhecidas, 0 que evidenciava a presenca de compostos
bioativos com potencial terapéutico. Estudos recentes validam os efeitos benéficos dessa fruta
a salde (Chaves e Santos, 2024).

Embora os frutos sejam reconhecidos como a principal parte da romazeira, outras
estruturas como folhas, caules e flores também tém atraido crescente atencdo da comunidade
cientifica. Isso se deve a presenca expressiva de metabdlitos secundarios, que conferem a essas
partes um relevante potencial bioativo. Estudos recentes tém demonstrado que esses
componentes ndo aproveitados tradicionalmente apresentam uma diversidade significativa de

compostos com propriedades funcionais e terapéuticas (Maphetu et al., 2022).
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Melgarejo-Sanchez et al. (2021), analisaram a bioatividade de diferentes partes da
planta e entre diversas cultivares. Os autores apresentaram uma comparacao entre essas
variedades, evidenciando como cada uma se destaca em determinados aspectos bioativos. Esses
resultados indicam que as diferengas genéticas e morfologicas entre as cultivares influenciam
diretamente a composicdo e a concentracdo de compostos bioativos presentes nos frutos.

A romd é reconhecida como uma espécie tolerante a seca, e seu cultivo € favorecido
mesmo em climas semiaridos (Zarfeshany, Shaghayegh, Javanmard, 2014). Seus frutos
necessitam de periodos quentes para sua maturacdo, entretanto podendo tolerar por um tempo
em baixas temperaturas (Erkan e Dogan, 2018).

Além disso, diferentes variedades apresentam notavel adaptabilidade a ambientes com
limitacdo hidrica sendo uma das arvores frutiferas mais tolerantes a salinidade é uma excelente
candidata para a regido semiarida tornando-se uma Otima alternativa para essas regides, como
é o0 caso do Nordeste brasileiro (Santana et al., 2018; Sun et al., 2018).

A introducdo de novas espécies e cultivares no setor agricola cearense, como € 0 caso
da romd, impulsiona novas oportunidades de negdcios, a0 mesmo tempo em que estimula a
demanda por frutas exéticas de qualidade no mercado consumidor. Essa diversificacdo agricola
representa uma alternativa viavel de cultivo e uma importante fonte de geracdo de renda para o
produtor rural, configurando um cenario promissor de expansdo, especialmente em funcdo das

condi¢cOes climaticas favoraveis do Estado (Sarmento, 2020).

3.1.1 Usos e aplicacdes

A romd tem sido usada pela humanidade desde o inicio da civilizagdo (Silva et al.,
2013), e atualmente crescem as possibilidades de uso, como finalidades terapéuticas,
cosméticas, nutricionais, inclusive por meio da utilizacdo das toneladas de residuos gerados
pela industria. O processamento industrial da roma ocorre predominantemente por meio da
extracdo de suco via prensagem da polpa, etapa que resulta na geracdo de elevados volumes de
residuos solidos, estimados entre 500 e 550 kg por tonelada de frutos frescos processados,
correspondentes principalmente ao bagaco (Maggiore e Setti, 2025).

A exemplo os extratos secos da romd podem ser consumidos de diversas formas, como
em cépsulas, tabletes ou em pd, incorporados em suplementos nutricionais. A dosagem
recomendada varia conforme a concentracdo do extrato e 0 objetivo terapéutico, e €

fundamental seguir as orientacbes de um profissional de salde. Além disso, esses extratos
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podem ser empregados como matéria-prima estratégica na formulacdo de medicamentos

fitoterapicos.

3.1.1.1 Alimentos e nutrigdo

A romd apresenta elevado potencial nutricional, com destaque para seus teores de
vitaminas, minerais, fibras e compostos bioativos (Albuquerque et al., 2024). Além disso, seu
consumo contribui para a promogdo da salde e para a seguranca alimentar e nutricional, devido
ao potencial funcional de seus bioativos e a sua capacidade de auxiliar na prevencdo de doencas
cronicas. Sua polpa pode ser amplamente consumida in natura ou na forma de sucos e
derivados. Entretanto, ha um crescente interesse pelo aproveitamento de outras partes da fruta,
como a casca e as sementes, devido ao seu valor nutricional (Nogueira et al., 2020).

O suco e produtos da romad sdo usados ha muito tempo na medicina tradicional ou como
suplementos nutricionais que alegam efeitos benéficos (Les et al., 2015). Esse interesse
crescente pelo papel dos antioxidantes dietéticos na saude humana impulsionou a valorizagcdo
de frutas como fontes de componentes bioativos (Essa et al., 2015). Atualmente existem muitas
bebidas comerciais (como sucos prontos ou funcionais) que usam a roma ou outros ingredientes
ricos em polifendis.

Diversos estudos apontam que diferentes partes da romd contém compostos de interesse
comercial, com ampla aplicabilidade. As sementes sdo ricas em &cidos graxos especialmente
acido linoleico, gélico e elagico, além de vitaminas, acUcares, polissacarideos, polifendis e
minerais (Lydia et al., 2020). A casca, por sua vez, € um importante reservatorio de polifendis,
sobretudo elagitaninos mono e oligoméricos sem aclcar, sendo usada como antioxidante
natural em suplementos alimentares (Akhtar et al., 2015).

Ao avaliar os teores de macro e micronutrientes na casca e na polpa da roma cultivar
Comum, Santos et al, (2022) observaram que, entre 0s macronutrientes, o potassio (K) e o
nitrogénio (N) foram os mais abundantes. Quanto aos micronutrientes, destacaram-se 0
manganés (Mn) e o ferro (Fe) na casca, enquanto na polpa predominaram o ferro (Fe) e o cobre
(Cu). Todos esses nutrientes apresentaram concentragdes superiores na casca em comparagdo a
polpa, assim como os teores de proteinas e fibras. Ressalta-se que o boro (B) foi detectado
exclusivamente na casca.

Nogueira et al. (2020) ao produzir farinha de semente da romd organica e analisar as
suas caracteristicas fisico-quimicas e centesimais, verificaram que a farinha € nutritiva, rica em

proteinas, lipideos e carboidratos. Devido aos baixos teores de umidade, atividade de agua e
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pH, mostram-se estaveis microbiologicamente, sendo uma alternativa saudavel para uso em
alimentos como biscoitos e paes.

Tem ganhado destaque como alimento funcional e fonte nutracéutica, devido aos seus
reconhecidos efeitos benéficos a saude. Seu potencial de aplicacdo como aditivo natural em
alimentos funcionais e em preparacGes fitoterapicas tem sido amplamente explorado por
pesquisas recentes, reforcando seu valor tanto na alimentacdo quanto na promoc¢do da saude
(Albuquerque et al., 2024; Boussaa et al., 2020; Fourati et al., 2020)

3.1.1.2 Medicinais e terapéuticos

Devido a sua composicdo rica em antioxidantes, acidos graxos, vitaminas e outros
compostos fitoquimicos, a roma destaca-se como uma fruta de grande relevancia, pois essa
combinacdo de compostos bioativos confere a fruta uma ampla gama de aplicagdes terapéuticas,
contribuindo para a prevengdo e o tratamento de diversas doencas (Albuquerque et al., 2024).

Nesse contexto, 0 estudo de Silva et al. (2024) destaca que algumas formulacdes de
garrafadas comercializadas incluem a roma entre seus componentes. A incorporacdo da fruta
nessas preparacOes evidencia seu reconhecimento popular como planta de valor terapéutico,
especialmente em funcdo do elevado teor de compostos fendlicos e do seu conhecido potencial
antimicrobiano. Assim, 0 uso da romd em garrafadas reforca ndo apenas seu papel na medicina
tradicional, mas também sua relevancia como recurso natural com potencial para aplicacfes
terapéuticas mais amplas.

Os fitoquimicos naturais presentes nos alimentos, como as antocianinas, podem
contribuir para a atenuacdo da obesidade, promovendo a redugéo do peso corporal e do tecido
adiposo (Azzini, Giacometti e Russo, 2017). Em uma revisdo sistematica, Bahari et al. (2024)
analisaram estudos clinicos sobre a suplementacdo com romd e observaram uma reducdo
estatisticamente significativa no peso e no indice de massa corporal. No entanto, os autores
ressaltam que a reducdo observada nédo foi clinicamente significativa.

Com base na revisdo realizada por Guerrero-Solano et al. (2020), a romazeira e suas
diferentes partes apresentam atividade antinociceptiva em diversos tipos de dor, incluindo as
de origem inflamatoria, neuropatica, aguda e crénica. Embora os compostos fendlicos sejam
apontados como principais responsaveis por esse efeito, os mecanismos de agdo ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos. Os estudos disponiveis indicam que a roma tem potencial terapéutico
no tratamento da dor, especialmente em casos inflamatérios, podendo contribuir para a melhora

da qualidade de vida de pessoas com dor aguda ou cronica.
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A casca, 0 Oleo e o suco da romd também apresentam atividade anticancerigena,
interferindo na proliferacdo celular, invasdo tumoral e ciclo celular. Frutas ricas em compostos
polifendlicos, como a romd, tém sido valorizadas pelo seu potencial quimiopreventivo e
terapéutico. A roma, em especial, tem se destacado por sua elevada concentracdo de polifendis.
Evidéncias mais consistentes desse efeito foram observadas em estudos com céncer de prostata,
reforcando seu potencial como agente auxiliar no combate ao cancer (Ranjha et al., 2021).

Asgary et al. (2013) investigaram os efeitos agudos do consumo de suco de roma sobre
a pressao arterial em individuos com diagndstico de pré-hipertensdo. Os resultados mostraram
que o suco de roma exerce efeito hipotensor, contribuindo para a melhora da fungdo vascular.
A principal conclusdo do estudo foi a capacidade do suco de roma de reduzir a pressao arterial,
0 que pode representar um beneficio na prevencdo de doencas cardiacas coronarianas.

J& El-Habibi (2013) avaliou as propriedades nefroprotetoras da romd em um modelo
experimental de insuficiéncia renal crénica induzida por adenina em ratos, utilizando dois
extratos: o suco natural e o extrato metandlico da casca. Ambos foram administrados
separadamente e demonstraram efeito protetor. O estudo revelou que os extratos reduziram
significativamente os sinais clinicos da insuficiéncia renal, bem como os danos renais causados
pela adenina.

De acordo com Ranjha et al. (2021), frutas e vegetais ricos em antioxidantes e
flavonoides tém sido associados a reducdo do risco de doengas coronarianas, acidente vascular
cerebral, estresse oxidativo e niveis elevados de marcadores inflamatdrios em adultos. A acdo
anti-inflamatdria dessa fruta tem sido associada a sua capacidade de modular a resposta
inflamatdria, principalmente por meio da inibicdo de mediadores pro-inflamatorios, como as
citocinas, e das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase (Dutta et al., 2024).

Diversas pesquisas tém evidenciado que os polifendis presentes na romd, notadamente
a punicalagina e o é&cido elagico, exibem expressiva atividade antioxidante, contribuindo
significativamente para a protecdo celular contra os danos induzidos pelo estresse oxidativo
(Chaves e Santos, 2024).

Al-Jarallah et al. (2013) conduziram um experimento com camundongos, no qual o uso
de extrato de romd demonstrou reduzir o acumulo de placas de gordura e inflamacéo, em regibes
importantes do sistema cardiovascular, como o seio aortico e a artéria coronaria. Os efeitos
protetores observados sugerem que o extrato de roma pode atuar na atenuacdo da aterosclerose,
possivelmente por meio da reducdo do estresse oxidativo e da inflamacdo na parede dos vasos

sanguineos.
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Diversas pesquisas abordam outros beneficios, conforme Adams et al. (2010), a
ingestdo de suco de roma leva a producdo de compostos metabolicos denominados urolitinas,
que tém sido associados a efeitos anticarcinogénicos. Estudos apontam que essas substancias
podem atuar contra células do cancer de mama, sugerindo que o consumo regular de roma pode
representar uma estratégia natural de quimioprevencdo para esse tipo de cancer.

Colombo, Sangiovanni e DellAgli (2013) destacam que 0s extratos da casca da roma
apresentam potencial para inibir significativamente o crescimento da bacteria Helicobacter
pylori, que é o principal agente etiologico da gastrite humana. Em experimentos realizados com
modelos animais, os autores também observaram efeito antiulceroso associado ao uso desses
extratos.

Além disso, 0s mesmos autores ressaltam que o consumo de roma, especialmente no
que diz respeito a producdo de urolitinas, pode estar relacionado a prevencdo ou ao tratamento
de inflamaces gastrointestinais. No entanto, enfatizam que esses efeitos dependem da
composi¢do da microbiota intestinal individual e do estado inflamatdrio pré-existente. Por isso,
recomendam a realizacdo de mais estudos clinicos para aprofundar o entendimento sobre a

atividade anti-inflamatoria da roma no trato gastrointestinal.

3.2 Extracdo de compostos bioativos de plantas para fitoterapia

O termo “extrato” deriva do latim extractus, cujo significado remete a “aquilo que €
retirado de outra substancia”, essa obtencdo de extratos pode ser conduzida por distintos
processos e metodologias, empregando diferentes solventes e tempos de extracdo, definidos
conforme o objetivo do estudo e as propriedades especificas da matéria-prima utilizada
(Franzen et al., 2018).

O rendimento dos métodos de extracdo de compostos bioativos estd diretamente
relacionado a diversos fatores, entre eles o tipo de solvente utilizado, a polaridade deste, a
composicdo quimica da matriz vegetal, as caracteristicas fisicas da amostra e a tecnologia
empregada no processo. Sob as mesmas condices de extracdo (temperatura, tempo e técnicas),
0 solvente usado € o fator mais decisivo, porque ele determina quais compostos serdo extraidos
e em que quantidade (Baloch et al., 2024; Zhang et al., 2018).

A polaridade dos solventes diz muito a respeito da solubilizagdo dos extratos organicos,
devido as ligacdes entre as moléculas, pois um solvente polar tende a solubilizar compostos

polares, enquanto 0s solventes apolares conseguem solubilizar compostos apolares ou com
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polaridade baixa. Com isso, a extracdo dos compostos fica intimamente relacionada com a forga
de atracdo entre as moléculas do soluto e do solvente (Martins, Lopes e Andrade, 2013),

O etanol, 4gua e suas misturas sdo amplamente utilizados como solventes para a
extracdo de compostos fendlicos de plantas devido a sua seguranca alimentar e baixa toxicidade,
0 que os torna adequados para uso em produtos destinados ao consumo humano. Embora o
metanol seja um solvente eficiente para extrair antioxidantes e outros compostos bioativos
devido a sua alta capacidade de solubilizacdo, ele é tdxico para humanos e, portanto,
inadequado para aplicacbes comerciais alimenticias (Akhtar et al., 2015).

Entre outros meétodos de extracdo vegetal mais comuns estdo a maceracdo, infusdo e
decocgdo. A maceracdo consiste em deixar 0 material vegetal em contato com um solvente por
alguns dias. A infusdo utiliza agua quente por tempo curto, ideal para partes delicadas da planta.
Jé& a decoccdo envolve a fervura de partes mais duras, como raizes e cascas, sendo indicada para
compostos estaveis ao calor. Cada método possui particularidades que influenciam na extracédo
e no tipo de substancia obtida, devendo ser escolhido conforme as caracteristicas da planta e
dos compostos desejados (Azwanida, 2015).

A fitoterapia é uma forma de tratamento que utiliza plantas medicinais em diferentes
preparacfes, sem usar substancias ativas isoladas, mesmo que sejam de origem vegetal. O uso
de plantas como recurso terapéutico é muito antigo e esta ligado aos primeiros registros da
medicina, baseado no conhecimento passado de geracdo em geracdo. Durante séculos, 0S
produtos vegetais foram a principal base para o tratamento de diversas doencas, estando
presentes nas tradicGes culturais e no saber popular (Brasil, 2006).

O uso de plantas na fitoterapia € bem reconhecida em muitos paises, do qual estes estdo
desenvolvendo pesquisas para encontrar novos possiveis farmacos. A exploracdo de plantas
medicinais ocorre tradicionalmente em todo o mundo, entretanto, 0 seu uso ndo é indicativo de
sua eficiéncia e seguranca, sendo necessarios um conhecimento cientifico para validar que este
apresente padrdes de qualidade, seguranca e eficacia (Argenta et al., 2011).

Em virtude da crescente procura por uma vida mais natural, o Brasil no ano de 2006
lancou a Portaria n° 971, de 3 de maio de 2006, que aprova a Politica Nacional de Préticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satde (SUS), visando a inclus&o
de plantas medicinais com potencial fitoterapico, com intuito de fortalecer a fitoterapia no SUS,
entretanto, desde da década de 80 ja haviam documentos com esses objetivos (Argenta et al.,
2011; BRASIL, 2006).

Conforme a RDC n° 26/2014 da ANVISA, os medicamentos fitoterapicos sdo aqueles

produzidos exclusivamente com matérias-primas vegetais, com eficacia e seguranca
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comprovadas por evidéncias clinicas. Ja os produtos tradicionais fitoterapicos também séo
produzidos com matérias-primas vegetais, seu uso seguro baseia-se em dados descritos na
literatura, podendo ser utilizados sem prescricdo médica (BRASIL, 2014).

A RDC n° 26/2014 estabelece um marco regulatério claro e rigoroso para 0s
medicamentos fitoterapicos, promovendo o uso racional e seguro de produtos naturais a base
de plantas. Para o registro, sdo exigidos dados sobre a origem e identificacdo da planta, a parte
utilizada (como folhas, raizes, cascas, entre outras), a forma de preparo (extrato, infusdo, etc.),
além da garantia de qualidade, pureza, seguranca e estabilidade do produto. Ressalta-se ainda
que a rotulagem deve conter o nome comum e cientifico da planta, a parte utilizada, a indicagdo
terapéutica, a forma de uso e as contraindicagdes. E estritamente proibido o uso de substancias
sintéticas ou semissintéticas (BRASIL, 2014).

Além da comprovacdo da eficicia terapéutica, a ANVISA determina que oS
medicamentos fitoterapicos devem passar por rigorosos testes de qualidade, incluindo analises
microbioldgicas, determinacdo de metais pesados e avaliacdo de residuos de agrotoxicos. Esses
controles sdo fundamentais para assegurar a seguranca do consumidor e a estabilidade do
produto durante sua validade (BRASIL, 2014).

Com isso, diante do uso crescente de fitoterapicos na salde, é fundamental investigar
seus efeitos antimicrobianos em correlagdo com a citotoxicidade, visando a uma aplicacéo

terapéutica segura e ampliada desses produtos naturais (Oliveira, 2011).

3.3 Compostos bioativos

Compostos bioativos, também conhecidos como fitoquimicos, sdo encontrados
principalmente em alimentos de origem vegetal, embora também possam estar presentes em
fontes animais. Esses compostos tém a capacidade de modular processos metabdlicos no
organismo, contribuindo para a promogédo da satde (Ranjha et al., 2021)

Os fitoquimicos podem ser classificados em metabolitos primérios, como carboidratos,
proteinas e &cidos graxos, essenciais para a estrutura e funcGes bésicas da planta, e metabolitos
secundérios, que ndo sdo vitais, mas atuam na defesa contra agentes externos. A classificacdo
dos fitoquimicos pode ser feita com base em sua estrutura quimica (Maheshwaran, 2024).

A Punica granatum L. apresenta ampla variedade de fitoquimicos, com destaque para
os polifendis. Entre os principais compostos identificados estdo o acido ascérbico, antocianinas,

acidos fendlicos (galico, elagico e cafeico), flavonoides (quercetina, catequina, rutina), taninos



22

(punicalagina e punicalina), além de minerais, aminoacidos e &cidos graxos (Mahmood et al.,
2021).

Esses compostos distribuem-se de forma especifica pelas estruturas da planta, do qual
foram isolados e identificados: as folhas contém taninos e flavonas, as sementes apresentam
taninos e flavonas (como o &cido punico), a casca do fruto possui taninos, flavondis e alcaloides,
as raizes concentram piperidina, as flores exibem 4&cido galico e triterpendides, e
os frutos destacam-se pelas altas concentragdes de vitaminas C e B (Dahham et al., 2010;
Rodrigues e Alencar, 2023).

Dentre todos o0s compostos, a punicalagina (Figura 3) merece destaque por ser O
principal polifenol caracteristico da roma, pertencente a classe dos elagitaninos. Estudos
indicam que ela se concentra principalmente no pericarpo (Fischer, Carle e Kammerer, 2011).
A punicalagina representa uma das principais responsaveis pela elevada atividade antioxidante
da fruta, embora outros fenolicos, como antocianinas e &cidos fendlicos, também contribuam

para seus efeitos bioativos (Cheng, Guo e Zhou, 2023).

Figura 3 - Estrutura quimica punicalagina.
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Fonte. Santiago et al. 2014.

Outros compostos polifendlicos que tem grande relevancia na romd sdo o acido
cinamico e o &cido galico (Figura 4). Sendo o &cido cindmico o principal composto encontrado
por Yassin et al. (2021) no extrato metandlico de romd. Tal acido tem potencial como agentes
antitumorais e antioxidantes (Almeer et al., 2019). JA4 o &cido galico apresenta potencial

antibacteriano e antibiofilme contra MRSA (Sang et al., 2024).
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Figura 4 - Estrutura quimica acido cindmico e acido gélico.
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Akhtar et al. (2015) relatam que a romd apresenta uma ampla variedade de flavonoides,
0S quais correspondem a aproximadamente 0,2% a 1,0% do peso total da fruta. Os autores
destacam ainda que, segundo dados da literatura, até 124 fitoquimicos distintos ja foram
identificados em suas diferentes partes anatdmicas, 0 que evidencia a complexa composicao
quimica da roma e seu elevado potencial funcional.

As partes da roma, como casca, folnas e sementes, tém sido estudadas por conterem
compostos com potencial terapéutico. Kumari et al. (2024), analisaram o0s extratos das folhas
de Punica granatum e identificaram a presenca de alcaloides, flavonoides, terpenoides, taninos,
esteroides, glicosideos e carboidratos. Esses resultados mostram que a planta possui uma grande
variedade de compostos bioativos que podem ser utilizados na fitoterapia.

Conforme Akhtar et al. (2015), aproximadamente 48 compostos fendlicos foram
identificados na roma, incluindo antocianinas, galotaninos, &cidos hidroxicinamicos, acidos
hidroxibenzbicos e taninos hidrolisaveis. Dentre as diferentes partes da fruta, o pericarpo
destaca-se por conter 0 conjunto mais rico e promissor desses compostos, especialmente os
taninos hidrolisaveis, apresentando concentracBes superiores as encontradas nas sementes, no
arilo e no suco.

Em estudo experimental, Santos et al. (2022) observaram que os teores de compostos
fendlicos totais e a atividade antioxidante foram significativamente superior na casca da roma
cultivar Comum em relacdo a polpa, apresentando diferencas estatisticas significativas. A
diferenca percentual da casca em relagcdo & polpa para os compostos fendlicos totais foram de
96,9%, enquanto para a atividade antioxidante foi de 96,0%. Esses resultados podem ser
atribuidos ao papel fisiologico da casca como tecido de protecdo do fruto, no qual ha maior

acumulo de metabdlitos secundarios e consequentemente apresenta maior fungdo antioxidante.



24

A casca da romd apresenta maior concentragdo de compostos fendlicos como
flavonoides, acidos fendlicos e taninos hidrolisaveis em comparacdo as demais partes da fruta
(Mendes et al., 2023). Além das diferentes partes da fruta, o perfil fitoquimico da romd também
observa variagOes de acordo com a variedade cultivada.

Ao avaliar cultivares de romd na Tunisia, Zaouay et al. (2012) observaram diversas
caracteristicas morfolégicas e quimicas da fruta, incluindo o teor total de antocianinas e a
atividade antioxidante. Ambas as caracteristicas apresentaram diferencas significativas, sendo
que as cultivares de sabor acido mostraram valores superiores em comparacdo as cultivares
doces.

Shimizu et al. (2023) avaliaram os teores de compostos fendlicos, flavonoides e a
atividade antioxidante em diferentes partes das cultivares de roma ‘Valenciana’ e “Wonderful’.
A cultivar ‘Wonderful’ apresentou o maior teor de fendlicos na membrana, enquanto na
‘Valenciana’ os maiores teores foram encontrados nas cascas. Quanto aos flavonoides, a
“Valenciana’ apresentou maior concentragdo nas cascas, enquanto na ‘Wonderful' os teores
mais elevados foram observados nas sementes. Em relacdo a atividade antioxidante, a
“Valenciana’ destacou-se pelas sementes, e a “Wonderful’ pelas cascas.

Esses compostos encontrados em vegetais desempenham papéis fundamentais nas
fungbes vitais das plantas. Os metabdlitos primarios estdo diretamente relacionados as
atividades essenciais, como a formacdo e manutencdo das células, apresentando ligacdes mais
estaveis e indispensdveis a sobrevivéncia. Ja os metabdlitos secundarios exercem funcdes
fisioldgicas e bioquimicas, atuando principalmente na defesa contra estresses bibticos e
abidticos (Kessler e Kalske, 2018).

Fatores ambientais podem modificar a composicdo quimica da planta, estimulando a
producdo de compostos bioativos com propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
antimicrobianas. Essas analises podem ampliar o conhecimento sobre o potencial funcional e
terapéutico de especies vegetais, incluindo a roma (Wu e Tian, 2017).

Diante da ampla diversidade fitoquimica da romd, torna-se essencial que futuros estudos
aprofundem a investigacdo dos metabdlitos presentes em diferentes cultivares, sobretudo
quando submetidos a condicBes ambientais adversas. Nessas circunstancias, € possivel induzir
a sintese de compostos especificos de interesse comercial, ampliando o potencial de
aproveitamento (Yeshi et al., 2022). Ja se tem estudos que apontam que perturbacGes abidticas
em plantas induzem a producdo de metabolitos secundarios.

Para os flavonoides e terpenoides, a baixa temperatura tem a maior influéncia na sintese

desses compostos, promovendo um aumento significativo em sua producdo (He et al., 2023).
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A radiacdo UV-B (280-315 nm) induz a folhagem das arvores a produzir mais acidos fenélicos
e flavonoides como pigmentos protetores (Kaling et al., 2015). Temperaturas de 12 a 25°C na
zona radicular sdo favoraveis para o acumulo de alcaloides nos tecidos vegetais (Malik et al.,
2013). Condi¢bes de solo infertil e ambientes aridos induzem o aumento na sintese e acumulo
de taninos (Zhang et al.,2012). E o estresse hidrico induz acimulo acentuado de cumarinas e
saponinas em plantas (Costa et al., 2013; Zhong et al., 2021). Pode-se observar um resumo

visual desses estresses abidticos sobre vegetais na Figura 5.

Figura 5 - Estresses abidticos na producdo de bioativos.
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Fonte. Autora, 2025.

3.4 Atividade antimicrobiana

A resisténcia microbiana é algo alarmante, pois é responsavel por milhares de mortes
anuais, com 0 agravante de que cada vez mais essa resisténcia reduz a eficiéncia dos
medicamentos, tornando-se uma das principais ameacas do século XXI (Murray et al., 2022).
Se ndo for contida, projecdes indicam que podera causar até 10 milhdes de mortes por ano até
2050 (Kraker et al., 2016).

E imprescindivel estudos sobre a atividade antimicrobiana, que consiste na capacidade
de uma substancia em inibir ou destruir micro-organismos patogénicos, geralmente por meio
de mecanismos como ruptura da parede celular, interferéncia na sintese de proteinas ou
nucleotideos e alteracdo da permeabilidade da membrana (Di Martino, 2022; Reygaert, 2018).
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Compostos naturais, particularmente fitoquimicos como flavonoides, taninos e 6leos essenciais,
tém sido alvo de estudos por suas propriedades antimicrobianas.

O uso inadequado e excessivo de medicamentos antimicrobianos ao longo do tempo tem
contribuido significativamente para o aumento da resisténcia bacteriana, o que limita as opcoes
terapéuticas disponiveis e representa um dos principais desafios para a salde publica mundial
(Cross, 2008). O crescente surgimento e disseminacdo de micro-organismos resistentes aos
compostos antimicrobianos convencionais compromete a eficacia dos tratamentos atuais e
exige o0 desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas capazes de complementar ou
substituir os antimicrobianos tradicionais (Reygaert, 2018).

Diante desse cenario, os esforcos na busca por novas alternativas terapéuticas,
especialmente aquelas provenientes de fontes naturais aumentaram. As plantas utilizadas na
medicina tradicional ttm se destacado como candidatas promissoras, por serem ricas em
compostos bioativos com potencial antimicrobiano (Mendes et al., 2011; Scaglione et al.,
2024).

Nesse contexto, espécies vegetais vém sendo investigadas por apresentarem extratos
com substancias com potencial antimicrobiano que sdo capazes de inibir o crescimento de
agentes patogénicos. Com isso, diversas espécies vegetais estdo sendo estudadas para avaliar o
potencial que essas plantas tem frente a micro-organismos resistentes que tenham relevancia
medica.

Mendes et al. (2011) demonstraram que o extrato de Peperomia pilosa exibiu atividade
antibacteriana especifica contra Pseudomonas aeruginosa (uma bactéria Gram-negativa). Em
contraste, o0 extrato de Peperomia pellucida apresentou um espectro de acdo mais amplo,
mostrando eficacia tanto contra Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva) quanto
contra P. aeruginosa (bactéria Gram-negativa). Ja Eller et al. (2015) verificaram que 0s extratos
brutos de cajueiro, barbatimdo e aroeira se mostraram ativos frente a cepa de S. aureus,
apresentando halos de inibicdo de crescimento.

Machado et al. (2003) avaliaram 14 extratos de plantas medicinais brasileiras,
comumente utilizadas no tratamento de doencas infecciosas, quanto ao seu potencial
antimicrobiano frente a micro-organismos resistentes de importancia médica. Entre os extratos
analisados o da romd foi um dos que mostrou-se eficiente contra S. aureus que € resistente a
meticilina.

No entanto, vale destacar que a eficacia desses extratos pode variar de acordo com
diversos fatores, como o frescor da planta, visto que, plantas frescas e secas apresentam

diferencas na concentracdo de compostos ativos, as variagches genéticas da espécie vegetal, a
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regido geogréfica, a estacdo de crescimento, além dos métodos de extracdo, incluindo os
solventes utilizados e a técnica aplicada (Mendes et al., 2023; Pal et al., 2018).

O potencial da atividade antimicrobiana é geralmente realizada pela técnica da
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e a Concentragdo Minima Bactericida (CMB). Por meio
desse método, identifica-se a menor concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de inibir
0 crescimento do micro-organismo em teste, conforme estabelecido pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (2012).

A triagem de tal atividade é comumente realizada in vitro, através de métodos de
diluicdo em &gar por pocos ou discos, 0s quais permitem a avaliagdo do potencial inibitorio a
partir da mensuragdo do didmetro dos halos de inibicdo formados. A atividade observada é
avaliada de forma comparativa em relacdo a um padrdo de referéncia. Esse método tem algumas
vantagens, como baixo custo, simplicidade e flexibilidade, porém limita-se a micro-organismos
de crescimento rapido, sejam aerdbios ou facultativos (Abdollahzadeh et al., 2021; Ostrosky et
al., 2008; Pinto et al., 2003).

Outro método é a diluicdo em caldo, que consiste no crescimento do micro-organismo
em um meio liquido adicionado da substancia a ser testada. Os resultados sdo quantitativos e
sua leitura é feita pela observacdo da turbidez (ou falta dela). A diluico em caldo pode ser por
macro e por microdiluicdo (Ostrosky et al., 2008 e Pinto et al., 2003). A macrodiluicdo é
realizada em tubos de ensaio, utilizando mais material, espaco no laboratério e tempo (Zgoda
e Porter, 2001). J& a microdiluicdo utiliza microplacas com 96 pogos, com volume de meio de
cultura entre 0,1 e 0,2 mL, é mais econdmico, sensivel e utiliza pouca amostra (Ostrosky et al.,
2008).

3.5 Perfil citotdxico de extratos vegetais

E de conhecimento popular que o uso de espécies vegetais no tratamento de diversas
doencas, vem sendo cada vez mais valorizadas por serem produtos naturais, de baixo custo e
considerados eficazes. Muitas tém perfil de citotoxicidade, que podem ser capazes de inibir a
sobrevivéncia de celulas cancerigenas (Bacanli et al., 2017). Entretanto, algumas plantas podem
apresentar toxicidade, seja pelo ndo reconhecimento da espécie ou pela quantidade ingerida,
podendo provocar intoxicagfes (Campos et al., 2016; Silva et al., 2023).

Por isso, sdo necessarios estudos para promover o desenvolvimento de formulas mais
naturais que sejam capazes de agir de forma mais especifica garantindo sua eficiéncia. Contudo,

a eficiéncia ndo € o Unico parametro, é imprescindivel que seu uso seja seguro para 0S seres
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humanos, devido ao risco de efeitos adversos, como a citotoxicidade em células saudaveis
(Mendonca et al., 2009).

A citotoxicidade é definida como a capacidade de uma substancia em causar danos as
celulas, podendo levar a perda de sua viabilidade ou morte celular (Kus-Liskiewicz et al., 2021).
No contexto dos extratos vegetais, a avaliacdo da citotoxicidade é particularmente relevante,
uma vez que esses materiais contém diversos metabdlitos secundarios cujos mecanismos de
acdo citotoxica podem ocorrer em niveis celular e molecular (Ungureanu et al., 2023; Zasheva
et al., 2024).

Esta pode ocorrer por varios mecanismos, entre eles, a inducdo de apoptose, que leva a
célula a se autodestruir de forma programada; a inibicdo da proliferacdo celular, impedindo a
multiplicacdo de ceélulas; a reducdo da viabilidade celular, diminuindo o nimero de ceélulas
funcionais; o efeito pré-oxidante, que aumenta o estresse oxidativo interno e favorece a morte
celular; e a inibicdo da angiogénese, bloqueando a formacdo de novos vasos sanguineos
necessarios para o crescimento de tumores (Ungureanu et al., 2023).

Ungureanu et al. (2023) aborda que 0s extratos vegetais mostraram citotoxicidade
dependente da dose, de modo que concentragfes mais elevadas do extrato, ou de flavonoides
nele presentes, resultam em maior efeito toxico sobre as células. Esse efeito vem dos
flavonoides, mas pode variar de acordo com outros compostos presentes € também com o tipo
celular analisado, ja que células diferentes podem responder de forma distinta ao mesmo
composto.

Amini et al. (2014) descrevem que as saponinas interagem com 0s lipidios da membrana
celular, promovendo a formacdo de poros, o aumento da permeabilidade e em consequéncia a
hemolise dos eritrocitos, com liberacdo de hemoglobina no meio extracelular (Figura 6). Esse
efeito hemolitico, resultante da acdo sobre a membrana celular, pode representar uma limitagdo
ao uso terapéutico dessas substancias (Bissinger et al., 2014). Ou seja, a atividade hemolitica é
um bom indicador da citotoxicidade, podendo informar se o extrato pode ser usado com

seguranca.
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Figura 6 — Processo de hemdlise em eritrécito.

HEMOLISE

-
-t

CELULA SANGUINEA ESFEROCITO ROMPIMENTO DA
NORMAL (ERITROCITO) (ERITROCITO MEMBRANA
ESFERICO)

Fonte. Autora, 2025.

Na pesquisa, a avaliacdo inicial da citotoxicidade € primeiro testada em culturas de
células (in vitro) para identificar se um composto é seguro antes de ser testado em animais ou
humanos (in vivo) (Kus-Liskiewicz et al., 2021). Esses testes in vitro apresentam vantagens por
serem mais rapidos, baratos e éticos, servindo como um filtro inicial

No estudo de Mendonca et al. (2009), foi avaliada a citotoxicidade e a genotoxicidade
da curcumina em células PC12. Os resultados indicam que, enquanto em baixas concentracdes
a curcumina pode exercer efeito protetor, em doses elevadas ela perde essa funcdo e passa a
provocar alteracBes celulares indesejadas sugerindo efeito citotoxico. Pozarowska et al. (2010)
autores observaram que varios dos medicamentos utilizados para o tratamento de glaucoma
apresentam efeitos citotdxicos, devido as concentracdes e o tempo de uso.

Nos estudos toxicoldgicos in vitro, os ensaios de citotoxicidade representam ferramentas
essenciais para avaliar a viabilidade celular e identificar possiveis efeitos adversos de
substancias toxicas. Dentre os métodos mais empregados, destacam-se o0 ensaio de liberagdo de
lactato desidrogenase (LDH), o ensaio de quantificacdo de proteinas, o ensaio do vermelho
neutro e o ensaio de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) (Fotakis e Timbrell, 2006). Além desses, a atividade hemolitica é outro método utilizado
para avaliar o potencial citotoxico de substancias, pois indica a capacidade de compostos em
danificar a membrana dos eritrocitos.

A perda de LDH intracelular e sua consequente liberacdo no meio de cultura € um
indicador de morte celular ou de dano a membrana plasmatica em células necrdticas ou em
estagios tardios de apoptose (Chan et al., 2013; Fotakis & Timbrell, 2006). Esse ensaio baseia-
se no uso de sais de tetrazdlio e ocorre em duas etapas principais. Na primeira, a enzima LDH
catalisa a conversdo do lactato em piruvato, gerando nicotinamida adenina dinucleotideo

reduzida (NADH). Na segunda etapa, 0 NADH formado promove a reducdo do sal de tetrazdlio



30

em um produto de formazano insolivel (Korzeniewski & Callewaert, 1983). A detec¢cdo da
guantidade de formazano produzido é realizada por espectrofotometria, permitindo quantificar
a extensdo do dano celular (Chan et al., 2013).

Para o ensaio LDH é necessario 0 uso de compostos capazes de ocasionar na
permeabilizacdo total da membrana celular, para ser utilizado como controle positivo em testes.
Dente os utilizados, o Triton X-100, é o surfactante mais comumente utilizado para
permeabilizacdo em muitos estudos fluorescentes e toxicologicos (Koley e Bard, 2010; Lucarini
et al., 2018).

O ensaio MTT é um ensaio colorimétrico quantitativo que mede a atividade metabdlica
celular, do qual baseia-se na utilizacdo de um sal de tetrazolio solivel em &gua, que é reduzido
pela acdo da enzima mitocondrial succinato desidrogenase, resultando na formacdo de cristais
insoliveis de formazano, de coloracdo pulrpura, por meio de células vivas. Esse produto ndo
atravessa as membranas celulares, acumulando-se no interior das células metabolicamente
ativas e viaveis (Bacanli et al., 2017; Bopp e Lettieri, 2008; Koley e Bard, 2010).

Ja 0 ensaio de hemdlise € um método simples, rapido e de baixo custo utilizado para
avaliar o potencial citotoxico de substancias sobre eritrocitos. Nesse teste, as hemacias, obtidas
de sangue humano ou animal, sdo incubadas com o composto em estudo; caso ocorra ruptura
da membrana celular, ha liberacdo de hemoglobina no sobrenadante, cuja quantificagdo por
espectrofotometria indica o grau de hemolise e o potencial toxico do material (Seebg et al.,
2023).
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4 METODOLOGIA:

4.1 Obtencdo do material vegetal

Para o presente estudo, as romds foram adquiridas por meio de compra direta em um
comércio localizado no municipio de Itapiina, Ceara. Entretanto, conforme informado pelo
comerciante, os frutos sdo provenientes do municipio de Baturité. Ambas as cidades pertencem
a regido do Macico de Baturité, cujo clima, segundo a classificacdo de Koppen (1923), é do
tipo Aw, tropical chuvoso, muito quente, com precipitacdes concentradas entre 0 verdo e o
outono.

As frutas foram, entdo, processadas, iniciando-se pela higienizacdo da parte externa,
correspondente ao pericarpo. Em seguida, foram cortadas ao meio para a completa remocéo das
sementes com arilo e das camadas membranosas internas. Os pericarpos foram dispostos para
secagem ao sol, em ambiente aberto, até que estivessem completamente secos
(aproximadamente trés dias). Apds esse periodo, foram fragmentados em pedacos menores com
0 auxilio de uma tesoura. O material obtido foi utilizado em todas as etapas do processamento

laboratorial.

4.2 Obtencdo dos extratos vegetais

Para o preparo dos extratos, foi empregado o método de extracdo por solvente sélido-
liquido, no qual o material sélido é imerso em um solvente apropriado, permitindo que oS
compostos bioativos presentes sejam dissolvidos e transferidos para a fase liquida. Este
procedimento foi realizado no Laboratério de Bioquimica da Universidade da Integracdo
Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB). No presente estudo, foram utilizados
cinco extratos, cada um preparado com diferentes propor¢des de diluicdo entre etanol e agua
destilada, conforme as condicdes especificas de extracdo adotadas.

Os extratos foram preparados com as seguintes proporgdes de solvente: 100% etanol
(R1), 70% etanol (R2), 50% de etanol (R3), 20% de etanol,(R4) e 100% agua destilada (R5).
Os extratos R1 e R2 foram obtidos a partir de solu¢fes de etanol ja prontas, enquanto 0s extratos
R3 e R4 foram preparados por diluicdo manual do etanol com agua destilada, em proporcées
volume/volume (v/v). Para os extratos R1 a R4, foi utilizado um volume total de 100 mL da

fase liquida (solvente) e 20 gramas de cascas de pericarpo, correspondendo a fase solida (Figura
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7). O extrato R5 foi preparado de acordo com as especificacfes descritas no Formulario de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (FFFB) (BRASI, 2021).

Figura 7 - Extratos de roma

Fonte: Autora, 2025.

As preparacgdes dos extratos R1, R2, R3 e R4 foram realizadas ao longo de uma semana,
durante a qual os pericarpos permaneceram submersas no solvente, em recipientes vedados,
mantidos em temperatura ambiente e em ambiente escuro. ApoOs esse periodo, 0s extratos foram
filtrados e acondicionados conforme as condicdes previamente descritas. JA 0 extrato R5 foi
preparado por meio do método de decoccdo, com tempo de fervura de 10 minutos, utilizando-
se a proporcao de 150 mL de &gua para 6 gramas de cascas de roma.

Em seguida, 10 mL dos extratos foram distribuidos em placas de Petri e submetidos a
secagem a temperatura ambiente, em ambiente escuro, para posterior determinacdo do
rendimento.

Para a andlise do rendimento dos extratos, foi utilizado o método gravimétrico que
consiste na determinagdo da massa de compostos solidos presentes apds a evaporacdo do
solvente. ApoGs a secagem, os extratos foram submetidos a pesagem em balanca de precisdo. A
determinacdo do rendimento foi calculada com base na seguinte expressdo mateméatica
(Equacéo 1):

(I) Rendimento(%) _ ( massa do residuo seco (g) ) % 100

massa inicial do pericarpo (g)

Salienta-se que 0 extrato R5 teve sua secagem realizada em chapa aquecedora até a

completa evaporacdo da agua, restando apenas a fracdo solida. Esse procedimento foi adotado
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devido a elevada dificuldade de secagem do extrato, em virtude de sua suscetibilidade a
proliferacdo de fungos. Considerando que esse método poderia alterar suas propriedades visto
que, compostos bioativos sdo sensiveis a degradacdo térmica (Mphahlele et al., 2016), o extrato
R5 ndo foi submetido aos demais ensaios, sendo utilizado apenas nas caracterizagGes fisico-

quimicas e fitoquimica que foi empregado em sua forma in natura.
4.3 Caracterizacdo da densidade dos derivados vegetais

A densidade dos extratos foi determinada a partir da razdo entre a massa e 0 volume.
Para isso, foram mensurados 10 mL de cada extrato utilizando provetas, e as respectivas massas
foram obtidas por meio de balanca de precisdo. A densidade relativa foi calculada pela relacdo
entre a densidade do extrato e a densidade da agua a 20 °C, utilizada como referéncia,
permitindo a comparacdo direta entre as amostras. Para determinar a densidade utilizou-se as

Equacoes 11 e IlI:

) Densidade = (%)

(1) Densidade relativa = (M)

Pagua

Onde:

m = massa do extrato (g)

V =volume do extrato (mL)

pextrato = densidade do extrato (g/mL)

pagua = densidade da agua a 20 °C (aproximadamente 0,9982 g/mL)
4.4 Caracterizacdo fitoguimica dos derivados vegetais

A caracterizacdo fitoquimica foi conduzida por meio de ensaios qualitativos, baseados
em reacdes colorimétricas e de precipitacdo, com o objetivo verificar a presenca ou auséncia de
metabolitos secundarios nas distintas composicdes dos extratos de romd. Foram investigados
nos cinco extratos 0s seguintes grupos de compostos: alcaloides, cumarinas, flavonoides,

saponinas, esteroides/ triterpenos e taninos.



34

A identificacdo de alcaloides foi realizada utilizando o reagente de Dragendorff, método
que consiste na adicdo de 2 mL do extrato em tubos de ensaio, seguida da adicdo de 2 mL de
solucdo de HCI 0,1 M (ou solucdo a 10%). A presenca de alcaloides é evidenciada pela
formacdo de um precipitado alaranjado caracteristico.

A andlise de cumarinas foi realizada por meio de reacdo com cloreto de sodio.
Aproximadamente cinco gotas dos extratos foram aplicadas em papel de filtro, material com
boa capacidade de retencdo de liquidos. Sobre cada gota do extrato, adicionou-se uma gota de
solucdo de cloreto de sdédio. Em seguida, os papéis foram conduzidos a cdmara escura com
lampada UV, sendo observados sob dois comprimentos de onda: 254 nm e 365 nm. A presenca
de cumarinas foi indicada por meio da visualizagdo de fluorescéncia sob luz ultravioleta.

Para a avaliacdo da presenca de flavonoides, foram utilizados dois métodos, sendo um
deles a reacdo de Shinoda. Esse teste consiste na adicdo de pequenos pedagos de magnésio
metélico e &cido cloridrico concentrado a tubos de ensaio contendo 2 mL do extrato. A
formacdo de coloracdo vermelha, rosa ou alaranjada indica a presenca de flavonoides. O
segundo método baseou-se na reagdo com cloreto de aluminio (AICL). Nesse procedimento, 2
mL dos extratos foram colocados em placas de Petri, seguidos da adigdo da solu¢do de AICk.
As amostras foram entdo expostas a luz em camara UV, sendo analisadas nos comprimentos de
onda de 234 a 300 nm. A presenca de flavonoides é indicada pela emisséo de fluorescéncia sob
a luz ultravioleta.

O indice afrossimétrico foi utilizado para verificar a presenca de saponinas nos extratos.
Para isso, foram adicionados 5 mL de cada extrato em tubos de ensaio com tampa, seguidos da
adicdo de aproximadamente 5 mL de &4gua destilada aquecida a 100°C. Os tubos foram
imediatamente vedados e agitados vigorosamente por um periodo determinado. Apo6s 30
minutos de repouso, avaliou-se a persisténcia da espuma, sendo a formacdo de uma coluna
espumosa estavel considerada indicativa da presenga de saponinas.

A identificacdo de taninos foi realizada por meio de duas metodologias: a reagdo com
gelatina e a reacdo com cloreto férrico. Para a reagdo com gelatina, adicionaram-se 2 mL dos
extratos em tubos de ensaio, seguidos da adicdo de 2 a 3 gotas de solucdo de gelatina. A
presenca de taninos foi indicada pela formacdo de um precipitado. Na segunda metodologia, 0s
extratos foram igualmente distribuidos em tubos de ensaio, sendo adicionadas gotas de solugéo
de cloreto férrico. A presenca de taninos € evidenciada por alteracdes na colora¢do da solugéo,
sendo azul ou azul-preta (presenca de taninos hidrolisdveis) ou verde ou verde-escura (presenca

de taninos condensados).
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O método colorimétrico de Liebermann-Burchard foi empregado para a deteccdo de
esterdis e triterpenos. Para isso, 2 mL dos extratos foram inicialmente secos e, em seguida,
submetidos a reacdo, com a adicdo de algumas gotas de anidrido acético, homogeneizacdo e
posterior adicdo de &cido sulfirico. A solucdo obtida deve apresentar coloracdo avermelhada
caracteristica, que gradualmente evolui para tons azulados e esverdeados, indicando a presenca
desses compostos.

O resumo metodoldgico referente aos ensaios qualitativos utilizados para a deteccdo dos

grupos de compostos supracitados encontra-se apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 - Resumo das reacgdes utilizadas para determinar o perfil fitoquimico dos extratos de roma.

Classe do metabdlico Reacéo Resultado esperado
Alcaloides Reagente de Dragendorff Formacdo de precipitado laranja
Cumarinas Cloreto de sédio Fluorescéncia na luz UV

. Aparecimento da coloragdo vermelho, rosa
. Shinoda
Flavonoides ou amarelo
Reacdo com AICl3 Fluorescéncia na luz UV
Saponinas indice afrosimétrico Formacdo de espuma persistente
Esterdis/ triterpenos Liebermann-Burchard Aparecimento da coloragéo vermelha
. Solucéo de gelatina 2% Formacdo do precipitado
Taninos — - =
Cloreto férrico Aparecimento da coloracdo verde ou azul

Fonte: adaptado de Cruz et al., 2025

4.5 Atividade antimicrobiana

A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada pelo método de microdiluicéo
em caldo, seguindo as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI
(2024), com adaptacGes. As seguintes cepas bacterianas foram utilizadas neste estudo:
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli NCTC 12923 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Inicialmente, os extratos foram secos por meio da técnica de drop-casting, conforme
descrito por Pavinatto, Soares e Torres (2022). O residuo seco obtido foi entdo solubilizado em
solucdo hidroetandlica a 50%, com volume final ajustado para 10 mL, atingindo uma
concentracdo previamente conhecida. A solucdo resultante foi esterilizada por fitracdo em
membrana de 0,22 pm e empregada nas etapas subsequentes. Diluicdes seriadas foram
realizadas em solucdo salina estéril para obtencdo das seguintes concentracGes: 1.024, 512, 256,
128, 64, 32,16, 8,4, 2e 1 pg/mL, padronizadas para todos 0s ensaios.

Para o teste de microdiluicdo, utilizaram-se microplacas estéreis de 96 pogos contendo
caldo Mueller-Hinton. O inoculo bacteriano foi preparado a partir de culturas puras incubadas

por 18 a 24 horas (overnight), ajustadas a turbidez correspondente ao padrdo 0,5 da escala de
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McFarland (aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL). Em seguida, realizou-se uma diluicdo para
obtencdo da concentragdo final de aproximadamente 5 x 10° UFC/mL em cada pogo. Em
duplicata, os extratos nas diferentes concentracdes foram adicionados as microplacas, seguidos
do indculo bacteriano. Foram incluidos controles positivos (caldo com indculo, sem extrato) e
negativos (caldo sem indculo), organizados conforme demonstrado na Figura 8. Os ensaios

foram realizados em duplicata. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 16 a 20 horas.

Figura 8 - Organizacdo da titulacdo na microplaca.
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Fonte: Autora, 2025

A leitura dos resultados foi realizada por inspegédo visual, utilizando solugdo de 2,3,5-
trifeniltetrazdlio cloreto (TTC) a 1% como indicador de viabilidade microbiana, pois é reduzido
pelas enzimas celulares a formazan, um composto de coloracdo rosada. Dessa forma, a
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada como a menor concentracdo do extrato

que manteve a coloragéo inalterada, indicando auséncia de crescimento microbiano.

4.6 Avaliagdo da atividade hemolitica

Para avaliar a atividade hemolitica dos extratos, foi utilizada a metodologia descrita no
estudo de Sousa et al. (2022), com modificacfes. Este método utiliza hemécias para determinar
0 potencial de lise celular a partir de extratos vegetais, servindo assim como um modelo in vitro

para prever um potencial citotoxico sistémico. Para execucdo do estudo, adquiriu-se o0 sangue
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total de carneiro da Laborclin®, o qual foi misturado com uma solucdo de NaCl 0,85% (1:30)
e centrifugado a 3500 rpm, por 5 minutos, lavando-se o sedimentado por mais duas vezes com
a solucdo de NaCl, na mesma concentracdo. Apds a Ultima lavagem, ressuspendeu-se 0
sedimentado em NaCl 0,85% para a producdo de uma suspensdo de hemécias a 2%.

Para analisar o efeito citotoxico, utilizou-se concentracdes, para cada extrato, de 512,
256, 128 e 64pg/mL. 2mL da suspensdo de hemécias foi distribuido em tubos de ensaio e
adicionou-se 0,5mL de cada concentragcdo. Posteriormente, incubou-se durante uma hora, em
temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Em seguida, centrifugou-se as amostras e a
leitura do sobrenadante foi realizada em espectrofotometro a 541 nm. Utilizou-se Triton X
como controle positivo no lugar do extrato, e como controle negativo utilizou-se NaCl 0,85%.

A porcentagem de hemdlise foi calculada utilizando a Equacdo 1V:

ABS E—ABS B
ABS CP—ABS B

(V) Atividade Hemolitica (%) = ( ) x 100
Onde:

ABS E = Absorbancia do extrato;

ABS B = Absorbancia do branco;

ABS CP = Absorbancia do controle positivo;

100 = fator de correcéo para %.

A toxicidade dos extratos foi classificada com base no percentual de hemblise
observado. Considerou-se baixa toxicidade para percentuais de 0 a 40%, moderada de 41 a 80%
e alta quando com percentual superior a 80% (Sousa et al., 2022). A andlise dos dados foi
realizada por regressdo linear simples, empregando o método dos minimos quadrados, com
auxilio do software Microsoft Excel®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento e caracterizacdo do fisico-quimica dos derivados vegetais

A densidade dos extratos variou conforme a concentragdo dos solventes (Tabela 1).
Observa-se que, quanto maior a propor¢do de agua na composicdo do solvente, maior € a
densidade relativa. Ocasionando diferenca percentual de 14,9% entre os extratos R1 e R3, e de
7,1% entre R3 e R5, evidenciando a influéncia da composicdo do solvente sobre a densidade
final do extrato. O desvio padrdo de 0,074 evidencia que os valores individuais se encontram
préximos ao valor médio, indicando baixa dispersao entre as amostras.

Verifica-se, na Tabela 1, o rendimento dos extratos. O extrato com segundo maior teor
alcoodlico (R2) apresentou o maior rendimento, com diferenca percentual de 28,17% em relacdo

ao extrato etanolico (R1).

Tabela 1 - Caracteristicas dos extratos do pericarpo de roma: densidade e rendimento.

Extrato Densidade relativa Rendimento (%)
R1 0,800 2,13
R2 0,899 2,73
R3 0,919 2,67
R4 0,973 2,70
R5 0,984 2,61

Legenda: R1:100% etanol, R2: 70% etanol e 30% de agua destilada, R3: 50% de etanol e 50% de agua destilada,
R4: 20% de etanol com 80% de dgua destilada e R5: 100% agua destilada.

Almeida et al. (2024) destacam que a densidade relativa constitui um pardmetro
essencial na avaliacdo da qualidade de extratos vegetais, pois fornece informagdes relevantes
sobre a concentracdo e a composicdo dos seus constituintes. Esse indicador é particularmente
importante para assegurar a consisténcia entre os lotes e a padronizagdo de produtos
fitoterdpicos. J& o rendimento diz muito a respeito a solubilidade, de modo que quanto maior
for, maior sera seu potencial de solubilizagdo em um determinado solvente.

Os resultados obtidos por Rodrigues (2023), ao estudar a densidade relativa de trés
extratos de roma em diferentes formulagGes, corroboram com os do presente trabalho. O autor
observou que 0s extratos obtidos com agua (molho e decoccdo) apresentaram valores
semelhantes entre si e superiores ao do extrato preparado com alcool a 70%, com uma diferenca
percentual de 11,7%.

O tipo de solvente utilizado no processo de extracdo influencia diretamente o

rendimento, onde os solventes mais polares, como a &agua, tendem a extrair uma maior
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quantidade de sdlidos hidrossoliveis, resuttando em maior rendimento (Franzen et al, 2018).
Por outro lado, Bustamante et al. (2017) verificaram que a adicdo de etanol aumenta o
rendimento de extracdo em extratos de casca de romd, uma vez que a natureza apolar dos
compostos fenolicos tende a dificultar sua extracéo.

O rendimento de uma extracdo vegetal é diretamente influenciado pela polaridade do
solvente utilizado. Solventes mais polares, como a agua, tendem a extrair maior quantidade de
solidos totais, resultando em rendimentos mais elevados em massa, principalmente devido a
solubilizagdo de compostos hidrossoliveis, como agUcares, sais e alguns metabdlitos primarios
(Franzen etal., 2018).

Por outro lado, para maximizar a recuperacdo de compostos-alvo especificos, como 0s
fendlicos, solventes de polaridade otimizada sdo necessarios. Bustamante et al.
(2017) comprovaram esse ponto, mostrando que a adicdo de etanol elevou o rendimento de
fendis da casca de roma. Esse efeito é atribuido a capacidade do etanol, especialmente em
misturas aquosas, de solubilizar melhor compostos de natureza anfifilica. Dessa forma, a
otimizacdo do solvente € fundamental para direcionar a extracdo ao composto de interesse.

O presente estudo, e o de Kiran et al. (2024), estdo em acordo com o mencionado, onde
0S extratos com pericarpo de roma preparados com etanol a 70% também demonstrou maior
rendimento. Salienta-se que no estudo supracitado, o extrato etandlico e o metandlico, ambos
mostraram ter maiores rendimentos quando estdo ligeiramente mais polares (etanol a 70% e
metanol a 80%).

De maneira similar, Bui et al. (2021) reportaram que o metanol, o solvente mais polar
de seu estudo, foi 0 que proporcionou 0 maior rendimento extrativo. Os estudos robustecem a
premissa central de que a polaridade do solvente, gerenciada seja por sua natureza quimica pura
ou por ajustes na proporcdo de agua em solventes organicos, ¢ um fator determinante e

manejavel para a eficiéncia do processo de extracao.
5.2 Caracterizacao fitoquimica dos derivados vegetais

Por meio da triagem fitoquimica dos cinco extratos da casca de roméd, preparados com
solventes distintos, foi possivel identificar preliminarmente diferentes grupos de metabdlitos

secundarios, como apresentado no Quadro 2.
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Quadro 2 - Caracterizacdo fitoquimica dos extratos do pericarpo de roma em sob métodos qualitativos.

Classe do Reagéo R1 R2 R3 R4 R5
metabolico
Flavonoi des Shinoda _ Positiva Pos?t?va Positiva Posit?va Positiva
Cloreto de aluminio Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Taninos Gelatina, 2°_/o Positiva Pos?t?va Positiva Posit?va Positiva
Cloreto férrico Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Cumarinas Cloreto de sodio Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Alcaloides Precipitagdo com Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Dragendorff

Saponinas indice afrosimétrico Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
ii‘;;&dﬁss/ L:;ltﬁ;hm;r:jn- Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva

Legenda: R1:100% etanol, R2: 70% etanole 30% de 4guadestilada, R3: 50% de etanol e 50% de adgua
destilada, R4: 20% de etanol com 80% de 4gua destilada e R5: 100% agua destilada.

Para a andlise de flavonoides bioativo que pode ser eficaz na prevencdo de doencas
como cancer e cardiovasculares (Khan et al., 2021), utilizaram a reacdo de Shinoda, que
evidenciou a presenca desses metabdlitos por meio da formagdo de coloracdo vermelha intensa
no extrato com maior teor etandlico. Observou-se que a intensidade da coloracdo diminuiu
progressivamente conforme a reducdo da proporcdo de etanol nos extratos. Ja o extrato obtido
por decoc¢do com agua apresentou coloracdo alaranjada. Na analise sob luz ultravioleta, todos
0S extratos apresentaram fluorescéncia visivel nas duas faixas de comprimento de onda
utilizadas (254 nm e 365 nm).

A presenca de flavonoides nos extratos deste estudo encontra paralelo no trabalho
de Silva et al. (2021) com casca de roma, reforcando que essa matriz € de fato uma fonte
relevante desses metabolitos, ainda que com variacdes dependentes do método. Por outro lado,
nossos dados contrastam em parte com as observagoes de Rodrigues (2023), que relatou maior
evidéncia de flavonoides no extrato aquoso, enquanto nos extratos por decoccdo e com alcool
70% as reacBes foram menos visiveis, um achado distinto do padrdo verificado aqui. E
importante ponderar que Rodrigues (2023) utilizou um tempo de extracdo de apenas uma hora,
significativamente inferior ao periodo de sete dias adotado no presente estudo. Esta diferenca
metodologica crucial pode ser um fator explicativo central para a divergéncia entre 0s
resultados, sugerindo que o tempo de extragdo € uma variavel tdo importante quanto a natureza
do solvente para a eficiéncia do processo.

No que diz respeito a diferenca de coloracdo para os flavonoides, é possivel inferir que
0s extratos com tonalidade mais avermelhada, que continham etanol em sua composicéo,
apresentaram maior extracdo de flavonoides livres, devido a maior solubilidade desses
compostos em etanol, por outro lado, o extrato aquoso pode ter concentrado maiores teores de

flavonoides glicosilados, os quais sdo mais soliveis em agua (Cruz et al., 2025; Miao et al.,
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2022). Tal argumento é reforcado pelos resultados obtidos na reacdo com cloreto de aluminio
(AICL), que indicaram positividade para flavonoides em todos os extratos, corroborando a
presenca desses metabdlitos em diferentes formas estruturais.

A presenca de taninos foi visualizada em todos os extratos (R1 a R5) por meio da
formacdo do precipitado branco. Como todos apresentaram esse metabélito, a reacdo com
cloreto férrico (FeCk) foi utilizada para caracterizacdo desses taninos. Os extratos Rl e RS
apresentaram coloracdo azul, indicando maior concentracdo de taninos hidrolisveis. Ja& 0s
extratos R2, R3 e R4 apresentaram coloragdo verde, caracteristica da presenca de taninos
condensados.

A identificacdo de taninos na amostra analisada é um achado relevante, uma vez que
esse grupo de compostos fendlicos apresenta caracteristicas quimicas distinta. Segundo
Cardoso et al. (2024), os taninos hidrolisdveis tendem a ser mais suscetiveis a degradacdo no
trato digestivo, 0 que pode estar relacionado a diferencas em seu comportamento bioldgico
qguando comparados aos taninos condensados. No caso da roméd, a presenca de punicalagina,
um tanino hidrolisdvel amplamente relatado na literatura, tem sido associada a elevado
potencial antioxidante (Oudane etal., 2018)

Para os taninos o etanol (R1) foi capaz de extrair certos compostos hidrolisaveis, o que
ndo é comum, considerando que esses compostos sdo altamente polares e, portanto, preferem
solventes aquosos. No entanto, é possivel que este solvente organico tenha solubilizado formas
hidrolisaveis menos polares ou parcialmente sollveis nesse solvente, conforme discutido por
Zuorro et al. (2019).

Por outro lado, 0 uso da temperatura no extrato aquoso (R5) promove a ruptura das
paredes celulares da romd aumenta os coeficientes de difusdo, facilitando a liberagdo de taninos
hidrolisaveis (Ben-Ali et al, 2018). Ja a extracdo com a mistura hidroalcodlica favoreceu a
obtencdo de taninos condensados (R2, R3 e R4), possivelmente em fun¢do da capacidade dessa
mistura em solubilizar compostos com diferentes polaridades.

Os taninos sdo compostos caracterizados por sua natureza anfipatica, frequentemente
com estrutura polimérica. Esse comportamento pode ser explicado pela arquitetura molecular
desses compostos, que consiste em um centro hidrofobico, formado por anéis aromaticos,
envolto por uma periferia de grupos hidroxila, conferindo carater hidrofilico (Dufourc, 2024).
Dessa forma, solventes capazes de interagir com ambas as regides da molécula tendem a
apresentar maior eficiéncia extrativa, o que é consistente com os resultados observados neste

estudo.



42

Achados semelhantes foram relatados por Duraisamy et al. (2020), que, ao avaliar
diferentes solventes para a extracdo de taninos de Acacia xanthophloea, observaram maior
eficiéncia quando utilizados solventes alcodlicos ou misturas alcool-agua. Os autores destacam
ainda que fatores como razdo solido-solvente e temperatura influenciam significativamente a
eficiéncia do processo, reforcando que a otimizacdo da extracdo depende tanto da
compatibilidade quimica quanto das condicdes operacionais. Entretanto, para aplicacdes
alimentares e farmacéuticas, o etanol se destaca como solvente preferencial devido a sua
seguranca e aceitacdo regulatoria.

As romas ndo apresentam significativo teor de cumarinas, sendo estas associadas ao
efeito antioxidante e antiproliferativo (Bai et al., 2016), e com potencial de sintese para
atividade antitrombotica (Gao et al.,, 2021). Entretanto, foi possivel visualizar a presenca de
cumarinas pela interacdo dos extratos com luz ultravioleta, sendo evidenciada por meio da
fluorescéncia esverdeada na faixa de 254 nm em todos os diferentes extratos analisados. Por
outro lado, ndo foram observadas fluorescéncias na faixa de 365 nm.

A fluorescéncia em determinados comprimentos de onda pode indicar a presenca de
diferentes tipos de cumarinas, uma vez que a estrutura quimica desses compostos influencia
diretamente seu comportamento sob luz UV. No presente estudo, foi observada fluorescéncia
apenas na faixa de 254 nm. De acordo com Machynakova e Hrobotniova (2017), o comprimento
de onda de 280 nm é considerado ideal para a deteccdo de algumas cumarinas, como 4-
hidroxicumarina, cumarina simples e escoparona. Assim, considerando a proximidade entre 0s
comprimentos de onda dos estudos, € possivel sugerir que as amostras analisadas contenham
tais cumarinas.

Os alcaloides estiveram presentes em todos 0s cinco extratos, independentemente do
solvente utilizado. Esses compostos sdo conhecidos por apresentarem significativas atividades
biolégicas, incluindo acbes antioxidantes e anti-inflamatérias (Peng et al.,2019).

Freitas et al. (2021), ao avaliarem metabolitos secundarios por meio das mesmas reagoes
utilizadas no presente estudo, analisaram a composicdo de um gargarejo natural a base de romd,
gengibre e tansagem, comparando-o com um produto industrializado de formulacéo
semelhante. No gargarejo natural, foi observada a presenca intensa de alcaloides, taninos e
flavonoides. J& no industrializado, a reacdo foi fraca para taninos e alcaloides, e ausente para
os flavonoides.

As saponinas foram detectadas em todos 0s cinco extratos. A formacdo de espuma mais

intensa foi observada nos extratos R1 e R2, podendo indicar maior concentracdo ou o tipo de
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saponinas que estdo presentes nessas formulagfes. As saponinas possuem potencial citotoxico
em células cancerigenas e atividade antimicrobiana (Zhang et al., 2021).

A deteccdo de saponinas nos extratos analisados reforca a recorréncia dessa classe de
metabolitos em matrizes a base de romd. Os resultados obtidos neste estudo estdo em
concordancia com os achados de Pinnamaneni (2018), que identificou saponinas em extratos
de cascas de roma obtidos com acetato de etila, bem como com os de Silva et al. (2021), que
relataram a presenca desses compostos em extratos aquosos e etanolicos a 70%. De forma
semelhante, Sweidan et al. (2023) também detectaram saponinas em todos 0s extratos
avaliados, incluindo os obtidos com agua e etanol, indicando que essa classe de metabdlitos
apresenta ampla solubilidade em solventes de diferentes polaridades, o que é consistente com
0 comportamento observado neste estudo.

Os extratos também foram submetidos ao teste para deteccdo de esteroides e triterpenos,
onde pode observar que a reacdo positiva, sendo observada pela mudanca de cor para vermelho,
um indicativo classico da presenca de nlcleos triterpenoides. A reacdo ocorreu de forma
consistente e independente da concentragdo dos solventes de extracdo utilizados, indicando que
a presenca dessas classes de metabdlitos ndo foi afetada pelas variagbes na concentracdo do
solvente.

Resultados distintos foram relatados por Sweidan et al. (2023), que, ao avaliarem
esteroides e triterpenoides em extratos de casca de romd obtidos com diferentes solventes
(acetato de etila, metanol, metanol aquoso, butanol, etanol e &gua), detectaram esses
metabdlitos apenas no extrato etandlico. Com base nessa comparacao, é possivel que a deteccdo
positiva observada no extrato aquoso do presente estudo esteja relacionada ao uso do processo
de decoccédo, o qual pode ter favorecido a ruptura celular e a solubilizacdo desses compostos,
mesmo em meio aquoso.

Adicionalmente, a literatura indica que a extracdo de triterpenoides a partir da casca de
roma ocorre em um numero limitado de solventes, sendo relatado que as maiores concentracfes
desse metabdlito sdo encontradas nas flores da planta (Rodrigues e Alencar, 2023). Esse aspecto
pode explicar as diferencas observadas entre os estudos, reforcando a influéncia do método de
extracdo, tanto do solvente escolhido quanto da parte vegetal utilizada na deteccdo desses
COMpOStOs.

Em sintese, os resultados indicaram uma notdvel similaridade fitoquimica entre o0s
extratos. Todos 0s extratos das cascas de roma apresentaram uma ampla diversidade de classes
fitoquimicas, uma vez que os metabolicos se mostraram muito similares. Foram observadas

variacdes significativas apenas na identificacdo de taninos e cumarinas. Tais discrepancias sao
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atribuiveis a0 método de extracdo empregado, sendo evidentes no extrato R5, produzido por

decoccéo.

5.3 Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antibacteriana dos extratos do pericarpo da roma estdo
expressos na Tabela 2. Dentre as bactérias utilizadas para a testagem dos extratos, a S. aureus
foi a mais sensivel, sendo os extratos R2 e R3 que mostraram melhor atividade antimicrobiana
com CIM de 128 pg/mL, enquanto 0 R1 e R4 foram um pouco inferiores com CIM de 256
pg/mL.

Ja para a E. coli e P. aeruginosa todos os extratos apresentaram atividade moderada a
fraca com CIM de 512 pg/mL e 1024 pg/mL, sequencialmente. A bactéria Gram-negativa P.
aeruginosa foi a menos sensivel aos extratos testados necessitando de maior dose para controlar

seu crescimento.

Tabela 2 - Determinacdo da concentracdo inibitéria minima dos extratos do pericarpo da romd

Micro-organismos
S. aureus - ATCC 29213 E.coli-NCTC 12923  P. aeruginosa - ATCC 27853

Extratos testados

R1 256 512 1024
R2 128 512 1024
R3 128 512 1024
R4 256 512 1024

Legenda: R1:100% etanol, R2: 70% etanol e 30% de agua destilada, R3: 50% de etanol e 50% de agua destilada
e R4: 20% de etanol com 80% de &gua.

Observa-se que os extratos do pericarpo da romd tiveram efeito antimicrobiano mais
forte na cepa bacteriana gram-positiva, em compara¢do com as Gram-negativas. Esse efeito foi
mais evidente nos extratos hidroalcoolicos obtidos com 70% e 50% de etanol (R2 e R3),
provavelmente devido a maior eficiéncia dessas proporgdes na extracdo de uma diversidade
mais ampla de compostos bioativos, como 0s taninos que tem atividade antibacteriana devido
ao seu alto peso molecular (Mphahlele et al., 2016). Contudo, essa distingdo mostrou-se
seletiva, uma vez que o efeito observado ocorreu exclusivamente contra S. aureus, ndo sendo
verificada frente aos demais microrganismos avaliados.

No estudo de Abu-Niaaj et al. (2024), 0s extratos com solventes depuros butanol e
metanol puros, foram mais eficazes contra E. coli ATCC 2522 e P. aeruginosa ATCC 27853,

com CIM de 5 a 2,5 mg/mL. Os extratos aquosos apresentaram menor eficacia, exigindo
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concentracdes mais altas. Entretanto, ao ferver o extrato aquoso e o hidroetandlico, suas CIM
foram reduzidas em 50% em ambas as cepas, passando a 5 e 2,5 mg/mL para o extrato
hidroetanolico e de 10 e 5 mg/mL para o extrato aquoso, respectivamente para P. aeruginosa
ATCC 27853 e E. coli ATCC 2522.

As bactérias Gram-negativas necessitaram de uma dosagem maior para inibicdo desses
micro-organismos, pois estas possuem uma camada protetora a mais do que as Gram-positivas,
uma membrana externa e uma camada de peptidoglicano mais delgada. Essa camada confere
maior resisténcia a acdo de agentes antimicrobianos, dificultando a agdo dos compostos
bioativos e, consequentemente, contribuindo para a menor suscetibilidade observada nesse
grupo bacteriano (Breijyeh, Jubeh e Karaman, 2020).

Os taninos desempenham papel fundamental na atividade antimicrobiana, pois
interagem com proteinas presentes na membrana bacteriana, causando alteragBes estruturais e
funcionais que interferem no metabolismo celular e, consequentemente, nos pProcessos
essenciais ao crescimento e a reproducdo das bactérias. Como consequéncia dessa interferéncia,
os taninos podem gerar efeitos bacteriostaticos (impedindo o crescimento), em concentracoes
maiores ou dependendo da bactéria, efeitos bactericidas (levando a morte da célula), explicando
os efeitos antimicrobianos aqui observados (Olchowik-Grabarek et al., 2022).

Esse mesmo parametro pode ser observado em outros trabalhos como o de Scaglione et
al. (2024) que avaliou a atividade antibacteriana de extrato hidroalcodlico de casca de roma
(etanol/ e agua destilada a 50% (V/v)), pelo método de difusdo em &gar, do qual o extrato
mostrou-se eficaz contra todas as cepas de S. aureus avaliadas, incluindo a cepa de referéncia
S. aureus ATCC 6538, e cepas as multirresistentes (MRSA). J& para P. aeruginosa, o extrato
foi ineficaz contra as cepas MRSA, porem, eficaz contra a cepa de referéncia P. aeruginosa
ATCC 27853.

Essa eficacia antibacteriana foi confirmada pelo ensaio de microdiluicdo, onde contra
cepas de P. aeruginosa MDR, o extrato exibiu a CIM entre 20 e 30 pg/ul. Enquanto frente a
cepas de S. aureus, as sensiveis quanto as MRSA, os valores de CIM ficaram situados entre 4
e 12 pg/uL. Esses resultados reforcam o potencial do extrato como um agente promissor,
principalmente comtra bactérias Gram-positivas (Scaglione et al., 2024).

Resultados semelhantes foram observados por Persuri¢ et al. (2020), que avaliaram a
atividade antimicrobiana de extratos etanolicos da casca de romd e obtiveram valores de CIM
entre 800 e 6.400 pg/mL para S. aureus ATCC 25923, enquanto para P. aeruginosa ATCC
27853 e E. coli ATCC 25922 os valores variaram entre 6.400 e 12.800 pg/mL.
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De forma consistente, Yassin et al. (2021) relataram maior sensibilidade de S. aureus
ATCC 29213 ao extrato metandlico da casca de roma (CIM = 125 pg/mL), a0 passo que
bactérias Gram-negativas, como E. coli ATCC25922, apresentaram CIM mais elevadas (500
pg/mL). Esses achados corroboram os resultados observados neste estudo e reforgam a maior
suscetibilidade das bactérias Gram-positivas aos extratos de roma.

Observa-se uma convergéncia entre os dados relatados na literatura ao indicar que as
bactérias Gram-positivas apresentam maior sensibilidade. Entretanto, as variagdes nas dosagens
observadas entre os estudos podem estar relacionadas tanto a fatores agrondmicos, como
condicbes de cultivo, clima e variedade da romd, que determinam a composicdo da casca,
quanto a fatores de processamento, como o tipo de solvente, a propor¢do utilizada e o método
de extracdo empregado, os quais influenciam diretamente a eficiéncia de transferéncia dos

compostos para o extrato.

5.4 Avaliacdo da atividade hemolitica dos extratos vegetais

Para uma andlise isolada do comportamento de cada extrato em diferentes
concentragdes, observa-se padrdes distintos (Figura 9). O extrato R1 (Figura 9A) apresentou
uma reducdo gradual da hemolise conforme a concentragdo diminui, indicando uma perda
proporcional de atividade. Para o R2 (Figura 9B), nas concentracfes mais altas (512 e 256
pm/mL) os valores sdo bem proximos de 14,78 14,69, sequencialmente, evidenciando
estabilidade da atividade hemolitica, entretanto, ao atingir 128 pg/mL, ocorre uma gqueda
acentuada, com leve reducdo em 64 pg/mL.

Na Figura 9C, o extrato R3, apresenta atividade hemolitica elevada, principalmente em
512 pg/mL, mas a reducdo é progressiva, sendo que entre 128 e 64 pg/mL, 0 extrato quase nao
apresenta lise (02,35% e 0,02%, respectivamente). Por fim, o0 R4 (Figura 9D) destacou-se como
0 mais hemolitico na maior concentracdo (69,11% a 512 pg/mL), mas sofreu uma redugéo
extremamente abrupta nas concentragdes subsequentes, equiparando-se aos demais extratos em
128 e 64 pg/mL.
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Figura 9 — Atividade hemolitica dos extratos do pericarpo da roma dentro das concentracfes
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Legenda: R1:100% etanol, R2: 70% etano e 30% de agua destilada, R3: 50% de etanol e 50% de agua destilada
e R4: 20% de etanol com 80% de agua.

Para avaliar a relacdo dose-resposta, realizou-se uma analise de regresséo linear (Figura
10). Observa-se um aumento progressivo da atividade hemolitica com a elevacdo das
concentragdes testadas, evidenciando um comportamento dose-dependente para 0s extratos
avaliados, com maior intensidade no extrato R4. Os ajustes de regressdo linear confirmam essa
tendéncia, sendo que o extrato R4 apresentou a inclinacdo mais acentuada (coeficiente angular
= 0,1588) e 0 melhor ajuste ao modelo linear (R2 = 0,963). Os extratos R1 (R? = 0,9173), R2
(R?2 = 0,9515) e R3 (R? = 0,7122) também exibiram tendéncias lineares positivas, porém com
coeficientes angulares menores (0,0913; 0,0288; e 0,0307, respectivamente).

Entre os tratamentos analisados, 0 extrato R4, na concentragdo de 512 pg/mL,

apresentou a maior atividade hemolitica, com uma diferenca de 68,29% em relacdo a menor



48

concentracdo avaliada (64 pg/mL). Esse extrato foi o Unico classificado como de toxicidade
moderada, apresentando aproximadamente 69% de hemdlise, enquanto o0s demais extratos
foram considerados de baixa toxicidade, com percentuais variando entre 0 e 40%, conforme 0s
critérios propostos por Sousa et al. (2022). Dentre esses, 0 extrato R1 apresentou 0S menores
percentuais de lise celular, exibindo um aumento discreto e consistente da hemolise com o

aumento da concentracdo, o que reforca a relacdo dose-resposta observada.

Figura 10 - Atividade hemolitica dos extratos do pericarpo da roma sob quatro concentracfes
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Legenda: R1:100% etanol, R2: 70% etanol e 30% de &gua destilada, R3: 50% de etanol e 50% de &4gua destilada
e R4: 20% de etanol com 80% de &gua. As linhas representam o ajuste por regressao linear.

A maior atividade hemolitica observada no extrato R4 pode ser atribuida a interacéo
de metabolitos esteroidais, como as saponinas que foram detectadas nas amostras, com 0s
componentes lipidicos da membrana das hemécias. Essa interagdo desestabiliza a bicamada
lipidica, promovendo o extravasamento de hemoglobina (Souza et al,, 2022). Esse efeito foi
potencializado no extrato R4, provavelmente devido a elevada propor¢do de agua em seu
solvente de extracdo, que favorece a solubilizacdo de saponinas hidrossoliveis de natureza
anfipatica (Timilsena et al., 2023). Conforme destacado por Chipkar et al. (2022), extratos
aquosos tendem a concentrar saponinas de maior massa molecular, as quais s&o
reconhecidamente citotoxicas e possuem elevado potencial hemolitico (Paarvanova et al.,
2023).
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Entretanto, vale destacar que nem todas as saponinas apresentam capacidade hemolitica,
indicando a necessidade de estudos adicionais para caracterizar as espécies presentes no
pericarpo da roma. Ainda assim, 0s resultados sugerem que 0s extratos podem ser considerados
seguros dentro de determinadas faixas de concentracdo, preservando suas propriedades
terapéuticas desejaveis (Cao et al., 2024; Paarvanova et al., 2023).

A atividade hemolitica depende tanto da composicdo quanto da concentracdo dos
extratos, uma vez que a ruptura da bicamada lipidica é intensificada pela presenca de compostos
bioativos especificos (Rafique et al., 2023). Estudos prévios mostram baixa hemdlise induzida
por extratos vegetais, como relatado para Camellia sinensis, Thymus vulgaris e Zanthoxylum
armatum (Rafique et al., 2023). Essa tendéncia também se observa em extratos da casca da
romd, como no estudo de Yassin et al. (2021), que reportou maior hemolise no extrato
metandlico a 10 mg/mL, enquanto 0 aquoso apresentou menor efeito, porém, no geral, os
extratos ndo exibiram atividade hemolitica significativa.

Alem da seguranca, Scaglione et al. (2024) e Yassin et al. (2021) destacam que extratos
do pericarpo de roma podem exercer efeito anti-hemolitico, 0 que pode ser correlacionado ao
observado na Figura 9D, protegendo hemacias contra agentes oxidantes, acdo atribuida a
elevada concentracdo de polifendis, conhecidos por sua capacidade antioxidante (Chaves e
Santos, 2024). Os polifendis atuam neutralizando espécies reativas de oxigénio geradas durante
processos oxidativos, impedindo a peroxidacdo lipidica da membrana eritrocitria, um dos
principais mecanismos que leva a hemolise (Gonzalez-Horta, 2025). Contudo, reforca-se que a
dose permanece um fator critico para a seguranca e eficacia.

Essa complexidade de efeitos hemolitico e anti-hemolitico observada na literatura e nos
presentes resultados pode ser explicada pela composicdo quimica multifacetada do extrato e
pela relacdo dose-resposta. Em baixas concentragdes, a predominancia de polifendis com alta
capacidade antioxidante pode exercer um efeito estabilizador sobre a membrana dos eritrdcitos,
protegendo-as contra a peroxidacdo lipidica induzida por agentes oxidantes.

A medida que a concentracio do extrato aumenta, especialmente em condicBes que
favorecem a extracdo e acdo de saponinas (como no extrato aquoso R4), o efeito detergente
destes metabdlitos sobre a bicamada lipidica rica em colesterol se intensifica, levando a lise
celular.

Para além da composicdo quimica e da concentracdo, fatores fisico-quimicos do extrato,
particularmente o pH, emergem como uma variavel critica na modulacdo da atividade
hemolitica. O pH é capaz de influenciar diretamente a estabilidade da membrana

eritrocitaria. Como demonstrado no estudo de Ghirmai et al. (2024), ao investigar o acumulo
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de hemécias em musculos de peixe, observou-se que em pH &cido (6,4) ocorre répida perda da
integridade das hemacias, resultando em hemolise total, enquanto em pH neutro a levemente
alcalino (7,2-7,6) as células permanecem preservadas.

Dessa forma, valores de pH mais baixos podem acelerar o processo de hemolise e
favorecer reagbes oxidativas, indicando que variacbes de pH entre os extratos podem ter
influenciado a intensidade da hemolise observada. Esses resultados podem refletir tanto a
composicdo quimica dos extratos quanto as condicdes do meio experimental, reforcando a

importancia da padronizagdo e do registro do pH em estudos futuros.
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6 CONSIDERACOES FINAIS:

Os resultados indicam que a composicdo do solvente influencia diretamente as
caracteristicas dos extratos, uma vez que o aumento da proporcdo de &gua elevou a densidade
relativa, enquanto os extratos hidroalcodlicos apresentaram maiores rendimentos.

Os extratos do pericarpo de roma obtidos com diferentes solventes ndo apresentaram
diferencas significativas em sua composicdo fitoquimica. Estes demonstraram eficiéncia na
inibicdo do crescimento microbiano, com destaque para a acdo sobre bactérias Gram-positivas,
sugerindo que 0s compostos bioativos extraidos apresentam potencial antimicrobiano.

Alem disso, a baixa citotoxicidade observada, dependente da concentragdo utilizada,
indica que 0s extratos apresentam uma margem de seguranca satisfatoria em ensaios in vitro.
Dessa forma, os resultados reforcam o uso tradicional da espécie e sugerem a possibilidade de
aplicacdo dos extratos em preparacdes de uso topico ou como agentes antimicrobianos naturais,
desde que respeitadas as concentrag0es seguras observadas neste estudo. Ressalta-se,
entretanto, que ensaios in vivo e avaliagbes toxicoldgicas adicionais sdo necessarios para

confirmar a seguranca e a eficacia dessas aplicacdes.
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