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(57) Resumo: AGAO ANTIMICROBIANA DO EXTRATO HEXANICO OBTIDO DA AMENDOA DE Mangifera indica L., EM
RELACAO A FUNGOS LEVEDURIFORMES, FILAMENTOSOS E BACTERIAS GRAM-POSITIVAS, GRAM-NEGATIVAS. Uma
composicao a base de extrato vegetal produzido da améndoa de Mangifera indica L., com agéo bioldgica a partir sinergismo dos
acidos graxos, compostos esteroidais, terpenos, triacilglicerideos saturados e insaturados que constituem a gordura vegetal nas
concentragfes que variam de 78.1 a 625 pug/mL para fungos filamentosos e de 312.5 a 1250 pug/mL, fungos leveduriformes com
variacdo, bactérias gram-positivas e gram-negativas com variagdo de concentracéo de 625 a 1250 pg/mL. A producéo do extrato
foi realizada por extragdo em Soxhlet. Para atividade antimicrobiana foi avaliada determinando a concentragdo minima inibitéria,
usando a estreptomicina como controle para o teste das bactérias, na concentragdo de 10 pug/mL e para os fungos o Fluconazol
na concentracdo de 50 pg/mL. Os resultados mostraram acdo de moderada a forte na inibicdo do crescimento dos micro-
organismos testados o que mostra ser uma alternativa no tratamento de doencgas ocasionadas por fungos filamentosos,
leveduriformes; bactérias gram-positivas e gram-negativas. Adicionado a sua a¢éo bioldgica, o fato do extrato hexanico da
améndoa de Mangifera indica L ser oriundo de produtos de descartes fruticolas, possibilita (...).
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“ACAO ANTIMICROBIANA DO EXTRATO HEXANICO OBTIDO DA AMENDOA DE
Mangifera indica L., EM RELAGAO A FUNGOS LEVEDURIFORMES, FILAMENTOSOS E
BACTERIAS GRAM-POSITIVAS, GRAM-NEGATIVAS”

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencao

[001] O presente pedido de patente de invencdo descreve uma composicao a
base de extrato hexanico como gordura vegetal obtida da améndoa de Mangifera
indica L. (acidos graxos saturados em maior porcentagem, acidos graxos insaturaveis,
compostos esteroidais, terpenos, triacilglicerideos saturados e insaturados) e hexano
(hidrocarboneto) produzido em variadas concentracdes da gordura, aplicado na
inibicdo do crescimento de fungos leveduriformes, fungos filamentosos, bactérias

gram-positivas e bactérias-gram negativas.

Antecedentes da invencdo

[002] A améndoa da semente de manga tem se mostrado uma alternativa no
combate de enfermidades e patologias humanas (ABDULLAH et al. African Journal of
Biotechnology 10 (81): 18739-18748. 2011). Os estudos anteriores desenvolvidos com
améndoas de Mangifera indica L. na a¢do antimicrobiana se referem a extratos
polares, com o uso de solventes: metanol, etanol, acetona e agua, o que difere do
extrato deste pedido. Na Tanzania/Africa, o extrato metandlico da améndoa de
Mangifera indica L. foi avaliada sua ac¢do antimicrobiana em relacdo a Staphylococcus
aureus isolado de pacientes infectados com feridas e diarreias, o que se mostrou ser
uma nova possibilidade na obtencdo de antibidticos (MAUTTI et al. Journal of Scientific

and Innovative Research 4 (5): 200-202. 2015). Um sistema solvente etanol/agua foi
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empregado para obtencdo de extrato hidroetandlico da améndoa da semente da
variedade Tommy Atkins, que demostrou relevante atividade antimicrobiana em
relacdo as cepas das bactérias Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos no estudo sugeriram
potencial aplicacdo dos residuos de manga como fonte de substancias antimicrobianas
que podem ser exploradas pelas industrias farmacéuticas (ARBOS et al. Rev. Ceres
Vicosa 60: 161-165. 2013). Na Malasia realizou-se um estudo com extrato polar
(Etanol, Metanol, Acetona e Agua) da améndoa de Mangifera indica L., que mostrou
sua ac¢do antimicrobiana em relagdo a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, tornando-a uma nova alternativa de
agentes antibacterianos naturais (ABDULLAH et al. African Journal of Biotechnology
10(81): 18739-18748. 2011). Sairam et al. (Journal of Enthopharmacology (84): 11-15.
2003), realizaram um estudo com extrato metandlico das améndoas de Mangifera
indica L., frente a Streptococcus aureus e Proteus vulgaris, o que mostrou sua acao

antidiarreica significante.

[003] A utilizagdo do extrato hexanico proveniente da améndoa de Mangifera
indica torna-se uma fonte de substancias de importante acdo antimicrobiana em
relacdo aos fungos filamentosos e leveduriformes, e bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Este extratocooperard para a inibicdo do crescimento de micro-organismos,
principalmente em locais de clima quente e uUmido, o qual favorece ao
desenvolvimento de bactérias e fungos, cuja variacdo de crescimento apresenta-se
numa escala de — 82C a 902C (NAVARRO et al. Encontro de Pds-Graduacdo e Iniciagdo
Cientifica. 44p. 2013). Em um estudo com pacientes assistidos no Hospital Otavio de
Freitas (Recife/PE), amostras de lavado bronco alveolar, fragmentos de tecido
pulmonar e escarro isolou-se Candida albicans, que foi a espécie mais comumente
encontrada nas amostras estudadas (OLIVEIRA et al. Ver. Ciénc. em Saude 6(1): 1 —11.
2016). Estudo epidemiolégico de formas clinicas de dermatofitoses em Pernambuco

constatou-se a predominadncia de Microsporum canis (couro cabeludo) e
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Epidermophyton floccosum (dobras anatémicas) (DAMAZIO et al. Rev. Soc. Bras. Medc.
Tropical 40(4): 484-486. 2007) nos tecidos estudados. Estudo feito por Caracioloet al.
(An Bras Dermatol 87(6):857-61. 2012) foi constatado pela primeira vez no estado de
Pernambuco, infecgBes cutaneas e partes moles causadas por Staphylococcus aureus
em hospital universitario do Recife, o que favoreceu novas informacdes sobre sua

epidemiologia no Nordeste brasileiro.

[004] Nao foram encontrados nos guias de pesquisa de patentes de literatura
brasileira e também na internacional, documentos acerca do extrato hexanico obtido
da améndoa de Mangifera indica L. com a¢do antimicrobiana, como o apresentado

neste pedido.

Descricdo da invencdo

[005] O extrato hexanico proveniente da améndoa de Mangifera indica L.
apresentado neste pedido é obtido pela técnica de extracdao Soxhlet por Reboiler, que
€ uma técnica simples, que extrai compostos oleosos de amostras sélidas por meio de
solvente apolar volatil (SELLA, A. Classic Kit: Soxhlet Extractor. Royal Society of
Chemistry. 2007). Esta técnica trata-se de um fluxo continuo de solvente hexano
guente em contato direto com a amostra, cujo tempo de extracao é utilizado na
obtencdo de um rendimento satisfatério. A técnica apresenta vantagem por separar
misturas de soluto-solvente no proprio aparelho, tendo em média 90% de recuperagao
do solvente (RICHARDSON et al. Chemical Engineering. Volume 2: Particle Technology

and Separation Processes. 2002).

[006] O extrato hexanico da améndoa de Mangifera indica L. utilizado como
antimicrobiano é hidrofdbico, proveniente de residuo vegetal, formado por
triacilglicerideos saturados e insaturados, compostos esteroidais e terpenos. Apresenta
forma sélida em temperatura ambiente, por conter quantidade superior de acidos

graxos saturados (MORETTO et al. Tecnologia de dleos e gorduras vegetais. 1998).
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[007] O extrato hexanico da améndoa de Mangifera indica L. apresenta
caracteristicas de agao antimicrobiana. A acao de sinergismo dos triglicerideos com os
demais constituintes do extrato atuam inibindo as enzimas que sintetizam dacidos
graxos na membrana celular dos micro-organismos, uma vez que os acidos graxos
presentes na membrana celular dos micro-organismos sdo responsaveis pela regulacdo
do pH dentro da célula, e sua alteragdao impede a alcalinizagdo do citoplasma. O pH
intracelular citoplasmatico esta relacionado diretamente com o crescimento do micro-
organismo. Sua variacao influéncia na atividade das enzimas localizadas na membrana
citoplasmatica, que sdo responsaveis pelo transporte celular de nutrientes para dentro
e fora da célula, facilitando as reacGes metabdlicas: crescimento e reproducdo dos

micro-organismos (STEWART et al. J. Gen Microbiol. 134(5): 1079-87. 1988).

[008] A invencdo objetiva a producdo e caracterizacdo da composicao a base de
extrato hexanico da améndoa de Mangifera indica L., com agdao antimicrobiana em
relacdo a fungos leveduriformes, fungos filamentosos, bactérias gram-positivas e

bactérias-gram negativas.

[009] A composicdao a base de extrato hexanico proveniente da améndoa de
Mangifera indica L., objeto reivindicado neste relatério é direcionado para area de
saude, por ser uma nova alternativa na obtencdo de produtos quimicos bioativos para
producdo de medicamentos, podendo ser utilizados isolados ou associados a
antimicrobianos comerciais, no intuito de intensificar sua a¢do. O estudo de produtos
de descarte agrega valores aos subprodutos fruticolas, tornando-os de interesse
ambiental, econémico, cientifico e tecnoldgico. Assim, o aproveitamento racional
destes rejeitos, trara resultados satisfatérios para a problematica do seu acumulo no

meio ambiente.

[010] A obtencdo do extrato hexanico é feito com uso de améndoas de
Mangifera indica L. secas, com variacao de temperatura de 80 a 100 2C e trituradas
com malhas de 1 a 3 mm (BRUM, et al. Quimica nova. 2009). O extrato foi obtido com

solvente apolar Hexano P.A. em extrator Soxhlet por Reboiler, num processo continuo
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de extragdo & quente, em repetidas lavagens (percolagdo) (AOCS - Official methods

and recommended practices of the American Oil Chemist’s Society. 1983).

[011] O extrato hexanico da améndoa Mangifera indica L. foi transesterificado
e caracterizado por cromatografia gasosa, acoplado a espectroscopia de massa (CG-

EM).

[012] Para atividade antimicrobiana, utilizou-se solucdao estoque de
20.000pg/mL do extrato. O padrdo positivo utilizado foi a Estreptomicina para as
bactérias, na concentracio de 10 pg/mL e para os fungos o Fluconazol na
concentracdo de 50 pg/mL.O teste de Concentragdo Minima Inibitéria (CMI)
foirealizado pela técnica de Microdiluicdo, em multiplacas com 96 pogos, conforme

Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI (2010).

[013] Legenda da Figura 1: Representacdo esquemadtica do teste de

Concentra¢dao Minima Inibitdria (CMI).

[014] Foram utilizados meios de cultura liquidos Saubouraud (Sab) para fungos
e meio liquido Mueller Hinton (MH) para bactérias. Nos pogos da solugdo teste (Linha
A: Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12) foram distribuidos meio de cultura, e adicionado a
solucdo estoque teste. Nas demais linhas (B até H: Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12) também
foram distribuidos meio de cultura referente ao micro-organismo testado. Na coluna 1:
(M = meio), distribuiu-se apenas o meio. Na coluna 2: (S = meio + solvente) meio de
cultura mais o solvente (Hexano P.A.). Na coluna 3: (Ml = meio + micro-organismo)
meio de cultura mais indculos microbianos padronizados. Na coluna 4: (P = meio +
padrdo): Fluconazol = meio de cultura mais solu¢cdo estoque padrdo para fungos.

Estreptomicina = meio de cultura mais solucdo estoque padrao para bactérias.

[015] No processo de microdilui¢ao seriada foram retiradas 100 uL da Linha A
(Colunas 6,7, 8 e 10, 11, 12), e depositados na Linha B (Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12) e
misturados, seguindo processo sucessivo de microdiluicio até a Linha (H). As

concentra¢des obtidas seguiram ordem decrescente, iniciando na concentracdo de
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2500 pg/mL. Apds microdiluicdo, adicionou-se os indculos microbianos padronizados
nos pogos, exceto nos poc¢os da Coluna 1: (M), Coluna 2: (S) e Coluna 4: (P). As
microplacas foram incubadas em temperatura de 372C por 18 a 24 horas para as
bactérias e 302C por 48 a 72 horas para fungos. As microplacas foram reveladas com
solucdo indicadora de Resazurina sédica na concentracao que varia de 0,01 a 0,10%. As
microplacas foram mantidas durante 2 (duas) horas ao abrigo da luz, para que
ocorresse a reacao de oxirreducdo, que resulta na mudanca de coloracdao nos pocos,
sendo azul quando ocorre a inibicdo do crescimento do micro-organismo.

Apresentando cor rosa, ocorre crescimento do micro-organismo.

[016] O teste antimicrobiano do extrato hexanico da améndoa de Mangifera
indica L., foi realizado com o objetivo de verificar sua a¢dao sob o crescimento dos
micro-organismos testados. Os testes demostraram potencial antimicrobiano que
variaram de moderados a fortes inibidores do crescimento, dos fungos leveduriformes
e filamentosos; e bactérias gram-positivas e gram-negativas. Os resultados
especificados neste relatério sdo de duas variedades com valores distintos de
concentracao, poisas demais variedades de Mangifera indica L. apresentaram valores

similares e estdo citados na Tabela 1.

[017] Tabela 1. Valores de CMIs para o extrato hexanico frente a fungos e

bactérias.

Micro-organismos Concentracgdes (pg/mL) Acdo inibitdria
Variedade A Variedade B

Fungos Filamentosos 625 312 Forte a Moderado

Fungos Leveduriformes 78 a 156 156 a 312 Forte

Bactérias gram- 625

positivas 625 Moderado
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Bactérias gram- 625

negativas 625 Moderado

[018] O extrato hexanico da améndoa de Mangifera indica L. se apresentou de
forte a moderada agdo antimicrobiana, sendo: relacdo aos fungos filamentosos, com
concentragdo que variou de 312 a 1250 pg/mL. Em relagdo aos fungos leveduriformes,
apresentou forte acdo antimicrobiana com concentracdes que variaram de 78 a 625
pug/mL. Tanto as bactérias gram-positivas como as gram-negativas, o extrato hexanico
da améndoa de Mangifera indica L., apresentou atividade antimicrobiana de

moderado inibidor, com concentracGes que variaram de 625 a 1250 pg/mL.

[019] Legenda da Figura 2: Resultado da concentragao minima inibitéria (CMI)

do extrato hexanico da améndoa de Mangifera indica L. da variedade A e variedade B.

[020] Pela atividade antimicrobiana das amostras representativas do extrato
apresentado neste relatdrio mostrou que ocorreu inibicdo do crescimento de micro-
organismos patogénicos, tanto para humanos, como para vegetais, mostrando ser uma
alternativa para o controle microbiolégico de fungos filamentosos, leveduriformes;
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Aliado a sua a¢do antimicrobiana, o extrato
hexanico da améndoa de Mangifera indica L., provém de um residuo fruticola, o que
agrega valores sécio-econémicos, além de promover um direcionamento para o
combate e controle da poluicdo ambiental ocasionada pelos descartes industriais de

frutas.
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REIVINDICACOES

1. USO DE EXTRATO HEXANICO DA AMENDOA DE Mangifera indica L
PARA COMBATER FUNGOS LEVEDURIFORMES, FILAMENTOSOS E
BACTERIAS GRAM-POSITIVAS, GRAM-NEGATIVAS caracterizado por pelo uso
do hexano P.A. como solvente do lipideo extraido da améndoa de Mangifera indica L.
2. USO DE EXTRATO HEXANICO DA AMENDOA DE Mangifera indica L
PARA COMBATER FUNGOS LEVEDURIFORMES, FILAMENTOSOS E
BACTERIAS GRAM-POSITIVAS, GRAM-NEGATIVAS caracterizado por ser
obtido da améndoa de Mangifera indica L por extracdo continua via solvente hexano a
quente e separagdo por rota evaporagao.

3. USO DE EXTRATO HEXANICO DA AMENDOA DE Mangifera indica L
PARA COMBATER FUNGOS LEVEDURIFORMES, FILAMENTOSOS E
BACTERIAS GRAM-POSITIVAS, GRAM-NEGATIVAS caracterizado por
encontrar-se em formulagGes liquidas, sélidas ou a qualquer outro estado da matéria

(sol, gel, sol-gel) podendo ser usado em formulacGes farmacéuticas.
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Figura 1.
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Figura 2.
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