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RESUMO

A Vanilla babiana é uma planta endémica do Brasil cuja caracterizagdo quimica e avaliagdo antimicrobiana sio temas de grande
relevancia cientifica e econémica, devido as suas caracteristicas inicas e diferenciadas em comparagdo com as espécies ja presentes
no mercado internacional. A baunilha, conhecida por ser uma das especiarias responsaveis por sabores e aromas mais populares no
mundo, tem uma crescente demanda e uma concomitante reducio em sua oferta global, tornando essencial a exploracido de novas
fontes e o conhecimento de suas propriedades. Além disso, a busca por novos antimicrobianos naturais ¢ importante para serem
inseridos no mercado, como no de fermenta¢io etandlica, especialmente para combater bactérias contaminantes desse processo.
Neste contexto, o presente trabalho avaliou a composi¢ao fitoquimica do extrato das favas de 1. babiana, presente no cerrado mineiro,
e sua atividade antimicrobiana contra bactérias contaminantes da fermentagao alcodlica e a levedura Saccharomyces cerevisiae. O extrato
alcodlico foi preparado por macerag¢io e¢ submetido a caracterizagdo fitoquimica, espectroscopia na regidao do infravermelho,
quantificagdo de fendlicos totais, flavonoides totais e avaliagdo da atividade antioxidante. A avaliacdo antimicrobiana foi realizada
através do método de antibiograma contra S. cerevisiae, L. mesenteroides e L. fermentum. A caracterizagao fitoquimica evidenciou a presenga
de compostos fendlicos (0,65 + 0,01 mg/g) e flavonoides totais (0,06 + 0,00 mg/g), além de uma expressiva atividade antioxidante
(8,97 = 0,06 uM ET). No entanto, ndo foi observada atividade antimicrobiana contra os microrganismos testados. Esses resultados
ampliam o entendimento sobre a espécie e refor¢am sua importincia na valoriza¢io da biodiversidade brasileira.

Palavras-chave: antibiograma; espectroscopia de Infravermelho, . babiana, triagem fitoquimica.

ABSTRACT

The Vanilla babiana is an endemic plant of Brazil, whose chemical characterization and antimicrobial evaluation ate topics of great
scientific and economic relevance due to its unique and distinct characteristics compared to the species already present in the
international market. Vanilla, known for being one of the spices responsible for the most popular flavors and aromas in the world,
has a growing demand and a concomitant reduction in its global supply, making it essential to explore new sources and understand
its properties. Moreover, the search for new natural antimicrobials is important for their inclusion in the market, such as in ethanol
fermentation, especially to combat contaminating bacteria in this process. In this context, the present work evaluated the
phytochemical composition of the extract from 7. babiana pods, present in the cerrado region of Minas Gerais, and its antimicrobial
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activity against contaminating bacteria of alcoholic fermentation and the yeast Saccharomyces cerevisiae. The alcoholic extract was
prepared by maceration and subjected to phytochemical characterization, infrared spectroscopy, quantification of total phenolics,
total flavonoids, and antioxidant activity evaluation. The antimicrobial evaluation was performed through the antibiogram method
against S. cerevisiae, L. mesenteroides, and L. fermentum. Phytochemical characterization evidenced the presence of phenolic compounds
(0.65 £ 0.01 mg/g) and total flavonoids (0.06 £ 0.00 mg/g), in addition to significant antioxidant activity (8.97 £ 0.06 uM ET).
However, no antimicrobial activity was observed against the tested microorganisms. These results expand the understanding of the
species and reinforce its importance in valuing Brazilian biodiversity.

Keywords: antibiogram; infrared spectroscopy; V. bahiana; phytochemical screening.

Introdugao

A baunilha (IVanilla spp.) é uma das especiarias mais apreciadas, valorizadas e conhecidas no mundo, com
um mercado atrativo, que chega a pagar mais de R$ 50,00 por cada fava (Embrapa 2022). E uma espécie de
orquidea com frutos comestiveis que pertence a familia Orchidaceae, género 1 anilla que compreende cerca de
120 espécies, sendo o Brasil o pafs com a maior diversidade de baunilhas no mundo, com 37 espécies
identificadas (Flora do Brasil 2020, Nascimento et al. 2019).

A espécie Vanilla planifolia é a mais comercializada no mundo todo, devido a suas caracteristicas
conservacionista e aromatizante que interfere de forma benéfica no sabor da comida (Brumano 2019). Além da
sua aplicacao na industria alimenticia e cosmética, a literatura relata atividades bioldgicas, incluindo atividade
antioxidante e anti-inflamatdria determinadas pelos compostos fenolicos que a baunilha possui (Lopes et al.
2019).A substancia quimica responsavel pelo aroma da baunilha ¢ um aldeido chamado vanilina, entretanto a
espécie contém cerca de 300 compostos quimicos, que sao utilizados principalmente nas industrias alimenticia
e cosmética  (Krasaekoopt & Jongyin, 2017; Wilde et al. 2019; Bianchetti et al. 2023).

No Brasil, entre as 15 espécies aromaticas presentes, trés se destacam pelo seu valor econémico atual ou
potencial: 1) Vanilla phaeantha Rchb. f. (sinonimo de Vanilla bahiana Hoehne), encontrada amplamente nas
regioes Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste; 2) [ anilla chamissonis Klotzsch, distribuida em todas as regides
do pais; e 3) VVanilla pompona, presente nas regidves Sudeste, Nordeste, Centro-Oeste e Norte (Silva et al. 2023).

O cultivo de espécies nativas de baunilha no Brasil ainda é inexpressivo, o que reflete diretamente na sua
invisibilidade no mercado. Esse cenario contrasta com os esforcos globais voltados para superar os desafios
relacionados a produgdo de baunilha (Simas et al. 2024). Nesse contexto, as espécies nativas surgem como
alternativas relevantes, além de apresentarem caracteristicas que as diferenciam das variedades comercialmente
exploradas. Dentre essas espécies, a Vanilla bahiana chama atencao, especialmente por ser pouco estudada e
subaproveitada em termos cientificos e economicos. Essa limitacao de pesquisas e sua exploracio restrita no
mercado refor¢am a necessidade de se investir em seu estudo, considerando seu potencial unico e o papel que
pode desempenhar como alternativa as espécies amplamente difundidas.

O estudo do potencial antimicrobiano da /. bahiana representa uma oportunidade promissora para
aplicagoes biotecnoldgicas ainda pouco investigadas. Pesquisas realizadas com outras espécies do género Vanilla
apontam para propriedades antimicrobianas e antioxidantes, com eficacia comprovada contra uma variedade
de microrganismos (Sujatha et al. 2022; Shyamala et al. 2017; Arya et al. 2021; Ngarmsak et al. 2006). Dada a
proximidade filogenética entre @ /. bahiana e outras espécies do mesmo género, espera-se que a mesma também
contenha compostos bioativos com propriedades semelhantes.

Nesse contexto, a investigacio de antimicrobianos naturais para uso em fermentagao alcodlica tem se
mostrado uma alternativa eficaz e sustentavel frente aos desafios impostos pela contamina¢iao bacteriana.
Produtos naturais, como extratos de lapulo e prépolis, ja sio reconhecidos por sua atividade antimicrobiana,
especialmente contra bactérias Gram-positivas, e tém sido utilizados para substituir antibioticos sintéticos, que
apresentam riscos associados a residuos em subprodutos e ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana
(Fermentec 2021; Caetano & Madaleno, 2011).
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Seu uso para o combate de microrganismos como Lactobacillus fermentum e Lenconostoc mesenteroides pode
trazer beneficios diretos a eficiéncia dos processos fermentativos, reduzindo perdas economicas e melhorando
o rendimento em produtos como bebidas alcodlicas e etanol combustivel. Além disso, a valorizagao de uma
planta nativa brasileira contribui para a conservagao da biodiversidade e o fortalecimento do uso sustentavel de
recursos naturais. Assim, o estudo dessa espécie nao apenas enriquece a literatura cientifica, mas também
apresenta um potencial significativo para o desenvolvimento de tecnologias limpas e economicamente viaveis.

Nesse contexto, objetivou-se caracterizar o extrato de [anilla bahiana coletada no Cerrado Mineiro quanto
ao seu perfil fitoquimico e investigar seu potencial antimicrobiano frente a L. fermentum e L. mesenteroides, visando

novas aplica¢oes biotecnoldgicas.
Material e Métodos

Coleta, tratamento e identificagao do material vegetal

A espécie de baunilha avaliada neste trabalho, foi coletada no més de maio de 2023, em terreno particular,
situado em area rural do municipio de Frutal, Minas Gerais. A determinagao do espécime (Figura 1A) foi
realizada por comparacio em material tombado no Herbirio/BHCB no Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), por J.A.N. Batista, como 1V anilla
phacantha (syn. Vanilla bahiana).

Para o processo de cura, as nove vagens de baunilha (Figura 1B) foram envolvidas em tecido de algodao
preto e submetidas a exposi¢ao solar por 8 horas diarias (das 9h as 16h) ao longo de trés semanas, garantindo
que a luz solar direta fosse evitada durante todo periodo. Apds a etapa de secagem, quando o material vegetal
adquiriu coloragio marrom (Figura 1C), as favas foram envoltas em papel de seda e armazenadas em frasco de

polipropileno em local fresco e de baixa umidade, até o preparo do extrato.

Figura 1. Imagem descritiva da Vanilla bahiana, sendo A) Flor; B) Vagem e C) Fava. Fonte: Autores (2024).
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Preparo do extrato

Para as avaliagdes fitoquimicas, o total de 9,80 g das favas foram pesadas em vidro de relégio utilizando
balanga semi-analitica. Em seguida, as amostras foram submetidas ao processo de maceracio com 100 mL de
alcool de cereais por quatro dias, mantidas ao abrigo da luz. Decorrido esse processo, a solugao foi filtrada em
papel filtro qualitativo, sendo 10 ml retirados e armazenados em frasco ambar para avaliagcdes fitoquimicas,
quantificagdo de fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante.

O restante do extrato alcodlico (90 mL) foi evaporado sob pressao reduzida até completa perda do solvente,
congelado a -60°C em ultrafrezer e submetido a liofilizagdo. O residuo seco foi armazenado em microtubo tipo
eppendorf, envolto de papel laminado e armazenado em dessecador para caracterizagdo por espectroscopia na

Regido do Infravermelho (FTIR) e avaliagdo antimicrobiana (antibiograma).
Caracterizagdao quimica do extrato

Triagem fitoquimica

A prospec¢ao fitoquimica visou a identificagao das principais classes de substancias quimicas presentes no
extrato hidroalcodlico da baunilha, incluindo saponinas, alcaloides, flavonoides, antraquinonas, taninos,
acucares redutores, triterpenos e esteroides. Dessa forma, foram empregadas metodologias adaptadas de
Simdes et al. (2017), Corréa et al. (2022) e Matos (2009). A analise fitoquimica foi conduzida observando a
formacio de precipitados e/ou turvagio, mudancas de coloragio e aparecimento de fluorescéncia, conforme

descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Ensaios e resultados positivos esperados para as classes de fitoquimicos analisadas.

Ensaios Classe de Metabdlito Especificagdes
Agitacéo Saponinas Espuma persistente por 15 min
Reacédo de Mayer Alcaloides Turvagdo ou formagédo de precipitado
branco
Reacéo de Taubouk Flavonoides Desenvolvimento de fluorescéncia de

coloragdo amarelo esverdeada na luz UV

Reagente de Borntrager direta Antraquinonas Desenvolvimento de coloragéo résea-

avermelhada

Reacgdo com Taninos Gerais Desenvolvimento de coloragdo: 1) verde-
Cloreto Férrico marrom para taninos condensados; 2)

azul-preto para taninos hidrolisaveis

Teste de Benedict Acucares redutores Desenvolvimento de coloragdo que pode
variar de verde, amarelo, laranja e

vermelho dependendo da concentragdo

Reacéo de Liebermann-Burchard | Esteroides livres Coloracao azul evanescente seguida de

verde permanente

Reacéo de Liebermann-Burchard | Triterpenoides Coloracgéo parda a vermelha

Fonte: Autores (2024).
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Caracterizagdo por Espectroscopia ATR-FTIR

A analise do extrato liofilizado foi realizada em equipamento Espectometro de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) da marca Agilent, modelo CARY 630, pelo método de reflectancia total
atenuada (ATR). O espectro foi obtido no modo de transmissdo, na faixa de 4000 a 600 cm™, com resolugio

de 4 cm™ e 40 varreduras.

Teor de Fendlicos Totais

O teor de compostos fendlicos totais do extrato foi determinado pelo método Folin-Ciocalteau, descrito
por Singleton et al. (1999), calculado e expresso em mg/g de equivalente de acido gilico, e os resultados

expressos em equivalente de dcido galico (mg/g),

Teor de Flavonoides totais

Para a quantificacdo de flavonoides totais, adotou-se a metodologia descrita por Peixoto Sobrinho et al.
(2010) com adaptacoes de volumes de amostra e solugoes. O teor de flavonoides totais foi expresso em mg/g

de equivalente de rutina.

Avaliagdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante frente aos radicais 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) foi avaliada conforme a
metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995). A concentracio de antioxidantes foi expressa em

equivalentes de Trolox (icido ()-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico) em pumol/L.

Avaliagdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi investigada por meio do teste de difusdo em disco (NCCLS 2003). Foram
utilizadas culturas puras das bactérias gram-positivas Lactobacillus fermentum (CCT 0559) e Leuconostoc mesenteroides
(CCT 00605), além da levedura Saccharomyces cerevisiae (CAT-1). As culturas liofilizadas foram adquiridas de
centros comerciais especializados.

Para preparar o inéculo da levedura, 1 g de S. cerevisiae foi diluido em 10 mL de solucio de glicose a 0,5%
(m/v). As bactétias L. mesenteroides e L. fermentum foram cultivadas em placas de Petti contendo meio de cultura
Muller-Hinton (pH 7-7,5), utilizando uma al¢a de Drigalski estéril.

Discos de papel filtro foram embebidos com 10 pL. do extrato bruto, preparado em concentragdes de 50,
100, 250 e 500 mg/ml. em Dimetilsulféxido P.A (DMSO), e colocados sobre a supetficie do meio de cultura.
Discos embebidos com DMSO foram utilizados como controle negativo, enquanto discos contendo ampicilina
(1 mg/mL) e actidiona (100 mg/mL) serviram como controles positivos.

As placas foram incubadas em uma estufa B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) a 30°C para L.
mesenteroides € S. cerevisiae, e a 35°C para L. fermentum, durante 24 horas. Apés a incubagio, os diametros dos halos
de inibi¢ao foram medidos e os resultados interpretados de acordo com os critérios do Clinical and Laboratory
Standards Institute (NCCLS 2010). Os microrganismos foram classificados como resistentes se o diametro do

halo fosse inferior a 8§ mm, intermediarios se entre 9 e 14 mm, e sensiveis se igual ou superior a 14 mm.

Andilise estatistica dos dados

As avaliagbes antimicrobianas foram realizadas em triplicata, com célculo de médias e desvios padrio,

utilizando o software Minitab (versio 17.1.0) para analise estatistica.
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Resultados e Discussio

Caracterizagcio quimica do extrato

Os resultados obtidos pela prospec¢io fitoquimica por via umida de metabdlitos secundarios extraidos da
baunilha estao apresentados na Tabela 2. O processo de maceragao resultou na extragao de flavonoides e
acucares redutores da fava da planta, evidenciado pelo desenvolvimento de fluorescéncia esverdeada e
precipitado marrom-avermelhado, respectivamente (Figura 2). Como a coloracio do extrato apresentou
coloracio levemente marrom, nao foi possivel, pelo teste realizado para triterpenoides, identificar se essa classe

de compostos estava presente na amostra.

Tabela 2. Resultados das classes fitoquimicas avaliadas nos extratos etandlicos da V. bahiana.

Metabolitos secundarios Resultado Parametros*
Aclcares redutores Precipitado marrom-avermelhado P
Antraguinonas Sem mudanca de cor A

Esteroide livre Sem desenvolvimento de cor caracteristica A
Flavonoides Desenvolvimento de fluorescéncia verde P
Saponinas N&o formacao de espuma A

Taninos Sem desenvolvimento de cor caracteristica A
Triterpenoides Desenvolvimento de cor parda SD

*P (presente), A (ausente), SD (sem defini¢do). Fonte: Autores (2024)

Figura 2. Resultados encontrados para os testes fitoquimicos realizados. A- Extrato da baunilha; B-Teste de Benedict para agucares redutores e C-Teste

de Taubouk para Flavonoides. Fonte: Autores (2024).

A caracterizacdo do extrato liofilizado da baunilha por FTIR (Figura 3) evidenciou a presenca de outras
classes de compostos, nao identificados com a prospecc¢ao por via imida. Dentre eles, destacam-se compostos
alifaticos ou ciclicos, como terpenos, devido a presenca de duas bandas de forte intensidade em 2922 e 2851
cm’, que podem ser atribuidas a deformacio axial simétrica e assimétrica do grupo metileno (-CH.-),
tespectivamente, bem como a presenca de uma banda fraca em 1116 cm™, referente a deformacio angular
simétrica e assimétrica fora do plano, do mesmo grupo (Pavia et al. 2010).

Os sinais em 3003, 1602 e 1461 cm™, foram atribuidos as deformagoes axiais das ligagoes C-H, C=C e

C-C do anel aromatico (Silvertsein et al. 2019). Lopes et al. (2019) associaram o perfil aromatico dessa espécie
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a compostos como vanilina, 4-hidroxibenzaldeido, pirogalol e alcool vanilico, destacando sua singularidade.
Complementando essas descobertas. Pérez-Silva et al. (2021) identificaram compostos relacionados ao sabor,
como acido vanilico, alcool vanilico, acido p-hidroxibenzoico, p-hidroxibenzaldeido e élcool anisilico. Mais
recentemente, Silva et al. (2023) revelaram a presenga de compostos especificos, como 4-etil-fenol, acido
octandico, salicilato de metila, etil octanoato e metil-chavicol, os quais conferem um aroma tnico a planta.

A presenca da vanilina e seus derivados, bem como de flavonoides, pode ser confirmada devido a presenca
dos sinais: uma banda alargada e de pouco intensidade em 3309 cm™, referente a ligacio O-H de fendlicos; duas
bandas em 1244 e 1032 cm’, referentes a deformacdes axiais assimétrica e simétrica de C-O-C de éter,
respectivamente; e uma banda forte em 1703 cm™, atribuida a carbonila de cetona ou aldeido conjugados a

insaturagao, reduzindo assim a frequéncia normalmente encontrada para este grupo funcional (Rezaei et al.
2016, Peng et al. 2010, Silvertsein et al. 2019).
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Figura 3. Espectro ATR-FTIR do extrato de baunilha liofilizado. Fonte: Autores (2024).

Os resultados obtidos da quantificagio dos compostos bioativos da baunilha, representados pela média £
desvio padrio, estao demonstrados na Tabela 3.  Os compostos fenolicos desempenham um papel importante
na composicao quimica e nas propriedades aromaticas dos extratos de baunilha. No presente estudo, foi
encontrado um teor de compostos fendlicos totais de 0,65mg/g no extrato, bem como um teor de 0,06 mg/g
de flavonoides totais, corroborando os resultados encontrados neste estudo por FTIR.  Esses compostos sao

conhecidos por suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, reforcando a importancia do perfil fenélico
para a qualidade e eficacia do extrato.

Tabela 3. Concentragéo de compostos fendlicos totais (CFT), flavanoides totais (FT) e atividade antioxidante (AA) da Vanilla bahiana.

Metabdlitos secundérios analisados
Extrato de CFT (mg/g) FT (mg/g) AA(UM ET)
Baunilha 0,65+0,01 0,06 = 0,00 8,97+0,06
Fonte: Autores (2024).
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Simas et al. (2024) apontam que extratos dessa baunilha possuem grande presenca de compostos fenolicos,
sendo a vanilina o principal componente do extrato natural. Esses compostos sio responsaveis por suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Segundo Hernandez-Fernandez et al. (2019) embora a vanilina
seja o principal composto presente, outros compostos em menor concentragao também sido responsaveis por
notas fendlicas, doces, balsamicas, amadeiradas e de baunilha.

Andrade-Andrade et al. (2018) encontraram maior concentragio de compostos fendlicos totais (0,75 mg/g)
na vagem de Vanilla planifilia, que o achado no presente estudo. Conforme Brunschwig et al. (2012), as
caracteristicas aromaticas da baunilha siao influenciadas pela genética da planta, pelos métodos de cultivo e cura,
e pelas técnicas aplicadas em cada regiao ou pais. Esses fatores impactam, por exemplo, as distingdes entre as
espécies de Vanilla bahiana cultivadas nos estados da Bahia e Goias. Praticas de cultivo, clima e composi¢ao do
solo sdo fatores que influenciam a composigao quimica e as caracteristicas fisicas das baunilhas brasileiras (Silva
et al. 2023).

Adicionalmente, a atividade antioxidante do extrato de baunilha foi avaliada em 8,7 uM ET, indicando uma
capacidade significativa de neutralizagao de radicais livres. Este resultado complementa os dados encontrados
para compostos fenodlicos e flavonoides. A presenca desses compostos no extrato de . bahiana sugere uma
combinagdo diversificada de constituintes bioativos, potencializando sua aplicagdo em diversos setores da

economia, como alimenticio, tereapéutico, entre outros.

Antibiograma do extrato de baunilha

Considerando o teste antibiograma do extrato de baunilha, nio foi observada formagao de halo de inibi¢ao
para nenhum microrganismo estudado (L. mesenteroides, 1. fermetum e S. cerevisiae), em nenhuma dose testada
(Figura 4). Esses dados estao de acordo com Antoniolli et al. (2004), que constataram que a utiliza¢ao de vanilina
(principal componente da esséncia de baunilha) ndo é eficiente no controle do crescimento da populagao de
microrganismos aerébios mesoéfilos e de bolores em abacaxi ‘Pérola’ minimamente processado. Entretanto,
Ngarmsak et al. (2000) consideram que a vanilina apresenta a¢ao bactericida ante as bactérias Pantoea agglomerans,
Aeromonas enteropelogenes, Micrococcus lylae, Sphingobacterinm spiritovorun, bem como sobre os fungos: Alternaria sp.,
Aspergillus sp., Penicillinm sp., e Fusarium sp. Neste contexto, pode-se inferir que o extrato de baunilha apresenta
acao seletiva, sendo que a acao ¢ dependente do microrganismo em questao. Neste caso, o extrato de . bahiana
nao ¢ efetivo para ser utilizado em processos contaminados por bactérias laticas, tais como fermentagdes para
producao de etanol combustivel, bebidas, iogurtes, entre outros.

Embora o extrato de baunilha possa nao ter demonstrado efeito bacteriostatico/bactericida contra os
microrganismos testados, estudos futuros podem indicar se esse produto apresenta acao inibitoria ante o
quérum senso das bactérias, uma vez que Choo et al. (20006), demonstraram que a Vanilla planifolia apresenta

esse comportamento ante a bactéria Chromobacterinm violaceunm.
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Figura 4. A- L. fermentum (P-controle positivo; N-controle negativo; A1 concentragéo 50mg/ml; Az- concentragdo 100mg/ml; As- concentragdo 250mg/ml e
As- concentragdo 500mg/ml). B- L. mesenteroides (B1-concentracdo 50mg/ml; Bz-concentragdo 100mg/ml; Bs-concentragdo 250mg/ml e Bs-concentragao
500mg/ml). C- S. cerevisiae (C1-concentragdo 50mg/ml; C2-concentragdo 100mg/ml; Cs-concentragéo 250mg/ml e Cs-concentragdo 500mg/ml). Fonte:
Autores (2024).

Conclusio

A caracterizacdo quimica do extrato da Vanilla babiana, nativa do municipio de Frutal-MG, revela
composicao fitoquimica rica em compostos fendlicos, bem como de flavonoides, o que promove alta atividade
antioxidante. No entanto, o extrato nio demonstra atividade contra Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus

fermentum, nem sobre a levedura Saccharomyces cerevisiae.
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