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Resumo

Garcia, Marcelle Oliveira. Atividade antimicrobiana de extratos e Oleos
essenciais de araca (Psidium cattleianum S.) e pitanga (Eugenia uniflora L.)
sobre patégenos de origem alimentar. 2018. 92f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas. 2018.

As doencas transmitidas por alimentos sdo um grande problema de saude publica.
Nos ultimos anos, estudos tém sido realizados com frutas nativas do Brasil e
direcionados a descoberta de novos agentes antimicrobianos, provenientes de
plantas, para que possam ser utilizados como antimicrobianos naturais por
apresentarem compostos bioativos na sua composicao. O objetivo deste estudo foi
caracterizar quimicamente, avaliar e comparar a atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais e extratos metandlicos de Psidium cattleianum S. (aragad) e Eugenia
uniflora L. (pitanga) contra cepas padrdao e isolados provenientes de alimentos
carneos de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes. Através da cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometria
realizada para os 6leos essenciais foi identificado 21 compostos para P. cattleianum
S., sendo o beta-cariofileno (20,40%) o principal e 14 constituintes para E. uniflora L.
com o elixeno (24,47%) como majoritario. Ja na caracterizacdo quimica dos extratos
utilizando cromatografia por HPLC-UV encontraram como acidos fenélicos 2,95mg.g"
! de acido galico (E. uniflora L.) e 2,08mg.g”" de acido cafeico (P. cattleianum S.). Na
determinagdo de compostos fendlicos totais, os resultados mostraram 1,72mg.g”" de
fendis totais para o extrato de E. uniflora L. e 7,img.g” para P. cattleianum S.. A
analise do perfil de sensibilidade das cepas e isolados mostrou que os isolados e
cepa padrao de Salmonella apresentaram 100% de sensibilidade a pelo menos 4
antimicrobianos (estreptomicina, gentamicina, norfloxacina e levofloxacina), os
isolados e a cepa padrao de S. aureus apresentaram 100% de sensibilidade frente a
norfloxacina, ciprofloxacina e gentamicina; a cepa padrdo e os isolados de E. coli
foram sensiveis a onze dos dezesseis antimicrobianos avaliados; e a cepa e 0s
isolados de Listeria apresentaram 100% de sensibilidade a cloranfenicol,
gentamicina, trimetoprima e levofloxacina. Foram realizadas analises
microbiolégicas: potencial antimicrobiano, concentragao inibitéria minima (CIM) e
concentracao bactericida minima (CBM), sendo que nos testes o0 6leo essencial de
E. uniflora L. foi utilizado em concentracdes variando entre 270mg.mL™" a 1,6mg.mL
' P. cattleianum entre 291,3mg.mL™" a 1,7mg.mL™". J4 para os extratos, o extrato
metanélico de E. uniflora L. variando entre 251,7mg.mL™" a 1,5mg.mL™" e o de P.
cattleianum S. entre 244,4mg.mL™" a 1,4mg.mL". Os resultados mostraram que as
concentragées de CIM de 107,8mg.mL" para o extrato de E. uniflora L., de
244 4mg.mL" para o extrato de P. cattleianum S., 291,3 mg.mL" para o 6leo
essencial de P. cattleianum S. e 54 mg.mL" para o 6leo de E. uniflora L. foram as
concentragdes que garantiram a inibicado de todos os micro-organismos testados. O
6leo essencial de E. uniflora L. foi o mais eficaz para inibir o crescimento de
bactérias de importancia alimentar, pois apresentou a concentracdo de 54mg.mL™
como a menor concentracdo suficiente para inibir todas as bactérias testadas e
270mg.mL™" para elimina-las.



Palavras-chave: conservante natural; DTA; alimentos carneos; Staphylococcus
aureus; Escherichia coli; Salmonella spp.; Listeria spp.



Abstract

Garcia, Marcelle Oliveira. Antimicrobial activity of extracts and essential oils of
araca (Psidium cattleianum S.) and pitanga (Eugenia uniflora L.) on foodborne
pathogens. 2018. 92f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) - Programa de Pdés-Graduagédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas. 2018.

Foodborne diseases are a major public health problem. In the last years, studies
have been carried out with Brazilian native fruits and directed to the discovery of new
antimicrobial agents from plants, so that they can be used as natural antimicrobials
because they present bioactive compounds in their composition. The objective of this
study was to characterize chemically, evaluate and compare the antimicrobial activity
of essential oils and methanolic extracts of Psidium cattleianum S. (araga) and
Eugenia uniflora L. (pitanga) against standard strains and isolated strains of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. and Listeria
monocytogenes. Gas chromatography coupled to spectrophotometry was performed
for the essential oils 21 compounds were identified for P. cattleianum S., with beta-
caryophyllene (20,40%) being the main constituent and 14 constituents for E. uniflora
L., with elixene (24,47%) as the majority. In the chemical characterization of the
extracts using HPLC-UV chromatography, were found as phenolic acids, 2.95 mg.g”
of gallic acid (E. uniflora L.) and 2.08 mg.g™' of caffeic acid (P. cattleianum S.). In the
determination of total phenolic compounds, the results showed 1.72mg.g™" of total
phenols for the extract of E. uniflora L. and 7.1mg.g' for P. cattleianum S.. Analysis
of the sensitivity profile of strains and isolates showed that the isolates and standard
strain of Salmonella showed 100% sensitivity to at least 4 antimicrobials
(streptomycin, gentamicin, norfloxacin and levofloxacin), the isolates and the
standard strain of S. aureus presented 100% sensitivity to norfloxacin, ciprofloxacin
and gentamicin; the standard strain and E. coli isolates were sensitive to eleven of
the sixteen antimicrobials evaluated; and the strain and Listeria isolates showed
100% sensitivity to chloramphenicol, gentamicin, trimethoprim and levofloxacin.
Microbiological analyzes were performed: antimicrobial potential, minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC), and in the tests
the essential oil of E. uniflora L. was used in concentrations varying between
270mg.mL" to 1.6mg.mL ', P. cattleianum S. from 291.3mg.mL™" to 1.7mg.mL". For
the extracts, the methanolic extract of E. uniflora L. ranging from 251.7mg.mL™" to
1.5mg.mL" and P. cattleianum S. from 244.4mg.mL" to 1, 4mg.mL". The results
showed that MIC concentrations of 107.8mg.mL'1 for the extract of E. uniflora L.,
244 4mg.mL™ for extract of P. cattleianum S., 291.3mg.mL™" for P. cattleianum S.
essential oil and 54mg.mL"" for E. uniflora L. oil were the concentrations that ensured
the inhibition of all tested microorganisms. The essential oil of E. uniflora L. was the
most effective to inhibit the growth of food-grade bacteria, as it presented the
concentration of 54mg.mL™ as the lowest concentration sufficient to inhibit all the
bacteria tested and 270mg.mL™" to eliminate them.

Keywords: natural preservative; DTA; meat products; Staphylococcus aureus;
Escherichia coli; Salmonella spp .; Listeria spp.
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1. Introducao

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo uma importante causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, constituindo um problema de saude
publica e afetando o desenvolvimento econémico dos paises (WHO, 2015). As
doencas transmitidas por alimentos sdo geralmente de natureza infecciosa ou toxica
e causadas por bactérias, virus, parasitas ou substancias quimicas que entram no
corpo através de alimentos contaminados ou dagua. As bactérias, pela sua
diversidade e patogenia, constituem o grupo microbiano mais importante associado
as DTA. Os alimentos que ndo sao preparados de forma higiénica ou nao tem
conservacao e armazenamento adequados, podem ser 0s principais responsaveis
pelo desenvolvimento de micro-organismos e suas toxinas. Os patégenos
alimentares mais comuns envolvidos em casos de DTA e que afetam milhdes de
pessoas por ano, as vezes com resultados graves e fatais, sdo Escherichia coli
enterohemorragica, Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Listeria sp.,
Campylobacter sp., Vibrio cholerae, Clostridium botulinum, Bacillus cereus, dentre
outros, sendo os alimentos mais envolvidos nestes casos 0s provenientes de
animais, produtos derivados e alimentos altamente manipulados (RIBEIRO, 2011;
WHO, 2017).

O controle das contaminagcdes e alteracbes indesejaveis que ocorrem em
alimentos, tradicionalmente envolve a aplicacdo de conservantes quimicos,
utilizados com frequéncia pelas industrias para garantir a seguranca microbiol6gica
dos seus produtos (CALO et al., 2015; MACWAN et al., 2016). Contudo, seu uso tem
sido reconhecido por causar alguns perigos a saude humana, pois muitos destes
agentes antimicrobianos quimicos estdao envolvidos em uma série de sintomas
agudos (alergias) (ALVES; ABRANTES, 2003), incluindo alergias respiratérias
(GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2009), carcinogenicidade, principalmente
no trato gastrintestinal e colo-retal (RESENDE et al., 2006; GAROFOLO, 2004),
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teratogenicidade e toxicidade, além de déficit de atencdo e hiperatividade
(POLONIO; PERES, 2009). Como consequéncia, os consumidores procuram
substituir os conservantes artificiais por conservantes naturais, com a intencdo de
buscar alimentos livres desses agentes quimicos (FALEIRO, 2011).

Ha muitos anos produtos derivados de plantas vém despertando grande
interesse nas pesquisas, por serem potencialmente Gteis no controle e diminuicdo de
micro-organismos que causam prejuizos nas industrias de alimentos (SOUZA et al.
2011).

As plantas da familia Myrtaceae tém apresentado expressiva atividade
antimicrobiana frente a diferentes micro-organismos (VICTORIA et al., 2012; BONA
et al, 2014; SOLIMAN et al., 2016).

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com a intencao da descoberta de
novos agentes antimicrobianos provenientes de plantas para que possam ser
utilizados em produtos farmacéuticos, cosméticos e na industria alimenticia, com o
objetivo de descobrir compostos com atividade antimicrobiana comparada a dos
tradicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade, mais eficazes contra a
resisténcia de micro-organismos patogénicos e com menor impacto ambiental
(VICTORIA et al., 2012; BONA et al., 2014; SCUR et al. 2016; DANNENBERG et al.,
2016; SANTI et al., 2017).

17



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar quimicamente, avaliar e comparar a atividade antimicrobiana de
Oleos essenciais e extratos metanodlicos de Psidium cattleianum S. (aragd) e de
Eugenia uniflora L. (pitanga) contra cepas padrao de Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900, Salmonella Typhimurium ATCC
14028 e Listeria monocytogenes ATCC 7644 e contra isolados de S. aureus, E. coli,
Salmonella spp. e Listeria spp. provenientes de alimentos carneos, obtidos na

industria e em estabelecimentos comerciais.

2.2. Objetivos Especificos

e Obter os bleos essenciais e extratos metandlicos de frutos de P. cattleianum
S. e E. uniflora L.;

e Caracterizar quimicamente os 6leos essenciais e extratos de P. cattleianum S.
e E. unifloraL.;

e Avaliar a acao dos extratos metandlicos e do 6leo essencial de P. cattleianum
S. frente aos patégenos utilizados no trabalho;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos 6leos essenciais e
extratos contra os diferentes patégenos testados;

e Avaliar a concentracdo bactericida minima dos 6leos essenciais e extratos
(CBM);

e Comparar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e extratos de P.
cattleianum S. e E. uniflora L..

18



3. Revisao de Literatura

3.1. Atividade antimicrobiana das plantas

Bactérias patogénicas sdo um grande problema tanto para a industria de
alimentos quanto para o setor de saude publica (TAUXE et al.,, 2010), podendo
causar infeccdes transmitidas por alimentos ou intoxicacées, que sdao comuns €
frequentes entre a populacdo mundial (CDC, 2017).

Os conservantes sintéticos tradicionalmente empregados para o0 controle
microbiano, na industria de alimentos, vém encontrando crescente rejeicao por parte
dos consumidores, que tem buscado alimentos mais proximos ao natural (CALO et
al., 2015). Os aditivos sintéticos tém causado problemas para a saude, e devido a
isto, fontes alternativas de conservantes naturais precisam ser exploradas (NEGI,
2012).

Produtos naturais, derivados de plantas, apresentam atividade antimicrobiana
devido a presenca de substancias que sao principalmente metabdlitos oriundos do
metabolismo secundario das plantas, que atuam no mecanismo de acao inibindo ou
eliminando bactérias patogénicas. Esses metabdlitos tém uma ampla gama de
atividades, de acordo com a espécie da planta (SAVOIA et al., 2012).

A composicao e concentragdo dos componentes dos Oleos essenciais e
extratos vegetais sdo bastante variaveis, sendo influenciadas por diversos fatores
como: espécie vegetal, partes da planta, clima, altitude, tempo de coleta e fase de
crescimento. Alguns fatores fazem o 6leo ou extrato proveniente de uma mesma
espécie, ou até mesmo de um mesmo exemplar, mas em estagdes e/ou safras
diferentes apresentarem diferencas quantitativas e qualitativas na sua composicao
(BAKKALLI et al, 2008; SANTOS; NOVALES, 2012; KAVOOSI et al., 2013), sendo
assim, variacdes na estrutura e composicao quimica desses compostos resultam em

diferencas na sua agdo antimicrobiana (SAVOIA et al, 2012).

19



Estudos recentes tém avaliado a utilizagdo de antimicrobianos como
bioconservantes naturais para alimentos, seja aplicando diretamente na matriz
alimenticia (DANNENBERG et al, 2016) ou, indiretamente utilizando em
embalagens (DANNENBERG et al., 2017), sendo que ambos modelos tém
demonstrado bom potencial para aplicagdo tecnolégica. Santurio (2015) observou ao
testar 6leos essenciais para o controle de bactérias patogénicas em alimentos, que o
uso dos mesmos adicionados em produtos carneos podem aumentar a vida util e

diminuir a contaminacao de patégenos.

3.2. Bactérias patogénicas

3.2.1. Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e sao descritos
como bacilos Gram-negativos nao formadores de esporos, de superficie lisa,
catalase-positiva e oxidase-negativa (VARNAM, 1991).

Este género compreende duas espécies, Salmonella bongori e Salmonella
enterica, com mais de 2.500 sorovares (GRIMONT; WEILL, 2007), sendo que
Salmonella enterica possui 6 subespécies (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014).
Embora todos os sorovares sejam potencialmente patogénicos, apenas alguns
sorovares de S. enterica subsp. enterica sao de importdncia em saude publica
(KTSOYAN et al., 2013).

3.2.2. Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli € um micro-organismo gram-negativo, comensal do trato
gastrointestinal do homem e animais. Contudo, alguns grupos de cepas de E. coli
sao patogénicas. Escherichia coli patogénicas sdo comumente classificadas em 6
patotipos: E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC) e E. coli enterotoxigénica (ETEC) (FORSYTHE, 2013).

20



Escherichia coli O157:H7 é uma EHEC e um dos mais importantes patégenos
transmitidos por alimentos, devido a produgédo da toxina de Shiga (STEC) que pode
causar doencas severas, como a colite hemorragica, que pode evoluir para
sindrome hemolitica urémica (BUCHANAN, 1997; AMANI et al., 2015).

3.2.3. Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus sao cocos Gram e catalase-positivos, com
aproximadamente 0,5 a 1,5 ym de didmetro, iméveis, ndo-esporulados e geralmente
nao-encapsulados. Essa bactéria pode apresentar-se em diversas formas, que vao
desde isolados, aos pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente (com
aspecto semelhante a um cacho de uvas), devido a sua divisdo celular, que ocorre
em trés planos perpendiculares (TRABULSI; ALTHERTHUM, 2005). S. aureus
coloniza principalmente as vias aéreas superiores e a pele, sendo encontrado em
20-40% da populacao. A patogénese de S. aureus se inicia com a colonizacao do
individuo, consequéncia da adesao bacteriana aos tecidos ou dispositivos protéicos,
através de suas variadas proteinas de superficie. Apds a fixacao, utilizam meios
para escapar do sistema imune, como por exemplo, formacdo de biofilmes,
dificultando a atuacdo de células do sistema de defesa e acdo de antimicrobianos
(CORREAL et al.,, 2013). Além disso, S. aureus é um dos principais agentes
bacterianos causadores de doencas de origem alimentar em todo o mundo (EFSA,
2010; LE-LOIR et al., 2003) e é o principal componente da microbiota humana, na
qual um elevado grau de manipulagdao pode aumentar a disseminagédo de S. aureus
para alimentos e superficies de contato. Em condi¢bes adequadas, o micro-
organismo multiplica-se no alimento, atingindo concentracdes elevadas (=10° micro-
organismos/q), favoraveis a producao de enterotoxinas de quatro a seis horas mais
tarde. As enterotoxinas estafilococicas (SES) sdo resistentes a proteases,
mantendo, assim, a sua atividade no trato digestivo apdés a ingestdao (FRANCO;
LANDGRAF, 2008), ocasionando um grande problema a saude.
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3.2.4. Listeria spp.

O género Listeria &€ composto por bactérias Gram-positivas sendo elas
bastonetes curtos, anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, medindo de
0,4 — 0,5 ym de didmetro e 0,5 — 2,0 ym de comprimento. Crescem a temperaturas
que variam de -4 °C a 45 °C, tolerando ampla faixa de pH (4,4 — 9,4), além de
sobreviverem a elevadas concentracées de NaCl (10%) (ALEJANDRA et al., 2013;
FORSYTHE, 2013).

Apenas a espécie L. monocytogenes é considerada patogénica ao humano e
a principal via de transmissao desse patdogeno é através do consumo de alimentos
contaminados (ALLERBERGER; WAGNER, 2010).

3.3. Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae € constituida de diversos frutos, dentre eles: araca (P.
cattleianum S.), pitanga (Eugenia uniflora L.), jabuticaba (Plinia spp.), goiaba (P.
guajava L.), jambolao (Syzygium cumini L.), guabiroba (Campomanesia fenzliana
B.), cambuca (Marlierea edulis N.), camu-camu (Myrciaria dubia), uvaia (E. pyriformis
C.) e cravo (Syzygium aromaticum). Esta familia caracteriza-se por possuir espécies
que produzem pequenos frutos (LORENZI et al., 2006; SANTOS, 2006).

Atualmente diversas pesquisas tém mostrado que muitas plantas apresentam
atividade antimicrobiana (MEDINA et al., 2011; DESOTI et al., 2011; VICTORIA et
al., 2014; FERNANDES, et al., 2014; SCUR et al.,, 2016). Medina et al. (2011)
quando avaliaram frutas nativas do Brasil, como araca (Psidium cattleianum S.),
notaram que o extrato de aragd, tanto amarelo como vermelho, inibiu o crescimento
de S. Enteritidis ATCC 13076 com 5% de concentragao inibitéria minima (CIM).

Em outro estudo, o extrato de P. cattleianum produzido com acetato de etila
apresentou CIM de 125ug.mL™" contra S.aureus, enquanto o extrato metandlico
mostrou uma CIM de 250ug.mL™’, mas ambos extratos ndo tiveram efeito contra
micro-organismos gram-negativos (E. coli ATCC 8739 e S. Typhi IAL 1434) (DESOTI
et al.,, 2011). J&4 Fernandes et al. (2014), testaram o potencial antimicrobiano da
goiaba (Psidium guajava L.) frente a S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, percebendo
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efeito inibitério com uma CIM de 100, 250 e 500ug.mL™", respectivamente. Victoria et
al. (2012) encontraram CIM de 0,8mg.mL" para S. aureus e de 1,04mg.mL™" para L.
monocytogenes quando testaram 6leo essencial de pitanga (E. unifloraL).

Segundo Scur et. al. (2016) extratos de aragca (P. cattleianum S.)
apresentaram acao antimicrobiana contra patégenos de importancia para a saude
publica, incluindo S. Enteretidis, E. coli e S. aureus, com CIM de 25, 6,25 e
3,125mg.mL", respectivamente, para o extrato etanélico e de 50, 12,5 e 12,5mg.mL
! para o extrato aquoso. J& o 6leo essencial de araca apresentou CIM de 200mg.mL’
! para as trés cepas testadas. Segundo os autores, os componentes majoritarios no
Oleo essencial de P. cattleianum S. foram alfa-copaene, eucalyptol, delta-cadineno e
alfa-selineno, nesta ordem, enquanto testes fitoquimicos realizados com extratos
vegetais aquosos e etandlicos de P. cattleianum S. revelaram a presenca de
flavonoides, terpenoides e taninos, podendo ser estes os responsaveis pela acao

antimicrobiana.
3.3.1. Psidium cattleianum S. (Araca)

O género Psidium é representado por aproximadamente 120 a 150 espécies.
O aracgazeiro (P. cattleianum Sabine), também conhecido pelos nomes de araca
(Figura 1), araca-do-mato, araga-do-campo e araga-amarelo (RASEIRA, 2004),
apresenta-se como uma das espécies com importancia econémica da familia das
mirtaceas, ocorrendo em extensa area na costa atlantica brasileira, desde a Bahia
até o Rio Grande do Sul, estendendo-se também ao nordeste do Uruguai. No Rio
Grande do Sul, é comum na planicie costeira, na Floresta Atlantica e,
eventualmente, na Depressdao Central (FRANZON, 2004; SANTOS et al., 2008;
LISBOA; KINUPP; BARROS, 2011).

A regiao Sul do Brasil é umas das trés areas do mundo a apresentar maior
diversidade de plantas desse género, o que fomenta a realizagdo de pesquisas para
estimular economicamente e socialmente essa regido (VANIN, 2015).

O aracgazeiro € uma arvoreta ou arbusto, apresentando de 1-9 metros de

altura, com tronco tortuoso, casca fina e castanho-avermelhada. As flores sao
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axilares, solitérias e brancas e as folhas sao coriaceas, brilhantes e aroméaticas. Os
frutos sdo bagas globosas, piriformes, ovoides ou achatadas, de coloracao amarela
ou vermelha quando maduros, coroadas pelas sépalas persistentes e com
numerosas sementes. A maturacao ocorre de janeiro a margo e sua principal forma
de propagacao é por sementes (LORENZI et al., 2006; CORADIN; SIMINSKI; REIS,
2011).

Essas espécies sao ricas em compostos fendlicos, acido ascérbico e
carotenos, geralmente relacionadas com propriedades biolégicas importantes, tais
como, o aumento da protecdo contra oxidacdo celular, atividade antimicrobiana e
anti-carcinogénica (PROTEGGENTE et al., 2002; SUN et al., 2002).

Figura 1. Psidium cattleianum S. (Araga amarelo)
Fonte: A autora

3.3.2. Eugenia uniflora L. (Pitanga)

A Eugenia uniflora L. pertence a familia Myrtaceae, e € um fruto nativo do
Brasil, conhecida popularmente como pitanga (Figura 2). Encontra-se disseminada,
praticamente por todo o territério nacional e em diversas partes do mundo, em
funcdo da adaptacdo as diferentes condicdes de solo e clima (LIRA JUNIOR et al.,
2007). O fruto e as folhas sao fontes de compostos potencialmente bioativos como
compostos fendlicos e carotendides (LIMA; MELO; LIMA, 2002; MASSARIOLI et al.,
2013), que apresentam potenciais efeitos benéficos a sautde humana.

A pitangueira caracteriza-se como uma arvore que atinge entre 4 a 5m de
altura, podendo chegar a 12m. As folhas sao classificadas como opostas, simples,
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com peciolo medindo aproximadamente 2 mm. O fruto da pitanga é classificado
como uma baga globosa, achatado nos polos, com 7 a 10 sulcos no sentido
longitudinal e coroado com sépalas persistentes. O fruto maduro pode apresentar
coloragao laranja, vermelha ou roxa. O sabor da polpa é doce-acido, possuindo
aroma intenso e caracteristico. Na maioria das vezes, ha o desenvolvimento de
apenas uma semente no fruto, porém pode haver a formacado de duas ou trés
sementes, proporcionalmente menores, globosas e achatadas. Apresentam
quantidades expressivas de antocianinas, flavonoides, carotenoides e vitamina C.
Os frutos sao ricos em célcio e fosforo e possuem compostos presentes como
taninos, flavonoides, alcaloides e saponinas, como também sesquiterpenos e
compostos fendlicos (AURICCHIO; BACCHI, 2003; LORENZI et al., 2006; LIRA et
al., 2007; BEZERRA et al., 2012). Esses compostos quimicos presentes no fruto e
nas folhas da pitanga sao resultantes do seu metabolismo secundario, possuindo
funcdo antimicrobiana. Estudos relatam o potencial antimicrobiano dos extratos e
60leo essencial do fruto e de folhas, devido a presenca desses compostos
AURICCHIO; BACCHI, 2003; DUARTE, 2006; BRUN; MOSSI, 2010).

Figura 2. Eugenia uniflora L. (Pitanga vermelha)
Fonte: A autora

Por isso ha a busca cada vez maior de alternativas mais ecoeficientes com a
intencdo de descobrir novos produtos bioativos, oriundos do metabolismo
secundario das plantas, com agao antimicrobiana e com baixo potencial toxicolégico
para a salde humana e o meio ambiente (FARIAS; FAVARO, 2011; SAVOIA et al.,
2012; FALEIRO et al., 2016), para que seja utilizado como método de conservacao

de alimentos.
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3.4. Metabolismo Secundario das plantas

Metabolismo consiste em um conjunto de reacbes metabdlicas que ocorrem
no interior das células. Em células vegetais pode ser classificado em metabolismo
primario e secundario. O metabolismo primario é caracterizado por um conjunto de
processos metabdlicos que desempenham funcbes essenciais para os vegetais,
como fotossintese, respiracao e transporte de solutos. O metabolismo secundario
origina compostos que nem sempre SA0 hecessarios para que a planta complete seu
ciclo de vida; no entanto, desempenham papel importante na interacdo da planta
com o meio ambiente, sendo restritos a uma espécie vegetal ou a um grupo de
espécies relacionadas (BOURGAUD et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2006).

Os metabdlitos secundarios possuem importante acao frente a fatores
bidticos, como herbivoria, ataque de patégenos, competicdo entre plantas e
organismos benéficos (VERPOORTE; MEMELINK, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2006;
EMERY; SANTOS; BIANCHI, 2011).

O metabolismo secundario das plantas produz moléculas biologicamente
ativas, mas que sao diretamente afetadas por alteracées no metabolismo primario
(Figura 3). Estas moléculas s&o agrupadas em trés classes quimicamente distintas:
Terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados.
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Figura 3. Principais rotas de biossintese de metabdlitos secundarios e suas inter-relagbes com o
metabolismo primario.
Fonte: TAIZ e ZEIGER (2006)

Mesmo sendo classificados em grupos diferentes, os metabolismos primarios
e secundarios nao sao independentes (Figura 3), e alteragdes no sistema primario
afetam profundamente as reacdes bioquimicas de sintese dos metabdlitos
secundarios, justificando a sua relacdo com situacGes de estresse e funcédo de
defesa, fazendo assim com que a divisdo desses dois tipos de metabolismos nao
seja perfeitamente nitida (FALKEMBERG, 2007).

3.4.1. Compostos fendlicos

Em alimentos, os compostos fendlicos sdo responsaveis pela cor,
adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa. Esta classe engloba compostos que
apresentam desde moléculas simples, até moléculas com alto grau de
polimerizacdo, podendo estar presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
proteinas e acucares (ANGELO; JORGE, 2007).
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Quimicamente sao constituidos de pelo menos um anel aroméatico, no qual ao
menos um dos hidrogénios é substituido por um grupamento hidroxila. Estes
compostos podem ser classificados em flavonoides (antocianinas, flavonois e seus
derivados) e nao flavonoides (acidos fendlicos e seus derivados e estilbenos) (KING;
YOUNG, 1999; SIRIWOHARN et al., 2004; ANGELO; JORGE, 2007).

Dentre os nao flavonoides encontram-se os acidos fendlicos e os estilbenos.
Os acidos fendlicos sao caracterizados por apresentarem um anel aromatico, um ou
mais grupamento hidroxila e/ou metoxila e um grupamento carboxilico. Estes sdo
classificados em dois grupos: os derivados do acido hidroxibenzoico (acidos galico,
p-hidroxibenzoico, protocatecoico, vanilico e siringico), que apresentam sua
estrutura disposta na configuracdo C6-C1 (Figura 4a); e os derivados do &cido
hidroxicinamico (acidos cafeico, ferulico e p-cumarico), estando dispostos
estruturalmente na configuracdo C6-C3 (Figura 4b) (TAIZ; ZEIGER, 2006;
CHITARRA; CHITARRA, 2005; ANGELO; JORGE, 2007).

a) b)
OH_ N OH. _AL
J 1
R,‘ N \_C = "-.;\‘ "/'\\‘ -"/"'f-\\

< R, ™ b COOH
Acido gélico: R;=R,=0H
Acido p-hidroxibenzoico: : R;=R,=H Acido p-cumaérico: R;=R,=H
Acido protocatecoico: R, = OH, R, =H Acido cafeico: R;=OH, R,=H
Acido vanilico: : R, =0CH3, R;=H Acido ferdlico: : R, = OCH;, R,=H

Acido siringico: R, = R, = OCH,
Figura 4 - Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos (a) e hidroxicinamicos (b).
Fonte: FILHO; PEREIRA; BAYMA, 2005; ANGELO; JORGE, 2007.
3.4.2. Terpenos
Os terpenos ou terpenoides constituem o maior grupo de produtos

secundarios. As diversas substancias desta classe sdo, em geral insolUveis em agua

e sintetizados através da rota do acido mevalbnico.
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Deste precursor é formado o isopreno, molécula com 5 atomos de carbono
(C5) que por sua vez representa a unidade basica (mondédmero) dos terpenos. A
partir de ligacdes do tipo cauda-cabeca unidades de isopreno se unem formando as
diferentes estruturas de terpenos. Dentre eles, os principais presentes nos 6leos
essenciais sdo os monoterpenos, formados pela ligagdo de duas moléculas de
isopreno (C10) e os sesquiterpenos gerados pela ligacdo de trés moléculas de
isopreno (C15). Os monoterpenos podem ser aciclicos, ciclicos ou biciclicos,
enquanto os sesquiterpenos podem ser ciclicos ou ramificados. Além disso, podem
estar presentes nessas estruturas grupos organicos como alcoois, aldeidos,
cetonas, acidos, fendis, éteres e ésteres, que conferem funcdes bioldgicas distintas
as moléculas (TAIZ; ZEIGER, 2006; BAKKALI et al., 2008; DANNENBERG, 2017). A
figura 5 apresenta o processo de formacao simplificado dos terpenos bem como as
principais diferencas estruturais que podem ser encontradas.
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Figura 5 - Esquema simplificado da rota de producdo dos terpenos, a partir do acido mevalénico e
exemplificagdo dos grupos de estruturas moleculares possiveis.
Fonte: DANNENBERG, 2017
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4. Relatério do Trabalho de Campo

4.1. Materiais e Métodos
4.1.1. Material Vegetal

4.1.1.1. Coleta e identificacao

As folhas e frutos de plantas adultas e em estagio maduro de E. uniflora L. e
P. cattleianum S. foram obtidas no pomar do Centro Agropecuario da Palma na BR
116 — Km537, no municipio de Capao do Ledo — RS, Brasil, localizada na latitude
31°48'13"S e longitude 52°30'30"W. As coletas do material vegetal foram realizadas,
manualmente, em pomar com 100 plantas de Eugenia uniflora L. e 50 de P.
cattleianum S., de forma aleatéria, sendo os frutos colhidos durante o més de
fevereiro de 2017 e as folhas em novembro de 2017.

As amostras foram identificadas e o material vegetal armazenado no Herbario
PEL lotado no Instituto de Biologia, Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas, Rio Grande do Sul, e identificados pelos
seguintes numeros de exsicata: Psidium cattleianum S. (PEL N° 26970) e Eugenia
uniflora L. (PEL N°26971).

4.1.1.2. Micro-organismos avaliados

Foram utilizadas quatro cepas padroes, sendo elas Salmonella Typhimurium
ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli O157:H7 NCTC
12900 e Listeria monocytogenes ATCC 7644. Além das cepas de referéncia citadas,
trés isolados de Salmonella spp. provenientes de beef jerky (S1, S2 e S3), trés de
Escherichia coli isoladas de frango a granel (EC 4, EC5 e EC6), trés de
Staphylococcus aureus isolados de peixe salgado (SA7, SA8 e SA9) e cinco de
Listeria spp. isoladas de carne bubalina (L10, L11, L12, L13 e L14) também foram

utilizados no experimento. Todos
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0S micro-organismos utilizados, ja haviam sido confirmados fenotipica e
genotipicamente, sendo pertencentes a bacterioteca do Laboratério de Inspecéo de
Produtos de Origem Animal (LIPOA), na Faculdade de Veterinaria, Departamento de

Veterinaria Preventiva (UFPel).

4.1.1.3. Obtencao dos extratos vegetais

Os frutos de ambas plantas apdés serem coletados, foram encaminhados ao
laboratério, onde foram higienizados e logo foram congelados em ultrafreezer
vertical marca Indrel 335 D, a temperatura de -70°C. Em seguida, foram liofilizados
em liofilizador Liotop modelo L101.

Concluida a liofilizacdo dos frutos, os extratos foram obtidos a partir da
maceragao. Os frutos liofilizados foram macerados manualmente, utilizando gral e
pistilo. A extragdo foi realizada no Laboratorio de Micotoxinas e Ciéncia de Alimentos
(LAMCA) - Escola de Quimica e Alimentos (EQA), Universidade Federal de Rio
Grande (FURG), Rio Grande — RS, Brasil. O procedimento de ambos extratos foi
realizado em triplicata e foi adaptado ao método descrito por Scaglioni et al. (2014),
variando a quantidade de amostra a extrair. A extragdo foi feita em duas fases,
sendo que na fase A foi pesado 5g da amostra de cada um dos frutos macerados e
logo foi adicionado 40mL de metanol. Essa mistura foi agitada em incubadora com
agitacao Tecnal modelo TE- 420 a 138rpm por 2h e apds ficou em repouso por
15min a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 10mL de metanol ao
frasco e agitado nas mesmas condi¢cbes por mais 1h. Na fase B, os extratos obtidos
na fase A foram filtrados através de papel filtro para um baldo com capacidade de
500mL e logo foram rotaevaporados em evaporador rotativo Quimis modelo Q344B
a 60°C. Apds o solvente ser totalmente evaporado, foi adicionado 10mL de agua
destilada, sendo entdo agitados em banho ultrassénico Unique modelo USC - 1850
por 10min. Em seguida, foi adicionado 5mL de hidréxido de bario 0,1mol.L™" e 5mL
de sulfato de zinco 5%, sendo agitados manualmente e depois repousados por
20min. Posteriormente, foi centrifugado em centrifuga Cientec modelo ct 5000r a
500rpm por 15min, sendo retiradas as fases intermediérias, filtradas, colocadas em
frasco ambar e logo armazenadas sob refrigeracdo a -20°C até serem utilizadas.
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4.1.1.4. Obtencao dos dleos essenciais

As folhas de ambas plantas apds serem coletadas foram encaminhadas ao
Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) no Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA-UFPel) e submetidas a secagem
em estufa com circulacdo e renovacdo de ar Marconi modelo MA 035, a uma
temperatura de 37°C até estarem completamente secas.

Concluida a secagem das folhas, os dleos essenciais foram obtidos a partir
de materiais moidos em moinho de facas Lucadema modelo 226 - 1. Em balao, foi
adicionado 100g de folhas secas moidas, juntamente com 1000mL de agua
destilada para que os Oleos essenciais fossem extraidos de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), utilizando o processo de hidrodestilacao por
arraste a vapor, com o auxilio do equipamento Clevenger durante 4h. Apés a
extragdo, os 6leos essenciais foram armazenados em frasco ambar e mantidos a

temperatura de -20°C.

4.2. Caracterizacao quimica dos extratos metandlicos

A identificacdo dos 4acidos fendlicos nos extratos foi realizada no
LAMCA/EQA-FURG, usando padrdes de referéncia obtidos da Sigma - Aldrich, tais
como: galico (gallic acid sigma), protocatecoico (3 — 4 - dihidroxibenzoico),
clorogénico (chlarogenic acid sigma), hidroxibenzoico (4 — hydroxybenzoic acid
sigma), cafeico (caffeic acid sigma), siringico (syringic acid sigma), vanilina (vanillin
sigma), cumarico (p-coumaric acid sigma) e ferulico (ferulic acid fwka).

Uma aliquota de 0,5mL dos extratos foi ressuspendida em metanol: agua
(1:1). Esta mistura foi usada para injecdo em um cromatdgrafo liquido (Shimadzu,
Tdquio, Japao, CLASS-M10A), juntamente com um detector UV, usando um inversor
C18 coluna de fase (4,6 x 250mm, 5mg, Discovery, EUA). O HPLC-UV foi operado a
uma taxa de fluxo de 0,7mL.min™', a 35°C, usando um solvente isocratico constituido
por metanol e agua acidificada (acido acético 1%) numa proporcao de 20:80 (v/v)
durante 25min, com deteccdo em 280nm durante 15min e 320nm durante 25min
(SCAGLIONI, 2014).
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4.3. Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais

A identificacdo dos compostos quimicos presentes no 6leo essencial foi
realizada no LPPN/CCQFA-UFPel, seguindo o método de Santi et al. (2017), sendo
0s mesmos submetidos a analise cromatografica em equipamentos de cromatografia
gasosa acoplado com espectrofotometria de massa (GC-MS, Shimadzu QP2010)
equipada com split e com uma coluna capilar Rtx-5MS Restek (30m x 0,25mm x
0,25microns). Foi utilizado Hélio como gas de arraste a um fluxo split de 1:50, na
taxa de 1,2mL.min”" com fragmentos de impacto de elétrons a uma poténcia de
70eV. O volume da amostra injetada foi de 1uL. A temperatura do injetor foi de
250°C e da interface de 300°C, enquanto a temperatura do forno foi programada
partindo de 40°C, seguido de um aumento de 10°C.min"' até 280°C, na qual
permaneceu por 10min. Posteriormente, a temperatura foi aumentada a uma taxa de
10°C.min™" até 300°C durante um tempo total de 41min. A identificacdo dos
compostos foi baseada no espectro de massas (em comparagcao com a biblioteca
espectral NIST08), e nas concentracdes apresentadas como porcentagens relativas
da area de cada pico sobre a area total.

4.4. Determinacao dos compostos fenodlicos totais dos extratos vegetais

A quantificacdo de fendis totais foi realizada no LAMCA/EQA-FURG, baseada
na metodologia proposta por Scaglioni et al. (2014) apresentando algumas
modificacées. Foram adicionados em tubos de ensaio, 0,5mL de cada um dos
extratos, 0,5mL de agua destilada e 4,5mL de solucdo alcalina. Como controle
negativo foi utilizado 1mL de 4gua destilada e 4,5mL de solucado alcalina. Apés, 0s
tubos foram colocados em banho maria a 40°C por 15min. Em seguida, foi
adicionado a cada tubo 0,5mL de reagente Folin Ciocalteu diluido 1:2 que ficou em
repouso durante 10min a temperatura ambiente. As amostras foram submetidas a
leitura no espectrofotdbmetro Cary 100 Varian a 750nm. Uma curva padrdo de acido
galico foi utilizada. O teste foi realizado em triplicata.
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4.5. Parametros analiticos

Os procedimentos de determinacgao fendlica foram previamente validados por
seus limites de deteccdo e quantificacao, linearidade, repetibilidade e recuperacéo
(RIBANI et al., 2004), conforme mostrado na tabela 1, para as determinagdes
cromatograficas. O limite de deteccao (LOD) foi calculado em relacao sinal-ruido na
proporcao de 3:1. O limite de quantificacdo (LOQ) foi estabelecido como trés vezes o
LOD.
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Tabela 1. Parametros de calibracao para a determinagéo de acidos fendlicos por HPLC-UV* em extratos de P. cattleianum S. e Eugenia uniflora L.

N Acido fendlico T-R. Curva analitica Linearida1de % r? LoD 1 Loa 1
(min) (Mg-mL™) RSD (Mg-mL") (pg.mL™)
1 Galico 5,16  y=(0,741-0,754) x 10° 0,36 - 3,6 38 0998 0,12 0,36
2 Protocatecoico 6,71 y = (0,475 - 0,867) x 10° 0,81 - 8,1 3,1 0,999 0,27 0,81
3 Clorogénico 8,17 y=(0,455—-1,798)x 10° 1,23-12,3 1,9 0,999 0,41 1,23
4 Hidroxibenzoico 9,4 y = (0,480 — 0,989) x 10° 0,96 — 9,6 1,5 0,999 0,32 0,96
5 Cafeico 10,9 y=(0,824-0,203)x10° 0,72-7,2 1,7 0,999 0,24 0,72
6 Siringico 12,21 y=(0,903-4,186)x10° 0,75-7,5 1,8 0999 0,25 0,75
7 Vanilina 13,8  y=(1,265-2,199) x 10° 0,54-5,4 1,7 0,999 0,18 0,54
8 Cumarico 17,92 y=(1,512-1,119) x 10° 0,57 -5,7 2,1 0,999 0,19 0,57
9 Ferdlico 22,05 y=(1,405-2.354)x 10° 0,75-7,5 2,6 0,999 0,25 0,75

*Técnica de analise: High Performance Liquid Chromatography, Ultraviolet. N: nimero correspondente do acido fenodlico; T.R.: tempo de retengcao; RSD:

desvio padrdo relativo;  r*:

coeficiente  de  determinacao LOD: limite de  deteccdo; LOQ: limte de  quantificagéo.
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5. Analises Microbioldgicas
5.1. Condicoes de cultivo dos micro-organismos

As analises microbioldégicas foram realizadas no LIPOA/UFPel. Para a
execucao do experimento, 0os micro-organismos que estavam mantidos em caldo
Brain Heart Infusion (BHI, Merck®) com glicerol 20% a temperatura de -20°C foram
cultivados em BHI durante 16-18h a 37 °C.

5.2. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

Para a avaliacao do perfil de sensibilidade, os in6culos bacterianos foram
padronizados a 0,5 de densidade éptica (DO) (1,5 x 10® CFU.mL™), conforme
determinado pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015b). Foi
semeado 0,1mL do in6culo por semeadura em superficie, em placas contendo agar
Muller-Hinton (MH, Kasvi®), sobre as quais foram adicionados, assepticamente, os
discos comerciais dos antimicrobianos. Foram utilizados no total 23 antimicrobianos,
sendo 8 utilizados para todos os isolados e cepas padrdo testadas (cloranfenicol
(CLO, 30ugq), nitrofurantoina (NIT, 300ug), norfloxacina (NOR, 10ug), acido nalidixico
(NAL, 30ug), tetraciclina (TET, 30ug), gentamicina (GEN, 10ug), ciprofloxacina (CIP,
5ug) e ampicilina (AMP, 10ug)). Os antimicrobianos estreptomicina (EST, 10 ug),
cefazolina (CFZ, 30ug), cefalotina (CFL, 30ug), ceftazidima (CAZ, 30ug) e
levofloxacina (LVX, 5ug) foram utilizados para os isolados e cepas padrdo de
Salmonella, E. coli e Listeria, enquanto que, frente aos isolados de Salmonella
utilizou-se amoxicilina (AMO, 10ug) e ceftriaxona (CRO, 30ug), sendo este ultimo
antimicrobiano também testado frente a S. aureus, juntamente com eritromicina
(ERI, 15pg), sulfametaxol-trimetoprima (SUT, 25ug), penicilina (PEN, 10ug) e
vancomicina (VAN, 30ug). Posteriormente, as placas foram incubadas por 24h a
37°C. Apo6s os diametros dos halos de inibicdo foram medidos e os mesmos foram
comparados  com os valores  especificados pelo  CLSI (2012).
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5.3. Potencial antimicrobiano (PA)

5.3.1. Oleos essenciais

O potencial antimicrobiano do 6leo essencial de P. cattleianum S. foi realizado
através da técnica de disco difusdo, segundo a metodologia proposta pelo CLSI
(2015a), com modificagdes. A partir de um cultivo em BHI por 18h a 37°C, de cada
micro-organismo testado, foi preparado um indculo bacteriano padronizado, em nivel
de turbidez de 0,5 de DO, os quais foram semeados (0,1mL) em placas de Petri
contendo agar Muller Hinton (MH, Kasvi®) pela técnica de semeadura em superficie,
com o auxilio de swabs estéreis. Discos de papéis filtro estéreis de 5mm de diametro
foram dispostos na superficie do agar, sobre o inéculo semeado. Em seguida, 5uL
do bleo essencial de P. cattleianum S. foi adicionado sobre os discos para a difuséo
do 6leo no meio de cultivo. O teste ndo foi realizado com o 6leo essencial de E.
uniflora L. As placas foram incubadas a 37°C durante 24h. O experimento foi
realizado em ftriplicata para cada isolado, sendo que papel filtro embebido com
solucéo salina a 0,85%, foi utilizado como controle negativo e como controle positivo
foi usado discos do antibiético gentamicina (GEN, 10ug). O potencial antimicrobiano
foi avaliado pela presencga de um halo inibitério ao redor do disco contendo os 6leos

essenciais sobre os micro-organismos testados.

5.3.2. Extratos Vegetais

O potencial antimicrobiano de ambos os extratos vegetais, foi realizado
através da técnica de difusdao em agar (BONA et al., 2014) com modificagcoes. As
culturas bacterianas foram cultivadas em BHI por 18h a 37°C. Apds o periodo de
incubacao foi preparado um inéculo bacteriano padronizado, em nivel de turbidez de
0,5 de DO, o qual foi semeado 0,1mL do inéculo em placas de Petri, contendo agar
MH, pela técnica de semeadura em superficie, com o auxilio de swabs estéreis.
Posteriormente, foram adicionados 15uL de cada um dos extratos em pogos (7mm
de diametro) feitos no agar. As placas foram incubadas a 37°C durante 24h. O
experimento foi realizado em triplicata para cada isolado. Uma cavidade contendo
15uL de solugéo salina a 0,85% foi utilizada como controle negativo. O potencial
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antimicrobiano foi avaliado pela presenca de uma zona de inibicdo ao redor do poco
contendo os extratos vegetais, sobre os micro-organismos testados.

5.4. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para determinar a CIM foi empregada a técnica de microdiluicdo em caldo de
acordo com as normas instituidas pelo CLSI (2015b), com modificacbes. Para a
realizacdo do teste, foi usada uma microplaca de poliestireno estérii com 96
cavidades. O meio de cultivo utilizado foi o caldo BHI com agente emulsificante
Tween 80 (Synth®) a 1% adicionado, com o objetivo de diminuir a tensdo superficial
no contato dos éleos essenciais e extratos vegetais (caracteristica apolar/polar) com
o0 meio de cultura (caracteristica polar). Foram realizadas diluicdes seriadas de razao
2 (dois) dos 6leos e dos extratos acrescidos ao meio de cultura. O éleo essencial de
E. uniflora L. foi utilizado com concentracdes variando de 270mg.mL™" a 1,6mg.mL",
o 6leo essencial de P. cattleianum com 291,3mg.mL™" a 1,7mg.mL", enquanto que o
extrato metanolico de E. uniflora L. variou de 251,7mg.mL" a 1,5mg.mL™ e o de P.
cattleianum S. de 244,4mg.mL™ a 1,4mg.mL™". Como controle positivo foi utilizado o
meio de cultivo com emulsificante Tween 80 e o indculo bacteriano para analisar a
viabilidade celular bacteriana e para controle negativo foi usado meio de cultivo com
emulsificante, sem a presenca do inéculo.

Em uma cavidade da microplaca, foi adicionado apenas um dos Oleos
essenciais ou extratos, para testar qualquer possibilidade de contaminacdo do
mesmo. Para os inéculos bacterianos, os micro-organismos foram cultivados em
tubos contendo BHI, com a intengédo de atingir 0,5 de DO, sendo que 50uL deste
in6culo foram inseridos em 4950uL de caldo BHI. Posteriormente, foram adicionados
50uL desta suspensdo em todas as cavidades da placa, com excecdo das que
possuirem o controle negativo, e apenas o 6leo ou o extrato vegetal, obtendo-se
concentragées finais de 3x10* UFC/mL™. O experimento foi realizado em triplicata e
a microplaca foi incubada a 37 °C durante 24h.

Apoés a incubacgao, foram adicionado 20uL de Cloreto 2, 3, 5 — Trifeniltetrazdlio
(CTT, Vetec®) a 0,5% em todas as cavidades e incubou-se a placa durante 20min a
37°C. A alteracdo na coloracdo de amarelo para vermelho foi indicativo de atividade
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metabdlica bacteriana e a permanéncia da cor amarela mostra a auséncia do

crescimento bacteriano pela acao do 6leo essencial ou extrato testado.

5.5. Determinacao da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A partir dos resultados da CIM foi determinado a CBM, que ¢é definida como a
menor concentracdo do extrato vegetal onde nao pode ser observado crescimento
visivel na subcultura. Foram retiradas aliquotas de 5uL, de cada uma das cavidades
do ensaio da CIM, que ap6s 24h de incubagdo apresentaram inibicdo no
crescimento bacteriano e em seguida, foram repicadas em placas de Brain Heart
Infusion Agar (Acumedia®) e incubadas a 37°C por 24h. A auséncia de crescimento
bacteriano no meio de cultivo mostra indicio de que o éleo essencial ou o extrato

testado ndo apresenta atividade bacteriostatica e sim acdo bactericida.
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6. Analise Estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)

seguida pelo teste Tukey (p < 0,05), com o auxilio do software STATISTICA versao
8.0 (StatSoft, Franga).
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Atividade antimicrobiana de extratos e 6leos essenciais de Psidium

cattleianum S. e Eugenia uniflora L. sobre patogenos de origem alimentar
Resumo

As doencas transmitidas por alimentos sdo um grande problema de saude publica.
Nos ultimos anos, estudos tém sido realizados com frutas nativas do Brasil e
direcionados a descoberta de novos agentes antimicrobianos, provenientes de
plantas, para que possam ser utilizados como antimicrobianos naturais por
apresentarem compostos bioativos na sua composicao. O objetivo deste estudo foi
caracterizar quimicamente, avaliar e comparar a atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais e extratos metandlicos de Psidium cattleianum S. (aragad) e Eugenia
uniflora L. (pitanga) contra cepas padrédo e isolados provenientes de alimentos
carneos de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes. Através da cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometria
realizada para os 6leos essenciais foi identificado 21 compostos para P. cattleianum
S., sendo o beta-cariofileno (20,40%) o principal e 14 constituintes para E. uniflora L.
com o elixeno (24,47%) como majoritario. Ja na caracterizacdo quimica dos extratos
utilizando cromatografia por HPLC-UV encontraram como acidos fendlicos 2,95mg.g"
! de acido galico (E. uniflora L.) e 2,08mg.g”" de acido cafeico (P. cattleianum S.). Na
determinagdo de compostos fendlicos totais, os resultados mostraram 1,72mg.g" de
fendis totais para o extrato de E. uniflora L. e 7,img.g” para P. cattleianum S.. A
analise do perfil de sensibilidade das cepas e isolados mostrou que os isolados e
cepa padrao de Salmonella apresentaram 100% de sensibilidade a pelo menos 4
antimicrobianos (estreptomicina, gentamicina, norfloxacina e levofloxacina), os
isolados e a cepa padrao de S. aureus apresentaram 100% de sensibilidade frente a
norfloxacina, ciprofloxacina e gentamicina; a cepa padrdo e os isolados de E. coli
foram sensiveis a onze dos dezesseis antimicrobianos avaliados; e a cepa e o0s
isolados de Listeria apresentaram 100% de sensibilidade a cloranfenicol,
gentamicina, trimetoprima e levofloxacina. Foram realizadas analises
microbiolégicas: potencial antimicrobiano, concentragdo inibitéria minima (CIM) e
concentracao bactericida minima (CBM), sendo que nos testes o 6leo essencial de
E. uniflora L. foi utilizado em concentragdes variando entre 270mg.mL" a 1,6mg.mL°
' P. cattleianum entre 291,3mg.mL™ a 1,7mg.mL". J& para os extratos, o extrato
metandlico de E. uniflora L. variando entre 251,7mg.mL" a 1,5mg.mL™" e o de P.
cattleianum S. entre 244, 4mg.mL™" a 1,4mg.mL™". Os resultados mostraram que as
concentracdes de CIM de 107,8mg.mL" para o extrato de E. uniflora L., de
244 4mg.mL™" para o extrato de P. cattleianum S., 291,3 mg.mL" para o 6leo
essencial de P. cattleianum S. e 54 mg.mL™" para o 6leo de E. uniflora L. foram as
concentragdes que garantiram a inibicao de todos os micro-organismos testados. O
6leo essencial de E. uniflora L. foi o mais eficaz para inibir o crescimento de

42



bactérias de importancia alimentar, pois apresentou a concentracdo de 54mg.mL
como a menor concentracdo suficiente para inibir todas as bactérias testadas e
270mg.mL™" para elimina-las.

Palavras-chave: conservante natural; DTA; alimentos carneos; Staphylococcus
aureus; Escherichia coli; Salmonella spp.; Listeria spp.
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1. Introducao

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo uma importante causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, constituindo um problema de saude
publica e afetando o desenvolvimento econémico dos paises (WHO, 2015). As
doencas transmitidas por alimentos sdo geralmente de natureza infecciosa ou toxica
e causadas por bactérias, virus, parasitas ou substancias quimicas, que entram no
corpo através de alimentos contaminados ou dagua. As bactérias, pela sua
diversidade e patogenia, constituem o grupo microbiano mais importante associado
as DTA (WHO, 2017).

O controle das contaminagbes e alteracbes indesejaveis que ocorrem em
alimentos, tradicionalmente envolve a aplicagdo de conservantes quimicos,
utilizados com frequéncia pelas industrias para garantir a seguranca microbiol6gica
dos seus produtos (CALO et al., 2015; MACWAN et al., 2016). Contudo, seu uso tem
sido reconhecido por causar alguns perigos a saude humana, pois muitos destes
agentes antimicrobianos quimicos estdo envolvidos em uma série de sintomas
agudos (alergias) (ALVES; ABRANTES, 2003), incluindo alergias respiratérias
(GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2009), carcinogenicidade, principalmente
no trato gastrintestinal e colo-retal (RESENDE et al., 2006; GAROFOLO, 2004),
teratogenicidade e toxicidade, além de déficit de atencdo e hiperatividade
(POLONIO; PERES, 2009). Como consequéncia, os consumidores procuram
substituir os conservantes artificiais por conservantes naturais, com a intencdo de
buscar alimentos livres desses agentes quimicos (FALEIRO, 2011).

Ha muitos anos produtos, derivados de plantas vém despertando grande
interesse nas pesquisas, por serem potencialmente Gteis no controle e diminuicao de
micro-organismos que causam prejuizos nas industrias de alimentos (SOUZA et al.
2011). As plantas da familia Myrtaceae tém apresentado expressiva atividade
antimicrobiana frente a diferentes micro-organismos (VICTORIA et al., 2012; BONA
et al, 2014; SOLIMAN et al., 2016).
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Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com a intencdo de descobrir
novos compostos, provenientes de plantas, que possam ser utilizados em produtos
farmacéuticos, cosméticos e na industria alimenticia, com o objetivo de utiliza-los
como compostos com atividade antimicrobiana comparada a dos tradicionalmente
utilizados, porém, com menor toxicidade, mais eficazes contra a resisténcia de
micro-organismos patogénicos e com menor impacto ambiental (VICTORIA et al.,
2012; BONA et al., 2014; SCUR et al. 2016; DANNEMBERG et al., 2016; SANTI et
al., 2017).

A familia Myrtaceae é constituida de diversos frutos, dentre eles o P.
cattleianum S. e Eugenia uniflora L.. A espécie P. cattleianum S. (araca amarelo) no
Rio Grande do Sul, € comum na planicie costeira, na Floresta Atlantica e,
eventualmente, na Depressdo Central (FRANZON, 2004; SANTOS et al., 2008;
LISBOA; KINUPP; BARROS, 2011). Essas espécies sdo ricas em compostos
fendlicos, acido ascérbico e carotenos, geralmente relacionadas com propriedades
biolégicas importantes, tais como, o aumento da protecdo contra oxidacao celular,
atividade antimicrobiana e anti-carcinogénica (PROTEGGENTE et al., 2002; SUN et
al., 2002).

A espécie Eugenia uniflora L. (pitanga) € um fruto nativo do Brasil, encontra-
se disseminada, praticamente, por todo o territério nacional e em diversas partes do
mundo, em funcado da adaptacdo as diferentes condicoes de solo e clima (LIRA
JUNIOR et al., 2007). O fruto e as folhas sdo fontes de compostos potencialmente

bioativos como compostos fendlicos e carotendides (LIMA; MELO; LIMA, 2002;
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MASSARIOLI et al., 2013), que apresentam potenciais efeitos benéficos a saude
humana.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi caracterizar quimicamente, avaliar e
comparar a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais e extratos metandlicos de
Psidium cattleianum S. (araca) e Eugenia uniflora L. (pitanga) contra cepas padrao
de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e Listeria monocytogenes ATCC 7644 e
contra isolados de S. aureus, E. coli, Salmonella spp. e Listeria spp., provenientes

de alimentos carneos, obtidos na industria e em estabelecimentos comerciais.

2. Materiais e Métodos

2.1. Coleta e identificacao

As folhas e frutos de E. uniflora L. e P. cattleianum S. foram obtidas no pomar
do Centro Agropecuario da Palma, UFPel, Pelotas (31°48'13"S e 52°30'30"W). Os
frutos foram colhidos durante o més de fevereiro de 2017 e as folhas em novembro
de 2017. As amostras foram identificadas e o material vegetal armazenado no
Herbario PEL lotado no Instituto de Biologia, Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas, Rio Grande do Sul, e
identificados pelos seguintes numeros de exsicata: Psidium cattleianum S. (PEL N°
26970) e Eugenia uniflora L. (PEL N°26971).

2.2. Extratos vegetais e 6leos essenciais

Os frutos foram congelados em ultrafreezer (-70°C), liofilizados, macerados e
em seguida foi preparado um extrato a base de metanol utilizando o método de
Scaglioni et al. (2014). Para os 6leos essenciais (OE) as folhas foram secas em
estufa com circulacao de ar (37°C) e posteriormente trituradas em moinho de facas.

A extragdo dos Oleos foi realizada segundo a Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
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2010), utilizando o processo de hidrodestilacdo por arraste a vapor com o auxilio do
equipamento Clevenger durante 4h.

2.3. Micro-organismos avaliados e condi¢cdes de cultivo

Foram utilizadas quatro bactérias padrédo, sendo elas Salmonella
Typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
0O157:H7 NCTC 12900 e Listeria monocytogenes ATCC 7644. Além das cepas
padrao foram utilizadas para os ensaios trés isolados de Salmonella spp.
provenientes de beef jerky (S1, S2 e S3), trés de Escherichia coli isoladas de frango
a granel (EC4, EC5 e EC®6), trés de Staphylococcus aureus isoladas de peixe
salgado (SA7, SA8 e SA9) e cinco de Listeria sp. isoladas de carne bubalina (L10,
L11, L12, L13 e L14). Os isolados foram cultivados por 16-18h a 37°C a partir de
estoques mantidos em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Merck®) e glicerol.

2.4. Caracterizacao quimica dos extratos e 6leos essenciais

A identificacdo dos acidos fendlicos nos extratos seguiu a metodologia de
Scaglioni et al. (2014) e foi realizada utilizando padrdes de referéncia obtidos da
Sigma - Aldrich, tais como: galico (gallic acid sigma), protocatecoico (3 — 4 -
dihidroxibenzoico), clorogénico (chlarogenic acid sigma), hidroxibenzoico (4 —
hydroxybenzoic acid sigma), cafeico (caffeic acid sigma), siringico (syringic acid
sigma), vanilina (vanillin sigma), cumérico (p-coumaric acid sigma) e ferulico (ferulic
acid fwka).

A identificacdo dos compostos quimicos presentes no OE foi realizada usando
a analise cromatografica em equipamentos de cromatografia gasosa acoplado com
espectrofotometria de massa (GC-MS) (SANTI et al., 2017), utilizando a biblioteca
espectral NIST08 como padrao de referéncia.

2.5. Determinacao dos compostos fenodlicos totais dos extratos vegetais

A quantificacdo de fendis totais foi baseada na metodologia proposta por
Scaglioni et al. (2014), baseado no método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu
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utilizando o acido géalico como padrédo de referéncia. O teste foi realizado em

triplicata.

2.6. Parametros analiticos

Os procedimentos de determinacgao fendlica foram previamente validados por
seus limites de deteccdo e quantificacao, linearidade, repetibilidade e recuperacéao
(RIBANI et al., 2004), conforme mostrado na tabela 1, para a determinacao
cromatografica, usando diferentes padrdes. O limite de deteccao (LOD) foi calculado
em relacdo sinal-ruido na proporgcao de 3:1. O limite de quantificacao (LOQ) foi
estabelecido como trés vezes o] LOD.
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Tabela 1. Parametros de calibracao para a determinagéo de acidos fendlicos por HPLC-UV* em extratos de P. cattleianum S. e Eugenia uniflora L.

N Acido fendlico T-R. Curva analitica Linearida1de % r? LoD 1 Loa 1
(min) (Mg-mL™) RSD (Mg-mL") (pg.mL™)
1 Galico 5,16  y=(0,741-0,754) x 10° 0,36 - 3,6 38 0998 0,12 0,36
2 Protocatecoico 6,71 y = (0,475 - 0,867) x 10° 0,81 - 8,1 3,1 0,999 0,27 0,81
3 Clorogénico 8,17 y=(0,455—-1,798)x 10° 1,23-12,3 1,9 0,999 0,41 1,23
4 Hidroxibenzoico 9,4 y = (0,480 — 0,989) x 10° 0,96 — 9,6 1,5 0,999 0,32 0,96
5 Cafeico 10,9 y=(0,824-0,203)x10° 0,72-7,2 1,7 0,999 0,24 0,72
6 Siringico 12,21 y=(0,903-4,186)x10° 0,75-7,5 1,8 0999 0,25 0,75
7 Vanilina 13,8  y=(1,265-2,199) x 10° 0,54-5,4 1,7 0,999 0,18 0,54
8 Cumarico 17,92 y=(1,512-1,119) x 10° 0,57 -5,7 2,1 0,999 0,19 0,57
9 Ferdlico 22,05 y=(1,405-2.354)x 10° 0,75-7,5 2,6 0,999 0,25 0,75

*Técnica de analise: High Performance Liquid Chromatography, Ultraviolet. N: nimero correspondente do acido fenodlico; T.R.: tempo de retengao; RSD:

desvio padrdo relativo;  r*:

coeficiente  de  determinacao LOD: limite de  deteccdo; LOQ: limte de  quantificagéo.
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2.7. Analises microbioldgicas

2.7.1. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

Para a avaliacdo do perfil de sensibilidade, os in6culos bacterianos
foram padronizados a 0,5 de densidade 6ptica (DO) (1,5 x 10® CFU.mL™),
conforme determinado pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2015b). Foi semeado 0,1mL do inéculo por semeadura em superficie, em
placas contendo &gar Muller-Hinton (MH, Kasvi®), sobre as quais foram
adicionados, assepticamente, os discos comerciais dos antimicrobianos. Foram
utilizados no total 23 antimicrobianos, sendo 8 utilizados para todos os isolados
e cepas padrao testadas (cloranfenicol (CLO, 30ug), nitrofurantoina (NIT,
300ug), norfloxacina (NOR, 10ug), acido nalidixico (NAL, 30ug), tetraciclina
(TET, 30ug), gentamicina (GEN, 10ug), ciprofloxacina (CIP, 5ug) e ampicilina
(AMP, 10ug)). Os antimicrobianos estreptomicina (EST, 10 ug), cefazolina
(CFZ, 30ugq), cefalotina (CFL, 30ug), ceftazidima (CAZ, 30ug) e levofloxacina
(LVX, 5ug) foram utilizados para os isolados e cepas padrao de Salmonella, E.
coli e Listeria, enquanto que, frente aos isolados de Salmonella utilizou-se
amoxicilina (AMO, 10ug) e ceftriaxona (CRO, 30ug), sendo este ultimo
antimicrobiano também testado frente a S. aureus, juntamente com eritromicina
(ERI, 15puq), sulfametaxol-trimetoprima (SUT, 25ug), penicilina (PEN, 10ug) e
vancomicina (VAN, 30ug). Posteriormente, as placas foram incubadas por 24h
a 37°C. Apos os diametros dos halos de inibicdo foram medidos e 0s mesmos
foram comparados com os valores especificados pelo CLSI (2012).

2.7.2. Potencial antimicrobiano (PA)

2.7.2.1. Oleos essenciais

Para o potencial antimicrobiano do OE de P. cattleianum S. foi utilizado a
técnica de disco difusdo (CLSI, 2015a), com modificagdes, no qual os indculos
bacterianos também foram padronizados a 0,5 de DO e em seguida foi
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espalhado 0,1 mL em placas contendo agar MH. Foram adicionados na placa
discos de papel filtro (5mm de didametro) com 5uL de OE de P. cattleianum S.
(bruto). O teste nao foi realizado com o OE de E. uniflora L.

O experimento foi realizado em ftriplicata para cada isolado, sendo que
papel filtro embebido com solugédo salina a 0,85%, foi utilizado como controle
negativo e como controle positivo foi usado discos do antibiético gentamicina
(GEN, 10pg). As placas foram incubadas a 37°C durante 24h. O diametro da
zona de inibicdo do crescimento bacteriano foi medido.

2.7.2.2. Extratos Vegetais

O potencial antimicrobiano de ambos extratos vegetais, foi realizado
através da técnica de difusdo em agar (BONA et al., 2014) com modificages.
Foram adicionados 15uL de cada um dos extratos em pogos (7mm de
diametro) feitos no agar. As placas foram incubadas a 37°C durante 24h. O
experimento foi realizado em triplicata. O didmetro da zona de inibicdo do

crescimento bacteriano foi medido.

2.7.3. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para determinar a CIM, utilizou-se a técnica de microdiluicdo em caldo
(CLSI, 2015b) e foram realizadas diluicdes seriadas de razao 2 (dois) dos OE e
dos extratos, acrescidos ao meio de cultura para obter concentragées finais
para o 6leo essencial de E. uniflora L. variando de 270mg.mL™ a 1,6mg.mL",
6leo essencial de P. cattleianum com 291,3mg.mL™ a 1,7mg.mL™, enquanto o
extrato metanélico de E. uniflora L. variando de 251,7mg.mL " a 1,5mg.mL" e o
de P. cattleianum S. de 244,4mg.mL" a 1,4mg.mL". A cada cavidade foram
adicionados 50uL de caldo BHI (Merck®) com 1% de Tween 80 (Sigma®) e
50uL do in6culo bacteriano. Para avaliar qualquer possivel contaminacao do
meio de cultura, apenas o BHI com Tween 80 (controle negativo) foi usado e,
como controle positivo, foi utilizado o0 meio com Tween 80 e cultura dos micro-
organismos. As diluicdes decimais em série subseqlentes foram realizadas até
3x10* UFC/mL™". As placas foram incubadas a 37°C durante 24h. Apds a

incubagao, foi adicionado 20uL de Cloreto 2, 3, 5 — Trifeniltetrazdlio (Vetec®) a
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0,5%. As placas foram incubadas a 37°C durante 20min. O resultado do teste
foi alcangado observando a reagéo de cor. A mudanca de cor (cor vermelha) foi

indicativa da atividade metabdlica bacteriana.

2.7.4. Determinacao da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A partir das cavidades que apresentaram inibicdo de crescimento do
micro-organismos no teste de CIM, foram coletadas aliquotas de 5L,
transferidas para agar BHI e incubadas a 37°C durante 24h. Em casos em que
nao houve crescimento bacteriano no meio de cultura, pode-se observar que os
extratos e OE testados mostrou atividade bactericida, mas nédo bacteriostética.

2.7.5. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste Tukey (p < 0,05), com o auxilio do software STATISTICA
versao 8.0 (StatSoft, Franca).

3. Resultados

3.1. Caracterizacao quimica dos extratos metandlicos e dos dleos
essenciais

A predominancia de diferentes compostos fendlicos pode ser observada
nas espécies de plantas da familia Myrtaceae analisadas. O extrato de
E.uniflora L. apresentou o acido galico (2,95mg.g”') e o acido protocatecéico
(2,08mg.g”"), respectivamente, como compostos majoritarios, seguidos do
composto &cido cumarico (0,075mg.g™). Para o extrato de P. cattleianum S. foi
possivel observar trés acidos fendlicos na sua composicao, sendo eles, acido
cafeico (0,775mg.g""), acido clorogénico (0,625mg.g™") e &cido galico (0,2mg.g"
1)_

A caracterizacdo quimica dos OE por cromatografia gasosa com
espectrometria de massa (GC-MS) identificou 21 (vinte e um) compostos para

o 6leo de P. cattleianum S. e 14 (quatorze) compostos para o de E. uniflora L.
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(Tabela 2). O beta-cariofileno foi o principal composto encontrado,
representando 20,40% do total de compostos do 6leo de P. cattleianum S.,
seguido dos compostos alfa-pineno (10,10%), delta-cadineno (7,38%) e
germacreno D (7,21%). Ja o OE de E. uniflora L. apresentou o composto
elixeno como composto majoritario, com 24,47%, seguido do composto gama-
elemeno (24,16%). Foi possivel verificar neste 6leo, a presenga dos compostos
beta-cariofileno (2,35%) e germacreno D (5,88%), porém, em uma
porcentagem muito menor quando comparada ao OE de P. cattleianum S.. A
Figura 1 apresenta os cromatogramas com 0s picos relativos aos compostos
extraidos de cada um dos OE das plantas estudadas por GC-MS.

Os testes de cromatografia, utilizando GC-MS, evidenciaram nos dois
OE a presenca da maior classe de compostos volateis pertencente a
hidrocarbonetos terpénicos.
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Figura 1. Cromatograma representativo dos picos relativos aos compostos dos 0leos
essenciais de folhas das plantas (A) E. uniflora L. e (B) P. cattleianum S. por GC-MS. Os
compostos encontrados em cada uma das plantas estéo representados pelos devidos picos (A)
E. uniflora L. = 1: beta-elemeno, 2: beta-cariofileno, 3: alloaromadendrene, 4: germacreno D, 5:
gama-elemeno, 6: eremofileno, 7: beta-cadineno, 8: elixeno, 9: spathulenol,10: ledol, 11:
aromandendreno, 12: ndo identificado, 13: etenil — 4,5,6,7 — tetra-hidro, 14: germacreno. (B) P.
cattleianum S. = 1: alfa-pineno, 2: beta-mirceno, 3: p-cineole, 4: beta-linalol, 5: alfa-cubebeno,
6: beta-cariofileno, 7: alfa-cariofileno, 8: germacreno D, 9: beta-selineno, 10: alfa-selineno, 11:
alfa-muuroleno, 12: alfa-himachaleno, 13: gama-muuroleno, 14: delta-cadineno, 15: valenceno,
16: Selina — 3,7 (11)-dieno, 17:trans-nerolidol, 18: éxido de cariofileno, 19: palustrol, 20: delta-
cadinol, 21: selina-6-em-4-ol.
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Tabela 2. Compostos quimicos encontrados nos 6leos essenciais das folhas de plantas de
Eugenia uniflora L. e P. cattleianum S. realizados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotometria de massa (GC-MS).

P. cattleianum S.

Eugenia uniflora L.

. Nomedo Area T.R* . Nome do Area T.R.*
Pico composto % (min) Pico composto % (min)
1 Alfa-pineno 10.10 6.456 1 Beta-elemeno 297 19.191
2 Beta-mirceno 2.61 7.962 2 Beta-cariofileno 2.35 19.916
3 p-cineole 469 9.075 3  Alloaromadendrene 1.72 20.965
4 Beta-linalol 3.28 11.046 4 Germacreno D 5.88 21.480
5 Alfa-cubebeno 3.43 18.746 5 Gama-elemeno 24.16 21.904
6 Beta-cariofileno 20.40 19.940 6 Eremofileno 5.26 22.097
7 Alfa-cariofileno 6.00 20.758 7 Beta-cadineno 6.28 22.490
8 Germacreno D 7.21 21.321 8 Elixeno 24.47 23.363
9 Beta-selineno 6.82 21586 9 Spathulenol 4.03 23.825
10 Alfa-selineno 7.00 21.801 10 Ledol 6.09 23.978
11 Alfa-Muuroleno 1.53 21.896 11 Aromandendreno 427 24161
12 Alfa-Himachaleno 2.84 22063 12 N.I. 713 25.047
Benzofurano, 6-
13 Gama-Muuroleno 2.66 22.243 13 etenil-4,5,6,7-tetra- 3.45 26.445
hidro

14 Delta-Cadineno 7.38 22468 14 Germacreno 1.94 26.522
15 Valenceno 2.22 22.761

16  Selina-3,7(11)-dieno  3.04 22.917

17 Trans-Nerolidol 1.28 23.344

18  Oxido de Cariofileno  1.46 23.910

19 Palustrol 1.87 24.383
20 Delta-cadinol 1.18 25.245
21 Selina-6-en-4-ol 3.00 25.546

100.0 100.0

*T.R.:Tempo de retengéo; N.I.: N&o identificado
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3.2. Determinacdo dos compostos fendlicos totais dos extratos
vegetais
A determinagdo do teor de fendis totais dos extratos vegetais foi
realizada utilizando extratos feitos a partir dos frutos secos, das duas plantas
testadas. Os resultados mostraram 1,72mg.g™" de fendis totais para o extrato
de E. unifloral. e 7,1mg.g”" para o extrato de P. cattleianum S..

3.3. Atividade Antimicrobiana

3.4. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

No teste do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi possivel
observar que a cepa padrao S. Typhimurium ATCC 14028 e os trés isolados
testados apresentaram 100% de sensibilidade a pelo menos quatro
antimicrobianos (estreptomicina, gentamicina, norfloxacina e levofloxacina) e
100% de resisténcia a dois antimicrobianos (amoxicilina e cefazolina).

Os isolados de S. aureus e a cepa padrao S. aureus ATCC 25923
apresentaram um elevado nivel de resisténcia a antimicrobianos, mostrando
100% de resisténcia a, pelo menos, seis antimicrobianos (eritromicina,
trimatoprima, sulfametaxol-trimetoprima, clindamicina, penicilina e ceftriaxona),
0 que caracteriza um perfil de multirresisténcia. Apenas quando testados frente
a norfloxacina, ciprofloxacina e gentamicina os micro-organismos mostraram
100% de sensibilidade. Os isolados e a cepa padrao de E. coli, apresentaram
100% de sensibilidade frente a onze dos dezesseis antimicrobianos testados
(cloranfenicol, nitrofurantoina, sulfazotrim, norfloxacina, &cido nalidixico,
tetraciclina, gentamicina, trimetoprima, ciprofloxacina, ceftazidima e
levofloxacina). Ja, ao analisar os cinco isolados de Listeria spp. € a cepa L.
monocytogenes ATCC 7644 foi possivel verificar 100% de sensibilidade frente
a quatro antimicrobianos testados (cloranfenicol, gentamicina, trimetoprima e

levofloxacina).
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3.5. Potencial antimicrobiano (PA), concentracao inibitéria minima
(CIM) e concentracao bactericida minima (CBM)

No potencial antimicrobiano, realizado para os extratos metandlicos
utilizando o método de difusao em agar, foi possivel observar que 80% (8/10)
das bactérias Gram-positivas (S. aureus ATCC 25923, SA7, L. monocytogenes
ATCC 7644, L10, L11, L12, L13 e L14) testadas foram sensiveis ao extrato de
E. uniflora L.. Dentre os isolados de S. aureus, 66,7% (2/3) (S8 e S9)
apresentaram halos de inibicao ao extrato de E. uniflora L., da mesma maneira
que este extrato ndo mostrou agado frente as bactérias Gram-negativas (S.
Typhimurium ATCC 14028, S1, S2, S3, E. coli O157:H7 NCTC 12900, EC4,
EC5 e ECS6) .

Para o extrato de P. cattleianum S., foi observado que houve uma
melhor atividade antimicrobiana quando testado contra as bactérias Gram-
negativas, pois todos os isolados, e inclusive as cepas padrao, apresentaram
zona de inibicdo. Ja para as cepas padrdo e para os isolados de Gram-
positivas testadas, apenas 30% (3/10) foram sensiveis a esse extrato, sendo
elas S. aureus ATCC 25923 e os isolados SA8 e L11.

Em relacdo ao 6leo essencial de P. cattleianum S., utilizando o método
de disco difuséo, verificou-se 75% (6/8) dos micro-organismos Gram-positivos
testados, sensiveis a este 6leo, apresentando-se apenas os isolados SA8 e
L11, resistentes. O OE de P. cattleianum S. ndo mostrou atividade frente as
Gram-negativas.

As médias dos halos de inibicdo, para os dois extratos testados e para o
6leo essencial de P. cattleianum S., variaram entre 5,6 e 12,6mm de diametro
(Tabela 3). Os isolados testados nao apresentaram diferenga significativa,
(p<0,05), quando comparadas a suas respectivas cepas padrao. Ja as médias
das zonas de inibicdo observadas para o controle positivo, que utilizou o
antibiético gentamicina para cada um dos micro-organismos foram as
seqguintes: Salmonella spp. (18,75mm), S. aureus (18,75mm), E. coli (16,5mm)
e Listeria spp. (21mm).

A CIM dos extratos de E. uniflora L. variou de 24,4 a 107,8mg.mL"

entre todos os micro-organismos testados. O isolado L12 apresentou a menor
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CIM (24,4mg.mL™") para este extrato, seguido de S. aureus ATCC 25923, SA8
e SA9 com CIM de 50,3mg.mL". Os demais micro-organismos testados (S.
Typhimurium ATCC 14028, S1, S2, S3, E. coli 0157:H7 NCTC 12900, EC4,
EC5, EC6, SA7, L. monocytogenes ATCC 7644, L10, L11, L13 e L14)
apresentaram CIM de 107,8mg.mL™", sendo esta a menor concentracéo capaz
de inibir todos os micro-organismos testados. Nos intervalos de concentragdes
avaliados, apenas trés cepas padrao (S. Typhimurium ATCC 14028, E. coli
O157H7 NCTA 12900, S. aureus ATCC 25923) e um isolado de Listeria sp
(L12), apresentaram CBM nos intervalos de concentracées avaliados
(251,7mg.mL™).

A CIM dos extratos de P. cattleianum S. entre todos o0s micro-
organismos testados variou de 48,9 a 244,4mg.mL™". E. coli 0157:H7 NCTC
12900 e L. monocytogenes ATCC 7644 e os isolados EC4, EC6, L11, L13 e
L14 apresentaram a maior concentragdo de CIM (244,4mg.mL™") quando
testadas frente a este extrato. J& S. Typhimurium ATCC 14028 e os isolados
S1, S2, S3, acompanhados dos isolados EC5, SA9, L10 e L12, atingiram CIM
de 104,7mg/mL. S. aureus ATCC 25923 e os isolados SA7 e SA8 mostraram a
menor concentragdo de CIM (48,9mg.mL™"). Avaliando os resultados
encontrados para o extrato de P. cattleianum S. frente a todos os micro-
organismos testados, a melhor concentracéo de inibicdo foi de 244, 4mg.mL".
Embora as CIM tenham variado entre os micro-organismos, quando analisado
a CBM, nenhuma das concentracbes teve a capacidade bactericida, sendo
capazes apenas de inibir o crescimento dos micro-organismos.

O OE de E. uniflora L. apresentou as menores concentracées de CIM
quando comparado aos testes realizados com o OE de P. cattleianum S. e
ambos extratos testados. Sendo assim, podemos considera-lo como o melhor
antimicrobiano avaliado neste trabalho. Apresentou CIM variando de 6,4 a
54mg.mL™" entre todas as bactérias testadas, porém as CBM apresentaram-se
com valores mais altos (54 a 270mg.mL™"). E. coli O157:H7 NCTC 12900 foi
inibida com a menor CIM (6,4mg.mL™"), atingindo 54mg.mL" de CBM. Na
sequéncia, S. aureus ATCC 25923 e dois isolados de Listeria sp. (L10 e L11)
apresentaram CIM de 12,9mg.mL™" e CBM de 270mg.mL™". Os isolados de S.
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aureus (SA7, SA8, SA9) juntamente com os isolados de Salmonella (S1, S2,
S3) e de E. coli (EC4), mais a cepa padrao S. Typhimurium ATCC 14028
apresentaram 26,1img.mL"' de CIM, enquanto que apenas trés micro-
organismos testados (L. monocytogenes ATCC 7644, EC5 e EC6)
apresentaram a concentracdo mais alta do OE, concentragdo essa de
54mg/mL, sendo a concentracdo inibitéria minima quando analisada contra
todos os isolados e cepas padrao testadas no estudo.

Ja o OE de P. cattleianum S. ndo mostrou atividade antimicrobiana nas
concentracdes analisadas frente a cepa padrao e isolados de Salmonella. Para
E. coli O157:H7 NCTA 12900 verificou-se CIM de 124,8mg.mL". J4, contra os
isolados de E. coli, ndo houve valores de CIM nas concentracées avaliadas.
Em relacdo aos isolados de S. aureus e Listeria sp., foi verificado acéo
antibacteriana com CIM de 124,8 a 291,3mg.mL" e CBM com a maior
concentracao testada (291,3mg.mL™).

A CIM dos extratos e dos 6leos variaram de 6,4 a 291,3mg/mL, e a CBM
de 54 a 291,3mg.mL™", conforme demonstrado na Tabela 3.

Ao comparar o extrato e o OE de P. cattleianum S. pode-se perceber
que o extrato obteve uma melhor acdo, pois os mesmos apresentaram CIM
menores frente a todas as bactérias testadas. S. aureus foi 0 micro-organismo
que teve uma maior diferenca entre as CIM quando se fez a comparacao entre
OE e extrato de P. cattleianum S.. Ao realizar o teste com OE foi possivel
observar CIM de 124,8mg.mL™" para S. aureus ATCC 25923, de 291,3mg.mL"
para os isolados SA7 e SA9. Nao se observou CIM nas concentragdes testadas
para SA8, e quando analisado com o extrato apresentou valores mais baixos
(48,9mg.mL™" para S. aureus ATCC 25923, SA7 e SA8, enquanto S9 obteve
104,7mg.mL™"). J& quando se compara o OE e o extrato de E. uniflora L.
verifica-se que o OE teve um maior potencial antimicrobiano, principalmente
quando analisa-se a cepa padrao de E. coli com 107,8mg.mL" de CIM frente

ao extrato e 6,4mg.mL™" de CIM quando testada frente ao 6leo.
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos extratos e 6leos essenciais de P. cattleianum S. e de E. uniflora L. por potencial antimicrobiano (PA), concentragao
inibitéria minima (CIM) e concentragao bactericida minima (CBM) frente a micro-organismos patogénicos de origem alimentar.

_ _ PA (mm) CIM (mg.mL™) CBM (mg.mL™)
Micro-organismos
EP EA OP OA EP EA OP OA EP EA OP OA
Salmonella Typhimurium - 11,3332 ND - 107,8 104,7 26,1 * 2517 * 54 **
ATCC 14028
S . 11,6674 ND . 107,8 104,7 26,1 * 7
S - 124 ND . 107,8 104,7 26,1 * e {157
s3 . 124 ND . 107,8 104,7 26,1 * 7
Escherichia coli O157H7 . 10,6678 ND : 107,8 2444 64 1248 2517 * 54  *
NCTA 12900
EC4 . 124 ND . 107,8 244,4 26,1 * 7
EC5 . 9,6678 ND . 107,8 104,7 54 * w270
EC6 . 10,6678 ND . 107,8 2444 54 * oo B4
Staphylococcus aureus 106674 11,3332 ND 8,66674 50,3 48,9 129 1248 2517 * 270 2913
ATCC 25923
SA7 10,6674 - ND 56667~ 1078 489 261 2913 * * 270 2913
SA8 - 11,6674 ND - 50,3 48,9 26,1 * o270
SA9 - - ND 6,3333" 503 1047 261 2913 * * 270 **
Listeria monocytogenes 104 - ND 11,333~ 107,8 2444 54 2913 * * 270 2913
ATCC 7644
L10 10,3334 - ND  11a 107,8 1047 129 2913 * * 270 2913
L11 9,667 9,333 ND . 107,8 2444 129 1248 * * 270 **
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ND ND 24,4 104,7 ND ND 251,77 ** ND ND

L12 7A -
L13 10,3334 - ND  ND 107,8 2444 ND  ND * » ND ND
L14 10,3334 - ND 12,667~ 107,8 2444 ND 1248 ** * ND  *

EP: Extrato de Pitanga (E. uniflora L.); EA: Extrato de Araga (P. cattleianum S.); OP: Oleo essencial de Pitanga (E. uniflora L.); OA: Oleo essencial de Araga
(P. cattleianum S.); Os valores para PA sao apresentados como médias (n = 3) + desvio padrao; Letras diferentes em cada coluna indicam diferenca
significativa (P < 0.05) pelo teste de Tukey; ND: Nao determinado; -: Nao houve halo de inibigao; *Nao houve valores de CIM nos intervalos de concentracdes

avaliados; **Nao houve valores de CBM nos intervalos de concentragdes avaliados.
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4. Discussao

Os OE das folhas de E. uniflora L. e P. cattleianum S. foram analisados por
GC-MS. A maioria dos compostos identificados na composicao quimica dos OE sao
da classe dos terpenoides. Estes sdo responsaveis por uma ampla gama de
atividades biologicas, como antimicrobianos, antioxidantes, antiinflamatérios e
antivirais, entre outros (BAKKALI et al., 2008).

No 6leo de P. cattleianum S., os compostos majoritarios encontrados foram o
beta-cariofileno (20,40%), delta-cadineno (7,38%) e germacreno D (7,21%), da
classe dos sesquiterpenos, e o contituinte alfa-pineno (10,10%), pertence aos
monoterpenos. Os hidrocarbonetos monoterpénicos ou sesquiterpénicos e seus
derivados oxigenados sdo considerados como potentes agentes antimicrobianos por
muitos estudos (BAJPAI; SHARMA; BAEK, 2013; DIAO et al., 2014).

Soliman et al. (2016) ao analisarem folhas de P. cattleianum S. adquiridas no
Egito, utilizando o método de GC-MS, identificaram 31 (trinta € um) compostos na
sua composicdo quimica, sendo o beta-cariofileno (28,83%) o principal
sesquiterpeno identificado, seguido de alfa-pineno (28,00%). Estes constituintes sédo
0s mesmos encontrados nas folhas de P. cattleianum S. no presente estudo.

Adam et al. (2011) examinaram OE das folhas dessa planta coletadas na
Polinésia Francesa, por GC/MS e observaram que o 6leo é muito rico em
sesquiterpeno (48,8%) e monoterpénicos (10,1%). Neste estudo, o principal
sesquiterpeno no 6leo apresentado foi o beta-cariofileno (31,5%), sendo 0 mesmo
composto encontrado por Biegelmeyer et al. (2011), quando avaliaram OE de frutas
e sementes de Psidium cattleianum (frutos vermelhos) e Psidium cattleianum var.
lucidum (frutos amarelos), obtidos no banco de germoplasma mantido pelo Centro
de Pesquisa da Embrapa Clima Temperado, localizado no municipio de Pelotas, Rio
Grande do Sul, Brasil. Os autores encontraram beta-cariofileno, na proporcao de
22,5% para o Oleo dos frutos vermelho e 28,7% para os amarelos.
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Em relacdo a determinacao do teor de fendis totais encontrado, os extratos de
P. cattleianum S. apresentaram 7,img.g"' na atual pesquisa. Frutos de P.
cattleianum S. também adquiridos no Centro de Pesquisa da Embrapa Clima
Temperado de Pelotas apresentaram conteldos de compostos polifendlicos de
292,03mg.100g™", segundo Biegelmeyer e colaboradores (2011). Estes valores sdo
mais altos do que os encontrados no presente estudo. Essas diferencas observadas
em algumas pesquisas (BIEGELMEYER et al., 2011; CELLI, 2011) podem ocorrer
devido a regido geografica que os frutos foram colhidos, assim como variagdes na
maturacao do fruto no momento que foram colhidas.

Ja referente a composicdo de compostos fendlicos individuais, em nosso
estudo, observamos que P. cattleianum S. apresentou como composto majoritario o
acido cafeico, diferente de Medina et al. (2011) que destacaram a epicatequina e o
acido galico como os principais constituintes fendlico presentes em todos os
gendtipos investigados, tanto para frutos de Psidium cattleianum S. (fruto amarelo)
quanto Psidium cattleianum S. (fruto vermelho).

Teixeira (2015) avaliou os compostos fendlicos dos frutos de Psidium
cattleianum S. e observou que ha uma variacdo significativamente entre os
gendtipos, em uma mesma safra, verificando nitida diferenca entre frutos vermelhos
e amarelos. Os frutos de P. cattleianum apresentaram alto teor de compostos
fendlicos totais, variando entre 414,7 e 689,67mg.g”’. A epicatequina foi a molécula
fendlica mais abundante presente nos frutos, seguida do acido galico, em todas os
gendtipos. O autor observou grande variabilidade tanto na composicao quanto na
quantidade de compostos fendlicos entre os gendtipos de araca e entre as safras
avaliadas. Essa ampla variacdo pode ser explicada devida essas moléculas serem
oriundas do metabolismo secundario das plantas (TEXEIRA, 2015).

Os valores discrepantes encontrados para os diferentes compostos fendlicos
em plantas podem ser decorrentes da espécie, das caracteristicas ambientais do
cultivo, variedade da cultivar e maturacdo dos frutos, além da peculiaridade
metodoldgica relacionada ao solvente extrator e ao polifenol usado como padrao
para a quantificacdo dos compostos fendlicos (KARWOWSKI, 2012).

Em relagdo ao perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos, ao testar

estreptomicina, gentamicina, norfloxacina e levofloxacina frente a cepa padréo S.
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Typhimurium ATCC 14028 e isolados de Salmonella spp. verificou-se 100% (4/4) de
sensibilidade. Schmidt & Cardoso (2003) em sua pesquisa encontraram uma baixa
resisténcia a gentamicina 6,2% (1/13) para as cepas de Salmonella testadas. Dado
este também observado por Ziech et al. (2014), tendo encontrado um percentual de
15% (15/98) a gentamicina e 19% (19/98) para estreptomicina.

Em relacdo aos isolados de S.aureus verificou-se resisténcia a seis
antimicrobianos testados, mostrando 100% (4/4) de sensibilidade apenas quando
testado para norfloxacina, ciprofloxacina e gentamicina. SANCHEZ et al. (2012),
avaliando perfil de cepas de S. aureus isoladas de produtos de pesca, verificaram
100% (125/125) destas com sensibilidade a penicilina G, tetraciclina, cloranfenicol,
vancomicina, clindamicina, eritromicina e gentamicina. Estes resultados diferem dos
obtidos no presente estudo, sendo mais de 90% das cepas de S. aureus testadas
resistentes a estes mesmos antimicrobianos, exceto em relagdo a gentamicina e
cloranfenicol, quando verificou-se, respectivamente, 100% (4/4) e 25% (1/4) dos
isolados sensiveis. A sensibilidade apresentada a norfloxacina no presente estudo,
corrobora os resultados encontrados por MOURA et al. (2016), que também
verificaram 100% (27/27) de sensibilidade quando avaliaram isolados de S. aureus
provenientes de carne caprina, considerando este antimicrobiano o mais eficaz
contra o patdgeno.

Os isolados e cepa padrdo de E. coli apresentaram 100% (4/4) de
sensibilidade a cloranfenicol, nitrofurantoina, sulfazotrim, norfloxacina, &cido
nalidixico, tetraciclina, gentamicina, trimetoprima, ciprofloxacina, ceftazidima e
levofloxacina. Altalhi; Gherbawy; Hassan (2010) testaram 37 (trinta e sete) isolados
de E. coli provenientes de frango resfriado e observaram sensibilidade de 75,7%
(28/37) frente a gentamicina, 67,6% (25/37) frente a cloranfenicol e 51,4% (19/37)
frente a estreptomicina.

Em relacdo aos isolados de Listeria spp. e a cepa padrdao, 100%
apresentaram sensibilidade a cloranfenicol, gentamicina, trimetoprima e
levofloxacina. Ainda, 83,3% (5/6) foram sensiveis a estreptomicina e a tetraciclina,
indo de encontro aos resultados encontrados por Issa et al. (2011), onde foi
verificado 100% (23/23) de micro-organismos sensiveis a estreptomicina, 52,1%

(12/23) a cloranfenicol e 13% (3/23) a tetraciclina. No potencial antimicrobiano
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realizado para os extratos metandlicos, utilizando o método de difusdo em agar, foi
possivel analisar que o extrato de P. cattleianum S. apresentou melhor atividade
antimicrobiana quando testado contra as bactérias Gram-negativas, pois todos os
isolados e inclusive as cepas padrdao apresentaram zona de inibicdo (halo de
inibicdo em milimetros): S. Typhimurium ATCC 14028: 11,3mm; S1: 11,6mm; S2:
12mm; S8: 12mm; E. coli O157:H7 NCTC 12900: 10,6mm; EC4: 12mm; EC5:
9,6mm; e EC6: 10,6mm. Estes resultados foram diferentes quando analisou-se em
relacdo as bactérias Gram-positivas. Dentre as dez bactérias testadas, apenas trés
foram sensiveis a esse extrato (S. aureus ATCC 25923: 11,3mm; S8: 11,6mm; e
L11: 9,3mm). Estes resultados vao de encontro aos apresentados por AMANCIO et
al. (2015), pois ao testarem extratos hidroetandlicos de P. cattleianum contra E. coli
ATCC 25922 e S. aureus ATCC 6538, verificaram que a bactéria Gram-positiva foi
mais sensivel, apresentando zonas de inibicdo de 24mm para extratos feitos com
folhas verdes da planta e de 23mm com folhas secas, enquanto a cepa Gram-
negativa apresentou halos de 10mm para folhas verdes e 9mm para as secas.

A acao antimicrobiana frente a bactérias Gram-negativas pode estar
relacionada ao fato destas apresentarem uma camada extra de lipopolissacarideos e
proteinas na parede celular que formam uma barreira de permeabilidade a agentes
antimicrobianos (FORSYTHE, 2013).

Extratos e OE obtidos de plantas pertencentes a familia Myrtaceae
apresentam atividade antimicrobiana frente a diferentes micro-organismos, sejam
eles Gram-positivos ou Gram-negativos. Esta agcdo varia entre as espécies, 0s
métodos de obtencdo, partes da planta utilizada, época e local de coleta e os
solventes empregados para a extragcdo dos constituintes quimicos das mesmas
(SIMONETTI 2015).

Desoti et al. (2011) avaliaram extratos com mais de um solvente, com folhas
de Psidium cattleyanum var. lucidum (aragcd amarelo - AA) e P. cattleyanum
var.cattleyanum (aragcad vermelho - AV) e observaram que o extrato metandlico
apresentou CIM de 250ug.mL™" (AA) e 125ug.mL™" (AV) frente a S. aureus ATCC
6538. Foi apresentado CBM de 500ug.mL"' apenas para P. cattleyanum
var.cattleyanum (araca vermelho), mas quando testado o0 mesmo extrato metandlico
para E. coli ATCC 8739 e S. typhy IAL 1434, ndo foi verificado CIM para as
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variedades testadas. Ao mesmo tempo, Medina et al. (2011), quando avaliaram
frutas nativas do Brasil, como Psidium cattleianum S., verificaram que 0 extrato,
tanto do fruto amarelo quanto do fruto vermelho, inibiu o crescimento de S.
Enteritidis ATCC 13076 com 5% de concentragao inibitéria minima (CIM).

Em uma pesquisa que analisou extratos etandlicos (EE), aquosos (EAQ) e OE
de P. cattleyanum, os autores perceberam concentracoes variaveis dos extratos e
OE, quando analisados em relagédo a S. Enteritidis. Quando avaliado EE, verificaram
CIM de 25mg.mL™ e CBM de 25mg.mL™" e quando avaliado o EAq, verificaram CIM
de 50mg.mL" e CBM de 50mg.mL™"'. Neste mesmo trabalho, para E. coli os valores
encontrados foram 6,25mg.mL" de CIM e 25mg.mL" de CBM para o EE e
12,5mg.mL™ de CIM e 50mg.mL™" de CBM para EAq. J4, para S. aureus, os autores
identificaram 3,125mg.mL" de CIM 3,125mg.mL" de CBM para EE e 12,5mg.mL"
de CIM e 12,5mg.mL" de CBM para EAq. Em relacdo ao OE de P. cattleianum, os
trés micro-organismos avaliados apresentaram CIM e CBM de 200mg.mL™" (SCUR
et al., 2016). Em nosso estudo as concentracdo de OE de P. cattleianum S. foram
menores (124,8mg.mL™") quando testadas frente a S. aureus ATCC 25923 e frente a
E. coliO157:H7 NCTC 12900.

Simonetti (2015) avaliou extratos de E. anomala (uvaia-do-campo) e Psidium
salutare var. sericeum (araga-do-campo), ambas plantas pertencentes da familia
Myrtaceae, com quatro tipos de solventes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e
etanodlico). Quando comparou os resultados obtidos dos extratos das duas espécies
vegetais, observou que os extratos da espécie de E. anomala apresentaram melhor
potencial de acao antimicrobiana frente a E. coli. O extrato etandlico apresentou CIM
de 2.500ug.mL" e CBM de 10.000pg.mL™", sendo o Unico extrato de ambas as
espécies vegetais que apresentou acao bacteriostatica e bactericida. Quando
testado para L. monocytogenes observou que o extrato de P. salutare que
apresentou CIM mais baixa, é o extrato cloroférmio, apresentando CIM de
1.250pug.mL" e CBM de 10.000ug.mL™, seguido pelo extrato etandlico, o qual
apresentou CIM de 2.500pug.mL™" e CBM de 10.000pg.mL™.

A acdo antimicrobiana do extrato de P. salutare contra a L. monocytogenes
pode estar relacionada ao fato das bactérias Gram-positivas serem mais sensiveis

por apresentarem uma camada Unica na parede célula, diferente das bactérias
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Gram-negativas que possuem uma camada dupla na sua parede celular, nao
permitindo que antimicrobianos entrem com facilidade matando o micro-organismo
(FORSYTHE, 2013).

Quanto ao mecanismo de acdo de OE e extratos nas células microbianas,
esse ponto é bastante variavel, pois considerando o grande numero de diferentes
grupos de compostos quimicos presente em OE e extratos, € muito provavel que
sua atividade antimicrobiana ndo seja atribuida apenas a um mecanismo especifico,
e sim, a varios alvos na célula. A acao antimicrobiana de diferentes extratos OE tem
sido atribuida aos componentes lipofilicos que apresentam capacidade de provocar
danos a parede celular das bactérias, fazendo assim com que ocorra um
desequilibrio quimiosmotico entre o interior da célula e o meio externo, podendo
ocorrer até mesmo o extravasamento de material celular, deste modo provocando a
morte do micro-organismo (BURT, 2004).

No OE de E. uniflora L., os constituintes majoritarios encontrados por GC-MS
foram o elixeno (24,47%) e o gama-elemeno (24,16%), ambos da classe dos
sesquiterpenos.

A composicao quimica do OE de E. unilora L. obtida neste estudo revelou que
0s sesquiterpenos sao a classe dominante, corroborando as descobertas de muitos
estudos anteriores (LAGO et al., 2011; VICTORIA et al., 2012; RODRIGUES et al.,
2013).

Quanto a determinacao do teor de fendis totais, neste trabalho determinou-se
para os extratos de E. unifloraL. 1,7mg.g”" de fenéis totais.

Bagetti (2009) quando avaliou extratos metandlicos de frutos de E. uniflora
(adquiridos no Centro de Pesquisa da Embrapa Clima Temperado de Pelotas),
percebeu teores de compostos fendlicos totais de pitanga roxa (463mg &acido
galico.100g™), pitanga vermelha (210mg &cido galico.100g") e pitanga laranja
(179mg &cido galico.100g™), em concentracdes maiores quando comparados ao
presente estudo.

Extratos etandlicos de folhas de E. uniflora, coletadas em Juazeiro do Norte,
Ceara, Brasil apresentaram 75,65mg.g” de constituintes fenélicos totais (SOBRAL-
SOUZA et al., 2014). ROCHA et al. (2011) quando avaliaram quatro espécies do
género Eugenia, E. dysenterica (cagaita), E. klostzchiana (pera-do-cerrado), E.
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punicifolia e E. calcyna (espécies de pitanga-do-cerrado), encontraram
concentragdes de teores fendlicos totais de 15,9mg.g", 4,9mg.g”’, 6,4mg.g” e
0,7mg.g”", respectivamente, indicando a provavel presenca de compostos fendlicos
simples, como os acidos fendlicos.

Em uma pesquisa que analisou o teor total de compostos fendlicos no suco
de E. uniflora L. (frutos roxos), foi encontrado aproximadamente 1.901,21mg de
acido galico em 100g”" de suco (RUTZ, 2016). Dentre os compostos fendlicos
identificados no suco, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, os autores
destacaram o acido galico como composto majoritario, com 1.063,32mg em 100g™
de suco, sendo este um acido fendlico.

Karwowski (2012) identificou acido galico (1.056,16mg/kg™), 4cido clorogénico
(33,88mg.kg™"), acido cafeico (11,00mg.kg™), acido p-cumarico (8,44mg.kg™") e acido
ferdlico (4,52mg.kg”') em frutos de E. uniflora L., sendo &cido gdlico e &cido
cumarico também encontrados neste trabalho, nas concentracdes de 2,95mg.g” e
0,075mg.g”, respectivamente. A quantificacdo e determinagcdo dos compostos
fendlicos é importante na classificacdo da fruta quanto ao teor desses e na
elucidacdo de quais os compostos que poderiam estar desempenhando as
atividades bioldgicas.

Silva et al. (2012) observaram atividade antimicrobiana ao testar extrato
metandlico e OE de varias plantas, incluindo a planta E. uniflora, frente a isolados de
S. aureus e E. coli.. Os autores perceberam que o OE foi eficaz frente a S. aureus
com CIM de 2,2mg.mL" e que o extrato, ha mesma concentracdo, mostrou agao
para o isolado de E. coli. Este mesmo estudo encontrou compostos fendélicos no
extrato de E. uniflora e constituintes da classe dos terpenoides nos OE de E.
uniflora, quando realizada a caracterizagdo quimica da planta. Estes autores
afirmam que todos os compostos encontrados estdo envolvidos com a propriedade
antimicrobiana, juntamente com os fendis.

Victoria et al. (2012) encontraram CIM de 0,8mg.mL™" para S. aureus e de
1,04mg.mL™ para L. monocytogenes quando testaram éleo essencial de E. uniflora
L. Os resultados encontrados em nosso trabalho foram mais altos do que os
apresentados por Victoria e colaboradores. Quando avaliado o extrato metandlico de
E. uniflora L. em relacao aos isolados e cepa padrao de Listeria, observou-se CIM
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de 107,8mg.mL™" para 80% (4/5) das Listerias testadas, sendo que apenas o isolado
L12 apresentou CIM de 24,4mg.mL". O OE de E. uniflora S. apresentou CIM de
54mg.mL" para a cepa de L. monocytogenes ATCC 7644 e de 12,9mg.mL™ para os
isolados de Listeria (L10 e L11), sendo inferior apenas aos valores apresentados
frente a cepa de E. coli O157:H7 NCTC 12900, que apresentou CIM de 6,4mg.mL™".
Sendo assim, a concentracdo de 54mg.mL" foi a menor capaz de inibir todos os
micro-organismos testados.

Em outro estudo, ao avaliarem cepas de E. coli frente a extratos e OE de E.
uniflora, notaram que o extrato bruto com 15,9mg.mL™ de CIM, teve o melhor efeito
inibitério comparado ao OE (CIM= 27,6mg.mL"') da mesma planta (Silva et al.,
2012). Além disso, encontraram na caracterizacdo quimica do OE, compostos da
classe dos terpenoides, que segundo BAKKALI e colaboradores (2008), possuem
propriedades antimicrobianas.

Plantas da familia Myrtaceae apresentam elevada concentracédo de terpenos
sendo que ha variagao qualitativa e quantitativa consideravel de terpenos foliares em
populacdo e individuos, sendo esta variagdo importante ecologicamente e
industrialmente (KESZEI et al., 2010).

Quando se compara os resultados do nosso trabalho referente ao extrato e ao
OE de P. cattleianum S., é possivel verificar que o extrato obteve uma melhor acao,
pois os mesmos apresentaram CIM menores frente a todas as bactérias testadas.
Como se sabe, espécies de P. cattleianum S. sao ricas em compostos fendlicos, e
os mesmos foram encontrados na caracterizagdo quimica dos frutos de P.
cattleianum S., sendo que geralmente estes constituintes presentes estao
relacionados com propriedades biolégicas importantes, como a atividade
antimicrobiana (PROTEGGENTE et al., 2002). Como os extratos apresentaram
potencial superior aos OE, acredita-se que os fendis encontrados na sua
composicao fitoquimica estdo envolvidos com a propriedade antimicrobiana,
juntamente com os outros compostos (BASSOLE; JULIANI, 2012).

Ha muitos anos sabe-se que a composicao fendlica das frutas é determinada
por fatores ambientais, mas podem ser modificados por reagdes oxidativas durante o
processamento e armazenamento. Os compostos fenélicos sdo metabolizados como

uma resposta de defesa contra a intensa radiacédo solar e outros fatores adversos.
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As variacdes nos frutos resultam da via de formacao destes compostos, uma vez
que a sua presenca difere em cada fruta. Assim, os diferentes teores de fendlicos
individuais em cada planta, faz com que os extratos produzam diferentes efeitos em
relacdo as atividades biologicas (ROBARDS et al., 1999).

A atividade antimicrobiana de produtos fendlicos podem envolver varios
modos de acdo. Os fendis também podem inibir a sintese de &cidos nucléicos de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (CUSHNIE; LAMB, 2005). Quanto ao
efeito dos acidos fendlicos sobre as propriedades superficiais fisico-quimicas das
células bacterianas verificou-se que estes compostos alteraram a hidrofobicidade
bacteriana. A atividade antimicrobiana dos acidos fendlicos ocorre devido ao seu
carater parcialmente lipofilico, pois eles atravessam a membrana celular,
perturbando a estrutura da membrana celular e acidificando o citoplasma, e por fim,
causando a desnaturacao de proteinas (CAMPOS et al., 2009). A ruptura da
membrana celular por hiper acidificacdo € um potencial mecanismo para explicar a
acao antimicrobiana de &cidos fendlicos contra micro-organismos.

Quando se compara os resultados do extrato e do OE de E. uniflora L.,
analisamos que o OE apresentou uma atividade antimicrobiana mais eficaz, pois
atingiu as menores concentragcdes capaz de inibir o crescimento dos patégenos
testados. Essa acdo dos OE pode ocorrer devido a presenca de compostos na sua
composicao quimica, sendo eles da classe dos terpenos.

A atividade antibacteriana de OE é conhecida e estudada ha varios anos,
porém, 0s mecanismos pelos quais desempenham esta agdo ainda nado sao
completamente conhecidos (CALO et al.,, 2015). A dificuldade em descrever um
mecanismo de acao especifico para os OE se da em funcdo da sua complexa
composi¢ao quimica, onde estdo presentes um grande nimero de moléculas ativas
com estruturas distintas (BURT, 2004).

Apesar dos OE apresentarem compostos majoritario na sua composi¢ao,
considera-se que eles possuam misturas complexas de terpenos, em vez de apenas
um ou dois compostos. Outra vantagem das misturas de defesa é que os
componentes individuais podem atuar de forma sinérgica para fornecer maior
toxicidade do que a quantidade equivalente de uma Unica substancia
(GERSHENZON; DUDAREVA, 2007), além disso, acredita-se que a agao
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antibacteriana dos OE aconteca em decorréncia do ataque a diferentes alvos
celulares (BURT, 2004).

O ataque a membrana citoplasmatica bacteriana € um mecanismo que pode
ser descrito para a totalidade dos componentes dos OE, em virtude de sua
hidrofobicidade, porém, outros mecanismos e alvos sdo descritos pela literatura.
Alteracdes na forga préton motriz, no fluxo de elétrons, no transporte ativo, inibigao
da producao de energia (ATP) e a coagulacdo do conteudo citoplasmatico sao
outras formas de perturbacdo ao funcionamento normal das células bacterianas,
causados pela acdo de OE, que podem isoladamente e/ou em conjunto causar a
inibicdo e morte da bactéria (BURT, 2004; RAI et al., 2017). De modo geral, o
mecanismo de acao dos OE poderia ser descrito como uma cascata de reacdes que
ocorrem em toda a célula bacteriana (MACWAN et al., 2016).

5. Conclusoes

Os extratos e Oleos essenciais testados apresentaram compostos em sua
composi¢ao quimica que possuem atividade antimicrobiana como os da classe dos
terpenos e os acidos fendlicos. Os resultados deste estudo mostram que os extratos
de P. cattleianum S. apresentaram melhor acdo quando comparado ao OE da
mesma planta e que o OE de E. uniflora apresentou CIM menores, em relagdo ao
extrato. Sendo assim, OE de E. uniflora L. € mais eficazes para inibir o crescimento
de bactérias de importancia alimentar. Pode-se concluir que o OE de E. uniflora L na
concentracdo de 54mg.mL™" seria suficiente para inibir todas as bactérias testadas, e

na concentracdo de 270mg.mL"" para elimina-las.
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8. Consideracoes finais

Os extratos metandlicos e os Oleos essenciais de P. cattleianum S. e E.
uniflora L. apresentaram atividade antibacteriana. O extrato de P. cattleianum S.
obteve melhor acdo quando comparado ao OE da mesma planta. Ja o 6leo
essencial de E. uniflora L. apresentou CIM menores, em relagcao ao extrato, sendo
assim, obtiveram atividade superior. E. coliO157:H7 NCTC 12900 foi a bactéria mais
sensivel, pois obteve a menor CIM de 6,4 mg.mL" quando testado com OE de E.
uniflora L.. Os 6leos essenciais apresentaram na sua composicao quimica beta-
cariofileno e elixeno, respectivamente, ambos da classe dos terpenos. Os extratos
de P. cattleianum S. obtiveram 7,img.mL" e E. uniflora L. 1,72mg.mL" quando
determinado os compostos fendlicos totais. Ao analisar os acidos fendlicos
presentes em cada um dos extratos foi encontrado como majoritarios o acido galico
para E. uniflora L. e o acido cafeico para P. cattleianum S..

O dbleo essencial de E. uniflora L. foi 0 mais eficaz para inibir o crescimento de
bactérias de importancia alimentar, pois podemos concluir que a concentragédo de
54mg.mL™" deste OE seria a menor concentracdo suficiente para inibir todas as
bactérias testadas e 270mg.mL™" para elimina-las. No entanto, estudos adicionais
para verificar a toxicidade e identificar compostos ativos sdo necessarios, para que
se possa compreender o mecanismo de acao dos extratos e 6leos testados.
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