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RESUMO

CIOLFI, Fernanda, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2010. Potencial
antimicrobiano de extratos e 6leos essenciais de vegetais nado tradicionais sobre
patdbgenos de origem alimentar. Orientadora: Regina Célia Santos Mendonga. Co-
orientadores: Paulo César Stringheta e José Carlos Gomes.

As contaminagdes dos alimentos podem provocar infecgdes ou intoxicagdes nos
seres humanos e sao causadas por diversos agentes, entre os quais estdo incluidos
diversos micro-organismos. O aparecimento de cepas microbianas resistentes a uma
grande variedade de antibiticos tem se tornado um problema para a saude publica. A
principal causa dessa resisténcia deve-se ao uso excessivo de antibiético nas ragdes
animais e também ao tratamento indiscriminado de pessoas e animais por prescrigio
meédica e veterinaria. Nos ultimos anos tem sido crescente a demanda dos consumidores
por produtos mais seguros, em vista disto, ha cada vez mais a necessidade de se buscar
formas alternativas de controle de micro-organismos em alimentos de modo a alcancar
este proposito. O presente estudo teve por objetivo geral avaliar o poder antimicrobiano de
extratos vegetais frente a patégenos de origem alimentar dando preferéncia a plantas da
biodiversidade de Vigosa, Minas Gerais e subprodutos da industria de alimentos. Foram
utilizadas as seguintes plantas: fruto de Caryocar brasiliense (Pequi); folha de Caryophyllus
aromaticus (Cravo-da-india); folha de Citrus limonium (Lim&o); folha de Corymbia citriodora
(Eucalipto); folha de Cymbopogon citratus (Capim Cidreira); folha de Eucalyptus
camaldulensis (Eucalipto); folha de Eugenia uniflora (Pitanga); folha de Euterpe edulis
(Palmito); semente de Helianthus annuus (Girassol); semente de Mabea fistulifera
(Canudo-de-pito); folha de Melaleuca alternifolia (Tea tree); folha de Melaleuca
quinquenervia (Melaleuca); folna de Murraya paniculata (Falsa murta); casca de Musa X
Paradisiaca L. (Banana nanica); folha de Myrciaria cauliflora (Jabuticaba); semente de
Passiflora edulis (Maracuja); folha e caroco de Persea gratissima (Abacate); semente de
Psidium guajava (Goiaba); folha de Schinus terebinthifolius (Aroeirinha); folha de Spondias
dulcis (Caja-manga) e folha de Xanthosoma violaceum (Taioba) para a obtencdo dos
extratos. Os extratos foram obtidos por extragdo em etanol (EOH), hexano (EHX) ou agua
(EAqQ) e avaliados quanto ao potencial antimicrobiano frente a diferentes patégenos de
origem alimentar. Os resultados obtidos mostraram que os extratos herbaceos que
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apresentaram maior agdo inibitéria tanto para as bactérias gram-negativas quanto as gram-
positivas avaliadas, foram: EAq e o EOH de folha de caja-manga, EOH de folha de taioba e
EHX de folha de cravo-da-india. Todos os 6leos essenciais avaliados mostraram alguma
acao inibitéria tanto contra os micro-organismos gram-positivos quanto gram-negativos.
Nenhum dos EPs mostraram expressivo efeito inibidor. A avaliagcdo da composicdo quimica
dos extratos estudados permitiu observar diversos constituintes, dentre eles, acidos graxos
(acido palmitico, oléico, linoléico), alcodis, aminas, hidrocarbonetos, ésteres, cetonas e
acidos. Na avaliacdo da composigcdo quimica dos 6leos essenciais foi possivel observar a

presenca de terpenos, aldeidos, alcodis e fendis.



ABSTRACT

CIOLFI, Fernanda, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2010. Antimicrobial
effect of nontraditional extracts and essential oils from plants on foodborne
pathogens. Adviser: Regina Célia Santos Mendonga. Co-Advisers: Paulo César Stringheta
and José Carlos Gomes.

Contamination of food can cause infection or intoxication in humans and are caused
by several agents, among which are included different micro-organisms. The emergence of
microbial strains resistant to a wide variety of antibiotics has become a problem for public
health. The main cause is due to the overuse of antibiotics in animal feed and also to the
blanket approach of people and animals by veterinary prescription and, respectively. In
recent years there has been growing consumer demand for safer products, in view of this,
there is increasingly a need to seek alternative ways to control micro-organisms in food in
order to achieve this purpose. This study aimed to evaluate the overall antimicrobial power
of plant extracts against the foodborne pathogens giving preference to plant biodiversity of
Vigosa, Minas Gerais and spinoff of food industry. We used the following plants: fruit of
Caryocar brasiliense (Pequi); leaves of Caryophyllus aromaticus (Glove); leaves of Citrus
Limonium (Lemon); leaves of Corymbia citriodora (Eucalyptus); leaves of Cymbopogon
citratus (Lemon Balm grass), leaves of Eucalyptus camaldulensis (Eucalyptus), leaves of
Eugenia uniflora (Pitanga); leaves of Euterpe edulis (heart of palm); seed of Helianthus
annuus (Sunflower); seed of Mabea fistulifera (Canudo-de-pito); leaves of Melaleuca
alternifolia (Tea tree); leaves of Melaleuca quinquenervia (Melaleuca); leaves of Murraya
paniculata (False myrtle), bark of Musa x paradisiaca L. (Banana nanica); leaves of
Myrciaria cauliflora (Jaboticaba); leaves of Passiflora edulis (passion fruit), leaf and whole
Persea gratissima (avocado); seed of Psidium guajava (Guava), leaves of Schinus
terebinthifolius (Aroeirinha); leaves of Spondias dulcis (Caja-manga) and leaves of
Xanthosoma violaceum (Taioba) to obtain the extracts. The extracts were obtained by
pressing (EP) and extraction in ethanol (EOH), hexane (EHX) or water (EAQ). The results
showed that the herbal extracts that showed the highest inhibitory effect for both gram-
negative and gram-positive evaluated were: EAgq and EOH leaves of caja-manga, EOH
leaves of taioba and EHX leaves of clove. All essential oils tested showed some inhibitory

action against both micro-gram-positive and gram-negative. None of the EPs showed a
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significant inhibitory effect. The evaluation of the chemical composition of the extracts were
allowed to observe the various constituents, among them, fatty acids (palmitic acid, oleic
acid, linoleic acid), alcohols, amines, hydrocarbons, esters, ketones and acids. In assessing
the chemical composition of essential oils was possible to observe the presence of

terpenes, aldehydes, alcohols and phenols.
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1. INTRODUCAO

A globalizacdo do fornecimento de alimentos tem apresentado novos desafios para a
seguranca alimentar e tem contribuido para o problema de saude publica no tocante a
veiculagado de patdégenos por alimentos. Estimativas da ocorréncia de patégenos veiculados por
alimentos nem sempre sdo faceis pelo fato de poucas doengas serem exclusivamente
relacionadas aos alimentos. Embora a gastroenterite aguda ndo seja sempre causada por
alimentos e ndo € obrigatoriamente que um patégeno veiculado por alimento cause diarréia, os
alimentos representam um importante veiculo para os patégenos causadores destas
enfermidades.

Questdes importantes para a seguranga alimentar e os desafios relacionados, incluem:
a necessidade de controle dos micro-organismos patogénicos devidamente conhecidos, bem
como os “novos”, “emergentes” e “mutantes”; o controle da contaminagdo cruzada; o
tratamento e destino corretos para os dejetos dos animais de produgdo, 0 acompanhamento
dos casos de doengas causadas por alimentos contaminados e a aplicagédo dos programas de
seguranca alimentar nas fazendas e granjas. Outras questdes e desafios incluem os aditivos
alimentares e os residuos quimicos, a rastreabilidade animal, a seguranca e a qualidade dos
produtos organicos e naturais, a necessidade de melhoria e desenvolvimento de testes rapidos
e metodologias para a detecgdo de patdgenos de utilizacdo em laboratério e campo, a
regulacdo e a uniformizagao da fiscalizagdo a nivel nacional e internacional, a determinagao
das responsabilidades por doencas zoonéticas entre as agéncias de saude animal e de saude
publica, a implementacdo completa e rotineira do sistema APPCC, treinamento dos
manipuladores de alimentos e educagdo dos consumidores.

Estes desafios tornam-se mais importante devido as mudancgas na producédo animal, as
mudangas no processamento e distribuicio de produtos, ao aumento do comércio
internacional; as mudancas nas necessidades dos consumidores e o aumento da preferéncia
por produtos minimamente processados; ao aumento no consumo mundial de carne, ao maior
numero de consumidores em situagdo de risco para infecgdo, e ao aumento do interesse,
consciéncia e analise por parte dos consumidores, midia e grupos ativistas.

O aparecimento de cepas microbianas resistentes a uma grande variedade de

antibidticos tem se tornado um problema para a saude publica. A principal causa dessa
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resisténcia deve-se ao uso excessivo de antibiético nas ragdes animais, utilizados em doses
subterapéuticas como fator de crescimento, e também ao tratamento indiscriminado de
pessoas e animais por prescricdo médica e veterinaria. E crescente a demanda dos
consumidores por produtos mais seguros, em vista disto, ha cada vez mais a necessidade de
se buscar formas alternativas de controle de micro-organismos em alimentos de modo a
alcancar este proposito.

Os 6leos essenciais tém potencial para serem utilizados na industria alimenticia e
farmacéutica. Os componentes naturais podem ser utilizados na preservagdo de géneros
alimenticios contra bactérias e para combater doengas de origem microbiana. Eles também
podem ter valor para aumentar o tempo de prateleira dos géneros alimenticios funcionando
como protetores dos lipideos altamente insaturados, repondo compostos sintéticos, como o
Butil hidroxi tolueno (BHT), e prevenindo dano celular.

Existe um consenso geral sobre a substituicdo de antibidticos pelo uso de acidos
organicos como promotores de crescimento. Embora os 6leos essenciais tenham um efeito
limitado quando utilizado nessa substituicdo, estudos mostram que podem ser utilizados
sinergicamente aos acidos organicos.

Existe a necessidade de investigar a diversidade da flora brasileira, bem como partes
distintas da planta (folhas, cascas, sementes etc.), quanto ao seu potencial antimicrobiano. De
modo geral, a literatura mostra que, com relagao a esse potencial, sdo mais avaliados os d6leos
essenciais provenientes de: botdes de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus), folhas de
orégano (Origanum vulgare), sementes de tomilho (Thymus vulgaris), folhas de louro (Laurus
nobilis), folhas de Melaleuca alternifolia e folhas de eucalipto (Corymbia citriodora, Eucaliptus
globus e Eucaliptus dives ).

E conveniente pensar que na escolha de um material biolégico a ser analisado em
busca de compostos ativos e, consequentemente, o desenvolvimento de um medicamento ou
outro produto, tem-se que levar em consideragdo as necessidades regionais € mundiais em
novos agentes eficientes e seguros enquanto que também sejam preservados a biodiversidade
e 0 meio-ambiente. Portanto, o uso de fontes naturais em saude deve avaliar quantidades
disponiveis, facilidade de acesso, preservagao e replantio. Deve-se considerar também a
possibilidade de utilizar plantas cultivadas, uma vez que isto permite a produ¢édo de material
cultivado sob as mesmas condicbes tornando mais garantida a homogeneidade quimica,
qualitativa e quantitativa. Nao existe também um consenso sobre os niveis de inibigao
aceitaveis para compostos de plantas, quando comparados com antibiéticos padroes.

O presente estudo teve por objetivo geral avaliar o efeito antimicrobiano de extratos
vegetais frente a patdogenos de origem alimentar dando preferéncia a plantas da biodiversidade

de Vigosa, Minas Gerais e subprodutos da industria de alimentos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Patdégenos de importancia na industria de alimentos

Nas ultimas décadas, a agroindustria de alimentos tem passado por inumeras
transformacgdes tecnoldgicas. Paradoxalmente, a despeito das transformacbes e inovagbes
tecnoldgicas alcangadas, o numero de surtos de toxi-infecgdes transmitida por alimentos
continua sendo uma preocupagéo para as autoridades de saude publica e para as proprias
agroindustrias. A obtengcdo de alimentos mais seguros € uma exigéncia do mercado atual,
principalmente pelo reconhecimento do significante impacto que essas doengas causam, em
termos de sofrimento humano e de custos econdbmicos para a sociedade e para a
agroindustria.

Nos ultimos anos, alteragbes demograficas e no estilo de vida dos paises
desenvolvidos, bem como as preferéncias dos consumidores provocaram mudancas nha
formulagcao e distribuicdo dos alimentos. Para satisfazer as necessidades de uma populagao
crescente, novas técnicas de processamento, conservacdo e embalagem estdo sendo
incorporadas a producao dos alimentos. As redes de distribuicdo se expandiram, tornaram-se
mais centralizadas e complexas, afetando as caracteristicas epidemiolégicas dos surtos e
introduzindo novos riscos, possibilitando a contaminagdo cruzada e o surgimento de novos
patogenos. (NASCIMENTO et al, 2007)

As combinagbes do desenvolvimento tecnoldgico e das pesquisas e seus resultados
permitem concluir que nas condigdes atuais € essencial controlar o que esta sendo consumido
como alimento, garantindo a seguranga do consumidor. As doencas de origem alimentar
causadas por micro-organismos sao um grande e crescente problema de saude publica. A
maioria dos paises com sistemas de vigilancia dos casos de doengas de origem alimentar
documentaram aumentos significativos nas Ultimas décadas na incidéncia de doencas
causadas por micro-organismos em alimentos, incluindo patégenos como Salmonella,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli entero-hemorragica, Listeria spp. e parasitas tais como
Cryptosporidium, Cryptospora e Trematodes (WHO, 2003).

Dados da Organizagao Mundial de Saude mostram que cerca de 1,8 milhdes de criancas

morrem, anualmente, antes de completarem cinco anos. Entre as principais causas associadas



a esses Obitos destacam-se as gastroenterites, muitas vezes provocadas por habitos
alimentares inadequados ou pela ingestdo de agentes microbianos presentes em alimentos e
agua contaminados. Em paises industrializados, uma a cada trés pessoas pode ser afetada por
doengas de origem alimentar, anualmente. Nos EUA, calcula-se que ocorram cerca de 76
milhdes de casos anuais, resultando em 350.000 hospitalizagdes e 9.000 mortes. Os custos
estimados sdo algo em torno de US$ 35 bilhdes. Na Inglaterra e no Pais de Gales os custos
chegam a US$ 7 milhdes e na Australia US$ 17,5 bilhdes (WHO, 2003).

2.1.1. Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni € um bastonete curvo espiralado, gram-negativo, ndo esporulado,
flagelado, microaerdfilo, que requer baixas concentragdes de oxigénio (3 a 15) % e altas
concentragcoes de CO, (3 a 5) % para seu crescimento e quando duas células formam
pequenas cadeias, apresentam arranjo tipico em forma de “S” ou “asa de gaivota”
(VANDAMME et al, 2005). Campylobacter utiliza os produtos do Ciclo de Krebs e aminoacidos
para multiplicar, embora nao sejam capazes de fermentar carboidratos. Podem ser distinguidos
de outras espécies por sua habilidade de hidrolisar hipurato em acido benzadico e glicina (WHO,
2001).

O habitat natural da maioria das espécies de Campylobacter é o intestino das aves e de
outros animais homeotérmicos, inclusive o homem e todos os animais inseridos na cadeia
alimentar humana, como aves, passaros selvagens, perus, codornas, patos e avestruzes
(NEWELL, 2001).

A produgdo de toxinas a partir de doengas originadas por Campylobacter € muito
debatida. Toxinas célera-semelhante (CLT) tém sido relatadas e podem estar relacionadas a
diarréia enterotoxigénica nao inflamatéria, tipica de paises em desenvolvimento. Wassenaar
(1997) relatou a reatividade imunolégica transversal entre CLT, toxina célera (CT) e toxina
termolabil de E. coli (LT). Citotoxinas multiplas, inclusive uma toxina citoletal (CLDT - cytolethal-
distending toxin), uma citotoxina hemolitica e toxina shiga também tém sido descritas em
Campylobacter (WASSENAAR, 1997), de modo que Kerley et al (1997) associaram estas
toxinas a taxas de diarréia inflamatéria, mas estudos complementares ainda sdo necessarios.
Diversas pesquisas tém sido realizadas para entender a patogenicidade de Campylobacter
jejuni (VAN GERWE et al, 2005; WAGEMAAR et al, 2005; TAREMI et al, 2006).

Considerados organismos comensais, diferentes espécies de Campylobacter sao
excretadas em grande numero no ambiente. Participam da microbiota gastrointestinal de
bovinos, suinos, ovinos e animais de estimacdo domésticos, atuando eficientemente na
colonizacao de aves (HOPKINS et al, 2004). O trato gastrointestinal (TGI) das aves & estéril
quando da eclos&o, mas no periodo imediatamente posterior, ocorre rapida colonizagado por um
grande e diversificado niumero de espécies bacterianas. Existe um equilibrio na populagao

microbiana do TGIl. Parece ndo haver uma microbiota tipica, uma vez que fatores como a
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composicao do alimento e a presenca de patdégenos afetam as espécies bacterianas de
maneira diferenciada. Embora o ceco tenha pequena participacdo na recuperagao de
nutrientes, a populagdo microbiana do TGI n&o participa diretamente no sistema digestivo das
aves (SCHEUERMANN e JUNIOR, 2005). De modo geral, Campylobacter contamina o
ambiente e a agua potavel através das fezes de animais, de aves ou de humanos infetados
(FROST; KRAMER; GILLANDERS, 1999; ATTERBURY et al, 2003; SCHERER et al, 2006).

Diversos trabalhos sobre a frequéncia e distribuicdo espacial ambiental de
Campylobacter foram realizados e nao sao conclusivos (GILLESPIE et al, 2002, NEWELL e
FEAMLEY, 2003; CONNERTON et al, 2004; OLIVEIRA, 2006). Para Newell e Feamley (2003)
Campylobacter esta presente em diversos ambientes, principalmente de clima temperado. Tem
sido sugerido que a infecgao resulta provavelmente da combinacéo de fatores horizontais tais
como: barreiras sanitarias inadequadas, agua potavel contaminada e transferéncia por pessoal
da granja através das botas e equipamentos (CONNERTON et al, 2004; OLIVEIRA, 2006).

Nichols (2005) examinou os fatores de risco relacionados ao aumento sazonal de
infeccao por Campylobacter no Reino Unido e identificou moscas contaminadas pelo contato
com fezes, sobretudo Musca domestica, como fontes potenciais de infeccdo. Isto explicaria,
pelo menos parcialmente, o padréo localizado e aleatério das ocorréncias da campilobacteriose
humana. As moscas sdo vetores mecanicos importantes para a doencga diarréica nos paises
em desenvolvimento e desempenham um papel secundario na transmissdo nos paises mais
industrializados (ATTERBURY et al, 2005; DINGLE et al, 2005).

As aves domésticas s&o um reservatorio frequente de Campylobacter (CONNERTON et
al, 2004). Para as condicbes da avicultura brasileira, Oliveira (2006) detectou 100 % de
prevaléncia de Campylobacter spp. em frangos na primeira fase de criagdo (0 a 21) dias, tanto
no sistema convencional como no sistema automatizado de criacdo, apesar de outros estudos,
Stern et al (2001) e Connerton et al (2004), indicarem que o patégeno seria detectavel somente
a partir de duas a trés semanas de idade, mesmo com a eficiente colonizagdo das aves
maduras.

A rota principal da infecgdo por Campylobacter em humanos esta associada ao
consumo de aves contaminadas. A colonizagdo desse micro-organismo é aumentada no abate
devido a mistura entre lotes de aves positivos e negativos, levando a contaminagdo cruzada
em larga escala (ATTERBURY et al, 2003). Entretanto, a origem da infeccdo por
Campylobacter permanece enganosa devido ao alto grau de diversidade desse micro-
organismo e ampla variedade de métodos de identificacao utilizados. Nao esta claro se existem
linhagens Campylobacter spp. especificas a determinados hospedeiros, assim como a
contribuicdo relativa de cada uma destas fontes para a infecgdo humana (GILLESPIE et al,
2002; HOPKINS et al, 2004).

A prevaléncia de Campylobacter coli e C. jejuni envolvidos nos casos de

campilobacteriose humana diferem significativamente de acordo com a espécie animal
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hospedeira de Campylobacter e conforme as varias fontes ambientais envolvidas no ciclo
comensal da bactéria patogénica e do seu hospedeiro (GURTLER et al, 2005).

As complicagbes clinicas da campilobacteriose humana incluem ainda o mega-célon
téxico e a Sindrome Urémica Hemolitica (GILLESPIE et al, 2002). Estima-se que 8 x 102
células.g”’ a 2 x 10° células.g” causem a doenca diarréica (BLACK et al, 1988) e que a dose
infectante para causar a infecgdo em humanos seja de 5 x 10% células.g™ (ROBINSON, 1981).
Na maioria dos casos, o hospedeiro € um portador assintomatico, mas que pode ter adquirido
imunidade devido a uma infecgao anterior por Campylobacter. Wassenaar; Geilhausen; Newell
(1998) sugerem que aves colonizadas poderiam hospedar contagens de até 10" UFC.g"' de
conteudo cecal sem apresentar sintomas, embora niveis mais baixos tenham sido detectados
em aves colonizadas naturalmente (SALEHA; IBRAHIM; KAMARZAMAN, 1996).

2.1.2. Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli O157:H7 é um bacilo gram-negativo, sendo que O refere-se ao
antigeno somatico e H ao antigeno flagelar. A maioria das cepas de E. coli O157:H7 podem ser
distinguidas das demais E. coli por sua incapacidade de fermentar sorbitol rapidamente e por
sua falta de producao de B-glucuronidase (DOYLE e SCHOENI, 1984; HAYES et al, 1995).

As primeiras tentativas para subtipar cepas de E. coli O157:H7 demonstraram
consideravel homogeneidade, o que é consistente com o surgimento e propaga¢ao de um novo
patégeno clone derivado (GRIFFIN e TAUXE, 1991). A maioria das cepas avaliadas durante o
inicio e meados da década de 1980 foram sensiveis a ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol,
tetraciclina e quinolonas, e resistentes a eritromicina, metronidazol, e vancomicina (BOOP et al,
1987; RATNAM, et al, 1988; GRIFFIN, 1995). Pesquisadores tém relatado o aumento das taxas
de resisténcia para estreptomicina, sulfisoxazole, tetraciclina e, possivelmente como resultado
da prevaléncia deste organismo em alimentos de animais que recebem estes antibiéticos (KIM
et al, 1994; SLUTSKER et al, 1997).

Muitos surtos e casos de colite hemorragica e Sindrome Urémica Hemolitica causados
por E. coli O157:H7 foram epidemiologicamente ligados ao consumo de carne moida (PAI et al,
1984; RILEY et al, 1983). O primeiro isolamento partiu de carne moida congelada obtida de
um restaurante associado a um surto de colite hemorragica (WELLS et al, 1983). O gado
leiteiro também foi identificado como reservatorio de E. coli O157:H7, tendo sido o micro-
organismo isolado das fezes de animais jovens, de rebanho associado a casos de Sindrome
Urémica Hemolitica em criangas que consumiram leite cru (BORCZYK et al,1987). Beery;
Doyle; Schoeni (1985) mostraram que E. coli O157:H7 pode prontamente colonizar o ceco de
frangos e ser excretado nas fezes por muitos meses, sugerindo que esta espécie também pode
ser um reservatério do micro-organismo.

E. coli enterohemorragica (ECEH) emergiu ha algumas décadas como a causa

predominante de colite hemorragica em humanos. Essa doenga, com sintoma caracteristico de
6



diarréia sanguinolenta e cdlica abdominal, pode progredir para um sintoma mais severo
conhecido como Sindrome Urémica Hemolitica. A patogenicidade de ECEH parece estar
associada com fatores de viruléncia, incluindo a producdo citotoxinas (GRIFFIN e TAUXE,
1991). Essas toxinas séo coletivamente referidas como verotoxinas ou Shiga-toxina devido a
grande semelhanga da verotoxina 1 de E. coli com a toxina tipo 1 de Shigella dysenteriae
(KARMALLI, 1989). Embora mais de 60 sorotipos de E. coli produzam verotoxinas (KARMALI,
1989), o sorotipo O157:H7 é o patéogeno predominante no grupo de ECEH e o mais
frequentemente associado com relatos de infecgdo humana a nivel mundial (FENG, 1995).

Cepas enterohemorragicas de E. coli, incluindo o sorotipo O157:H7, sdo importantes
patdgenos transmitidos por alimentos devido a sua baixa dose infectante, infecgdes que
atingem todos os grupos etarios, tolerancia incomum a acido e sua inexplicavel associagao
com ruminantes utilizados na alimentagao humana (BUCHANAN e DOYLE, 1997).

Doyle e Schoeni (1987) isolaram E. coli O157:H7 de diferentes tipos de carnes vendidas
no varejo. De um total de 164 amostras de carne moida, 264 de carne suina e 263 de frango, 6
(3,7 %), 4 (1,5 %) e 4 (1,5 %) continham o patégeno respectivamente, indicando que a bactéria

esta associada com alimentos de origem animal e ndo especificamente com carne bovina.

2.1.3. Listeria monocytogenes

Listera spp. € um cocobacilo gram-positivo, ndo-esporulado, nao-produtor de acidos,
aerdbio ou anaerébio facultativo, de ampla distribuicdo ambiental, com carater ubiquitario,
tendo sido isolado de aguas superficiais, de esgotos domésticos, aguas residudrias de
industrias de laticinios e de abatedouros, de solos, de insetos, de adubo organico e de fezes
animais e humanas (MIMS et al, 1995). Pode também ser isolada em diversos produtos
alimenticios sejam crus ou apés tratamentos térmicos ou quimicos (FRANCO e LANDGRAF,
1996; PEREIRA e ROCOURT, 1993)

Listeria monocytogenes é patogénica para o homem e diversos animais, e sua ampla
distribuicdo ambiental, é favorecida pela sua capacidade de se desenvolver entre (0 e 44) °C e,
embora sua faixa 6tima seja entre (30 e 37) °C, pode sobreviver em alimentos congelados.
Tolera pH extremos de 5 e 9, baixa atividade da agua e concentragcées de NaCl de 10 % ou até
superiores (PEREIRA e ROCOURT, 1993; LANDGRAF, 1997). Este conjunto de caracteristicas
faz com que Listeria spp. e L. monocytogenes, em especial, sejam um patégeno emergente de
grande interesse na area de alimentos. Este fato também explica o destaque que estes micro-
organismos vém recebendo nos ultimos 20 anos no controle de qualidade na industria de
alimentos, assim como a possibilidade de causar uma doenga grave no consumidor,
geralmente fatal quando acomete o sistema circulatério e nervoso central (SCHLECH llI, 2000).

A transmissdo de L. monocytogenes pode ocorrer por via oral, ocular, cutanea,
respiratoria ou urogenital. As formas de transmissdo de animais para os humanos incluem

ingestdo de alimentos contaminados e contato com animais infectados (PEARSON e MARTH,
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1990) e podem ser evitadas de trés formas: através do controle do micro-organismo no
ambiente de processamento dos alimentos; pelo cuidado com a preparagdo e escolha dos
alimentos no domicilio e, em circunstancias especiais, pela profilaxia com antibiéticos
(SCHLECH 111, 2000).

Os sintomas associados com L. monocytogenes incluem meningoencefalite, dor no
corpo, febre, dor de cabecga, septicemia em adultos, pneumonia, endocardite, abscessos
localizados, lesdes cutaneas pustulosas, conjuntivite, uretrite, e abortos recorrentes. L.
monocytogenes também pode causar danos cerebrais, retardo mental e mononucleose em
alguns casos (PEARSON e MARTH, 1990).

Conter et al (2009) demonstraram que cepas de L. monocytogenes isoladas de géneros
alimenticios e dos ambientes de processamento s&o susceptiveis aos antibidticos comumente
utilizados no tratamento de listeriose humana e veterinaria. A equipe avaliou a susceptibilidade
a 19 antibiéticos atualmente utilizados e encontraram que dentre as 120 cepas avaliadas, 14
(11,7 %) apresentaram resisténcia a pelo menos um antibidtico. Em particular, a resisténcia a
um antibidtico foi mais comum do que resisténcia multipla, ou seja, 10 (8,3 %) isolados foram
resistentes a um antibidtico, 3 (2,5 %) para dois antibidticos e um (0,8 %) para cinco
antibioticos. Resisténcia a clindamicina foi a mais comum, seguida pela linezolida,
ciprofloxacina, ampicilina e rifampicina, sulfa/trimetoprim e, finalmente, vancomicina e
tetraciclina. Considerando que L. monocytogenes vem apresentando-se resistencia aos
antibidticos, é importante continuar acompanhando a resisténcia antimicrobiana emergente
deste patdgeno para garantir a eficacia do tratamento de listeriose humana (CONTER et al,
2009).

Glass e Doyle (1989) determinaram a sobrevivéncia de L. monocytogenes durante o
armazenamento sob refrigeragdo de varios produtos de carne processada, incluindo presunto,
frango em pedacgos, peru em pedagos e salame. Concluiram que a taxa de crescimento é
altamente dependente do tipo de produto e do pH. O micro-organismo cresceu bem em carnes
com pH = 6 e pouco ou nada nos produtos com pH < 5, indicando a importancia de prevenir a

contaminagéo apos o processamento principalmente de produtos prontos para o consumo.
2.1.4. Enterococcus faecalis

Enterococos s&o bactérias gram-positivas amplamente distribuidas na natureza que
podem ter um papel benéfico ou prejudicial nos alimentos. Contribuem diretamente para o
amadurecimento e desenvolvimento do sabor de produtos lacteos e outros produtos
fermentados (MORENO et al, 2006). Alguns enterococos encontrados nos alimentos podem
produzir bacteriocinas que exercem atividade anti-Listeria. Também s&o utilizados como
probiéticos para melhorar o equilibrio microbiano do intestino ou como um tratamento de
gastroenterites em humanos e animais (FRANZ; HOLZAPFEL; STILES, 1999).



Por outro lado, enterococos sao reconhecidos como agentes patogénicos nosocomiais
que causam graves infecges, tal como bacteremia, endocardite e infecgdes do trato urinario
(SCHABERG; CULVER; GAYNES, 1991). Sao patdgenos oportunistas e normalmente causam
infeccdes em pacientes que tenham doencga subjacente grave ou que sejam imunodeprimidos
(MORRISON; WOODFORD; COOKSON, 1997). Enterococcus faecalis predomina entre os
enterococos isolados de infecgbes humanas (JETT; HUYCKE; GILMORE, 1994). A causa
especifica de preocupacao e um fator contribuinte para patogénese de enterococos é sua
resisténcia a uma ampla variedade de antibiéticos (LECLERCQ, 1997).

A presenca de enterococos no trato gastrintestinal dos animais leva a um elevado
potencial de contaminagdo da carne no momento do abate devido ao rompimento dos
intestinos quando da evisceragao. Estudo conduzido por Knudtson e Hartman (1993) mostrou
que suinos abatidos em trés diferentes abatedouros continham a média de 10* a 10® UFC por
100 cm? da superficie de carcaca, sendo E. faecium e E. faecalis as espécies predominantes.

E. faecalis foi a espécie predominante entre os cocos gram-positivos isolados de
amostras de frango coletadas em matadouros (TURTURA e LORENZELLI, 1994). E. faecalis
esta presente naturalmente na microbiota intestinal humana e animal (SCHABERG; CULVER;
GAYNES, 1991). E capaz de crescer em condigdes hostis que normalmente sdo prejudiciais
para o desenvolvimento da maioria dos micro-organismos mesofilos e pode sobreviver em
muitos ambientes estressantes (extremas temperaturas, pH e concentracdes de sal), o que
dificulta os métodos de barreira durante o processamento de alimentos (FLAHAUT;
BOUTIBONNES; AUFFRAY, 1997).

Enterococos foram sistematicamente isolados de carcagcas bovinas, suinas e de aves,
em estudo em que se avaliou sua caracteristica de resisténcia a antibiéticos. Possuem
resisténcia intrinseca (mediada por genes localizados no cromossomo) e adquirida (mediada
por genes localizados em plasmideos ou transposons) a varios antibiéticos (MURRAY, 1990).
Exemplos de resisténcia intrinseca aos antibidticos incluem a resisténcia a cefalosporinas, -
lactdmicos, sulfonamidas e baixos niveis de clindamicina e aminoglicosideos, enquanto
exemplos de resisténcia adquirida incluem resisténcia a cloranfenicol, eritromicina, clindamicina
e altos niveis de aminoglicosideos, tetraciclina, altos niveis de B-lactamicos, fluoroquinolonas e
de glicopéptidos, tais como a vancomicina (MURRAY, 1990; LECLERCQ, 1997).

A viruléncia de enterococos n&do é bem compreendida, mas adesinas, hemolisinas,
hialuronidase, substancias de agregacao e gelatinase sao supostamente fatores de viruléncia
(FRANZ; HOLZAPFEL; STILES, 1999). Resisténcia aos antibidticos por si s6 nao pode explicar
a viruléncia de enterococos. A patogénese da maioria das infecgcbes comuns segue uma
sequéncia de eventos que envolvem colonizagao, adesdo e invasao dos tecidos e resisténcia
aos mecanismos de defesa do hospedeiro (FRANZ et al, 2003).

O aquecimento durante a produgéo de carne processada pode conferir uma vantagem

seletiva aos enterococos, pois estes estdo entre o grupo das bactérias gram-positivas nao
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formadoras de esporo mais termotolerantes. Apds sobreviver ao aquecimento, tanto E. faecalis
e E. faecium estdo envolvidos na deterioracdo dos produtos carneos curados, presuntos e
carnes em conserva (MAGNUS; MCCURDY; INGLEDEW, 1988).

2.1.5. Salmonella Typhimurium

Salmonella € um género da familia Enterobacteriaceae, caracterizado por ser um
bastonete gram-negativo, ndo esporulado, anaerébio facultativo, lactose, urease e oxidase
negativos. A maioria dos sorovares de Salmonella é movel devido a presenca de flagelos
peritriquios. O pH de crescimento varia entre 4 e 9, com o 6timo em 7. Sua temperatura 6tima
de crescimento esta entre (35 e 37) °C, e Aw minima para crescimento é de 0,94 (JAY, 2005).

O género Salmonella, é classificado atualmente em trés espécies: Salmonella enterica,
Salmonellla bongori e Salmonella subterranae, que foi reconhecida em 2005, como descrito na
Quadro 1 (SU e CHIU, 2007). A classificagdo taxondmica consiste em: género, espécie,

subespécie e sorovares.

Quadro 1. Nomenclatura atual do género Salmonella.

Espécies Subespécies Numero de Sorovares
S. enterica enterica (ou |) 1504
salamae(ou II) 502
diarizonae (ou llIb) 333
arizonae (ou llla) 95
houtenae (ou IV) 72
indica (ou VI) 13
(V) 22
S. bongori
S. subterranae
TOTAL 2541

Fonte: adaptado de SU e CHIU, (2007).

Segundo Jay (2005), todos os integrantes do género Salmonella sdo considerados
patogénicos para humanos. Esse género € considerado um dos mais importantes envolvidos
em doengas veiculadas pelo consumo de alimentos. Essa bactéria é de grande importancia em
saude publica, pelo fato de ser patogénica ao ser humano e representar um dos principais
parametros de determinagdo dos padrdes microbioldgicos, de reconhecimento mundial, para
alimentos.

Pelo fato de E. coli e Salmonella apresentarem, aproximadamente, 90 % de homologia
do DNA-DNA, ja houve propostas de se agrupar as suas espécies em um unico género. Por tal
fato, acredita-se que ambas as bactérias surgiram de um mesmo ancestral (YAN et al, 2003).

A incidéncia global de doencas causadas por alimentos é de dificil estimativa. No
entanto, no ano de 2000, cerca de 2,1 milhdes de pessoas morreram por doengas diarréicas, e
em uma alta propor¢gdo desses casos a causa € atribuida a alimentos e agua contaminados
(WHO, 2002).
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A prevaléncia de salmoneloses aumentou significativamente durante as décadas de 80
e 90, em todo mundo (KWANG; LITTLEDIKE; KEEN, 1996). A maioria dos sorovares tem um
espectro de hospedeiros amplo e, tipicamente, provocam gastroenterites sem complicagbes e
sem necessidade de tratamento. Em criangas, idosos e individuos com o sistema imunoldgico
debilitado ou comprometido, ao contrario, essas infeccdes podem ser severas. Os sorovares
mais importantes dessas salmoneloses em animais € humanos sdo Salmonella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium (SILVA et al, 2007).

Atualmente as salmoneloses ocupam uma das posigdes mais destacadas no campo
da saude publica em todo o mundo, pois apesar de todo o desenvolvimento tecnologico e da
adocdo de melhores medidas de higiene, é crescente e relevante o0 numero de casos de
salmonelose humana e animal (PENHA et al, 2008).

Nos ultimos cinco anos, o Brasil registrou 749 surtos de infecgcao por Salmonella.
Desse total, 277 foram causados especificamente pelo consumo de ovos ou maionese caseira
contaminados, principais meios de veiculagdo da bactéria. No Brasil, at¢é o0 momento, nao foi
detectado nenhum surto de infecgao por Salmonella de grande magnitude, como os surtos
multi-estaduais, relatados na literatura. Mesmo assim, é preciso manter o trabalho de controle
da doencga. Os estados onde mais se detectam surtos por Salmonella sdo: o Rio Grande do
Sul, o Parana e Sdo Paulo (LIMA, 2008).

Segundo Leon-Velarde et al (2004), Salmonella Typhimurium é uma causa comum de
salmoneloses entre humanos e animais em muitos paises, sendo responsavel por (40 a 70) %
dos casos de salmoneloses humanas, apresentando como principais sintomas diarréia, febre,
dor de cabega, nauseas, dor abdominal, vomito e, menos frequentemente, sangue nas fezes.

Em varios paises, 0 aumento de casos esporadicos e de surtos de salmonelose humana
esta relacionado com o aumento da infeccdo por Salmonella Enteriditis, relacionada ao
consumo de carne de aves, ovos e derivados contaminados. O aumento de incidentes
nacionais e internacionais envolvendo alimentos contaminados € devido a emergéncia de
Salmonella Enteritidis como agente causal de infecgbes alimentares e a rapida globalizacéo da
producao de alimentos (YAN, et al, 2003).

A contaminacido de carne crua de frango com Salmonella spp. ndo € usualmente
considerada um risco ao consumidor, uma vez que este alimento é proprio para 0 consumo
apos cocgao. O verdadeiro problema reside no contato de um alimento pronto para o consumo
(cozido) com um alimento cru, levando a contaminacao cruzada. Os casos mais frequentes de
infeccao por Salmonella spp. reportados em humanos foram em decorréncia do manuseio de
carne de frango crua e produtos crus, junto com o consumo de carne de frango mal cozida
(CAPITA et al, 2003).

tem capacidade de se ligar a sitios especificos na superficie das células epiteliais ou,
ainda, s&do capazes de entrar na célula epitelial, e viver como parasita intracelular. A entrada e

a passagem dessa bactéria para as células epiteliais provocam um processo inflamatério do
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intestino; ha evidéncias de que uma enterotoxina seja produzida, causando vémitos e diarréia
(LIMA, 2008).

O tratamento da infec¢do por salmonela é feito com hidratagdo por meio de soro oral.
Em alguns casos, também s&o utilizados antibidticos especificos. Ha& necessidade de
tratamento quando o doente tem desidratacdo severa ou quando a infecgao é extra-intestinal.
De modo geral as salmoneloses ndo devem ser tratadas com antibidticos, pois este
procedimento pode prolongar o periodo de excregdo do micro-organismo pelas fezes. E
importante destacar que algumas salmonelas ja s&o resistentes a diversos antibiéticos,
principalmente porque essas drogas podem ser adicionadas as ragdes para animais (LIMA,
2008).

O aparecimento de sorovares de Salmonella spp. resistentes a uma grande variedade
de antibidticos tem se tornado um problema para a saude publica. O uso de antibiéticos como
promotores de crescimento em frangos de corte e poedeiras até 16 semanas de idade é usual
nos Estados Unidos e no Brasil. A partir do ano de 2006, a Unido Européia impediu o uso de
qualquer antimicrobiano como promotor de crescimento animal. Estas medidas foram adotadas
com o intuito de contribuir para a redugdo do surgimento de cepas bacterianas resistentes
(KOTTWITZ, 2009).

2.1.6. Staphylococcus aureus

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sdo cocos gram-positivos,
imoveis, nao esporulados, capsulados ou nao, anaerébios facultativos. O género
Staphylococcus é composto por 38 espécies, sendo S. aureus o mais envolvido em doencgas
humanas por produzir grande variedade de fatores de patogenicidade e viruléncia:
estafiloquinases, hialuronidases, fosfatases, coagulases e hemolisinas (JAY, 2005).

Esta espécie é utilizada como um indicador de higiene pessoal e é conhecida por
produzir enterotoxinas prejudiciais a saude humana (SHALE et al, 2005). A presenca de S.
aureus em alimentos esta muitas vezes relacionada com a manipulagao inadequada por parte
do pessoal, que sao frequentemente contaminados com este micro-organismo (GUNDOGAN et
al, 2005).

Os alimentos que requerem consideravel manipulagao durante a preparagao e que sao
mantidos sem refrigeracao sao geralmente implicados em intoxicagao alimentar estafilocécica.
Assim, os alimentos contaminados com S. aureus sao potenciais fontes de enterotoxinas
quando armazenados a uma temperatura inadequada, em que o micro-organismo pode crescer
e sintetizar enterotoxinas (HUANG; WEI; LEE, 2007). Diversas espécies de Staphylococcus
sao capazes de produzir essas toxinas, mas apenas uma especie, S. aureus, esta comumente
associado com doencga de origem alimentar (HUDSON, 2004).

S. aureus pode produzir enterotoxinas quando a populacdo excede 10° células.g™. Este

agente produz diversas enterotoxinas (A, B, C4, C,, C3, D, E, G, H e |) causadoras de
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intoxicacbes alimentares. No entanto, ndo sdo todas as cepas capazes de produzir essas
substancias. A producao destas toxinas depende principalmente da natureza do alimento, dos
processos aos quais foram submetidos e da exposicéo a altas temperaturas (FIGUEROA et al,
2002).

As enterotoxinas sdo compostos de massa molar entre (27 e 31) kDa resistentes a
enzimas proteoliticas e estaveis ao calor, embora a célula vegetativa de S. aureus possa ser
facilmente destruida por temperaturas elevadas. Algumas toxinas sao formadas durante o
crescimento exponencial da bactéria, outras sdo predominantemente formadas quando a
bactéria entra em fase estacionaria. As condigbes ambientais para que S. aureus seja capaz de
produzir toxina sdo mais restritas do que aquelas necessarias para seu crescimento (SHALE et
al, 2005, NEMA et al, 2007).

O periodo de incubacédo da doencga pode variar de 30 minutos até 8 horas, porém, na
maioria dos casos, os sintomas aparecem entre (2 a 4) horas apés a ingestdo do alimento
contaminado com enterotoxinas estafilocdcicas pré-formadas. Os efeitos agudos incluem
nauseas, vomitos, dor abdominal e diarréia. Estes sintomas diminuem num periodo de (24 a
48) h, mas a doenca pode permanecer durante (7 a 10) dias. Em muitos paises as
enterotoxinas estafilocécicas sao classificados como segunda ou terceira mais comuns agentes
causadores de intoxicagéo alimentar (NEMA et al, 2007).

A incidéncia de infecgdes causadas por S. aureus adquiridas em comunidades e
hospitais tem sido crescente com o aumento de linhagens droga-resistente chamados S.
aureus meticilina-resistente (MRSA) e S. aureus oxacilina-resistente (ORSA). MRSA é um
patégeno que se estabelece com facilidade, mesmo em cuidados com a saude. Anteriormente,
limitava-se a hospitais, posteriormente infec¢coes por MRSA foram relatadas em diferentes
comunidades. A parte anterior do nariz € o local mais frequentemente colonizado por MRSA
(WARREN et al, 2004).

Muitos fatores tém sido apontados por desempenhar importantes papéis no crescimento
e produgdo de enterotoxinas por S. aureus, incluindo presenca e concentragdo de sais, pH,
temperatura, Aw, exposigdo ao processamento, competicdo microbiana, entre outros. Para a
industria de alimentos é importante identificar as condigbes, em que S. aureus é capaz de
sobreviver e multiplicar no que diz respeito ao processamento de alimentos, armazenamento e
distribuicdo. S. aureus € um organismo muito adaptavel e pode sobreviver em uma grande
variedade de ambientes (RODE et al, 2007).

O abuso de temperatura € uma das principais causas de intoxicagcao alimentar por
Staphylococcus. Esta bactéria é capaz de crescer em uma ampla faixa de temperaturas (7 a
48) °C com crescimento 6timo entre (35 a 37) °C, um intervalo que pode ser frequente em
climas quentes (JAY, 2005).

A auséncia de estafilococos viavel, portanto, ndo garante que um alimento é seguro.

Apesar de estafilococos ser fermentativo e proteolitico, geralmente ndo produzem odores nos
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alimentos ou os fazem parecer deteriorados. A presenca da bactéria ou suas toxinas nos
alimentos ndo pode ser detectavel por métodos sensoriais (NEWSOME e STEWART, 2004).

Os alimentos, muitas vezes, podem ser preparados em condicbes inadequadas e
armazenados em temperatura ambiente antes de serem comercializados. Desta forma, o
tempo decorrido entre o preparo e o consumo dos alimentos € um importante fator a ser
considerado quanto ao risco (BAEZA et al, 2009).

E geralmente aceito que S. aureus & efetivamente controlado em ambiente de pH 5,3 ou
menor. Em pH baixo a capacidade de linhagens enterotoxigénicas produzir enterotoxinas
também é reduzida (LINDQVIST; SYLVEN; VAGSHOLM, 2002).

Uma das caracteristicas seletivas que torna o género Staphylococcus sp. favorecido
frente as outras bactérias é a qualidade dos organismos serem halotolerantes, podendo
representar um perigo adicional, pela falta de micro-organismos competidores. Staphylococcus
sp. pode tolerar (10 a 20) % de sal. A alta concentragéo de sal e, em particular os baixos
valores Aw s&o obstaculos importantes para inibir o desenvolvimento de S. aureus. No entanto,
o crescimento pode ocorrer em Aw = 0,86 em condigdes aerdbias ou Aw = 0,90 em condi¢bes
anaerobias (NEWSOME e STEWART, 2004).

S. aureus é um mau competidor e apresenta maiores riscos em alimentos onde a
microbiota normal tem sido destruida ou inibida (RODE et al, 2007). Embora esse organismo
compita mal com a microbiota natural dos alimentos é capaz de crescer em valores baixos de
Aw. Estas duas caracteristicas importantes sao refletidas nos tipos de alimentos normalmente
associados com doengas de origem alimentar causadas por este organismo: alimentos cozidos
e, portanto, sem competidores presentes, e alimentos que contém elevadas concentragdes de
sal (HUDSON, 2004).

Nos ultimos anos varias contaminacbes por estafilococos em alimentos que incluem
carne vermelha foram implicados em surtos de intoxicagao alimentar. Devido a ubiquidade de
organismos pertencentes ao género Staphylococcus em humanos, a contaminagdo de
alimentos em plantas de processamento tem se apresentado como resultado de manipuladores
de alimentos como portadores assintomaticos e infectados em lesbées cuténeas. O isolamento
da mesma estirpe de um alimento e de determinada pessoa, no mesmo periodo de tempo, ou
durante a investigagdo de um surto, sugere fortemente que o manipulador de alimentos pode

ser a fonte de contaminacao (SHALE et al, 2005).

2.2. Acéao antimicrobiana de 6leos essenciais e extratos herbaceos

No passado, a fitoterapia era mais adotada pela populagdo carente da area rural ou
urbana, devido a facil disponibilidade e menores custos. O uso de plantas como uma fonte de
medicamentos é predominante em paises em desenvolvimento como uma solucao alternativa
para problemas de saude e estd bem estabelecido em algumas culturas e tradig¢des,

especialmente na Asia, América Latina e Africa. Devido ao aumento no interesse por produtos
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naturais, o uso de plantas medicinais tornou-se relativamente geral. Muitas destas plantas nao
tém sido estudadas e podem ser avaliadas quanto a acdo antimicrobiana, em contraste com
plantas nativas da Europa, que ja foram exaustivamente estudadas (SHALE; STIRK; VAN
STADEN, 1999).

Oleos essencias (OEs) s&o geralmente extraidos de porgdes de plantas por métodos de
diluicdo, usualmente vapor ou hidrodestilacdo e sdo misturas variaveis de principalmente
terpendides, especificamente monoterpenos [C10] e sesquiterpenos [C15] e uma variedade de
hidrocarbonetos de baixo peso molecular, cetonas, alcodis, fenodis e aldeidos. Terpenos estédo
entre os componentes responsaveis pelo uso medicinal, culinario e em fragrancias de plantas
aromaticas e medicinais (DORMAN e DEANS, 2000).

E sabido que a composicdo quimica dos OEs de espécies de plantas em particular,
pode variar de acordo com a origem geografica e época de colheita. Ademais, outros fatores,
como clima, solo, época e forma de plantio, adubagao, uso de agrotéxicos, irrigacdo, tempo e
condicbes ambientais, proveniéncia do material da planta (fresco ou seco), técnica de extragao,
fonte botanica (caule, folhas, frutos etc.), tratos culturais e colheita e padrdes de variacao
geografica (latitudes e longitudes) afetam a composicdo quimica dos 6leos, podendo provocar
alteracdes na atividade antimicrobiana. E possivel entdo que haja variagdo na composicéo
entre mesmos grupos de OEs, sendo o suficiente para causar variagdo no grau de
susceptibilidade entre bactérias gram-negativas e gram-positivas (BURT, 2007; NASCIMENTO
et al, 2007).

OEs e muitos de seus componentes isolados demonstram ter atividade antimicrobiana
“in vitro” contra patdégenos veiculados por alimentos e em menor escala nos alimentos. Os
compostos fendlicos sdo os mais ativos e parecem agir principalmente na permeabilidade da
membrana (BURT, 2007).

Estudos sobre a atividade antimicrobiana, modo de acado e uso potencial dos OEs tém
sido descritos. Esses s&o promissores na industria de alimentos e nas diversas criagbes de
interesse ao homem, conferindo protecao contra doencgas para o rebanho; reduzindo agentes
patogénicos ou deterioradores, atuando como antioxidantes e proporcionando sabor e aroma
aos alimentos. Podem ser utilizados para estimular o apetite, a produgao de saliva e melhorar a
producao de suco gastrico e pancreatico (DORMAN e DEANS, 2000).

Deans e Ritchie (1987) testaram 50 OEs disponiveis comercialmente contra 25 géneros
de bactérias e nao encontraram diferenca na sensibilidade entre organismos gram-negativos e
gram-positivos. Por outro lado o estudo conduzido por Koyama et al (1997) ao se avaliarem
diversos componentes dos 6leos essenciais, observaram habilidade para romper ou penetrar
na estrutura lipidica presente em bactérias gram-negativas. Entretanto, em um estudo posterior
realizado por Dorman e Deans (2000), utilizando o mesmo método de analise, com 0s mesmos
isolados bacterianos, mas com OE recentemente extraido, foi possivel observar que bactérias

gram-positivas foram mais susceptiveis aos OEs avaliados do que espécies gram-negativas.
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Nakatani (1994) também relatou que bactérias gram-positivas eram mais sensiveis aos OEs do
que as gram-negativas.

Delaquis et al (2002) notaram que a fracdo de OE de coentro (Coriandrum sativum)
deficiente em compostos fendlicos exibiu forte atividade antimicrobiana, uma observagao
contraria a suposicdo de que esses grupos quimicos sao os principais responsaveis pela
atividade antimicrobiana dos OEs. As fragdes ricas em alcodis de cadeias longas (C6-C10) e
aldeidos foram particularmente ativos contra bactérias gram-positivas. As propriedades
antimicrobianas dos alcodis s&o conhecidas por aumentarem com a massa molecular do
composto (MORTON, 1983). Porém, Huhtanen (1980) encontrou que as concentragbes
inibitérias minimas de alcodis alifaticos diminuiam com o aumento da cadeia para Clostridium
botulinum (gram-positivo).

Smith-Palmer; Stewart; Fyfe (1998) testaram as propriedades antimicrobianas de 21
OEs e constataram que foram eficazes na reducado da contagem de Salmonella Enteritidis, C.
jejuni, E. coli, S. aureus, e L. monocytogones. Os 6éleos de louro, canela, cravo e tomilho foram
os mais eficientes para atividade bactericida. Concentragdes variando de (0,05 a 1) %
apresentaram atividade bactericida, sendo mais eficazes quando avaliadas a 35 °C.

Smith-Palmer; Stewart; Fyfe (2004) utilizaram OEs de louro, cravo, canela, noz
moscada e tomilho para testar a capacidade dos mesmos em influenciarem a produgao de
enterotoxinas A e B e a-toxina por S. aureus. A hemdlise devido a a-toxina foi
significativamente reduzida apds a cultura em presenca de todos éleos. Os 6leos de louro,
canela e cravo diminuiram a producao de enterotoxina A e apenas os 6leos de canela e cravo
também reduziram a produgao de enterotoxina B.

Quando ha a pretensao de adicionar OEs nos alimentos € interessante que os mesmos
nao interfram ou apenas proporcionem um sabor e aroma suave, preservando as
caracteristicas sensoriais de maior aceitacdo pelo consumidor. Skandamis e Nychas (2001)
analisaram a inibicdo microbiana, cor e sabor em carne moida utilizando, para tanto, variagdes
na atmosfera de armazenamento e na concentracdo de OE de orégano. Observaram que em
todas as condicoes de empacotamento, apenas as concentragbes de 0,5 % e 1 % OE de
orégano foram capazes de inibir o crescimento da microbiota e o sabor, odor e cor da carne
moida contendo 1 % de OE foram quase imperceptiveis apds o cozimento.

Os extratos de plantas apresentam potencial antimicrobiano, dessa forma podem ser
utilizados na industria alimenticia, bem como no tratamento de doencas infecciosas causadas
por micro-organismos resistentes a antibidticos. O efeito sinérgico da associagdo de
antibiéticos com extrato de plantas contra bactérias resistentes trazem uma nova opg¢ao para o
tratamento de doencas infecciosas. Esse efeito permite o uso dos antibiéticos quando estes
ndo sao mais eficientes por si sé durante tratamento terapéutico (NASCIMENTO et al, 2000).

Dickens; Berrang; Cox (2000) testaram a atividade antimicrobiana do extrato herbal

Protecta Il, com perfil de inibidor bacteriano, durante resfriamento de carcagas de frango. As
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carcacas foram deixadas na agua do chiller com 3 mg.L™ de cloro e outras com 2 % do extrato
Protecta Il, durante 30 minutos, apdés esse tempo, as mesmas foram lavadas e a agua de
rinsagem foi analisada com relacdo a aerdbios totais, coliformes, E. coli e Campylobacter e
confrontadas com um controle. Os autores encontraram redugdes de um ciclo logaritmico nas
contagens dos micro-organismos avaliados, quando usaram &gua clorada (3 mg.L™") e 2 ciclos

logaritmicos quando houve adi¢cao de 2 % do extrato.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparacao dos extratos vegetais e 6leos essenciais com potencial bactericida

As plantas foram obtidas na regido de Vigosa localizada na Zona da Mata do Estado de
Minas Gerais, a 20°45’ de Latitude Sul e 42°51’ de Longitude Oeste e a altitude de 649 m
(JUNIOR et al, 2004). A Tabela 1 relaciona as espécies vegetais com o tipo de solvente

utilizados para obtencao de extratos e 6leos essenciais de diferentes partes vegetais.

3.1.1. Preparo de extrato alcodlico e hexanico

Para obtencao do extrato alcodlico (EOH) e hexanico (EHX), adotou-se a metodologia
proposta por Silveira (1997). As folhas ou sementes foram trituradas em liquidificador, em
velocidade maxima e a seguir foram pesados aproximadamente 300 g em erlenmeyers. Os
erlenmeyers foram deixados sob agitacdao em shaker horizontal (Certomat® MO 1) a 120 rpm
durante 4 h com os respectivos solventes: etanol (Impex®) e hexano (Merck®), em quantidade
suficiente para cobrir as folhas; nao mais que 1:2 (m/v). Procedeu-se a filtragcao (papel de filtro
Qualy®) e ao filtrado adicionou-se 8 g de sulfato de sédio (Merck®). Procedeu-se a nova
filtracdo. O solvente foi evaporado em rotavapor (Fisatom) a 140 rpm, pressdo média de 600
mmHg, por um periodo médio de 1 h e temperatura da agua do banho a 55 °C.

Todos os extratos foram armazenados em frasco a&mbar sob refrigeracao (4 °C).

3.1.2. Preparo de extrato aquoso

Para obtencdo do extrato aquoso (EAq), adotou-se a metodologia descrita acima,
porém sem a adigdo de sulfato de sédio. As folhas ou sementes foram ftrituradas em
liquidificador, em velocidade maxima e a seguir foram pesados aproximadamente 300 g em
erlenmeyers. Os erlenmeyers foram deixados sob agitacdo em shaker horizontal (Certomat®
MO 11) a 120 rpm durante 4 h com agua destilada em quantidade suficiente para cobrir as
folhas; ndo mais que 1:2 (m/v). Procedeu-se com a filtragdo (papel de filtro Qualy®). O solvente
foi evaporado em rotavapor (Fisatom) a 140 rpm, pressdo média de 600 mmHg, por um periodo
médio de 1 h ou o tempo necessario para reducao de 50 % do volume inicial com temperatura

da agua do banho-maria a 65 °C.
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Todos os extratos foram armazenados em frasco a&mbar sob refrigeracao (4 °C).

Tabela 1. Espécies de plantas utilizadas na obtencéo de extratos e 6leos essenciais:

Tipo de Parte vegetal
Espécie Nome comum extrato/Solvente ° Vey
utilizada
extrator
Caryophyllus aromaticus Cravo-da-india Hexano, Etanol, Agua, Folha
Oleo essencial
Citrus limonium Lim&o galego Etangl Folha
Corymbia citriodora Eucalipto Etanol, Agua Folha
Cymbopogon citratus Capim Cidreira Etanol Folha
Eucalyptus camaldulensis Eucalipto Etanol, Hexar_10, Oleo Folha
es,senmal
Eugenia uniflora Pitanga Etanol, Oleo essencial Folha
Euterpe edulis Palmito Etanol Folha
Helianthus annuus Girassol Hexano ] Semente
Mabea fistulifera Canudo-de-pito Hexano, Etanol,,Agua Semente
Melaleuca alternifolia Tea tree Etanol, Agug, Oleo Folha
essencial ]
Melaleuca quinquenervia Melaleuca Hexano, Etan'ol, Oleo Folha
essencial
Murraya paniculata Falsa murta Etangl Folha
Musa X Paradisiaca L. Banana nanica Etanol, Agua Casca
Myrciaria cauliflora Jabuticaba Etanol, Agua Folha
Passiflora edulis Maracuja Hexano Semente
. Hexano, Etanol, Agua Folha
Persea gratissima Abacate
Etanol Semente
Psidium guajava Goiaba Hexano Semente
Schinus terebinthifolius Aroeirinha Hexano, Etanol, Agua Folha
Spondias dulcis Caja-manga Etanol, Agua Folha
Xanthosoma violaceum Taioba Etanol, Agua Folha

3.1.3. Preparo do 6leo essencial

Para obtencgao do 6leo esséncia (OE), adotou-se a metodologia proposta por Franco et
al (2005). Trezentos gramas de folhas foram trituradas em liquidificador, em velocidade
maxima, e a seguir transferidas para balao de fundo redondo. Procedeu-se a extragdo por
aquecimento por resisténcia elétrica — hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger (Tecnal
Equipamentos para Laboratérios Ltda.) durante quatro horas. O déleo foi coletado com pipeta de
Pasteur e transferido para frasco ambar.

Todos os 6leos essenciais foram armazenados em frasco ambar sob refrigeracéo (4
°C).

3.2. Micro-organismos utilizados no experimento

No presente estudo foram utilizadas cepas de Campylobacter jejuni (NCTC 12662),
obtida do Laboratério Central de Saude Publica (CPHL — Colindale, Londres, UK) e cepas de
Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) e Staphilococcus
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aureus (ATCC 6538) obtidas da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os grupos de patdégenos foram

separados de acordo com sua caracteristica de coloragao de gram.

3.2.1. Ativacao das cepas

Todas as cepas foram ativadas trés vezes antes de serem usadas no experimento. A
ativacao foi realizada considerando as temperaturas 6timas de crescimento para cada micro-
organismo. A primeira ativagdo foi feita em caldo Brain Heart Infusion (BHI - Oxoid), seguido de
crescimento em agar BHI (Oxoid) para verificar pureza do material. As cepas foram cultivadas
em caldo BHI por duas vezes para completar a ativacao.

As condicbes de incubacao foram:

- Para C. jejuni: incubacao a 42 °C em microaerofilia (85 % N, 10 % CO, e 5 % O,)
obtida com auxilio de anaerobac (Probac do Brasil) em jarra de anaerobiose, por 48 h;

- Para E. coli O157:H7, E. faecalis, L. monocytogenes, Salmonella Typhimurium e S.
aureus: incubacao a (35 a 37) °C em aerobiose por 24 h.

Ap6s ativagdo, o nimero de UFC.mL™" de cada micro-organismo foi obtido por contagem
direta em placa e posteriormente foram feitas diluicbes, de modo a padronizar a concentragéo

do inéculo a ser usado em analises posteriores para 108 UFC.mL™.

3.3. Atividade antimicrobiana de extrato de plantas e 6leos essenciais

A atividade antibacteriana, dos extratos vegetais e éleos essenciais, foi analisada pelo
método de diluicdo em placa (JORGENSE, TURNIOGE e WASHINGTON, 1999) modificado
por Hammer; Carson; Riley (1999) que incorporaram ao agar BHI uma concentragao final de
0,5 % (v/v) de Tween-20 (Sigma), depois de autoclavado para aumentar a solubilidade do
extrato e éleo essencial. Foi determinada a concentragéo inibitéria minima (MIC) com base no
documento M7-A4 do NCCLS (NCCLS, 1997) usando-se concentracao inicial do extrato/OE de
2 % (v/v) em relacéo ao meio de crescimento e diluicdes progressivas seriadas do extrato/OE
(fator de diluigao 2) de 1,0; 0,5; 0,25 e 0,13 %. O agar contendo diferentes concentragbes de
extrato e de OE foram vertidas em placas de Petri deixadas “over-night” e posteriormente foram
feitas as estrias com o patégeno ja ativado. A intensidade de crescimento do patdégeno foi
avaliada em relagcao a um referencial arbitrario baseado em uma escala de crescimento em
auséncia de extrato vegetal (3 - crescimento intenso; 2 - crescimento moderado; 1 - pouco
crescimento; 0 - sem crescimento).

Os resultados foram analisados de forma descritiva avaliando o efeito do extrato/OE
usado sobre a intensidade de crescimento do patégeno alvo frente ao controle negativo. As

analises foram feitas em triplicata e em trés repeticbes.
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3.4. Andlise quimica do 6leo essencial de vegetais

Os 6leos essenciais e extratos que tiveram agao antimicrobiana foram analisados por
cromatografia gasosa de alta resolugéo, acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) para a
identificagdo de compostos nos extratos das plantas selecionadas.

As condicbes operacionais para aquisicao do espectro de massas para a identificagcao
dos constituintes dos extratos e 6leos essenciais foram as seguintes: Cromatografo a gas
acoplado a um detector de massas (CG-MS) Shimadzu, modelo QP 5050A. Utilizou-se coluna
capilar DB-5MS, 0,25 mm de didmetro interno, 30 m de comprimento e 0,25 uym de filme
liquido. A temperatura do injetor foi de 280 °C, “split” 1:30. A quantidade de amostra injetada foi
de 2 pL. O gas de arraste utilizado foi o gas Hélio, 1 mL.min”" constante. A temperatura do
“transferline” foi de 280 °C e a modulagdo axial de 4 V. A intensidade da ionizacdo foi de 70 eV
e 0 modo de ionizacgao utilizado foi por impacto de elétrons. A programacgao de temperatura do
forno foi com temperatura inicial de 60 °C, elevagao de temperatura a 280 °C na razao de 2 °C
por minuto permanecendo por 30 minutos, perfazendo um tempo total de corrida 140 minutos.
O espectro de massas de cada um dos componentes dos 6leos essenciais e extratos foram
analisados e comparados aos espectros contidos no acervo da biblioteca Wiley 7.0 (VALENTE,
2005).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, nao foi possivel obter os extratos com todos os solventes e métodos
usados. Além do baixo rendimento de extracao para alguns substratos havia também a
presenca de ceras e parafinas, as quais se apresentavam de dificil solubilizacdo no momento
de incorporagédo ao agar, mesmo quando acrescentado o agente surfactante — Tween 20. Por
esta razdo foram avaliados apenas aqueles que apresentaram extragdo e solubilizagédo
adequadas para as analises. De acordo com Delaquis et al (2002), o método de extragao
interfere no resultado dos testes de acao inibitéria devido a baixa solubilidade do 6leo e sua
consideravel volatilidade, podendo haver perda das fragbes mais leves, as quais podem ser
primordiais para a inibicdo dos micro-organismos.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos ndo aquosos e Oleos essenciais
sdo dificultadas devido as suas propriedades fisicas, pois seus componentes sdo pouco
soluveis em agua e isso limita sua homogeneizagdo com o0 meio de cultura, o que impede a
determinacgao visual da eficacia antimicrobiana do 6leo devido a interferéncia da dissolucao
insuficiente dos componentes avaliados. Diferentes estratégias sdo utilizadas para contornar o
problema, tal como a adicdo de surfactantes (Tween) ao caldo ou agar. A dispersado do extrato
ou oleo essencial usualmente resulta em uma suspensao turbida que pode dificultar a leitura
dos halos de inibigdo ou para determinacdo de MIC (HOOD; WILKINSON; CAVANAGH, 2003;
CARSON; HAMMER; RILEY, 2006).

O uso de agente surfactante é necessario para facilitar a dispersdo do extrato vegetal
através do meio de cultura. E possivel que ocorra interferéncia do agente emulsificante na
susceptibilidade da bactéria ao extrato vegetal pela possivel influéncia deste sobre o
crescimento bacteriano e/ou sobre a permeabilidade da membrana celular (NASCIMENTO et
al, 2007). Desta forma foram feitos, preliminarmente, testes (dados nao mostrados) para
verificar se o Tween 20, agente surfactante usado, na concentracao de 0,5 % causaria alguma
inibicdo bacteriana. Os resultados mostraram que ndo havia interferéncia no crescimento dos
diferentes patdégenos avaliados.

A remocao dos solventes: etanol e hexano evitou que sua atividade bacteriostatica
mascarasse propriedades antimicrobianas do extrato vegetal. A sua auséncia pode ser
comprovada ao ndo ser detectado na analise de espectrometria de massa dos extratos

analisados. Tanto a remocgao do etanol e do hexano quanto a redugao do volume de agua,
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foram feitos em condi¢cdes brandas de temperatura para evitar degradagcdo de substancias
termolabeis presentes no extrato fluido. Mesmo assim, os dados encontrados no presente
estudo mostram que terpenos extremamente volateis como alfa-pineno (ponto de ebuli¢do igual
a 33 °C) e beta-pineno (ponto de ebuligdo igual a 36 °C) ndo foram encontrados nos EAgs nem
EOHs, mas foram encontrados nos OEs de tea-tree, melaleuca e EHX de melaleuca, por
exemplo.

Os métodos de avaliagao de atividade antimicrobiana comumente usados sédo o de
difusdo em disco, difusdo utilizando cavidades feitas no agar, diluicdo em agar e diluicdo em
caldo para determinagao da concentragao inibitéria minima. Os resultados obtidos por cada um
desses métodos podem diferir devido a fatores como as variagdes entre os testes, a exemplo
do crescimento microbiano, exposi¢do de micro-organismos ao 6leo, a solubilidade do 6leo ou
de seus componentes, o uso e quantidade de emulsificador (HAMMER; CARSON; RILEY,
1999; HOOD; WILKINSON; CAVANAGH, 2003; NASCIMENTO et al, 2007). Na presente
pesquisa, ensaios preliminares foram feitos para testar trés metodologias para determinacao da
MIC: diluicao do extrato ou OE em caldo contendo a cultura ativada, discos embebidos em
extrato ou OE colocado em placas com a cultura em fase de crescimento e estrias da cultura
em agar contendo extrato ou OE. O método que nos permitiu determinar a MIC sem a duvida
no resultado foi este ultimo, conforme descrito no item 3.3 de Materiais e Métodos.

Na Tabela 2 encontram-se os resultados de concentracio inibitéria minima obtidos
quando se usou extrato aquoso de diferentes partes vegetais.

Os EAgs de cravo-da-india, eucalipto (C. citriodora e E. camaldulensis), pitanga,
canudo-de-pito, tea-tree, melaleuca, falsa murta, banana nanica, abacate (carogo e folha) e
aroeirinha nao apresentaram efeito inibitério até a concentracdo de 2 % frente a todos micro-
organismos avaliados. Os EAq de folha de limdo galego e semente de goiaba nao
apresentaram efeito inibitério contra nenhuma das bactérias gram-negativas.

Dentro do grupo de bactérias gram-negativas, Salmonella Typhimurium mostrou-se
pouco sensivel a todos os extratos, C. jejuni mostrou ser inibido pelos EAq de folha de capim
cidreira, folha de jabuticaba, folha de caja-manga e folha de taioba e E. coli apresentou
sensibilidade frente ao EAq de folha de capim cidreira, folha de palmito, folha de caja-manga e
folha de taioba.

No grupo das bactérias gram-positivas L. monocytogenes e E. faecalis apresentaram
sensibilidade ou inibicdo de crescimento quando avaliadas com EAqg de folha de limao galego,
folha de capim cidreira, folha de palmito, semente de goiaba, folha de caja-manga, folha de
taioba. S. aureus mostrou-se pouco sensivel aos EAq avaliados.

O EAq de folha de caja-manga destacou-se pelo fato de causar inibicdo tanto nas
bactérias gram-negativas quanto as gram-positivas avaliadas. Salmonella Typhimurium e S.
aureus foram os micro-organismos menos sensiveis a concentracdo de 2 % dos extratos

avaliados.
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Tabela 2. Avaliacdo da Concentracgéao Inibitéria Minima (MIC) dos extratos aquosos sobre diferentes patégenos.

Bactérias gram-negativas

Bactérias gram-positivas

Campylobacter jejuni

Salmonella Typhimurium

Escherichia coli 0157:H7

Listeria monocytogenes

Enterococcus faecalis

Staphilococcus aureus

ESPECIE DE PLANTA aOME, FONTE
Concentragdo usada (%) Concentragéo usada (%) Concentragdo usada (%) Concentragdo usada (%) Concentragdo usada (%) Concentragdo usada (%)

2 1 05 025 0132 1 05 025 0,13 1 05 025 0,13 1 05 025 0,13 | 2 1 05 025 0,13 1 05 0,25 Oé1
Caryophylius aromaticus | ~ o - india Folha 3| - ; R P . _ _ R R R _ _ i j j 3 |- } } ] } _ i i
Citrus limonium Limao galego Folha 3] - - - - 2| - - - - - - - - - - - - 0ol - - - - - - -
Corymbia citriodora Eucalipto Folha 2| - - - - 2| - - - - - - - - - - - - 3 - - - - - - - -
Cymbopogon citratus Capim cidreira Folha 0O 3 - - 2 - - - - 1 - - - 2 - - - 1 - - - - - - - -
Eucalyptus camaldulensis | Eucalipto Folha 2 - - - - 3 - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - - - -
Eugenia uniflora Pitanga Folha 2 - - - - 3 - - - - . . - - - . - - 3 - - - - - - - -
Euterpe edulis Palmito Folha 2 - - - - 2 - - - - 0 0 3 - 1 - - - 0 0 0 2 - - - - -
Mabea fistulifera Mart Canudo-de-pito | Semente | 3 | - - - - 3| - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - - - -
Melaleuca alternifolia Tea-tree Folha 3 - - - - 3 - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - - - -
Melaleuca quinquenervia Melaleuca Folha 3 - - - - 2 - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - - - -
Murraya paniculata Falsa murta Folha 3| - - - - 21 - - - - - - - - - - - - 3 - - - - - - - -
Musa X Paradisiaca L. Banana nanica Casca 2 - - - - 3 - - - - - - - - - - - - 3 - - - - - - - -
Myrciaria cauliflora Jabuticaba Folha oo 1 - - 21 - - - - - - - - - - - - 3 - - - - - - - -

Carogo 2 - - - - 3| - - - - - - - - - - - - 3 - - - - - - - -
Persea gratissima Abacate
Folha 2| - - - - 3 - - - - - - - - - - - - 31 - - - - - - - -
Psidium guajava Goiaba Semente 2 - - - - 2 - - - - - - - - - - - - 0 0 0 2 - - - - -
Schinus terebinthifolius Aroeirinha Folha 3 - - - - 2 - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - - - -
Spondias dulcis Caja-manga Folha 0o]o 0 2 - 0] 3 - - - 0 3 - - 3 - - - 0 0 3 - - 3 - - -
Xanthosoma violaceum Taioba Folha oo 0 1 - 1 - - - - 1 - - - 0 1 - - 0 1 - - - - - - -
Legenda: (3) crescimento intenso; (2) crescimento moderado; (1) pouco crescimento; (0) ndo houve crescimento e (-) concentragdes nao

avaliadas.
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Quanto ao EAq de folha de palmito nao foram encontrados dados na literatura sobre sua
composicdo quimica e nem uma possivel agdo antimicrobiana para suas folhas que possa
corroborar ou discordar dos dados obtidos neste estudo. Pode-se observar que a inibigao
observada para E. coli, L. monocytogenes e E. faealis e o pouco crescimento observado para C.
jejuni, Salmonella e S. aureus merecem uma investigagao mais aprofundada.

Na Tabela 3 encontram-se os resultados de MIC obtidos quando se usou extrato
alcodlico de diferentes partes vegetais. Os EOH de folha de cravo-da-india, folha de liméo
galego, folha de capim cidreira, folha de palmito, folha de tea-tree, folha de melaleuca, folha de
falsa murta, casca de banana nanica e abacate (carogo e folha) ndo apresentaram efeito
inibitério até a concentracdo de 2 % frente aos micro-organismos avaliados. Salmonella
Typhimurium e S. aureus foram os micro-organismos que se apresentaram mais resistentes
frente aos diferentes EOH avaliados.

Dentro do grupo de bactérias gram-negativas, os EOHs que apresentaram algum efeito
inibitorio foram folha de eucalipto (C. citriodora e E. camaldulensis), folha de pitanga, semente
de canudo-de-pito, folha de jabuticaba, folha de aroeirinha, folha de caja-manga e folha de
taioba. Para o grupo de bactérias gram-positivas, os EOHs que apresentaram algum efeito
inibitério foram folha de eucalipto (C. citriodora), folhna de caja-manga e folha de taioba. Os
EOHSs de folha de caja-manga e folha de taioba destacaram-se pelo fato de causarem inibicao
tanto em bactérias gram-negativas quanto gram-positivas avaliadas.

Nascimento et al (2000) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos vegetais,
dentre eles cravo-da-india, goiaba e capim-cidreira, frente a micro-organismos sensiveis e
resistentes a antibiéticos, bem como o possivel efeito sinérgico da associacéo entre antibioticos
e extratos vegetais e o maior potencial antimicrobiano verificado foi o EOH de cravo em botéo
que inibiu 64,2 % dos micro-organismos, e 83,3 % dos micro-organismos resistentes a
antibiéticos. No presente estudo, foi observado que tanto os EAgs e o EOH de cravo-da-india,
nao foram capazes de inibir nenhum dos micro-organismos avaliados, ja o EHX inibiu tanto o
grupo de bactérias gram-positivas, quanto gram-negativas. Ainda neste mesmo estudo os
autores constataram que a fragdo hidro-alcodlica do extrato de capim cidreira foi capaz de inibir
S. aureus, Salmonella Choleraesuis e Klebisiella pneumoniae e o extrato hidro-alcodlico de
folha de goiaba inibiu S. aureus e Candida albicans. Em contrapartida, no presente trabalho o
EAq de capim cidreira nao inibiu Salmonella Typhimurium e S. aureus, e o EOH do vegetal ndo
apresentou inibicdo frente aos micro-organismos estudados. O EAq de semente de goiaba nao
foi capaz de inibir as bactérias gram-positivas e apresentou MIC entre 0,5 e 0,25 % para E.
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Tabela 3. Avaliagdo da Concentracgao Inibitéria Minima (MIC) dos extratos alcodlicos sobre diferentes patdgenos.

Bactérias gram-negativas

Bactérias gram-positivas

Campylobacter jejuni

Salmonella Typhimurium

Escherichia coli 0157:H7

Listeria monocytogenes

Enterococcus faecalis

Staphilococcus aureus

ESPECIEDEPLANTA | NOME | FonTe
Concentragao usada (%) Concentragdo usada (%) Concentragao usada (%) Concentragdo usada (%) Concentragao usada (%) Concentragdo usada (%)
1 0,50 | 0,25 | 0,13 1 0,50 | 0,25 | 0,13 1 0,50 | 0,25 | 0,13 1 0,50 | 0,25 | 0,13 1 0,50 | 0,25 | 0,13 1 0,50 | 0,25 | 0,13
Caryophyllus Cravo-da-
aromaticus L. india Folha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - -
Citrus limonium Limao Folha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
galego
Corymbia citriodora Eucalipto Folha 3 - - - - - - - 1 - - - - - - - 1 - - - - - - -
. Capim
Cymbopogon citratus cidreira Folha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Eucalyptus .
camaldulensis Eucalipto Folha 0 3 - - - - - - R - R R R R R R R R B B R . j j
Eugenia uniflora Pitanga Folha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Euterpe edulis Palmito Folha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Mabea fistulifera Mart (;itac:\udo—de- Semente - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - -
Melaleuca alternifolia Tea-tree Folha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Melaleuca
quinquenervia Melaleuca Folha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Murraya paniculata Falsa murta Folha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Musa X Paradisiaca L. Ban'ana Casca - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
nanica
Myrciaria cauliflora Jabuticaba Folha 0 0 0 1 - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - -
Carogo - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Persea gratissima Abacate
Folha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Schinus -
terebinthifolius Aroeirinha Folha - - - - - - - - 3 - - - - - . - . - . . . ] . .
Spondias dulcis Caja-manga Folha 0 3 - - - - - - 0 3 - - 3 - - - 0 2 - - - - - -
Xanthosoma .
violaceum Taioba Folha 0 1 - - - - - - 1 - - _ 1 _ _ _ 1 R R R R j j j

Legenda: (3) crescimento intenso; (2) crescimento moderado; (1) pouco crescimento; (0) ndo houve crescimento e (-) concentragdes nao avaliadas.
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faecalis, fraca inibigao frente a L. monocytogenes e nenhuma inibigdo contra S. aureus; ja o
EHX nao apresentou inibigao frente aos micro-organismos avaliados.

Ushimaru et al (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro de extratos
metandlicos de algumas plantas medicinais, dentre elas: folhas de goiaba e de capim-
cidreira e botdes de cravo-da-india, frente a E. coli, Salmonella Typhimurium, S. aureus e
Enterococcus sp., sendo o extrato de cravo-da-india o mais eficaz contra as bactérias
avaliadas, especialmente contra S. aureus. Os demais extratos apresentaram atividade
inibitoria semelhante.

Os resultados contraditérios podem ser devido ao uso de plantas frescas e nao
secas, etanol e ndo metanol como solvente, folhas e nao botdes (cravo-da-india), sementes
e nao folhas (goiaba) como os autores citados (Nascimento et al, 2000; Ushimaru et al,
2007).

Michelin et al (2005) testaram alguns extratos, dentre eles o de folha de taioba, frente
a cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27583) e
Staphylococcus aureus (ATCC29213) e 11 bactérias resistentes a antibioticos isoladas em
ambiente hospitalar: S. aureus, E. coli (numeradas como 6.2 e 1.9c); Proteus sp; P.
aeruginosa (numerada como 6.4) e Enterobacter sp. O EOH de taioba destacou-se por inibir
53,3 % dos micro-organismos avaliados (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa 6.4,
Enterobacter sp e S. aureus) e, na concentracdo de 50 mg.mL™, inibiu tanto bactérias gram-
positivas quanto gram-negativas. Os resultados encontrados na presente pesquisa foram
muito semelhantes sendo que com o EAq houve inibi¢ao frente a todos os micro-organismos
estudados, destacando-se o efeito frente a C. jejuni, o qual apresentou MIC entre 0,5 e 0,25
%. Ja com o EOH, foi possivel observar um efeito de inibicado menor, no geral, com MIC
entre 2 e 1 % e auséncia de inibicao frente a Salmonella Typhimurium e S. aureus (MIC
entre 0,25 e 0,13 % frente a C. jejuni), EHX de folha de M. quinquinervia (MIC entre 0,5 e
0,25 % frente a C. jejuni, E. coli O157:H7 e E. faecalis e entre 0,25 e 0,13 % frente a L.
monocytogenes). O EOH e EHX de abacate ndo apresentaram efeito inibitério até a
concentracao de 2 % frente aos micro-organismos avaliados.

Quanto a jabuticaba, é uma fruta nativa brasileira e pouco se conhece sobre os
constituintes quimicos nas diversas partes do fruto, principalmente, em relacdao aos
compostos bioativos. Alguns poucos estudos com a jabuticabeira (sem distinguir as
espécies) relatam a presenga de taninos, cianidina 3-glicosideo, peonidina 3-glucoside,
aglicona, altos niveis de acido ascoérbico acido, delfinidina 3-glicosideo (REYNERTSON et
al, 2006; MACEDO-COSTA et al, 2009; SOUZA, 2007).

Reynertson et al (2006) verificaram a presenca de taninos hidrolisaveis nas folhas
coletadas nas quatro estacbes e de tracos de flavondides nas folhas coletadas durante o

inverno e durante o verado, porém nao foram observados para as folhas coletadas na
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primavera e no outono. Do mesmo modo também n&o foi observada a presenca de
alcaléides, antraquinonas, glicosideos cardiotdnicos e saponinas.

Em estudo realizado por Macedo-Costa et al (2009) concluiu-se, que o extrato de
jabuticaba produziu uma atividade bacteriostatica in vitro sobre as bactérias do biofilme
dental, o que sugeria a utilizagdo dessa substancia como meio alternativo e
economicamente viavel para o controle de afec¢cbes em Odontologia. Em estudo conduzido
por Souza (2007) foram encontrados elevados teores de fendis totais nos extratos das
folhas de jabuticaba. Extratos polares da folha mostraram baixa atividade antimicrobiana e
os EOH apresentaram resultados mais expressivos de atividade anti-séptica. Os resultados
da presente pesquisa mostram que o EOH de folha de jabuticaba apresentou maior
atividade antimicrobiana frente aos patdgenos avaliados, resultado este que esta de acordo
com os encontrados por Souza (2007).

Vuddhakul et al (2007) e Adonizio et al (2006) observaram que o EOH de capim
cidreira nao teve atividade antimicrobiana frente a E. coli e S. aureus. No presente trabalho
foi encontrado o mesmo efeito com o EOH de capim cidreira, porém o EAq de capim cidreira
inibiu C. jejuni (MIC entre 0,5 e 1 %), E. coli e L. monocytogenes (MIC entre 2 e 1 %),
obtendo-se fraca inibicdo frente a E. faecalis e nenhuma inibicdo de Salmonella
Typhimurium.

Meléndez e Capriles (2006) utilizaram EOH de folha de caja-manga e néao
encontraram atividade antimicrobiana contra E. coli e S. aureus. Diferentemente destes
resultados no presente estudo observou-se fraca inibicdo de S. aureus e uma inibicdo mais
forte de E. coli O157:H7, E. faecalis, L. monocytogenes e C. jejuni crescidos em meio com
EOH e além disto quando se estudou o EAq de folha de caja-manga observou-se inibicao de
todos os micro-organismos avaliados.

Observam-se na Tabela 4 os resultados de MIC obtidos para inibicdo microbiana
quando se usou extrato hexanicos de diferentes partes vegetais. Os EHX de semente de
girassol, semente de maracuja, folha de abacate e semente de goiaba ndo apresentaram
efeito inibitério até a concentragdo de 2 % frente aos micro-organismos avaliados. Para o
grupo de bactérias gram-negativas, os EHX que apresentaram algum efeito inibitério foram:
semente de canudo-de-pito, folha de aroeirinha, folha de E. camaldulensis, folha de
melaleuca. Tanto o EHX de folha de E. camaldulensis quanto o de M. quinquinervia niao
mostraram efeito inibidor contra Salmonella Typhimurium e S. aureus. Por outro lado, o EHX
de folha de cravo-da-india inibiu tanto o grupo de bactérias gram-positivas, quanto gram-
negativas.

Salazar et al (2007) testaram extratos alcoodlicos e hexanicos de algumas espécies
das familias: Myristicaceae, Piperaceae, Magnoliaceae e Lauraceae frente a Mycobacterium

tuberculosis. Nenhuma das espécies de plantas utilizadas foi a mesma que as utilizadas no
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Tabela 4. Avaliacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (MIC) dos extratos hexanicos sobre diferentes patégenos.

Bactérias gram-negativas Bactérias gram-positivas
ESPECIE DE NOME FONTE Campylobacter jejuni Salmonella Typhimurium Escherichia coli 0157:H7 Listeria monocytogenes Enterococcus faecalis Staphilococcus aureus
PLANTA COMUM ~ _ . ~ = =
Concentragao usada (%) Concentragao usada (%) Concentragao usada (%) Concentragao usada (%) Concentragao usada (%) Concentragao usada (%)
2 1 0,50 | 0,25 | 0,13 2 1 0,50 | 0,25 | 0,13 2 1 0,50 | 0,25 | 0,13 2 1 0,50 | 0,25 | 0,13 2 1 0,50 | 0,25 | 0,13 2 1 0,50 | 0,25 | 0,13
Caryophyllus | Cravo-da- [ o) o | o o | o 2 | o 0 0 0 3 0 0 0 1 - 0 0 0 1 - 0 0 0 2 - 0 0 0 2 -
aromaticus L. India
Eucalyptus | b iinto Folha 0 0 0 1 - 3 - - - - 0 0 2 - - 0 1 - - - 0 0 2 - - 3 - - - -
camaldulensis
Helianthus .
annuus L. Girassol Semente 2 - - - - 3 - - - - 3 - - - - 3 - - - - 3 - - - - 3 - - - -
Mabea Canudo-
fistulifera Mart | de-pito Semente ! B B B B 3 ~ B B ~ 3 B ) ) ) 3 ) ) ) ) 3 ) ) ) ) 3 ) ) ) )
Melaleuca | yopieuca | Folha o | o 0 1 - 3 - - - - o | o 0 1 - 0 0 0 0 1 0 0 0 2 - 3 - - - -
quinquenervia
Passiflora L
edulis Maracuja Semente 2 - - - - 3 - - - - 3 - - - - 2 - - - - 3 - - - - 3 - - - -
Persea Abacate Folha 2 - - - - 3 - - - - 3 - - - - 3 - - - - 3 - - - - 3 - - - -
gratissima
Psidium Goiaba Semente | 2 . - . - 3 - . . - 3 . - ; - 3 - - - - 2 - - ; - 3 - ; - -
guajava
Schinus .
terebinthifolius Aroeirinha Folha 1 - - - - 3 - - - - 1 - - - - 2 - - - - 2 - - - - 2 - - - -

Legenda: (3) crescimento intenso; (2) crescimento moderado; (1) pouco crescimento; (0) ndo houve crescimento e (-) concentragdes ndo avaliadas.

Tabela 5. Avaliacdo da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) dos 6leos essenciais sobre diferentes patégenos.

Bactérias gram-negativas Bactérias gram-positivas
ESPECIE DE NOME FONTE Campylobacter jejuni Salmonella Typhimurium Escherichia coli 0157:H7 Listeria monocytogenes Enterococcus faecalis Staphilococcus aureus
PLANTA coMuM Concentragdo usada (%) Concentragao usada (%) Concentragdo usada (%) Concentragao usada (%) Concentragao usada (%) Concentragao usada (%)
2 1 0,50 | 0,25 | 0,13 2 1 0,50 | 0,25 | 0,13 2 1 0,50 | 0,25 | 0,13 2 1 0,50 | 0,25 | 0,13 2 1 0,50 | 0,25 | 0,13 2 1 0,50 | 0,25 0,13
Caryophyllus Cravo-da-
aromaticus L. India Folha 0 0 0 0 2 0 0 0 2 - 0 0 0 1 - 0 0 0 1 - 0 0 0 1 - 0 0 0 0 2
Corymbia Eucalipto
citriodora P Folha 0 0 0 0 2 3 - - - - 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 3 - - - -
Eucalyptus Eucalipto
camaldulensis P Folha 0 0 0 1 - 0 1 - - - 0 0 1 - - 0 0 3 - - 0 0 1 - - 0 1 - - -
Melaleuca Tea-tree
alternifolia Folha 0 0 0 2 - 0 0 0 1 - 0 0 0 1 - 0 0 0 3 - 0 0 0 2 - 0 0 0 2 -
Melaleuca Melaleuca
quinguenervia Folha 0 0 0 1 - 2 - - 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0 1 - 1 - - - -

Legenda: (3) crescimento intenso; (2) crescimento mod

N
[(e]

erado; (1) po

uco crescimento; (0) ndo houve crescimento e (-) concentragdes ndo avaliadas.




presente estudo, porém no presente experimento foram utilizadas outras espécies de
Myristicaceae, tal como: cravo-da-india, pitanga, jabuticaba, goiaba, melaleuca; e da familia
Lauraceae o abacate. De modo geral, os extratos do presente estudo, da familia
Myristicaceae, apresentaram fraca ou nenhuma inibicao até a concentragéo de 2 % frente
aos micro-organismos avaliados, exceto EOH de folha de pitanga (MIC entre 1 e 0,5 %
frente a C. jejuni) e EOH de folha de jabuticaba.

Na Tabela 5 encontram-se os resultados de MIC obtidos para inibigdo microbiana
quando se usou Oleos essenciais (OE) de diferentes partes vegetais. Os grupos de
patogenos foram separados de acordo com a sua caracteristica de coloracdo gram. Todos
0s Oleos essenciais avaliados mostraram alguma agao inibitoéria tanto contra os micro-
organismos gram-positivos quanto gram-negativos.

Neste trabalho foram avaliados dois OEs de eucalipto: C. citriodora e E.
camaldulensis. O OE de C. citriodora apresentou uma forte inibicdo (MIC entre 0,25 e 0,13
%) frente a C. jejuni, E. coli O157:H7, L. monocytogenes, E. faecalis, mas n&o apresentou
inibicdo contra Salmonella Typhimurium e S. aureus, divergindo em parte dos resultados
encontrados por Delaquis et al (2002) que encontraram inibicdo também para Salmonella
Typhimurium e S. aureus. Ja o OE de E. camaldulensis, avaliado no presente estudo foi
capaz de inibir todos os micro-organismos avaliados, resultado semelhante ao encontrado
pelos referidos autores. Esta divergéncia pode ser explicada pela diferenca dos
componentes quimicos entre as espécies mesmo quando provenientes da mesma familia
(BURT, 2007; NASCIMENTO et al, 2007).

Estanislau et al (2001) testaram a atividade antibacteriana de OEs de cinco espécies
de Eucalyptus, dentre eles Corymbia citriodora, e encontraram atividade contra S. aureus
(ATCC 6538), inibicdo de E. coli O:158 e inibicdo de Salmonella Choleraeseus (ATCC
10708). na presente pesquisa nao foi encontrado inibicao frente a Salmonella Thyphimurium
e S. aureus (MIC maior que 2 %), porém o referido 6leo apresentou MIC entre 0,25 e 0,13 %
para os demais micro-organismos avaliados.

A partir do inicio de 1990, diversas pesquisas avaliando o uso do OE de tea-tree como
agente antimicrobiano foram citados na literatura cientifica. Apesar de haver ainda certo
grau de discrepancia entre os métodos utilizados nos diferentes estudos, os MICs
frequentemente relatados foram relativamente semelhantes. Uma ampla gama de bactérias
ja foram avaliadas para a sua susceptibilidade ao OE de tea-tree. Embora a maioria das
bactérias tenham mostrado sensibilidade ao OE de tea-tree em concentragdes de 1 % ou
menos, MICs maiores do que 2 % s&o relatados para micro-organismos tais como:
micrococos e estafilococos comensais de pele, E. faecalis e P. aeruginosa (HAMMER;
CARSON; RILEY, 1996; BANNES-MARSHALL; CAWLEY; PHILLIPS, 2001). OE de tea-tree
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€é na maioria das vezes bactericida, embora possa ter efeito bacteriostatico em
concentragcdes menores (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006). No presente experimento foi
encontrado que o OE de tea-tree foi capaz de inibir todos os micro-organismos avaliados
com MIC relativamente baixo (entre 0,5 e 0,25 %).

A atividade do OE de tea-tree contra bactérias antibidtico-resistentes tem recebido
muita atengdo por parte dos pesquisadores, principalmente com relagdo a S. aureus
meticilina-resistente (MRSA). Carson; Hammer; Riley (2006) examinaram 64 MRSA isolados

da Australia e Reino Unido e encontraram MIC de 0,25 % para os isolados da
Australia e 0,312 % para os isolados do Reino Unido. Outras pesquisas ja tinham revelado
resultados semelhantes (ELSOM e HIDE, 1999; MAY et al, 2000; HADA et al, 2001).

E extremamente dificil generalizar o modo de acdo dos extratos vegetais e 6leos
essenciais em bactérias e leveduras. Geralmente bactérias gram-positivas sdo consideradas
mais sensiveis do que as gram-negativas devido a sua menor complexidade de membrana.
Bactérias gram-negativas possuem uma membrana externa que proporciona para a bactéria
uma superficie hidrofilica, devido a presenca de moléculas de lipopolissacarideo. Pequenos
solutos hidrofilicos sdo capazes de passar pela membrana externa através de abundantes
porinas fornecendo canais hidrofilicos trans-membranais, enquanto que a parede externa
serve como uma barreira evitando a entrada de macromoléculas e compostos hidrofobicos,
sendo por esta razdo que bactérias gram-negativas sao relativamente resistentes a
antibiéticos hidrofébicos e drogas toxicas (NIKAIDO, 1996).

Em geral, ultrapassar a membrana externa € um pré-requisito para qualquer soluto
exercer atividade bactericida em bactérias gram-negativas. Por conseguinte, é valido
analisar os compostos antimicrobianos presentes em plantas frente a bactérias gram-
negativas diretamente nos alimentos, pois os compostos lipofilicos de baixo peso molecular,
apesar de sua limitada solubilidade em agua, podem sofrer a influéncia do alimento e serem
capazes de penetrar na célula microbiana.

Kotzekidou; Giannakidis; Boulamatsis (2008) testaram extratos e 6leos essenciais
em chocolate, dentre eles OE de banana, de limao e de capim cidreira e observaram acao
bactericida para E. coli O157:H7, L. monocytogenes e S. aureus.

Os acidos graxos presentes, principalmente, nos extratos lipofilicos podem ser os
responsaveis pela atividade antimicrobiana encontrada nas plantas desse estudo. Pesquisas
indicam que acidos graxos insaturados de cadeia longa, como o acido oléico e acidos
graxos saturados de cadeia média, como o acido laurico, sdo responsaveis pela atividade
antimicrobiana do leite humano e bovino, inativando tanto bactérias gram-positivas quanto
gram-negativas. A presencga de acidos graxos saturados e insaturados nos extratos sugere

que esses podem estar contribuindo para a atividade antimicrobiana observada contra as
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cepas gram-positivas e, especialmente, contra as cepas gram-negativas de acordo com o
estudo realizado por Silveira et al (2005).

O conhecimento da constituicdo fitoquimica dos extratos e OEs das plantas é
importante porque constitui uma ferramenta a ser utilizada no controle de qualidade e
permite avaliar e estudar atividades bioldgicas e/ou farmacoldgicas que uma determinada
planta e seu extrato possam apresentar. A avaliagdo da composi¢do quimica dos extratos
estudados permitiu observar diversos constituintes, dentre eles, acidos graxos (acido
palmitico, oléico, linoléico), alcodis, aminas, hidrocarbonetos, ésteres, cetonas e acidos. Na
avaliagdo da composicado quimica dos 6leos essenciais foi possivel observar a presenca de
terpenos, aldeidos, alcodis e fendis.

Tanto os extratos quanto os OEs usualmente contém mais de um componente com
acao antimicrobiana e podem ser potencialmente utilizados como agentes naturais para a
preservacao de alimentos, por terem componentes geralmente reconhecidos como seguros
— GRAS, como por exemplo: acido linoléico, tocoferol, limoneno, linalool e eugenol (FDA,
2010).

A atividade antimicrobiana dos OEs esta atribuida ao numero de pequenos
terpendides e compostos fendlicos que, devido a sua caracteristica lipofilica, acumulam na
membrana bacteriana causando deplegéo de energia (CONNER, 1993).

Extratos vegetais e OEs podem apresentar diferentes modos de acdo contra as
cepas bacterianas, tais como: interferéncia na membrana celular, tendo como consequéncia
um aumento da permeabilidade e perda de constituintes celulares; danos nas enzimas
envolvidas na produgdo de energia celular e sintese de componentes estruturais e
destruicao ou inativacdo de material genético (KIM; MARSHALL; WEI, 1995). Em geral, o
mecanismo de acao é a alteragdo da membrana citoplasmatica, interrompendo a forga
préton-motora, o fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulagcao do conteido das células
(SIKKEMA; DE BONT; POOLMAN, 1995).

Terpenos, hidrocarbonetos como hexatriaconteno e nonadecano (encontrados no
EOH de jabuticaba), alfa-pineno (encontrado no EHX de melaleuca, OE de tea-tree), trans-
cariofileno (encontrados no EHX e OE de melaleuca), dl-limoneno, trans-ocimeno
(encontrados no OE de cravo-da-india), gama-terpineno (encontrados no OE de cravo-da-
india e OE de tea-tree), alfa-terpineno (encontrados no OE de cravo-da-india, OE de tea-
tree e OE de melaleuca), beta-pineno e limoneno (encontrados no OE de tea-tree) podem
inativar enzimas essenciais, que reagem com a atividade da membrana celular, ou
atrapalhar a funcionalidade do material genético, produgcdo de energia e sintese de

componentes estruturais de acordo com estudos realizados por Celikel e Kavas (2008).
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Pelczar; Chan; Krieg (1988) constataram que a alta atividade dos componentes
fenodlicos pode ser explicada em termos de substituicdo do alquil no nucleo fendlico, que é
conhecido por aumentar a atividade antimicrobiana de fendis. Principalmente em micro-
organismois gram-negativos, sugerindo que a alquilagao influencia a sensibilidade das
bactérias de acordo com sua classificacdo gram. Na analise da composi¢cao quimica dos
extratos do presente experimento foi possivel observar a presenga de fendis no EOH de
folha de jabuticaba (alfa-tocoferol), no EHX de melaleuca e também em seu OE (1,8-cineol),
no OE de E. camaldulensis (1,8-cineol) e no OE de cravo-da-india (cavicol e eugenol), o que
pode estar contribuindo para a acao inibitoria destes extratos.

Alcodis s&o conhecidos por possuir atividade bactericida ao invés de atividade
bacteriostatica contra células vegetativas. Os alcoodis terpendides potencialmente atuam
como agentes de desnaturacdo protéica, solventes ou agentes desidratantes (PELCZAR;
CHAN; KRIEG, 1988). Foi possivel encontrar compostos dessa classe no EAq de folha de
taioba (farnesol), EOH de folha de taioba (3-metil butanol), no EOH de folha de jabuticaba
(3-metil-1- butanol e farnesol), no EHX de melaleuca (veridiflorol), no OE de folha de E.
camaldulensis (3-butan-1-ol, nerol), no OE de cravo-da-india (linalol), no OE de tea-tree (4-
terpineol) e no OE de melaleuca (3-ciclohexano-1-metanol e veridiflorol).

Pelczar; Chan; Krieg (1988) sugerem que o grupo aldeido, principalmente
formaldeido e glutaraldeido, conjugado a um carbono de ligagdo dupla € um arranjo muito
eletronegativo, sugerindo que o aumento da eletronegatividade aumenta a atividade
antibacteriana. Esses compostos eletronegativos podem interferir nos processos bioldgicos
que envolvem transferéncia de elétrons e reagir com os componentes nitrogenados de suma
importadncia, como por exemplo, proteinas e acidos nucléicos e, portanto, inibem o
crescimento de micro-organismos (DORMAN e DEANS, 2000).

As Figuras 1, 2, 3 e 4 estado relacionadas com os extratos/6leos essenciais que
apresentaram acao inibitoria sobre os patdogenos avaliados e mostram os cromatogramas,
as tabelas com tempo de retencdo e os compostos encontrados para os respectivos extratos

vegetais na analise por espectrofotometria de massa.
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c) Folha de Cymbopogon citratus
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e) Semente de Psidium guajava
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Pela metodologia utilizada, ndo houve condi¢cdes de dizer que os dois primeiros picos
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essa amostra.

f) Folha de Spondias dulcis
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Figura 1: Cromatograma e tabela de composicdo dos extratos aquosos de diferentes

extratos vegetais (a) folha de Myrciaria cauliflora; b) folha de Xanthosoma
violaceum; c) folha de Cymbopogon citratus; d) folha de Euterpe edulis; e)
semente de Psidium guajava; f) folha de Spondias dulcis.
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a) Folha de Xanthosoma violaceum
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c) Folha de Spondias dulcis
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d) Folha de Eucalipto camaldulensis
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e) Folha de Corymbia citriodora
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Figura 2: Cromatograma e tabela de composicdo dos extratos alcodlicos de diferentes
extratos vegetais (a) folha de Xanthosoma violaceum; b) folha de Myrciaria
cauliflora; c) folha de Spondias dulcis; d) folha de Eucaliptus camaldulensis; e)
folha de Corymbia citriodora.
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a) Folha de Melaleuca quinquinervia

_ITIC Time. 99204  Scan# 11 665 Inten. 7570040 0 Oven Temp2s5.41
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1 .04 Ll— 2o ST L ey
10 20 30 40 0 E0 70 a0 a0 100 110 120 130 140
Tempo (min) Composto Férmula
6,1 alfa-Pineno CioH1s
9,6 1,8-Cineol C1oH150
32,3 trans-Cariofileno CisHos
42,9 Veridiflorol C15H260

b) Folha de Caryophyllus aromaticus
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c) Folha de Eucalipto camaldulensis

PG WILSHIBILY . § 3,0 e

L4 WU g
e C TTime 30333 Scand 3401 Inten. 73044 469 Owen Templ206
7.0
s.n—f
s.n-f
4.n—f
3.0—5
20
1.0

\l..u el I ,

10 0 E 40 50 &0 70 a0 o0 100 110 120 130 1
[Ret Time - MAFFRAT Srantt - TR [ Tiiveo.,
Tempo (min) Composto Férmula
9,75 1 ,8-Cineo| C10H180
16,5 Citronella C10H1so
33,3 trans-Cariofileno CisHoa
34,8 beta-Bisaboleno CisHoa
37,1 alfa-Humuleno CisHos
42,5 d-Nerolidol C15H260

Figura 3: Cromatograma e tabela de composicao dos extratos hexanicos de diferentes
extratos vegetais (a) folha de Melaleuca quinquinervia; b) folha de Caryophyllus
aromaticus; c) folha de Eucaliptus camaldulensis.
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a) Folha de Eucaliptus camaldulensis
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b) Folha de Caryophyllus aromaticus
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c) Folha de Melaleuca alternifélia
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e) Folha de Corymbia citriodora
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Figura 4: Cromatograma e tabela de composicdo dos Oleos essenciais de diferentes
extratos vegetais (a) folha de Eucaliptus camaldulensis; b) folha de Caryophyllus
aromaticus; c) folha de Melaleuca alternifolia; d) folha de Melaleuca quinquinervia;
e) folha de Corymbia citriodora.
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6. CONCLUSOES

« Os extratos vegetais avaliados apresentaram diferentes atividades antimicrobianas,
embora nao tenham apresentado um padrao especifico de atividade frente a micro-
organismos gram-positivos e gram-negativos.

* O extrato aquoso de folha de caja manga (Spondias dulcis), o extrato alcodlico de
folha de jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e de folha de caja manga (Spondias dulcis)
e o extrato hexanico de folha de cravo-da-india (Caryophylus aromaticus) e
melaleuca (Melaleuca quinquinervia) se mostraram promissores como agentes
antimicrobianos, pois foram capazes de inibir tanto as bactérias gram-negativas
quanto as gram-positivas avaliadas.

A avaliagdo da composi¢do quimica dos extratos e Oleos essenciais estudados
permitiu observar uma variada composicdo entre eles, permitindo ainda encontrar
componentes geralmente reconhecidos como seguros — GRAS.

« O conhecimento da constituicao fitoquimica dos extratos e oleos essenciais das
plantas é importante, pois constitui uma ferramenta a ser utilizada no controle de
qualidade permitindo avaliar e estudar atividades bioldgicas e/ou farmacoldgicas que
um determinado extrato ou éleo essencial possam apresentar.

« Deve-se considerar a possibilidade de utilizar plantas cultivadas, uma vez que isto
permite a producdo de material cultivado sob as mesmas condigdes tornando mais
garantida a homogeneidade quimica, qualitativa e quantitativa dos extratos e éleos

essenciais a serem produzidos.
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