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RESUMO

O ecossistema do Pantanal é composto por uma grande variedade de
espécies de plantas frutiferas que podem contribuir para as pesquisas que
buscam alternativas para os antibiéticos e conservantes quimicos utilizados na
indastria de alimentos. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos dos frutos do Pantanal: Byrsonima
cydoniifolia A. Juss. (canjiqueira), Pouteria glomerata (Miq.) Radlk. (laranjinha de
pacu) e Vitex cymosa Bert. (tarumd). Foram utilizados os ensaios de difusdo em
disco e microdiluicdo em caldo para determinar a capacidade antimicrobiana dos
extratos. O antibiograma das cepas foi realizado utilizando azitromicina 15 pg
como controle positivo em todos os ensaios. No teste de difusdo em disco, os
extratos dos trés frutos mostraram halos de inibicdo sensiveis frente a Listeria
monocytogenes, enquanto a Escherichia coli e Salmonella spp foram menos
sensiveis nas concentracdes testadas. O antibiograma mostrou diferenca
significativa (p<0,05) entre os halos de inibicdo da azitromicina e dos extratos
dos frutos. A concentracéo inibitéria minima (CIM) foi de 703,13 ug mL™* com os
extratos das sementes de canjiqueira e laranjinha de pacu, sendo mais ativos do
que os extratos da casca com polpa frente as bactérias selecionadas. Os
extratos da semente verde e da casca com polpa verde de taruma inibiram a
Escherichia coli e Listeria monocytogenes, enquanto os da semente madura e
da casca com polpa madura inibiram a Salmonella spp e a Listeria
monocytogenes. Alguns extratos de canjiqueira e laranjinha de pacu foram
bactericidas contra a Listeria monocytogenes e Salmonella spp, enquanto os
demais extratos que inibiram o crescimento bacteriano foram bacteriostéticos.
Os frutos testados demonstraram capacidade antimicrobiana, porém, estudos
futuros s@o necessarios para esclarecer os seus mecanismos de acdo e sua

possivel incorporacéo na industria de alimentos.

Palavras chaves: Pantanal, antimicrobianos naturais, conservantes quimicos,

antibioticos promotores de crescimento



ABSTRACT

The Pantanal ecosystem is comprised of a wide variety of species of fruit trees
that can contribute to research that seek alternatives to antibiotics and chemical
preservatives used in the food industry. The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial activity of hydroalcoholic extracts of the Pantanal fruits: Byrsonima
orbignyana A. Juss. (Canjiqueira), Pouteria glomerata (Mic.) Radlk. (Laranjinha
pacu) and Vitex cymosa Bert. (Taruma). The disk diffusion and broth microdilution
tests were used to determine the antimicrobial ability of the extracts. Antibiogram
of the strains was performed, using azithromycin 15 pg as a positive control in all
tests. In the disk diffusion test, the extracts of the three fruits showed sensitive
inhibition zones against Listeria monocytogenes, while Escherichia coli and
Salmonella spp were less sensitive in the concentrations tested. The antibiogram
showed significant differences (p<0.05) between the inhibition zones of
azithromycin and fruit extracts. The minimum inhibitory concentration (MIC) was
703.13 ug mL* with the seed extracts of canjiqueira and laranjinha pacu, being
more active than the extracts of the peel with pulp against the selected bacteria.
Extracts from the green seed and from the green peel with pulp of taruma,
inhibited Escherichia coli and Listeria monocytogenes, while the extracts from the
mature seed and from the mature peel with pulp inhibited Salmonella spp and
Listeria monocytogenes. Some extracts of canjiqueira and laranjinha pacu were
bactericidal against Listeria monocytogenes and Salmonella spp, while the other
extracts that inhibited bacterial growth were bacteriostatic. The fruits tested
showed antimicrobial capacity however, further studies are required to clarify

their mechanisms of action and their possible incorporation in the food industry.

Key words: Pantanal, natural antibiotics, chemical preservatives, growth-

promoting antibiotics
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, tendo mais
de 20% do numero total de espécies conhecidas que vem acompanhada por
uma ampla aceitagdo do uso de plantas medicinais pela sua populagdo como
um recurso importante para os cuidados primérios de saude (HARAGUCHI e
CARVALHO, 2010).

Algumas substéncias sdo naturalmente produzidas pelas plantas, os
chamados compostos fitoquimicos, que podem ser classificados como
isoflavondides, indéis, fitoesterdis, polissacarideos, sesquiterpenos, alcaloides,
glucanas e taninos, na tentativa de se adaptar as condi¢cdes adversas do meio
ambiente, tais como variagdo de temperatura e protecdo contra predadores,
além de possuir propridedades funcionais com agdo antimicrobiana,
antioxidante, antimutagénico e imunomoduladora (KUSAMRAN et al., 1998;
WILLIAMS, 2001).

Portanto, observa-se que as plantas possuem recursos imensos que Sao
fundamentais para a obtencdo de meios para realizar tratamentos terapéuticos
(FIGUEREDO, 2013). Ainda, segundo Rodrigues e Amaral (2012), a utilizagao
das plantas medicinais como recurso fitoterapico € fundamental na descoberta
de novos farmacos assim tornando o reino vegetal uma importante fonte natural

de medicamentos.

Entretanto, o uso incorreto desses farmacos sintéticos pela populagéo,
tem resultado no desenvolvimento de bactérias resistentes como Escherichia
coli, Salmonella spp, Listeria monocytogenes, originando efeitos preocupantes
sobre a salde humana, uma vez que estas bactérias resistentes tém sido
veiculadas ao homem, principalmente, por meio de produtos animais e
consequentemente, tém diminuido a eficacia dos farmacos utilizados (HARADA
e ASAI, 2010).

Ainda, nas uUltimas décadas, observou-se uma resisténcia crescente de
microrganismos deterioradores e patogénicos mediante agentes antimicrobianos
utilizados para a conservacdo de alimentos como os 4cidos organicos fracos,
peroxido de hidrogénio, agentes quelantes entre outros conservantes quimicos
(OSTROSKY et al., 2008).
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Em decorréncia disso, tem sido um desafio para as industrias de alimentos
cumprirem as exigéncias legais para garantir a seguranca dos alimentos;
exigéncias que séo relacionadas as demandas dos consumidores preocupados
com a sua saude e ao mesmo tempo, conscientes dos possiveis efeitos dos
aditivos sintéticos utilizados na conservacao dos alimentos. Além disso, a atual
necessidade por alimentos de boa qualidade, minimamente processados, livres
de conservantes quimicos, mas com vida util prolongada, tém tornado essa
busca cada vez mais pertinente (MACHADO et al., 2011).

Sendo uma fonte rica de varios metabdlitos secundarios, diversos estudos
tém relatado a eficacia dos extratos das plantas como agentes antimicrobianos
contra os microrganismos deterioradores e patogénicos, carreados por alimentos
(BUSATTA et al., 2008; CARRAMINANA et al., 2008).

O presente estudo determinou a atividade antimicrobiana dos extratos de
trés frutos nativos do Pantanal verdes e maduros, avaliando a contribuicéo
desses frutos para esta pesquisa que busca alternativos para antibioticos e

conservantes quimicos utilizados em alimentos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O ecossistema do Pantanal brasileiro.

O bioma do Pantanal é localizado na regido centro sul do continente Sul-
americano e abrange paises como o Brasil, a Bolivia e o Paraguai e tem a maior
parte de sua é&rea localizada em terras brasileiras. No Brasil, os estados
ocupados pelo Pantanal séo o Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, sendo que
0s municipios de Corumbd, Poconé, Céceres e Aquidauana tém maior

contribuicdo em area para a formacao deste bioma (FERREIRA, 2013).

Segundo Branddo et al. (2011), este ecossistema possui ampla
biodiversidade em termos de flora e fauna, além das unidades de paisagem que
sdo decorrentes da influéncia de biomas importantes localizados em torno da

regido pantaneira tais como: a Floresta Amazonica, o Cerrado e o Chaco.

A vegetagdo pantaneira é composta por uma vasta variedade de espécies
de plantas, distribuidas em paisagens campestres, aquéticas, gramineo-
lenhosas e florestadas. Estas espécies sdo caracterizadas por uma grande
diversidade de plantas frutiferas com alto valor biolégico e nutricional que se
destacam por suas caracteristicas sensoriais peculiares além de possuir
substancias com atividades antimicrobianas e outras substancias

farmacologicamente ativas (SANTOS et al., 2009).

A diversidade da flora pantaneira tornou-se pertinente & adogéo de
desenvolvimento sustentavel por meio de a¢des produtivas da regido. Essas
acOes podem ser alcancadas através da utilizacdo de incentivos fiscais para
produtores rurais e para a comunidade local envolvidos na conservacgéo das
espécies nativas e plantas desta regido (MACHADO e AGUIAR, 2010).

2.2. Espécies vegetais.

A comprovacdo de que as espécies de plantas possuem recursos que
trazem beneficios a salde, além de gerar efeitos fisiolégicos saudaveis, tem
incentivado estudos mais elaborados sobre suas propriedades funcionais
(SILVA, 2010). Entre as espécies frutiferas encontrados no Pantanal e que

possuem diversas propriedades funcionais, destacam-se a Byrsonima
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cydoniifolia A. Juss (canjiqueira), Pouteria glomerata (Mig.) Radlk. (laranjinha de

pacu) e Vitex cymosa Bert. (taruma).

2.2.1. Byrsonima cydoniifolia A. Juss. (canjiqueira)

Popularmente conhecida como canjiqueira ou canjicdo, a espécie
Byrsonima cydoliifolia A. Juss é pertencente a familia Malpighiaceae. Esta
espécie se encontra comumente no Pantanal em diferentes condicdes
ecoldgicas, tais como em bordas de cordilheiras, capdo, campo e cerrado,
crescendo tanto em areas secas quanto em areas que ficam inundadas na época
das chuvas (POTT e POTT, 1994; SANTOS et al., 2008).

Na regido do Pantanal, os frutos desta espécie aparecem entre os meses
de setembro a margo formando aglomerados chamados de canjiqueiras de quais
favorecem a sua colheita pelas comunidades locais. Quando maduros, os frutos
apresentam uma colorac¢édo alaranjada (Figura 1), tendo a sua a polpa consumida
pelas comunidades locais na forma de sucos, geleia, sorvete e doces
(DAMASCENO JUNIOR e SOUZA, 2010).

Figura 1: Frutos de canjiqueira (Byrsonima cydoniifolia A. Juss.) em processo de
maturacao.

Fonte: PRATES, 2012

Segundo POTT e POTT (2004), a casca do fruto desta planta é fonte de
taninos que sado responsaveis pelo seu sabor adstringente e que tem sido
utilizada pelas comunidades locais para cicatrizacdo de ferimentos, contra

infeccdes intestinais além do tratamento de erisipela. Ainda, compostos fendlicos
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e taninos foram encontrados neste fruto, sendo mais pronunciados nos frutos
verdes do que nos maduros (PRATES, 2012).

Estudos mostram compostos quimicos apresentados pelas espécies do
género Byrsonima sendo observada uma grande diversidade de metabdlitos
secundéarios tais como esteroides, terpenos, flavonoides como a rutina e
quercetina, taninos, derivados do &cido cindmico entre outros compostos
(RIVERO-CRUZ et al., 2009; GIL et al., 2005).

Michelin et al (2008) estudaram a atividade biologica dos extratos obtidos
das folhas das espécies de Byrsonima e foi observada atividade microbicida
contra B. cereus, E. faecalis e Shigella devido a presenca de grandes
quantidades dos derivados de acido quinico. Além disso, os derivados de acido
quinico apresentaram ag&o microbicida efetiva frente a Staphylococcus aureus,
Bacillus thuringiensis, Escherichia coli, Salmonella entérica e Shigella
dysenteriae (PEREIRA, 2011; ZHANG et al., 2013).

Utilizava-se, até recentemente, o nome cientifico Byrsonima orbignyana
A. Juss para a espécie canjiqueira. Porém, apds uma revisdo taxonémica em
trabalhos recentes, foi dado o nome cientifico de Byrsonima cydoniifolia A. Juss

para esta espécie e que permanece atualmente (MAMEDE, 2012).

2.2.2. Pouteria glomerata (Mig.) Radlk. (laranjinha de pacu)

Conhecida pelos nomes de laranjinha de pacu, moranguinha ou parada,
esta espécie pertence a familia Sapotaceae. A laranjinha de pacu é normalmente
encontrada em regides da mata ciliar, mata alagavel, piuval, em solos siltosos
ou argilosos, sendo distribuida no Chaco Oriental e na mata ribeirinha. E
considerada um arbusto ou arvore, com ramificacdes até o solo, de 1-8 metros
de altura tendo a sua floragdo de setembro a dezembro e frutificac&o de janeiro
a agosto (POTT e POTT, 1994).

Os frutos (Figura 2) séo carnosos sendo utilizados como isca de peixe
pelas comunidades locais além de serem aproveitados para elaboracdo de
sorvetes, sucos e doces (DAMASCENO JUNIOR e SOUZA, 2010).
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Figura 2: Frutos de Laranjinha de pacu (Pouteria glomerata (Mig.) Radlk) em
diferentes estados de maturacao.

Fonte: SILVA, 2010.

Os extratos hidroalcéolicos do fruto de Pouteria glomerata (Mig.) Radlk
apresentam metabdlitos secundarios bioativos como taninos e fenois sendo
observadas concentragdes maiores desses compostos tanto na polpa quanto na
casca deste fruto (BATISTA, 2013). O perfil fitoquimico das folhas das plantas
do género Pouteria, mostra teores consideraveis dos flavonoides, terpenoides,
taninos e outros compostos fendlicos (MONTENEGRO et al., 2006; NOGUEIRA,
2012).

Estudos sobre atividade antimicrobiana das espécies do género Pouteria
encontrados na regido do Pantanal brasileiro, mostraram atividade inibitéria
contra as cepas multirresistentes Gram-positivos e Gram-negativos incluindo;
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus
(SILVA, 2013; SANTOS et al., 2014)

2.2.3. Vitex cymosa Bert. (taruma)

O taruméd pertence a familia Verbenaceae e ocorre desde a regiao
Amazdnica, Brasil Central até nas matas ciliares de Sao Paulo e Mato Grosso
do Sul além das véarzeas do Pantanal mato grossense. Sua &rvore atinge uma
média de 10-20 metros de altura, floresce de junho a dezembro e frutifica de
janeiro a maio. No estado maduro, os frutos (Figura 3) apresentam uma

coloracdo roxa, com uma semente interna e polpa mucilaginosa de odor
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caracteristico. Estes frutos podem ser utilizados na elaboragcdo de geleias e
licores (POTT e POTT, 1994; LORENZI, 2002).

Figura 3: Frutos maduros de Taruma (Vytex cymosa Bert.)

Fonte: SILVA, 2010.
A polpa do fruto apresenta compostos quimicos tais como potéassio, calcio,
magnésio, fosforo e sddio e é rica em vitamina C, além de ser uma fonte de fibras

podendo ser benéfico para as criancas e adultos (CALDEIRA et al., 2004).

Estudos mostraram que o extrato da polpa e o da casca de taruma
apresentam consideraveis teores de taninos e de compostos fendlicos
(TAVARES e RAMOS, 2012). Leitdo et al. (2011), isolaram flavonoides e
triterpenos a partir desta espécie, enquanto Fonseca et al. (2006) demonstraram

que o Oleo essencial deste fruto apresenta atividade antimicrobiana.

Ainda, o potencial antimicrobiano do género Vitex foi constatado nas
pesquisas feitas com os extratos hidroalcodlico do fruto desta planta onde
inibiram o crescimento dos microrganismos tais como Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa, Streptococcus mutans, Lactobacillus casei
(FONSECA et al., 2006; SANTOS, 2015).
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2.3. Plantas como alternativas para os antibidticos e conservantes quimicos.

A busca pelas solugdes adequadas para antibioticos e conservantes
quimicos usados em alimentos, tem sido impulsionada pela tendéncia do
consumo de alimentos mais saudaveis, contendo minimo teores de aditivos
sintéticos e com menores efeitos negativos a saude do consumidor (FAI et al.,
2000; BOTRE et al., 2010).

Neste sentido, as pesquisas sobre o uso de antibidticos no ciclo produtivo
de carnes tém resultado na descoberta de alternativos como probiéticos
(microrganismos vivos), prebioticos (carboidratos especificamente utilizados por
um grupo de bactérias desejaveis) &cidos orgéanicos, enzimas, e mais
recentemente, os extratos naturais derivados das plantas (SANTANA et al.,
2011).

Devido a sua acdo antimicrobiana, os extratos de plantas e seus 0leos
essenciais sdo capazes de controlar e inibir o crescimento bacteriano nos
intestinos dos animais. Sugere-se entdo, que o efeito desses compostos € devido
a melhor absor¢édo quando incorporado na ragdo dos animais, resultando na
melhor performance desses animais (DORMAN e DEANS, 2000; HERNANDEZ,
2004). Porém, quando administrados em doses maiores, casos de toxicidade
podem surgir, sendo necessario a elaboragdo de estudos mais detalhados sobre
estes compostos (TRAESEL et al., 2011).

Existe um grande interesse em estudar a atividade antimicrobiana dos
extratos e Oleos essenciais das plantas e a sua aplicacdo na industria de
alimentos como conservante de alimentos (BOTSOGLOU et al., 2002). Além
disso, a eficacia dos extratos de plantas e os 6leos essenciais é evidente quando
se trata da sua atividade antimicrobiana sobre os patdgenos veiculados por
alimentos e principalmente em carnes. Porém, esta atividade antimicrobiana
varia quando esses agentes sdo aplicados em diferentes produtos carneos
(BUSATTA et al., 2008; CARRAMINANA et al., 2008).

Portanto, para uma aplicagdo efetiva em alimentos, esses derivados
devem ser submetidos as analises contendo moldes que simulam o alimento,

com o objetivo de determinar o efeito da interagdo entre os constituintes do
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alimento com os compostos derivados das plantas, assim impactando na

produtividade antimicrobiana dos mesmos (MACHADO et al., 2011).

2.4. Metabolitos secundarios das plantas com atividade antibacteriana.

A pesquisa de metabolitos secundarios com acdo antimicrobiana se
apresenta como uma solugédo para o combate dos microrganismos resistentes
aos agentes antimicrobianos comuns. Dentre os compostos quimicos das
plantas que apresentam potencial antimicrobiano, se destacam os flavonoides,
terpenos e 6leos essenciais (LIMA et al., 2006; MACHADO et al., 2008).

Os flavonoides pertencem ao grupo dos polifendis que sdo derivados do
processo de metabolismo secundario das plantas. A natureza dos flavonoides
encontrados nas folhas pode variar daqueles presentes em outras partes da
planta, assim como a sua concentragdo que varia dependendo do 6rgdo da
planta em que se encontra (SANTOS, 2007; MACHADO et al., 2008). Em relacéo
a atividade antimicrobiana dos flavonoides, destaca-se o seu efeito inibitério
contra o crescimento das células bacterianas (CUSHNIE e LAMB, 2011; MICELI
et al., 2011).

Os terpenos séo substancias fitoquimicas sintetizadas a partir de
unidades de acetil coenzima A encontradas nas plantas. Os terpenos e seus
derivados possuem atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos
tais como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa (CHUNG et al., 2011; NOGUEIRA, 2012).

Os 6leos essenciais sao substancias volateis que possuem vérias fungdes
dentro das plantas como por exemplo protecdo contra predadores, perda de
agua, além da atividade antimicrobiana. Essas substancias possuem capacidade
de inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas incluindo
microrganismos resistentes tais como Staphylococcus aureus MRSA,
Lactobacillus casei, Streptococcus mutans (LIMA et al.,2006; HASHEMI et al.,
2013).
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2.5. Antibidticos e conservantes quimicos na cadeia produtiva de carnes

A busca por alternativos para atender a demanda de carnes pelo
consumidor, necessitou a utilizagéo de promotores de crescimento na dieta dos
animais para caracterizar um processo de producao mais intensivo (SALMAN et
al., 2006). Além disso, a preocupagédo para proteger esses alimentos pereciveis
contra deterioracdo, exigiu a introducdo de métodos de conservagdo que
asseguram o tempo de prateleira desejado para esses tipos de alimentos
(HOLLEY e PATEL, 2005).

2.5.1. Antibiéticos como promotores de crescimento.

Define-se os antibioticos promotores de crescimento como agentes
antibioticos empregados para elevar o ganho de massa diario ou a eficiéncia
alimentar (taxa de aumento de massa em razdo da alimentagéo) em animais de
producdo (WHO, 2002). Ou seja, trata-se de farmacos que matam ou inibem o
crescimento bacteriano cuja administracdo é realizada em doses baixas e sub-
terapéuticas (HUGHES e HERITAGE, 2002).

Além do aumento em tamanho, a inclusao dos antibiéticos promotores de
crescimento na nutricdo animal em doses sub-terapéuticas, tem resultado no
aumento da producao nas aves, aumento da taxa de filhotes por parto em suinos
e aumento na producéo de leite em vacas leiteiras (EDQVIST e PEDERSEN,
2001).

Entretanto, apesar das vantagens evidenciadas pela incorporacdo dos
antibidticos na producéo animal, a comunidade Europeia nos ultimos anos tem
mostrado sua posi¢ao contra a utilizagdo destas substancias em racdes para
animais monogastricos e ruminantes (MURAROLLI, 2008). Esta decisdo se
baseia no fato de que essas substancias podem gerar riscos potenciais a saude
do consumidor tais como, o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, alergia,
efeitos teratogénicos, carcinogénicos e mutagénicos, razéo pelo qual o seu uso
vem sendo proibido (GORNIAK e SPINOSA, 2007).

A legislacdo brasileira proibe terminantemente o uso de alguns

antibioticos como promotores de crescimento e mais recentemente, foi proibido
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0 uso dos antibidticos espiramicina e a eritromicina que se utilizavam na
alimentacdo animal. Outros antibidticos como as tetraciclinas, sulfanamidas
sistémicas, cloranfenicol, avoparcina, nitrofurazona ja tinham sido proibidos pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) nas portarias
anteriores publicadas (BRASIL, 2012).

Existem muitas controvérsias sobre o custo-beneficio do uso de
antibioticos como promotores de crescimento em animais, sendo pertinente o
desenvolvimento de formas que compensam as perdas de produtividade devido
a retirada dessas substancias da dieta dos animais. Uma das alternativas se
baseia na introdugcdo de novos aditivos alimentares que séo eficazes em
maximizar o efeito terapéutico em animais, além de minimizar o0s riscos
relacionados aos antibiéticos comumente usados como promotores de
crescimento (LANGHOUT, 2005; SANTANA et al., 2011).

2.5.2. Conservantes quimicos na producédo de carnes.

Segundo a Portaria n® 540 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
define-se os aditivos conservadores de alimentos como substancias que
blogueiam ou retardam os microrganismos ou enzimas que alteram a integridade
dos alimentos (BRASIL, 1997).

Em diversos paises, os aditivos conservadores de alimentos sao
amplamente utilizados para exercer varias fungdes no produto final. Entretanto,
a sua incorporacdo em alimentos é regulada por legislagbes e critérios
especificos que se baseiam a partir das recomendagfes da Organizagdo
Mundial de Saude (CUNHA, 2003).

Com a finalidade de evitar a deterioracdo de produtos carneos por
microrganismos patogénicos, melhorar a aparéncia e aceitabilidade, além de
aumentar o tempo de prateleira dos mesmos, conservantes quimicos de tipo;
nitritos e nitratos, sulfitos, parabenos e seus ésteres, sdo frequentemente
utilizados (JIMENEZ-COLMENERO & SOLANA, 20009).

De acordo com Pardi et al. (2001), os nitratos incorporados em carnes séo

inicialmente reduzidos a nitrito por enzimas bacterianas presentes nesses
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alimentos. Quando ingerido em excesso pelo consumidor, o nitrito apresenta
risco de toxicidade aguda por ser capaz de se complexar irreversivelmente com
a mioglobina do sangue formando metahemoglobina que é uma substancia
quimica que impede o transporte do oxigénio pelo organismo (HUIDOBRO et al.,
2005).

Os riscos associados a incorporagéo de sulfito em alimentos se referem
aos seus efeitos carcinogénicos e mutagénicos além de degradar a tiamina
(Vitamina B;) encontrado ricamente em carnes. Ainda, os estudos clinicos
associam a presenca de sulfitos em alimentos com as reag6es alérgicas e com
os sintomas de intolerancia alimentar em certos individuos (LEDERER, 1991,
FENNEMA, 1993).

Segundo Lederer (1991), o uso dos sulfitos e seus derivados em carnes
é proibido tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos devido ao fato de suprimir
maus odores além de converter da cor cinza-esverdeada para vermelho viva
através de reac¢des quimicas, o que proporciona um aspecto atraente da carne
para o consumidor. Em certos produtos carneos tais como a linguica, a
Comunidade Europeia permite a quantidade maxima de sulfitos e seus derivados
de 450 mg kg tendo os valores de IDA (Ingest&o Diaria Aceitavel) de 0,7 mg kg
! por massa corporea. (FAO/WHO, 1974).

Os valores de IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel) permitidos sdo 25mg kg e
5mg kg! por massa corpérea para o acido soérbico e &cido benzoico
respectivamente. A Autoridade Europeia para Seguranca de Alimento (EFSA),
estabeleceu os valores de IDA de 10mg kg?! por massa corpérea para os
parabenos, seus ésteres e seus sais de sodio. No Brasil, a Secretaria de
Vigilancia Sanitaria através da Portaria N° 1.004 11/12/1998 estipulou os valores
de 20mg/100g do mesmo indice em relagdo aos sorbatos (FAO/WHO, 1974;
BRASIL, 1998; EC 2006).

2.6. Microrganismos e doencas transmitidas por produtos carneos

A principal razdo que explica o rapido crescimento de bactérias
patogénicas e deterioradores em carne é a sua composi¢cdo nutricional que é
caracterizada por uma elevada atividade de &gua, grande quantidade de

substancias nitrogenadas, minerais além do pH (de 5,1 a 6,2) que favorece a
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sobrevivéncia e proliferagdo desses microrganismos encontrados na sua
superficie (FRANCO e LANDGRAF, 2008). Quando estas condi¢cdes ndo séo
controladas adequadamente, podem causar doengas transmitidas por alimentos,
resultando em prejuizos tanto econémicos quanto a saude (Da SILVA et al.,
2009).

2.6.1. Microrganismos patogénicos de carnes.

2.6.1.1. Escherichia coli.

A Escherichia coli € uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, sendo
descrito como pequenos bacilos Gram-negativo, catalase-positivos, oxidase-
negativos, aerdbios e anaerdbios facultativos. Segundo International
Commission on Microbiological Specifications for Foods- ICMSF (1998), grande
parte das suas cepas fermenta lactose, salvo alguns que sédo consideradas

fermentadoras lentas e outras anaerogénicas.

As cepas patogénicas da Escherichia coli sdo classificadas em seis
grupos: E. coli enteropatogénica classica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC),
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAggEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (GERMANO
e GERMANO, 2001). Essas cepas podem causar sintomas tais como dores
abdominais, diarreia do tipo aquosa e sanguinolenta além dos vémitos enquanto
em alguns casos, a sindrome urémica hemolitica e a trombocitopenia parpura
podem se manifestar (PRAGER et al., 2005; MANNING et al., 2007).

Devido a sua alta prevaléncia no trato gastrointestinal dos animais de
sangue quente, esta espécie € utilizada como indicador preferido para detectar
e avaliar a contaminag&o fecal em alimentos e 4gua para consumo. Além disso,
pode ser usado como indicador das condigbes de higiene dos processos de
manipulagcdo dos alimentos, pois é capaz de se tornar parte da microbiota
residente encontrada nas superficies que entram em contato com os alimentos
(SILVA et al., 2010).

O estudo feito por MOHAMMED (2012), mostra um aumento da presenca
de E.coli patogénica em produtos carneos assim ressaltando o risco real em

relacdo ao consumo de alimentos contaminados.
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2.6.1.2. Salmonella spp.

O género Salmonella é derivada a partir da familia Enterobacteriaceae e
sao descritos como bacilos Gram-negativos ndo formadores de esporos, de
superficie lisa, catalase-positivos e oxidase-negativos. S&o de carater
anaeroébico facultativo, normalmente méveis por possuir flagelos peritriquios,
produzem gas a partir da glicose (exceto S.typhi) além de serem capazes de
obter o carbono a partir da sua Unica fonte; citrato (VARNAM, 1991; HOLT et al.,
1994).

O trato gastrointestinal dos humanos e animais é o principal habitat do
género Salmonella, podendo causar doengas que sao normalmente divididas em
trés categorias: a febre tifoide, provocada por Salmonella Typhi; febres entéricas,
provocadas por Salmonella Paratyphi e as enterocolites (salmoneloses),
provocadas pelos demais cepas do género (SILVA et al., 2010). Os sintomas
gue acompanham essas doencgas incluem a septicemia, febre, diarreia, vomitos
e dores abdominais extensas, sendo mais ampla os sintomas da febre entérica
em relacdo a febre tifoide (GERMANO e GERMANO, 2001; FRANCO e
LANDGRAF, 2007).

Segundo Forsythe (2002) e Jay (2005), todas as espécies de Salmonella
séo patogénicas ao homem. O World Health Organization - WHO (2005), afirma
que em varias areas geograficas do mundo, o principal agente associado as
doencas de origem alimentar € a bactéria Salmonella spp. No Brasil, este
patégeno é responséavel pelo maior nimero de surtos originados ao consumo de
alimentos contaminados (BRASIL, 2010).

O consumo de carnes e produtos derivados que s&o contaminados com
esta bactéria, tem contribuido imensamente com o aumento de surtos relatados
(HUMPHREY e JORGENSEN, 2006). Ainda, diversos estudos mostram o
aumento da resisténcia das cepas deste género frente aos agentes
antimicrobianos, caracterizando uma grande dificuldade de tratamento de
infeccbes relacionados além de ser um imenso risco para saude publica
(PEREZ-MONTANO et al., 2012).
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2.6.1.3. Listeria. monocytogenes.

As bactérias do género Listeria sdo bastonetes Gram-positivas, ndo
esporulados, anaerdbios facultativos, moveis a temperatura de 10 a 25°C, tendo
melhor faixa de pH para crescimento entre 6 a 8 que pode variar conforme a
temperatura de incubacao, atividade de agua, perfil dos nutrientes entre outras
variaveis (JAY, 2005).

O género Listeria compreende seis espécies: L. monocytogenes, L.
ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri e L. grayi. Destas, apenas L.
monocytogenes e L. ivanovii sdo consideradas patogénicas, sendo a primeira
acometendo humanos e animais e a segunda relacionada com doengas em
ruminantes (ROCOURT e BUCHRIESER, 2007).

Segundo o Food and Drug Administration — FDA (2012), L.
monocytogenes é uma bactéria que possui, até no momento, treze sorotipos:
1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7. Porém, 0s sorotipos que

séo frequentemente associados as doengas em humanos séo 1/2a, 1/2b e 4b.

As caracteristicas de crescimento e sobrevivéncia desta espécie sdo
influenciadas por varios fatores. Nos alimentos, a sua multiplicacdo depende de
fatores como a temperatura, atividade de &gua, sal e a presenca dos
conservantes. A faixa de temperatura para crescimento de L. monocytogenes
esta entre -1,5 e 45°C, com a temperatura 6tima de 30 a 37°C e temperaturas
letais maiores que 50°C. O processo de congelamento pode reduzir o
crescimento desta espécie que € capaz de se multiplicar em temperaturas de
0°C (LADO e YOUSEF, 2007).

A listeriose é a doenca causada pela Listeria monocytogenes e pode
causar complicagdes severas de salde em determinados grupos da populagéo.
Em mulheres gravidas, esta doenca pode resultar em abortos, além de ser fatal
em individuos imunocomprometidos e idosos. Em pessoas saudaveis, a
listeriose geralmente causa uma forma branda da doenca (FARBER e
PETERKIN, 1991).
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A transmissdo de Listeria spp através de alimentos contaminados é um
dos meios mais provaveis e importantes, devido ao fato deste patdgeno ter sido
isolado em diferentes produtos alimenticios que incluem carne bovina, carne
moida de diferentes animais, produtos carneos crus, leite e seus derivados. Esta
bactéria j4 foi isolada em utensilios encontrados em plantas envolvidas no
processamento e manipulacao da carne bovina (FRANCO e LANDGRAF, 2007,
KOVACEVIC et al., 2012).

Ingham et al. (2004), mostram que este patdgeno tem sido responséavel
por grande numero de doengas de origem alimentar no mundo inteiro, sendo
culpados os alimentos “prontos para consumo”, 0S quais, principalmente os
produtos carneos, sao armazenados por longo periodos propiciando o

crescimento deste patégeno.

A Listeria monocytogenes representa um grave problema na saude
publica devido a existéncia de sorotipos patogénicos e resistentes aos principais
agentes antimicrobianos empregados para tratar a listeriose, assim tornando

dificil o controle deste microrganismo (MANTILLA et al., 2008).

2.7. Impacto na saude publica dos antibiéticos e conservantes quimicos usados

na cadeia produtiva de carnes.

O consumo de alimentos de origem animal constitui a principal rota de
contaminagédo e transmissdo de bactérias e genes resistentes encontrados nos
animais de producédo e que sao transferidos para os seres humanos (WHO,
2011).

A Organizacao Europeia de Consumidores - BEUC (2014), pesquisou a
presenca de bactérias resistentes aos antimicrobianos em produtos carneos
comprados em diferentes estabelecimentos de comercio e evidenciou a
prevaléncia de bactérias resistentes, tais como Staphylococcus aureus

resistente a meticilina (MRSA) e Campylobacter resistente.

Por outro lado, a maioria dos antibiéticos administrados em animais nao
sofrem uma metabolizagdo completa, sendo excretados na urina e nas fezes

como composto original ou como composto parcialmente metabolizado
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(KEMPER, 2008). A utilizag&do desses excretos animais como adubos, constitui
uma das importantes vias de disseminacdo dos residuos de antibidticos no
ambiente. Essas substancias podem se acumular no solo, em tecidos vegetais,
passar por lixiviagdo ou até se acumular em corpos hidricos, influenciando no
aumento da resisténcia patogénica aos agentes antibidticos tanto em humanos
como em animais (BOXALL et al., 2006; KEMPER, 2008).

Quando se trata dos riscos para saude publica associados ao uso de
conservantes quimicos em produtos cérneos, o estudo feito por Sugimura e
Wakabayashi (2003), mostra as reagdes adversas do tipo aguda ou cronica tais
como as reagBes metabdlicas toxicas resultando em alergias, alteracdo em

comportamento, além do efeito carcinogénico destes aditivos.

Portanto, ha uma grande necessidade para conter o impacto dessas
substancias na saude publica, através da adogdo de medidas que regulam a
utilizacdo de antibiéticos na medicina veterinaria além de realizar novas
pesquisas para encontrar melhores solugdes de combater e diminuir os riscos
associados ao uso dos conservantes quimicos em produtos carneos (BEUC,
2014).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos dos frutos
do Pantanal: Byrsonima cydoniifolia A. Juss. (canjiqueira), Pouteria glomerata

(Mig.) Radlk. (laranjinha de pacu) e Vitex cymosa Bert. (taruma).

3.2. Objetivos especificos

e Realizar o teste de difusdo em disco dos extratos da casca com
polpa e semente de cada fruto verde e maduro

e Realizar o antibiograma das cepas de Escherichia coli, Salmonella
spp, Listeria monocytogenes

e Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a
concentragdo microbicida minima (CMM) de cada extrato de casca

com polpa e semente de cada fruto verde e maduro
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta dos frutos

Os frutos de canjiqueira, laranjinha de pacu e taruma foram adquiridos em
diferentes localidades da regido do Pantanal do estado de Mato Grosso do Sul
no Brasil. Frutos de canjiqueira foram coletados em Passo da Lontra
(19°34'13,33"S e 57°01'11,20"W), no municipio de Corumbé no més de marco
de 2014, enquanto os frutos de laranjinha de pacu foram coletados em Porto da
Manga (19°14'04,00"S e 57°14'41,8"W), no municipio de Corumba no més de
junho de 2014. Quanto ao fruto de taruma, a coleta foi feita no bairro Caranda
Bosque (20°37'26,00"S e 54°29'34,00"W), no municipio de Campo Grande no
més de marco de 2014.

As exsicatas do material botanico coletado foram identificadas pela Profa.
Dra. Vali J Pott da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) e o
material testemunho se encontra depositado no herbario da UFMS sob registro
n° 42573, 43424 e 42645 para os frutos de canjiqueira, laranjinha de pacu e

taruma, respectivamente.

4.2. Processamento dos frutos

O processamento dos frutos foi realizado nos laboratérios da Unidade
de Tecnologia de Alimentos e Saude Publica no campus da Universidade

Federal de Mato Grosso do Sul/Campo Grande.

Os frutos coletados foram selecionados, lavados com agua corrente e
secos dentro da capela biolégica previamente assepsiada. Em seguida, os frutos
foram fracionados em casca com polpa e semente, sendo que a casca com polpa
foi triturada em liquidificador comum (Arno®) antes de serem utilizados para
obtencé&o do extrato etandlico dos mesmos. As sementes foram secas em estufa
de circulacéo de ar for¢cada, a 40°C e apds a secagem foram homogeneizadas e
reduzidas a particulas pequenas utilizando o triturador do tipo turrax (Turrac TE-
102 Tecnal).
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4.3. Preparo dos extratos hidroalcodlicos

Para a obtencdo dos extratos hidroalcodlicos dos frutos, foi utilizada a
metodologia de acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010) e adaptagdes de
Virtuoso et al. (2005).

O material resultante da moagem de cada parte do fruto foi pesado
separadamente em erlenmeyer nas quantidades de 20g e 30g em balanga semi-
analitica (BL 3200H) e adicionou-se solucdo hidroalcéolica a 70%, obtendo a
proporgéo de 20% e 30% (m vt) dos extratos. Essas solugGes foram submetidas
ao processo de maceracdo durante um periodo de 25 dias, sendo estocadas a
temperatura ambiente e envoltas por papel laminado para ficarem protegidas da
luz. Em seguida, foi realizado a filtragem do contetdo usando papel de filtro

qualitativo com porosidade de 3 micras (Nalgon).

As solugdes filtradas foram concentradas com auxilio do evaporador
rotativo a vacuo (Rotoevaporador R-3, Buchi) na temperatura de 40° C para
eliminar todo o solvente. Em cada evaporado final obtido foram adicionados 20
mL de etanol PA 99,5%, correspondente a cada parte do fruto estudado em

concentragdes de 20 e 30%.

4.4. Obtencdo das cepas

Foram utilizados microrganismos de referéncia rastreaveis a American
Type Culture Collection (ATCC) do tipo: Escherichia coli, Salmonella spp, Listeria
monocytogenes, fornecidos pelo INCQS/FIOCRUZ (Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude, sediada no Rio de Janeiro) para o Laboratério
de Microbiologia de Alimentos, da Unidade de Tecnologia de Alimentos e Saude
Publica da UFMS/ Campo Grande MS.

4 5. Preparo dos meios de cultura

Os meios de culturas foram preparados segundo o manual do fabricante,
foram pesadas em balanca semi-analitica (BL 3200H); 14,4 g de agar Mueller-
Hinton (HIMEDIA) e 8,4 g de caldo Mueller-Hinton (HIMEDIA) e solubilizados em
erlenmeyers contendo 400 mL de agua destilada respectivamente. Em seguida,
0os meios foram submetidos ao processo de esterilizagdo por autoclavagem a
121°C por 15 minutos (HIMEDIA, 2011).
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4.6. Preparo do in6culo bacteriano

Para a obtencg&o do inéculo bacteriano, foi utilizada a metodologia descrita
no Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003). Foram selecionadas
2 a 3 coldnias das trés bacterias isoladas em &gar Mueller-Hinton e diluidas em
tubos de ensaio contendo 10 mL de solucéo fisioldgica 0,85% (p v?'), obtendo
uma turvagao equivalente ao padrao 0,5 da escala de Mac Farland (Probac do

Brasil) o que corresponde aproximadamente a 1,5 x 108 UFC mL™.

Em seguida, uma aliquota de 0,1 mL dessa suspenséo foi semeada em
placas de petri contendo &gar Mueller-Hinton, para realizar a quantificacdo dos
microrganismos presentes nos inoculos utilizando o processo de plaqueamento

em profundidade em meio para contagem padrdo das bactérias.

As placas foram incubadas em estufa a 37°C/24 horas e logo ap6és a incubacéo,
foi feita a contagem das bactérias presentes; Escherichia coli, Salmonella spp,

Listeria monocytogenes e os resultados expressos em UFC mL™,

4.7. Ensaio de difusdo de disco

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos
baseou-se no método de difusdo em disco descrita por Bauer et al. (1966) e
adaptacg6es por Karaman et al. (2003), utilizando discos de papel de filtro estéreis
com 6 mm de diametro (CECON — SP).

Os discos de papel de filtro foram impregnados com 0,1 mL dos extratos
hidroalcodlicos brutos (45 mg mL?) de cada parte do fruto e mantidos em capela
de exaustéo de fluxo laminar para a secagem. Posteriormente, os mesmos foram
distribuidos sobre as placas de petri contendo agar Mueller-Hinton previamente
inoculado com as bactérias por espalhamento em superficie, obedecendo uma
disténcia entre os discos para evitar interferéncias entre os possiveis halos de
inibicdo (GONCALVES et al., 2005).

Utilizou-se como controle negativo discos de papel filtro estéreis e como
controle positivo, discos de papel filtro (CECON-SP) do antibiético azitromicina

15 pg e em seguida, as placas foram incubadas a 37°C/24 horas.



32

4.7.1. Antibiograma das cepas

Foi realizado um antibiograma das cepas usando os discos do papel filtro
dos antibibticos; azitromicina 15 pg, vancomicina 30 pg, gentamicina 10 ug,
tetraciclina 30 pg, penicilina 10U e cloranfenicol 30 pug para posterior comparagao
entre os halos de inibicdo formados, sendo medidos os diametros dos halos de

inibicdo utilizando um paquimetro (Western® PRO).

4.7.2. Andlises estatisticas

Foram consideradas as médias e os respectivos desvio padrédo dos halos
de inibicdo de cada teste que foi feito em triplicata, sendo interpretado como
sensivel halo igual ou acima de 8 mm (= 8 mm) de didmetro (DANTAS et al.,
2010).

Os resultados foram apresentados com auxilio do programa de estatistica
GraphPad Prism® versédo 5.01 utilizando o teste de variancia de dois fatores (2
way ANOVA) e seguido por teste post hoc de Bonferroni (Bonferroni Post-Test)
com nivel de 5% de significancia (p<0,05) (SIQUEIRA, 2012). Ainda para o
antibiograma, as médias dos didametros dos halos de inibicdo dos antibidticos
foram comparadas entre si, para identificar o antibiético mais eficiente contra as

trés cepas selecionadas.

4.8. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima dos extratos

A técnica de diluicho em microplacas (96 orificios) foi usada para
determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) de acordo com a metodologia
descrita segundo as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2006). A CIM é a menor concentragdo da substancia sob estudo capaz
de inibir o crescimento de 90% dos microrganismos (GOLDMAN e AUSIELLO,
20009).

Os orificios das microplacas foram preenchidos com 0,1 mL de caldo
Mueller-Hinton e em seguida foram acrescentados 0,1 mL dos extratos das
partes dos frutos e realizada a diluicdo seriada de 1:1 até 1:64. Adicionalmente,
foram distribuidos 0,01 mL das suspensdes dos microrganismos em cada orificio

das microplacas exceto nos orificios destinados para o controle negativo.
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Foram realizados os testes para o controle negativo (somente o caldo
Mueller-Hinton) e controle positivo sendo 0,1 mL de azitromicina 15 pg,
preparado segundo as normas descritas no Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2013) para este antibiotico.

As microplacas foram incubadas em estufa 37°C/24 horas para 0s trés
microrganismos testados, sendo que cada conteudo dos orificios da microplaca
foi testado em duplicata e o mesmo teste repetido trés vezes nas semanas
consecutivas. Finalmente, os valores representativos de CIM foram
categorizados segundo a classificagdo de Aligiannis et al. (2001) e Webster et
al. (2008).

4.8.1. Leitura com revelador

O revelador resazurina (100 pg mL™) foi utilizado para realizar a leitura
acrescentando 0,03 mL em cada orificio da microplaca contendo as bactérias.
Ao longo de 2 horas, se for observado a coloragdo azul significa auséncia de
crescimento bacteriano, enquanto a coloragéo rosa representa a presenca de
crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

Segundo Fukushima et al. (2003), o uso da resazurina € mais indicado
em condi¢des de redugdo em meios de cultura, tendo o0 seu mecanismo baseado
na reducao da resazurina (cor purpura) em resarufina (cor résea), como ilustrado
na Figura 4. Além disso, o seu mecanismo de a¢éo é diretamente correlacionado
com a quantidade/proliferacdo de organismos tais como bactérias e até células
de mamiferos (O'BRIEN et al., 2000).

Cl)—
N- N
80! L0
0 0 OH 0 o) OH
resazurina (pirpura) resarufina (résea)

Figura 4: Reagéo de oxirreducéo da resazurina (Fonte: ROZATTO, 2012).
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4.9. Determinacdo da Concentracdo Microbicida Minima (CMM) dos extratos

Foi realizado o teste para CMM dos extratos apds a determinagéo da CIM
dos mesmos, utilizando as placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton. A partir
das amostras que ndo apresentaram crescimento do inéculo em relagédo a CIM,
foram retiradas aliquotas de 0,01 mL dos orificios e plaqueadas sobre o agar
Mueller-Hinton, sendo incubadas em seguida a 37°C por 24 horas. Foi
considerada a CMM, a menor concentragéo do extrato em que ndo apresentou
crescimento celular sobre a superficie do agar Mueller-Hinton (POZZO et al.,
2011).
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5. RESULTADOS

5.1. Teste de difusdo de disco

Os resultados referentes ao teste de difusédo em disco dos extratos
hidroalcéolicos dos frutos Byrsonima cydoniifolia A. Juss. (canjiqueira), com 0s
microrganismos Escherichia coli, Salmonella spp e Listeria monocytogenes
estéo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Diametros dos halos de inibigdo do crescimento microbiano pelo teste
de difusdo em disco utilizando extrato hidroalc6olico de Byrsonima cydoniifolia
A. Juss.

Microrganismos

Extratos
E.coli Salmonella Listeria

spp monocytogenes
Casca + Polpa
Verde
Extrato a 20% 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00 8,67 +2,08%
Extrato a 30% 6,33 +0,29 6,00 £ 0,00 6,33+0,28
Casca + Polpa
Madura
Extrato 20% 6,00 + 0,00 6,67 + 0,58 12,67 + 0,33 B2
Extrato a 30% 8,00 +1,00 6,00 + 0,00 8,33+1,20°"
Semente Verde
Extrato a 20% 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00 19,00 + 1,00 ©°
Extrato a 30% 6,00 + 0,00 6,33 + 0,58 8,00 + 1,00 &
Semente Madura
Extrato a 20% 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00 Pe
Extrato a 30% 6,17 £ 0,29 6,00 + 0,00 11,67 + 0,58 Ff

Nota: Média das triplicatas dos halos de inibicdo em milimetros (mm) + desvio padréo.
Letras mailsculas sobrescritas mostram diferenca significativa entre as partes maduras
e verdes de mesma proporgdo. Letras minlsculas sobrescritas mostram diferenca
significativa entre proporcdes diferentes do mesmo grupo. ANOVA seguido por
Bonferroni, (p< 0,05).
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A Tabela 2 apresenta os resultados do teste de difusdo em disco dos
extratos hidroalcdolicos dos frutos Pouteria glomerata (Mig.) Radlk. (Laranjinha
de pacu), com os microrganismos Escherichia coli, Salmonella spp e Listeria
monocytogenes.

Tabela 2 - Diametros dos halos de inibigcdo do crescimento microbiano pelo teste

de difusdo em disco utilizando extrato hidroalc6olico de Pouteria glomerata (Miq.)
Radlk.

Microrganismos

Extratos
E.coli Salmonella spp  Listeria

monocytogenes

Casca + Polpa

Verde

Extrato a 20% 6,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00 10,00+ 1,002

Extrato a 30% 6,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00 6,00 + 0,004°

Casca + Polpa

Madura

Extrato 20% 6,17 £ 0,29 6,00 £ 0,00 12,00+ 1,00

Extrato a 30% 6,83 £0,29 6,00 £ 0,00 13,33+ 2,088

Semente Verde

Extrato a 20% 6,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00

Extrato a 30% 6,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00

Semente Madura

Extrato a 20% 6,00 £ 0,00 7,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00

Extrato a 30% 6,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00

Nota: Média das triplicatas dos halos de inibicdo em milimetros (mm) + desvio padréo.
Letras mailsculas sobrescritas mostram diferenca significativa entre as partes maduras
e verdes de mesma proporcdo. Letras minlsculas sobrescritas mostram diferenca
significativa entre proporcdes diferentes do mesmo grupo. ANOVA seguido por
Bonferroni, (p< 0,05).

Os resultados do teste de difusdo em disco dos extratos hidroalcoolicos
dos frutos Vitex cymosa Bert. (Taruma), com os microrganismos Escherichia coli,

Salmonella spp e Listeria monocytogenes estao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Diametros dos halos de inibigcdo do crescimento microbiano pelo teste
de difusédo em disco utilizando extrato hidroalcéolico de Vitex cymosa Bert.

Microrganismos

Extratos E.coli Salmonella spp  Listeria
monocytogenes

Casca + Polpa

Verde

Extrato a 20% 6,00 £ 0,00 6,67 £ 0,58 7,13+0,80°%

Extrato a 30% 6,00 £ 0,00 6,00 + 0,00 9,17 £0,76 *°

Casca + Polpa

Madura

Extrato 20% 6,00 £ 0,00 6,33 £ 0,58 6,00 = 0,00

Extrato a 30% 6,00 £ 0,00 7,00 £ 0,00 6,00 + 0,00 B

Semente Verde

Extrato a 20% 6,33 £ 0,58 6,00 £ 0,00 7,00 £0,00 €

Extrato a 30% 6,17 £ 0,29 6,33 £ 0,58 7,20 £ 0,20

Semente Madura

Extrato a 20% 6,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00 8,30 £ 0,26 ¢

Extrato a 30% 6,17 £ 0,29 7,00 £ 0,00 11,00 + 0,00¢

Nota: Média das triplicatas dos halos de inibicdo em milimetros (mm) + desvio padréo.
Letras mailsculas sobrescritas mostram diferenca significativa entre as partes maduras
e verdes de mesma proporcdo. Letras minlsculas sobrescritas mostram diferenca
significativa entre proporcdes diferentes do mesmo grupo. ANOVA seguido por
Bonferroni, (p< 0,05).

5.1.1. Antibiograma das cepas

Em todos os testes, o controle positivo, azitromicina 15 pg, mostrou-se
eficiente frente as trés cepas testadas, apresentando halos de inibicdo que
variam entre 13 a 35 mm de didmetro como ilustrado na Tabela 4. Ainda, foi
constatado uma diferenca significativa (p<0,05) ao comparar os halos do controle
positivo com os halos dos antibidticos selecionados exceto o cloranfenicol 15 ug,
contra a Listeria monocytogenes, como mostra a Figura 5. Esta diferenca
significativa (p<0,05) foi apresentado por meio do teste de variancia de dois
fatores (2 way ANOVA) e seguido por teste post hoc de Bonferroni (Bonferroni
Post-Test) (SIQUEIRA, 2012).
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Tabela 4 - Média dos diametros, dos halos de inibicdo do crescimento
microbiano no antibiograma das cepas.

Antimicrobianos Microrganismos
E.coli Salmonella spp Listeria
monocytogenes
Azitromicina 15ug 13,33 +1,15 14,00 + 1,00 35,00 +1,00
Vancomicina 30ug 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00 16,00 + 2,00
Gentamicina 10ug 14,00 + 1,00 12,67+ 1,16 6,00 £ 0,00
Tetraciclina 30ug 8,67 +1,15 11,0+ 1,00 12,00 + 2,00
Penicilina G 10U 7,00 £ 1,00 6,33+ 0,57 13,00 + 1,00
Cloranfenicol 15ug 7,00 + 0,00 15,67 + 0,57 32,67 + 3,05

Nota: Média das triplicatas dos halos de inibicdo em milimetros (mm). Os valores
representam a média + desvio padrao

401
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Figura 5. Antibiograma mostrando a diferenca de diametro entre os halos de
inibicdo do controle positivo e dos antibidticos selecionados contra a Listeria
monocytogenes. Os valores representam a média + desvio padréo.
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5.1.2. Comparacéo da atividade inibitéria dos frutos contra 0s microrganismos

Em relac&o ao fruto Byrsonima cydoniifolia A. Juss, somente o extrato a
30% da casca+polpa madura apresentou halo de inibicdo sensivel (= 8 mm)
frente as cepas de E.coli. Nenhum dos extratos testados contra a Salmonella spp
apresentaram halos de inibigcdo sensiveis. Porém, com excegdo dos extratos a
20% da semente madura e a 30% da casca+polpa verde, 0os outros extratos em
suas respectivas concentracdes produziram halos de inibicdo sensiveis, contra
0 microrganismo Listeria monocytogenes como consta na Tabela 1.

Observou-se uma diferenca significativa entre halos de inibicdo dos
extratos de Byrsonima cydoniifolia A. Juss, frente ao microrganismo Listeria
monocytogenes, como mostra a Tabela 1. Ainda, os extratos a 20% produziram
halos maiores contra Listeria monocytogenes, do que os extratos a 30% dos
Mesmos grupos exceto o grupo de semente madura.

Os extratos das partes do fruto Pouteria glomerata (Mig.) Radlk, ndo
produziram halos de inibicdo sensiveis frente aos microrganismos E.coli e
Salmonella spp. Entretanto, segundo a Tabela 2, os extratos a 20% da
casca+polpa verde e os extratos a 20% e 30% da casca+polpa madura,
apresentaram halos de inibicdo sensiveis contra o microrganismo Listeria
monocytogenes.

De acordo com a Tabela 2, houve uma diferenga significativa entre os
halos de inibicdo dos extratos de Pouteria glomerata (Miq.) Radlk, contra a
Listeria monocytogenes, onde os halos de inibicdo da casca+polpa madura

foram maiores que os halos da casca+polpa verde do mesmo fruto.

O fruto de Vitex cymosa Bert, ndo apresentou halos de inibicdo sensiveis
frente aos microrganismos E.coli e Salmonella spp como mostra a Tabela 3,
porém, foram produzidos halos de inibicdo sensiveis contra 0 microrganismo
Listeria monocytogenes, pelos os extratos a 30% casca+polpa verde, 20% e 30%

semente madura, respectivamente.

Segundo a Tabela 3, foi observado uma diferenca significativa entre os
halos de inibicdo dos extratos de Vitex cymosa Bert, frente a Listeria
monocytogenes, mostrando que os extratos a 30% produziram halos de inibicdo
maiores do que os extratos a 20% dos grupos; casca+polpa verde e semente

verde.
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Em comparagdo com os microrganismos E.coli e Salmonella spp, a
Listeria monocytogenes apresentou maior sensibilidade, exibindo com mais
frequéncia, halos de inibicdo maiores que 8 mm frente aos extratos dos frutos de
Byrsonima cydoniifolia A. Juss, Pouteria glomerata (Mig.) Radlk e Vitex cymosa
Bert.

5.2. Teste da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo microbicida
minima (CMM)

A atividade antimicrobiana dos extratos hidroalc6olicos dos frutos
Byrsonima cydoniifolia A. Juss. (canjiqueira), Pouteria glomerata (Miqg.) Radlk.
(Laranjinha de pacu) e Vitex cymosa Bert. (Taruma) foi avaliada contra os
microrganismos Escherichia coli, Salmonella spp, Listeria monocytogenes e 0s
resultados apresentados nas Tabelas 5,6,7 e Figura 6. Assim, foi determinada a
concentragdo inibitéria minima e a concentracdo microbicida minima frente a

cada microrganismo.
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Tabela 5 — Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo microbicida minima (CMM) em pg mL™, dos extratos de Byrsonima

cydoniifolia A. Juss.

Microrganismos

E.coli Salmonella spp Listeria
monocytogenes
CIM CMM CIM CMM CIM CMM

Casca + Polpa
Verde
Extrato a 20% - X 703,13 X - 703,13
Extrato a 30% - X 703,13 X 703,13 1406,25
Casca + Polpa
Madura
Extrato 20% - X - X - X
Extrato a 30% - X - X - X
Semente Verde
Extrato a 20% 703,13 X 703,13 X 703,13 X
Extrato a 30% 703,13 X 703,13 X 703,13 X
Semente
Madura
Extrato a 20% 703,13 X 703,13 X 703,13 X
Extrato a 30% 703,13 X 703,13 X 703,13 X

Nota: (-) CIM > 1000pg/mL; (x) sem CMM
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Tabela 6 — Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo microbicida minima (CMM) em pg mL™?, dos extratos de Pouteria

glomerata (Mig.) Radlk.

Microrganismos

E.coli Salmonella spp Listeria
monocytogenes
CIM CMM CIM CMM CIM CMM

Casca + Polpa
Verde
Extrato a 20% - X - X - 1406,25
Extrato a 30% - X - X - 1406,25
Casca + Polpa
Madura
Extrato 20% - X - 1406,25 - X
Extrato a 30% - X - X - X
Semente Verde
Extrato a 20% 703,13 X 703,13 X 703,13 X
Extrato a 30% 703,13 X 703,13 X 703,13 X
Semente Madura
Extrato a 20% 703,13 X 703,13 X 703,13 X
Extrato a 30% 703,13 X 703,13 X 703,13 X

Nota: (-) CIM > 1000pg/mL; (x) sem CMM
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Tabela 7 — Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo microbicida minima (CMM) em ug mL%, dos extratos de Vitex
cymosa Bert.

Microrganismos

E.coli Salmonella spp Listeria
monocytogenes

CIM CMM CIM CMM CIM CMM

Casca + Polpa

Verde

Extrato a 20% 703,13 X - X 703,13 X
Extrato a 30% 703,13 X - X 703,13 X
Casca + Polpa

Madura

Extrato 20% - X 703,13 X - X
Extrato a 30% - X 703,13 X - X
Semente Verde

Extrato a 20% 703,13 X - X 703,13 X
Extrato a 30% 703,13 X - X 703,13 X
Semente

Madura

Extrato a 20% - X - X 703,13 X
Extrato a 30% - X - X 703,13 X

Nota: (-) CIM > 1000pg/mL; (x) sem CMM



Figura 6 — Representacéo do ensaio revelado com resazurina a 0,01%.

Fonte: Denis Okoba, 2015.

5.2.1. Comparacdo dos valores de CIM e CMM contra 0s microrganismos

Em relacdo ao fruto de Byrsonima cydoniifolia A. Juss, 0s extratos da
semente verde e madura tiveram atividade inibitoria contra as cepas de E.coli,
Salmonella spp e Listeria monocytogenes, apresentando valores de CIM menor
que 1000 pg mL?. Os extratos da casca+polpa verde e madura, somente néo
apresentaram valores de CIM menor que 1000 ug mL™ frente as cepas de E.col.
Os valores de CMM foram registrados com os extratos da casca+polpa verde
contra Listeria monocytogenes (703,13 ug mL* e 1406,25 pg mL™Y) como mostra
a Tabela 5.

Os extratos derivados da semente verde e madura do fruto de Pouteria
glomerata (Mig.) Radlk, demonstraram ac&o inibitéria contra os trés
microrganismos, com valores de CIM menores que 1000 pg mL™* como mostrada
natabela 6. A CMM foi registrada pelos extratos da casca+polpa verde e madura
contra a Salmonella spp e Listeria monocytogenes, com valores de 1406,25 ug

mLL.

Segundo a Tabela 7, os extratos derivados das partes; casca com polpa
verde e semente verde de Vitex cymosa Bert, nas concentracdes testadas,
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demonstraram atividade inibitéria contra os microrganismos E.coli e Listeria
monocytogenes. As partes, casca com polpa madura e semente madura do
mesmo fruto, inibiram o0s microrganismos Salmonella spp e Listeria
monocytogenes, com valores de CIM menor que 1000 pug mL*. Entretanto, ndo
foram registrados valores de CMM neste teste contra 0S mesmos

microrganismos.

Em relac&o a sensibilidade microbiana, a Listeria monocytogenes foi o
microrganismo mais sensivel, sendo inibida pela maioria dos extratos dos trés
frutos testados em comparacéo aos microrganismos E.coli e Salmonella spp que

apresentaram uma sensibilidade menor.

Os valores de CMM foram registrados com mais frequéncia nos testes
envolvendo os extratos de Byrsonima cydoniifolia A. Juss, e de Pouteria
glomerata (Miq.) Radlk, contra os microrganismos do tipo Listeria
monocytogenes. No presente estudo, ndo foram registrados valores de CMM

contra o E.coli em todos os testes envolvendo os trés frutos.
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6. DISCUSSAO
As plantas possuem diversos metabolitos secundarios nas suas
estruturas quimicas que apresentam propriedades antimicrobianas contra 0s
microrganismos que sao transmitidos para o0 homem por meio do consumo dos
alimentos de origem animal, principalmente as carnes (BUSATTA et al., 2008;
CARRAMINANA et al., 2008).

Além disso, é possivel que a atividade antimicrobiana observada no
presente estudo, esteja relacionada aos metabolitos secundéarios contidos nos
frutos do Pantanal selecionados. Esse fato, foi afirmado por Santos (2015), que
estudou atividade antimicrobiana dos frutos de Genipa americana L. (jenipapo),
Dipteryx alata Vog. (baru) e Vitex cymosa Bert. (tarumd) contra o0s
microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans e relacionou esse potencial antimicrobiano a

possivel presenca dos compostos bioativos.

No presente estudo, somente o extrato a 30% da casca+polpa madura de
Byrsonima cydoniifolia A. Juss mostrou atividade com halo de inibi¢géo (8,0 £ 1,0
mm) contra a E.coli, enquanto nenhum extrato foi ativo contra a Salmonella spp.
A Listeria monocytogenes foi sensivel frente a maioria dos extratos deste fruto.
Esses resultados sdo semelhantes ao estudo com o extrato metandlico das
folhas do género Byrsonima que apresentou halos de inibigcdo (> 8 mm) frente a
E.coli (PEREIRA, 2011), porém divergem de outra pesquisa que mostrou halos
de inibicdo (> 9 mm) contra a Salmonella spp (MICHELIN et al., 2008).

Os extratos de Pouteria glomerata (Miq.) Radlk, demonstraram atividade
inferior (halos < 8 mm) contra as cepas de E.coli e Salmonella spp, enquanto a
Listeria monocytogenes foi sensivel aos extratos desta espécie com halos de
inibicdo de até 13 mm. Esses resultados mostram que essas bactérias Gram
negativas ndo foram sensiveis a esses extratos nas concentragfes testadas,
sendo semelhante com os dados relatados com os extratos etandlicos de
Pouteria ramiflora Radlk, Pouteria torta e Pouteria venosa (SILVA, 2013;
SANTOS et al., 2014).
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A espécie Vitex cymosa Bert, apresentou atividade inferior (halos < 8 mm)
contra E.coli e Salmonella spp, porém os extratos da casca + polpa verde a 30%
e semente madura, inibiram o crescimento da Listeria monocytogenes. A
capacidade dos extratos desta espécie de inibir o crescimento desta bactéria
Gram-positiva, foi semelhante a atividade inibitéria apresentada pelo 6leo
essencial do fruto desta mesma espécie contra as bactérias Staphylococcus
aureus, Staphylococcus aureus MRSA, Lactobacillus casei e Streptococcus

mutans mostrada por Fonseca et al.,2006.

A diferenca significativa observada entre os halos de inibic&o dos extratos
de cada fruto, sugeriu que a concentragao do extrato, parte do fruto testado e o
estadio da maturacdo do fruto, foram fatores importantes que provavelmente
influenciaram na acgé&o inibitéria dos metabolitos secundarios presentes contra 0s

microrganismos selecionados.

Os resultados do presente estudo mostraram que entre o0s trés
microrganismos envolvidos; E.coli, Salmonella spp e Listeria monocytogenes, a
bactéria Gram-positiva se mostrou mais sensivel aos extratos testados,
sugerindo que seja por causa da morfologia estrutural dessa bactéria. Segundo
Tadeg et al. (2005), as bactérias Gram negativas, principalmente a E.coli, séo
citadas por apresentarem resisténcia contra muitos agentes antimicrobianos,

assim como se mostraram menos sensiveis aos extratos deste estudo.

Entretanto, quanto aos extratos que n&o inibiram o crescimento dos
microrganismos, vale salientar que a auséncia de halo de inibicdo n&o significa
auséncia de substancias antimicrobianas em outras partes da planta ou nos
presentes extratos, pois as moléculas menos polares ou as que possuem uma
elevada massa molecular se difundem com menor velocidade no meio em que
se encontram (VIRTUOSO et al., 2005). Desta forma, o presente estudo
trabalhou com extratos hidroalc6olicos que sdo fortemente polares e que
possivelmente, podem ter influenciado na auséncia de atividade antimicrobiana

satisfatdria em alguns extratos contra os microrganismos selecionados.

Em relagdo ao antibiograma realizado com os microrganismos E.coli,
Salmonella spp e Listeria monocytogenes, a azitromicina 15 pg mostrou halos

de inibicdo considerados como sensiveis segundo a classificacdo da CLSI
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(2013), para este antibidtico assim justificando porque foi escolhido como o

controle positivo para a presente estudo.

Sabe-se que o teste de difusédo em &gar é de carater qualitativo baseado
na difusdo das amostras pelo 4gar para que ocorra a acao esperada, sendo que
a falta de atividade antimicrobiana pode ser devido a difusdo inadequada dos
extratos sob analise (KARAMAN et al., 2003). Portanto, como andlise
complementar, foi realizado o teste de microdiluigdo para determinar a
concentracgao inibitéria minima (CIM), que é considerado um teste quantitativo e
uma técnica melhor para avaliar a suscetibilidade ou resisténcia das bactérias
aos agentes antimicrobianos (OSTROSKY et al., 2008).

A literatura ndo mostra uma classificagdo padrdo para os valores de CIM,
mas segundo Aligiannis et al. (2001), CIM até 500 pug mL* sdo inibidores
potentes, CIM entre 600 e 1500 pg mL* s&o inibidores moderados, CIM maior
que 1600 pug mL* s&o inibidores fracos. Por outro lado, Webster et al. (2008)
consideraram como satisfatério, CIM igual ou menor de 1000 pg mL™.
Considerando a primeira classificagdo, os extratos das partes dos frutos de
Byrsonima orbignyana A. Juss, Pouteria glomerata (Mig.) Radlk e Vitex cymosa
Bert, podem ser classificados como inibidores moderados. Além disso, a maioria
dos resultados desta pesquisa foram satisfatérias de acordo com a segunda

classificacdo por terem apresentado valores menor que 1000 pug mL™.

Os extratos de Byrsonima cydoniifolia A. Juss, foram capazes de inibir o
crescimento dos microrganismos E.coli, Salmonella spp e Listeria
monocytogenes, exibindo valores de CIM de 703,13 pg mL™. Esses resultados
corroboram com a pesquisa realizada por Rivero-Cruz et al. (2009) que
estudaram a atividade inibitéria das espécies do género Byrsonima frente as
cepas de E.coli, os quais apresentaram valores de CIM de 510 a 1080 pg mL™.
Entretanto, os resultados desta pesquisa foram superiores aos valores de CIM
apresentados pelo Michelin et al., (2008) de 6000 pg mL*?, em relacdo as

espécies do género Byrsonima frente a Salmonella spp.

Estudos fitoquimicos realizados em folhas das plantas do género
Byrsonima, isolaram e identificaram compostos quimicos que pertencem ao

grupo das substancias fendlicas e dos terpenos. Os metabolitos secundarios
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mais encontrados nas espécies deste género foram os acidos fendlicos e seus
derivados, os flavonoides e derivados além dos compostos terpénicos e
esteroidais (GIL et al., 2005; PEREIRA, 2011).

Ainda, segundo Prates (2012), foram determinados teores consideraveis
de compostos fendlicos e taninos nos extratos do fruto de Byrsonima cydoniifolia
A. Juss. Rivero-Cruz et al. (2009), isolaram os derivados dos flavonoides e
terpenos presentes nas plantas do género Byrsonima e que demonstraram
atividade antimicrobiana contra bactérias. Por outro lado, Michelin et al. (2008)
observaram acéo antibacteriana nos extratos polares das plantas do género
Byrsonima e relacionaram essa atividade aos compostos fendlicos e os
flavonoides identificados. Desta forma, a atividade antimicrobiana dos extratos
do fruto de Byrsonima cydoniifolia A. Juss. no presente estudo, pode estar
relacionada aos compostos fendlicos e seus derivados, além dos diferentes

flavonoides e terpenos isolados nessas plantas.

A espécie de Pouteria glomerata (Miq.) Radlk, inibiu o crescimento dos
microrganismos E.coli, Salmonella spp e Listeria monocytogenes, apresentando
valores de CIM de 703,13 pg mL™. Esses resultados s&o préximos aos dados
apresentados por Nogueira (2012), que estudou atividade inibitoria das espécies
Pouteria torta (CIM de 500 ug mL!) e Pouteria ramiflora Radlk (CIM de 500 pg
mL?) contra as cepas de E.coli. Entretanto, Silva (2013), estudou atividade
inibitéria das espécies do género Pouteria e evidenciou a resisténcia da E.coli,

frente aos extratos testados.

Batista (2013), pesquisou sobre 0os metabdlitos secundarios presentes no
fruto de Pouteria glomerata (Miq.) Radlk e observou concentragdes maiores de
taninos e compostos fendlicos nesse fruto. Nogueira (2012), isolou os derivados
dos flavonoides e triterpenos presentes no extrato da folha do género Pouteria,
constatando atividade antimicrobiana maior contra as bactérias Gram-positivas
do que com Gram negativas. Santos et al. (2014), observaram resultados
semelhantes e relacionaram essa resposta aos derivados dos compostos
fendlicos presentes nessas plantas. Portanto, o presente estudo sugere que a
atividade antibacteriana da Pouteria glomerata (Miq.) Radlk, estd em grande
parte associada aos efeitos combinados/sinérgicos dos flavonoides e terpenos

presentes.
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Os flavonoides presentes nas plantas do género Pouteria agem através
de um efeito agregante sobre as células bacterianas, sendo provavel que os
mesmos ndo matam as células bacterianas, porém induzem a formagéo de
agregados, diminuindo a &rea de superficie e 0 consumo de oxigénio resultando
na falta da sintese de acidos nucleicos (CUSHNIE e LAMB, 2011; MICELI et al.,
2011).

Por outro lado, os triterpenos presentes representam uma das classes de
metabdlitos secundarios mais ativos quanto a atividade antimicrobiana;
entretanto, o seu mecanismo de ac¢do nado estd claramente estabelecido
(CHUNG et al., 2011).

Os valores de CIM de 703,13 ug mL?, apresentados pelos extratos da
espécie Vitex cymosa Bert, mostraram atividade inibitéria contra o0s
microrganismos E.coli, Salmonella spp e Listeria monocytogenes, diferente do
estudo desta mesma espécie realizado por Santos (2015), que mostrou valores
de CIM maiores que 1000 pug mL™ frente as cepas de E.coli. Segundo Santos
(2007), esta variacdo da atividade inibitoria sugere que as plantas do mesmo
género ou espécie podem ter uma composi¢ao quimica diferente, apresentando
concentracdes diferentes de seus metabolitos secundarios, o que pode ser

influenciada pelas condi¢Bes climéticas ou de cultivo da regiéo.

O perfil fitoquimico do fruto de Vitex cymosa Bert.,, apresenta
consideraveis teores de metabdlitos secundarios; compostos fendlicos, taninos
e terpenos na sua estrutura quimica (LEITAO et al., 2011; TAVARES e RAMOS,
2012). Fonseca et al. (2006), evidenciou a presenca de 0leos essenciais nesse
fruto em que foi isolado o butandlido; y-decalactona que, segundo Hashemi et
al. (2013), é capaz de inibir o crescimento das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Portanto, o presente estudo sugere que a atividade antibacteriana do
nosso extrato de Vitex cymosa Bert., pode ser, em parte, pela presenca desses

butandlidos, além dos compostos fendlicos, taninos e terpenos.

N&do foram encontrados, na literatura, estudos que avaliam a
susceptibilidade da bactéria Listeria monocytogenes na presenca dos extratos
das plantas dos géneros Byrsonima, Pouteria ou Vitex, assim o presente estudo

mostrou a importancia desses frutos como possiveis agentes antimicrobianos
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contra bactérias que podem causar complicacdes severas de salude em

determinados grupos da populagao.

Ao analisar os resultados, foi evidente que a Listeria monocytogenes,
uma bactéria Gram-positiva, foi sensivel frente a maioria dos extratos testados
em comparagdo com as bactérias Gram negativas; E.coli e Salmonella spp.
Esses resultados estdo de acordo com estudos preliminares que constataram
maior sensibilidade das bactérias Gram-positivas na presenga dos metabdlitos
secundarios que possuem potencial antimicrobiano (TADEG et al., 2005; SILVA,
2013).

Ainda, a partir dos resultados do presente estudo, foi observado que os
extratos das sementes de Byrsonima cydoniifolia A. Juss e Pouteria glomerata
(Mig.) Radlk, foram mais ativas do que os extratos da casca+polpa das mesmas
especies frente as trés bactérias selecionadas, apresentando valores de CIM
menor que 1000 pug mL*. Por outro lado, tanto os extratos das partes verdes
quanto os das partes maduras do fruto de Vitex cymosa Bert., inibiram os trés
microrganismos testados. Isso demonstra que as diferentes partes do fruto e da
planta em geral, apresentam diferentes compostos quimicos em termos de
qualidade e quantidade, podendo resultar em diferentes atividades biol6gicas
(PEREIRA, 2011).

O teste da CMM possibilitou identificar se a inibi¢&o foi bacteriostéatica ou
bactericida e revelou que os extratos da casca+tpolpa verde de Byrsonima
cydoniifolia A. Juss, e Pouteria glomerata (Miq.) Radlk., apresentaram acéo
bactericida contra a Listeria monocytogenes, enquanto, o extrato a 20% da
casca+polpa madura de Pouteria glomerata (Miq.) teve agéo bactericida contra
a Salmonella spp. Os demais extratos com valores de CIM menor que 1000
pg/mL, apresentaram acgdo bacteriostatica frente aos trés microrganismos
selecionados, justificando a capacidade antibacteriana dos metabolitos
secundarios presentes nas trés espécies de plantas selecionadas para este

estudo.

Apos a andlise dos resultados obtidos por meio dos testes de atividade
antimicrobiana das trés espécies de plantas utilizadas neste estudo, foi

constatado que os extratos hidroalcéolicos dos frutos de Byrsonima cydoniifolia
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A. Juss., Pouteria glomerata (Miq.) Radlk. e Vitex cymosa Bert., apresentam
capacidade de inibir o crescimento de bactérias transmitidas por alimentos, entre

eles, os produtos carneos.
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7. CONCLUSOES

Os frutos canjiqueira, laranjinha de pacu e taruma apresentaram atividade
antimicrobiana contra as bactérias Escherichia coli, Salmonella spp, Listeria

monocytogenes.

Os trés frutos apresentaram maiores halos de inibicdo e valores
significativos da concentracdo inibitéria minima em relacdo a Listeria
monocytogenes do que a E.coli e Salmonella spp, sendo que entre as trés
bactérias, a Listeria monocytogenes foi a mais sensivel aos extratos dos frutos
selecionados.

Os frutos canjiqueira e laranjinha de pacu, se destacaram por apresentar
acao bactericida contra a Listeria monocytogenes e Salmonella spp.

No antibiograma das cepas, a azitromicina 15 pg se destacou por
apresentar halos de inibicdo sensiveis contra as trés bactérias selecionadas.

Estudos futuros séo necessarios para esclarecer os mecanismos de agcéo
dos frutos selecionados e a possivel incorporagédo desses como alternativos para
antibidticos promotores de crescimento e conservantes quimicos usados em

alimentos.
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