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RESUMO

Potencial antimicrobiano de residuos agroindustriais sobre Listeria
monocytogenes

Os compostos fendlicos e os glucosinolatos vém sendo pesquisados quanto a
atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos patogénicos, dentre eles a
Listeria monocytogenes, um perigoso contaminante de alimentos. Este trabalho teve
como objetivo principal avaliar residuos agroindustriais com atividade contra Listeria
monocytogenes, bem como identificar a composi¢gdo quimica, visando a aplicagao na
industria de alimentos. Neste trabalho foram analisados 23 residuos agroindustriais. Os
extratos destes residuos foram preparados a partir de cinco solventes (hexano;
cloroformio; acetato de etila; etanol:agua (80:20 v/v) e agua), os quais foram utilizados
na avaliagdo do potencial antimicrobiano contra Listeria monocytogenes por meio do
teste de difusdo em agar. Os extratos que apresentaram resultado positivo foram
selecionados para as analises de Concentragao Inibitéria Minima (CIM), Concentragéo
Bactericida Minima (CBM), citometria de fluxo e composig¢ao quimica por CG-EM. A L.
monocytogenes mostrou-se sensivel apenas aos extratos aquosos de talo de brécolis e
casca de abobora moranga e extrato cloroférmico de semente de mamao apresentando
valores de CIM de 102,4 mg/mL, >102,4 mg/mL e de 6,4mg/mL, respectivamente. A
analise de citometria de fluxo demonstrou alteragdes na morfologia das células, frente
aos extratos testados. A principal acao dos extratos foi em funcdo da inibicado do
crescimento do microrganismo e da redugdo de sua populagdo. Os extratos
apresentaram uma composi¢ao quimica peculiar. Nos extratos de talo de brocolis e
casca de abdbora foram encontrados alguns acidos fendlicos e organicos, enquanto
que no extrato de semente de mamao o unico composto encontrado com potencial
antimicrobiano foi o benzil-isotiocianato. Diante da dificuldade em evitar a
contaminagdo de alimentos por L. monocytogenes, a utilizacdo de compostos
antimicrobianos naturais derivados de residuos agroindustriais se mostra promissora e
pode ser uma alternativa para auxiliar na seguranga dos alimentos.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes; Residuos agroindustriais; Antimicrobianos
naturais
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ABSTRACT

Antimicrobial potential of agroindustrial residues on Listeria monocytogenes

The phenolic compounds and glucosinolates have been investigated for their
antimicrobial activity against several pathogenic microorganisms, including Listeria
monocytogenes, a dangerous contaminant of food. This study has as main objective
valuate agroindustrial residues with activity against Listeria monocytogenes, well as
evaluate the chemical composition, aimed at their application in food industry. In this
work we analyzed 23 agroindustrial residues. The extracts of these residues were
prepared from five solvents (hexane, chloroform, ethyl acetate, ethanol:water (80:20
v/v) and water), which were used in evaluating the antimicrobial potential against
Listeria monocytogenes by the agar diffusion test. The extracts that tested positive were
selected for analysis of Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal
Concentration (MBC), flow cytometry and chemical composition by GC-MS. L.
monocytogenes showed sensibility only to aqueous extracts of stalk of broccoli and peel
pumpkin and chloroform extract of papaya seed showing MIC values of 102.4 mg /
mL,> 102.4 mg / mL and 6.4 mg / mL, respectively. The flow cytometry analysis showed
changes in cell morphology, front of to tested extracts. The main action of the extracts
was as a function the inhibition of growth of microorganisms and reducing its population.
The extracts showed a peculiar chemical composition. In extracts of broccoli stalks and
peel pumpkin were found some phenolic acids and organic, while the extract in papaya
seed found the single compound with antimicrobial potential was benzyl-isothiocyanate.
Given the difficulties in preventing food contamination by L. monocytogenes, the use of
natural antimicrobial compounds derived from agroindustrial residues shows promise
and can be an alternative to aid in safety of food.

Keywords: Listeria monocytogenes; Agroindustrial waste; Natural antimicrobials
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1 INTRODUCAO

O Brasil, por ser um pais de grande atividade agricola, € um dos que mais
produzem residuos agroindustriais. Produtores e industrias enfrentam o problema de
descarte da biomassa residual que, embora seja biodegradavel, necessita de um tempo
minimo para ser mineralizada, constituindo-se numa fonte de poluentes ambientais
(GUERRERO; BRITO, 1995). O uso de residuos agricolas como substratos aplicaveis
em diversas areas, além de poder ser economicamente viavel, pode ajudar a resolver
0os problemas ambientais decorrentes do seu acumulo na natureza (ATLAS DE
ENERGIA ELETRICA DO BRASIL, 2008; ALEXANDRINO et al., 2007; KAUR et al.,
2008).

Durante o seu desenvolvimento, as plantas sintetizam compostos caracterizados
como metabdlitos secundarios, que desempenham um papel importante na protecdo das
plantas contra uma série de fatores externos (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN;
PASCHOLATI, 2008). Entre os diversos compostos metabolizados estdo os compostos
fendlicos e os glucosinolatos, estes ultimos presentes apenas em algumas familias de
vegetais como a familia Brassicaceae e Caricaceae (NIELSEN; RIOS, 2000; FAHEY;
ZALCMANN; TALALAY, 2001; NAKAMURA et al.,, 2007). Estes compostos e seus
produtos de hidrolise tém sido vastamente explorados como antioxidantes naturais,
estando também em evidéncia como substancias com propriedades antimicrobianas
(LUCIANO et al., 2008; SHIN; MASUDA; NAOCHIDE, 2004; WEN et al, 2003;
BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Os subprodutos agroindustriais sdo boas
fontes destes compostos e abrem espaco para uma série de perspectivas, principalmente
para sua aplicacédo na industria de alimentos.

No grupo dos compostos fendlicos, sdo explorados os acidos fendlicos, os
flavondides e os taninos, e dos derivados dos glucosinolatos, os isotiocianatos sdo os
mais difundidos com potencial antimicrobiano (AYAZ et al., 2008; BAYDAR; OZKAN;
SAGDIC, 2004; BLAZEVIC et al., 2010). A atividade antimicrobiana desses compostos
tem sido demonstrada contra uma variada gama de bactérias e o0 mecanismo de agao
proposto pode ser o resultado da habilidade desses compostos em formar combinacdes
capazes de alterar a permeabilidade celular microbiana, acarretando a perda de
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macromoléculas do seu interior e/ou podem também interagir com proteinas da
membrana causando uma deformagdo em sua estrutura e funcionalidade (LOPEZ-
MALO VIGIL; PALOU; ALZAMORA, 2005; KIM et al., 1995).

A Listeria monocytogenes € uma bactéria que cresce sob temperatura de
refrigeracado (4° a 10°C) e é o agente etiologico da listeriose, uma severa infeccao
alimentar (LORBER, 2007). A bactéria atinge principalmente pessoas com o sistema
imunoldégico comprometido ou ainda em desenvolvimento e qualquer alimento de
origem vegetal ou animal pode apresentar quantidade variada dessa bactéria
(BUCHOLZ; MASCOLA, 2001; JAY, 2005; SMITH et al., 2003). A Listeria pode
contaminar saladas, pratos prontos para o consumo e até alimentos refrigerados. Em
diversos paises foram relatados varios casos que resultaram em infecgdo invasiva,
tendo como veiculos o leite, queijo fresco, manteiga, truta defumada, produtos feitos de
carne de porco prontos para o consumo, dentre outros (FLEMING et al., 1985;
MACDONALD et al., 2005; LYYTIKAINEN et al.,, 2000; MIETTINEN et al. 1999;
GOULET et al., 1998).

Este trabalho tem como objetivo principal identificar residuos agroindustriais com
atividade contra Listeria monocytogenes, bem como identificar a composi¢ao quimica,

visando aplica¢do na industria de alimentos.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliografica

2.1.1 Producao de frutas e hortaligcas no Brasil

O Brasil € um dos trés maiores produtores de frutas do mundo. Sua produgéo
superou 43 milhdes de toneladas em 2008, representando 5% da produ¢do mundial
(SERVICO BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS -
SEBRAE, 2009). Na regido Sudeste destaca-se o Estado de Sdo Paulo, como um forte
produtor de laranja, que além de atender o mercado nacional também fornece a fruta
para a exportagdo. O Sul se destaca na producédo de uva, com evidéncia para o Rio
Grande do Sul como principal produtor, € maga, onde Santa Catarina lidera o ranking
nacional de produc¢ao da fruta. Na regido Nordeste o agronegdcio se sobressai com a
producao de variedades de frutas como banana, manga, uva, meldo, abacaxi e maméo
e no Norte o destaque séo as frutas nativas da Amazénia, onde o agai € a fruta em
maior evidéncia (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2010).

O setor de hortaligas no Brasil se desenvolveu rapidamente na ultima década,
chegando a uma produgdo de 19,3 milhdes de toneladas em 2008. A produgado se
concentra em grande parte, nas regides Sudeste e Sul, com 75% do total. Os outros
25% estdo distribuidos no Nordeste e no Centro-Oeste. A producdo mundial de
hortalicas ocupa uma area de aproximadamente 89 milhdes de hectares, com volume
total de 1,4 bilhdes de toneladas (ANUARIO BRASILEIRO DE HORTALICAS, 2010). A

tabela 1 apresenta a producéo de algumas frutas e hortalicas no ano de 2009.
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Tabela 1 - Produgéo agricola de algumas frutas e hortalicas no ano de 2009

Produtos Produgéo (milhdes de toneladas)
Banana 7,193
Batata inglesa 3,434
Cebola 1,412
Laranja 18,340
Maca 1,052

Mamé&o 1.8

Tomate 4,204
Uva 1,345

Fonte: INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE (2010), ANUARIO
BRASILEIRO DA FRUTICULTURA (2010).

Segundo dados da Embrapa Hortalicas, do total de hortalicas produzidas no
Brasil, sdo desperdicados em média entre 35% a 40% pds-colheita, enquanto nos
Estados Unidos estas perdas ndo passam de 10% (VILELA et al., 2000).

Através do consumo diario e do processamento de frutas e hortalicas, sao
gerados muitos residuos (folhas inadequadas para o uso, talos, cascas, sementes e
borra do processo industrial) que sao descartados como lixo comum ou sao
direcionados para fabricagdo de ragao animal ou adubo. Os residuos de frutas e
hortalicas podem ser utilizados como matéria prima para novas tecnologias, resultando
em redugao das perdas, gerando mais receitas e melhorando a qualidade de vida da

populagao.

2.1.2 Reutilizagcao de residuos agroindustriais

Nos ultimos anos ha um crescente interesse no reaproveitamento de residuos
agroindustriais. Alguns processos ja s&o aplicados para a exploragdo de residuos
agroindustriais, como por exemplo, a sua utilizagdo na alimentagdo animal ou como
fertilizante, porém o custo de secagem e transporte sdo fatores economicamente
limitantes (GUERRERO; BRITO, 1995).
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Diversas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de utilizar estes materiais
como substratos para a produgdo de substancias com alto valor agregado, tais como:
combustiveis, acidos organicos, enzimas e compostos com propriedades antioxidantes
(ATLAS DE ENERGIA ELETRICA DO BRASIL, 2008; ALEXANDRINO et al., 2007;
KAUR et al., 2008).

Alguns compostos com propriedades antioxidantes podem ser utilizados como
conservantes de alimentos (substancias antimicrobianas), sendo capazes de impedir o
crescimento de microrganismos patogénicos causadores de sérias infec¢gdes de origem
alimentar (AYAZ et al., 2008; LUCIANO et al., 2008; XIA et al., 2010). A utilizacédo
eficiente desses residuos € importante uma vez que pode gerar empregos, agregar

valor aos subprodutos agroindustriais e prevenir problemas de poluicdo ambiental.

2.1.3 Mecanismos de defesa vegetal

Para se proteger do ataque de patdégenos as plantas utilizam sistemas de defesa
gue englobam mecanismos fisicos e bioquimicos para combater o agente agressor. Esses
compostos fazem parte do metabolismo secundario das plantas e s&o sintetizados através
de rotas metabolicas variadas com o objetivo de atuar rapidamente na protegédo da planta
contra o ataque do patégeno (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Os compostos provenientes do metabolismo secundario desempenham um papel
importante na protegdo das plantas e estdo também relacionados com a interagcado das
plantas com o meio ambiente. Desta forma alguns desses compostos atuam na protecao
contra fatores bidticos e abidticos, e podem também estar relacionados com a atragcéo de
agentes polinizadores e dispersores de sementes (LO; NICHOLSON; TREMACOLDI,
2008). Esses compostos distribuem-se nos tecidos da planta, em geral, dentro dos
vacuolos ou podem ser formados imediatamente em resposta a um ataque especifico
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

A resisténcia da planta ao ataque de um microrganismo patogénico pode ser
entendida como a capacidade da planta de atrasar ou evitar o desenvolvimento do
patdbgeno em seus tecidos (GOODMAN et al, 1986). Essa resisténcia envolve a
apresentacdo de um sistema de defesa contra o ataque do invasor abrangendo
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mecanismos estruturais (barreiras fisicas) e bioquimicos (liberagdo de substancias) que
irdo atuar de maneira dinamica para tentar impedir o desenvolvimento do patdégeno ou
gerar condi¢des adversas para a sua sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro (MISAGHI,
1982).

A planta pode apresentar em seus tecidos sadios, substancias armazenadas em
altas concentragdes, durante todo o seu crescimento e desenvolvimento, podendo se
converter em substancias altamente tdoxicas com o inicio da infec¢do (mecanismos
bioquimicos pré-formados) ou ainda, sintetizar substancias em resposta a um ataque,
infecgéo ou injuria, sendo uma resposta temporaria de protegdo (mecanismos bioquimicos
pos-formados) (GATEHOUSE, 2002). Os mecanismos de resisténcia bioquimica das

plantas estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Mecanismos de resisténcia bioquimica das plantas

Mecanismo de resisténcia bioquimico Compostos

Fendis
Alcaldides glicosidicos
Lactonas insaturadas
Glicosideos fendlicos
Pré-formados Glicosideos cianogénicos
Inibidores protéicos
Fototoxinas
Quitinases

B-1,3 glucanases

Fitoalexinas
. Proteinas relacionadas a patogénese
Pés-formados . . o
Espécies ativas de oxigénio

Fototoxinas

Fonte: SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI (2008).

A resposta de resisténcia da planta varia de acordo com o agente patogénico e,
diante deste patdgeno, pode variar em fungdo da idade da planta hospedeira, do érgao
el/ou tecido afetado, do estado nutricional e das condigbes ambientais (LO; NICHOLSON;
TREMACOLDI, 2008).
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Alguns compostos de defesa (contra um patdégeno especifico) podem estar
presentes apenas em uma regido da planta. Um exemplo disto € a antracnose em
cebolas. Walker (1921), em seus estudos, mostrou que cebolas brancas séo susceptiveis
ao fungo Colletotrichum circinans enquanto as cebolas que apresentam coloragao
amarela ou avermelhada séo resistentes ao ataque do fungo. Estudos posteriores
revelaram a presenga do acido protocatecodico, na forma livre, nas cebolas coloridas
(amarelas e avermelhadas) (LINK; ANGEL; WALKER, 1929).

Outros compostos podem ser encontrados em algumas plantas em altas
concentragbes apenas durante uma fase da vida da planta como, por exemplo, durante o
amadurecimento dos tecidos. Este fato ocorre com a presenca do acido ciclico
hidroxamico em milho que é elevada durante a fase de desenvolvimento da planta, porém
diminui com o passar do tempo, ndo sendo encontrado nos tecidos amadurecidos. Este
composto esta relacionado com a resisténcia do milho a varios fungos durante o
crescimento da planta (LYONS; NICHOLSON, 1989 apud PASCHOLAT]I, 2008).

Dentre os mecanismos de resisténcia bioquimica pds-formados, € importante
destacar a natureza quimica das fitoalexinas. As fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios
produzidos pelas plantas em resposta a estresses fisicos, quimicos ou biolégicos. O
conceito de fitoalexina € na realidade funcional, pois estas substancias pertencem a
diferentes classes de metabdlitos secundarios (terpenos, flavonoides, dihidrofenantrenos,
cumarinas, alcaldides e etc). Uma mesma substancia pode ou ndo ser considerada
fitoalexina, pois depende se sua sintese € induzida pela presenga do patégeno ou se sua
ocorréncia € verificada como um metabdlito constitutivo, acumulado normalmente pela
planta sadia. Desta forma, uma substancia pode ser um metabdlito constitutivo para uma
espécie e pode ser encontrada em outra como fitoalexina (BRAGA, 2008).

Alguns dos compostos liberados através dos mecanismos bioquimicos de defesa
das plantas tém sido pesquisados com o objetivo de se isolar compostos com potencial
atividade antimicrobiana contra uma variada gama de microrganismos patogénicos.

Dentre eles destacam-se os glucosinolatos e os compostos fendlicos.
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2.1.4 Glucosinolatos

Os glucosinolatos sao anions organicos contendo glicose e enxofre formando um
tioglicosideo ligado a uma cadeia lateral (grupo R) derivada de aminoacidos. Estao
separados fisicamente da enzima mirosinase (tioglucosideo glucohidrolase, EC 3.2.3.1),
uma classe de enzimas responsaveis pela sua hidrélise. O contato entre a enzima e os
glucosinolatos pode ocorrer devido a lesdo fisica do tecido vegetal ou pelo seu
processamento para uso na alimentacdo (corte, mastigagdo, agitagcdo, cozimento e
congelamento/degelo). Com a hidrélise e/ou degradacdo térmica dos glucosinolatos
varios produtos sao formados, entre eles os isotiocianatos, as nitrilas, os tiocianatos, as
epitionitrilas e as oxazolidina-tionas (Figura 1) (FAHEY; ZALCMANN; TALALAY, 2001;
VIG et al., 2009).
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Figura 1 - Glucosinolatos e seus produtos de hidrdlise

Fonte: VIG et al. (2009)

Os glucosinolatos tém uma ocorréncia restrita em um numero relativamente
pequeno de familias vegetais, podendo ser encontrados nas sementes, raizes, caules e
folhas destas plantas. Estdo presentes, em geral, em vegetais da familia Brassicaceae

(mostarda, brocolis, couve, nabo, rabanete, repolho, couve-flor, agrido) e



27

especificamente em Carica papaya (mamao) (NIELSEN; RIOS, 2000; FAHEY;
ZALCMANN; TALALAY, 2001; NAKAMURA et al., 2007).

Dos derivados dos glucosinolatos, os isotiocianatos sao conhecidos como os
mais reativos biologicamente, e se destacam por apresentarem um largo espectro de
atividade contra microrganismos patogénicos (bactérias e fungos), nematdides, insetos
e ervas daninhas. Atualmente este grupo de compostos tem despertado um grande
interesse no mundo cientifico devido ao seu potencial anticarcinogénico. Dentre os
isotiocianatos com reconhecida atividade antimicrobiana destacam-se o benzil-
isotiocianato, o feniletil isotiocianato e o alil isotiocianato (BLAZEVIC et al., 2010;
DELAQUIS; SHOLBERG, 1997; LUCIANO et al., 2008; SHIN; MASUDA; NAOHIDE,
2004).

2.1.5 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sao substancias naturalmente presentes na maioria dos
vegetais (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Quimicamente podem ser
definidos como substéncias que possuem um anel aromatico contendo um ou mais
grupos hidroxila e s&o derivados principalmente do metabolismo do acido chiquimico e/ou
da via do acetato. Alguns deles podem estar armazenados nas células (pré-formados) e
outros podem ser sintetizados especificamente em resposta ao ataque de um agente
patogénico (fitoalexinas) (BRAGA, 2008). Sado bem conhecidos como substancias
fungitoxicas, antibacterianas e antiviroticas em plantas. O efeito inibitorio varia entre os
diferentes compostos deste grupo (AYAZ et al., 2008; BAYDAR; OZKAN; SAGDIC, 2004;
WEN et al., 2003; RODRIGUEZ VAQUERO; ALBERTO; NADRA, 2007a).

O mecanismo de acao dos compostos fendlicos ainda ndo estd completamente
elucidado, porém supbe-se que sua agao pode estar relacionada a alteragcdo da
permeabilidade da membrana bacteriana causando perda de constituintes celulares;
interagdo com enzimas microbianas afetando a atividade enzimatica ou ainda provocando
desnaturagao de proteinas; ou destruicdo ou inativagdo funcional do material genético
(LOPEZ-MALO VIGIL; PALOU; ALZAMORA, 2005; KIM et al., 1995). Destacam-se, pela
sua atividade farmacoloégica, os acidos fenolicos, os flavondides e os taninos.
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2.1.5.1 Acidos fendlicos

Nas plantas é relativamente pequeno o numero de fendis livres. Os acidos fendlicos
se dividem em dois grupos: os acidos hidroxibenzoicos e os acidos hidroxicindmicos
(STALIKAS, 2007).

Os acidos hidroxibenzdicos apresentam uma estrutura Cs-C1 (Figura 2). Dentre os
que compdem esse grupo estdo o acido p-hidroxibenzoico, o acido o-hidroxibenzoico
(acido salicilico), o acido galico e o seu dimero, o acido elagico (os dois ultimos
representados nos taninos hidrolisaveis) (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997;
STALIKAS, 2007).

H
Ry COOH
R Ry
R
Nome R1 R2 R3 R4
Acido Benzéico H H H H
Acido p-Hidroxibenzoico H H OH H
Acido Vanilico H OCH; OH H
Acido Galico H OH OH OH
Acido Protocatéquico H OH OH H
Acido Siringico H OCHj OH OCH;
Acido Gentisico OH H H OH
Acido Veratrico H OCH; OCH,4 H
Acido Salicilico OH H H H

Figura 2 - Estruturas de acidos hidroxibenzoicos
Fonte: STALIKAS (2007)
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Os acidos hidroxicindmicos apresentam uma estrutura Cs-C3 (Figura 3). Dentre eles
os mais difundidos na natureza sao o acido p-cumarico, o acido caféico, o acido ferulico e
o0 acido sinaptico (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Podem ser
encontrados na forma livre e em grande numero de diferentes formas esterificadas. O
acido clorogénico (éster do acido quinico) e o acido rosmarinico (presente no alecrim) séo
exemplos de formas esterificadas (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; CUNHA,
ROQUE, 2009).

Nome R1 R2 R3 R4
Acido Cinamico H H H H
Acido o0-Cumarico OH H H H
Acido m-Cumérico H OH H H
Acido p-Cumarico H H OH H
Acido Fertlico H OCH; OH H

Acido Sinapico H OCH; OH OCH;
Acido Caféico H OH OH H

Figura 3 - Estruturas de acidos hidroxicinamicos
Fonte: STALIKAS (2007).

Os acidos fendlicos quando sob a forma de ésteres ou de heterosideos sao
soluveis em agua e em solventes orgéanicos polares (metanol, etanol), enquanto que sob a
forma de acido sdo soluveis nos solventes organicos em meio acido (CUNHA; ROQUE,
2009).
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Apresentam propriedade antioxidante e acredita-se que sua capacidade de
sequestrar radicais livres ocorra através da capacidade de doacdo de um atomo de
hidrogénio, que pode variar em fungdo do composto doador (ROBBINS, 2003).

2.1.5.2 Flavonoides

Os flavondides estao entre os compostos naturais mais disseminados em plantas,
registrando mais de 8.000 deles, tanto em estado livre quanto como em glicosideos. Sua
estrutura quimica baseia-se num esqueleto de carbono Cs-C3-Cg, dispostos em trés anéis,
rotulados como A, B e C (Figura 4). As principais categorias estruturais gerais dos
flavondides sdo as flavonas, as flavanonas, os flavondis, as antocianidinas e as
isoflavonas (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; STALIKAS, 2007).

Figura 4 - Estrutura basica dos Flavonoides
Fonte: STALIKAS (2007).

Os flavondides estdo presentes, em geral, em folhas, flores e frutos, porém
podem também ser encontrados em sementes, nozes, graos, especiarias e em diversas
plantas medicinais. Estdo presentes também em vinhos e chas (PIETTA, 2000).

Estdo relacionados a diversas fungdes de significado biolégico nas plantas.
Podem atuar na protecao das células vegetais contra estresse através do sequestro de
radicais livres, estdo associados a defesa contra insetos indesejaveis e atuam também
como sinais para agentes polinizadores, devido a sua influéncia na coloragdo das
plantas (WANG; CAO; PRIOR, 1997). Diversos estudos associam ainda, o papel
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preventivo do consumo de frutas e hortaligas na prote¢cdo contra o cancer e doengas
cardiacas e a participagcdo dos flavonodides nessa prevengao (DIXON; PASINETTI,
2010; GHOSH; SCHEEPENS, 2009).

Uma das fung¢des dos flavondides (assim como dos polifendis) esta relacionada a
protecdo das plantas contra a invasido microbiana. Sendo assim, ha um crescente
interesse na sua atuagdo no combate a microrganismos patogénicos ao homem, e sua
aplicagao cogitada como conservante em alimentos e até mesmo no combate as
doencas de origem microbiana em seres humanos (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

2.1.5.3 Taninos

Os taninos sdo substancias complexas muito disseminadas no reino vegetal.
Ocorrem em geral como uma mistura de polifenois, sdo hidrossoluveis, de carater
adstringente e apresentam como caracteristica marcante a precipitacdo de proteinas. De
acordo com suas caracteristicas estruturais, podem ser classificados como taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997;
BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Os taninos hidrolisaveis sdo formados a partir da esterificagdo do acido galico ou do
acido hexaidroxidifénico e/ou seus derivados com um acgucar (geralmente a glicose).
Apresentam esse nome, pois sdo facilmente hidrolisados, produzindo os respectivos
acidos fendlicos e o agucar correspondente. O acido hexaidroxidifénico, apds hidrolise,
rapidamente se lactoniza formando o acido elagico (BATISTA, 2009).

Os taninos condensados s&o polimeros formados por moléculas de
leucoantocianidinas (3,4-flavanodidis) e/ou de catequinas (3-flavandis). A reatividade
dessas moléculas promove a reagdo de condensagdo e a formacado do polimero. Os
taninos condensados também sido conhecidos como proantocianidinas, uma vez que,
apos o tratamento com acido quente, dao origem as antocianidinas (DIXON; XIE;
SHARMA, 2005).

Os taninos podem ser encontrados em folhas, frutos, cascas e madeira de plantas
que produzem esses metabdlitos. Suas concentragées podem variar em funcdo dos
orgaos da planta, idade, espécie e estado de desenvolvimento (predominando em frutos
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verdes). Em uma mesma planta podem ser encontrados tanto os taninos hidrolisaveis
quanto os condensados (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

O papel biolégico de muitos taninos, nas plantas, esta relacionado com a
protecédo contra insetos, bactérias e fungos, e assim como outros compostos fendlicos,
demonstram propriedades antioxidantes, antimutagénica e anticarcinogénicas (GULCIN
et al., 2010; SCALBERT, 1991; WU et al., 2004).

Como medicamento, os taninos sdo usados no tratamento de diarréias, problemas
estomacais, como antiinflamatérios, antissépticos e hemostaticos. Apresentam também a
propriedade de precipitar alcaloides (exceto a morfina) e metais pesados, podendo ser
empregados como um antidoto nos envenenamentos com esses compostos (BATISTA,
2009).

A atividade antimicrobiana dos taninos esta baseada em trés hipéteses: acao dos
taninos sobre a membrana celular de bactérias e fungos, provocando alteracdo do
metabolismo microbiano; inibicdo de enzimas microbianas e/ou complexacdo com os
substratos dessas enzimas; complexagdo com ions essenciais ao metabolismo das
bactérias e fungos (AKIYAMA et al., 2001; SCALBERT, 1991).

2.1.6 Atividade antibacteriana de compostos de origem vegetal

Diversos trabalhos tém sido realizados para avaliar a atividade antimicrobiana de
compostos de origem vegetal sobre uma vasta gama de bactérias.

Al-Habib et al. (2010) demonstraram a atividade antibacteriana de extratos de
sementes e bagacos de uva contra Staphylococcus aureus, resistentes a meticilina. O
extrato bruto de sementes de uva apresentou inibicdo de todas as cepas testadas na
concentracao de 3 mg/ml. A atividade antibacteriana foi bactericida, demonstrando um
rompimento da parede celular das bactérias através das analises de microscopia
eletrénica de transmissédo e varredura.

Rodriguez Vaquero et al. (2007b) avaliaram as propriedades antimicrobianas de
flavondides puros (rutina, catequina e quercetina), acidos fendlicos (galico, vanilico,
protocatecuico e caféico) e polifendis totais de trés variedades de vinhos argentinos

(Cabernet Sauvignon, Malbec e Merlot) contra Listeria monocytogenes e constataram que
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o acido caféico e os flavondides rutina e quercetina foram os compostos com maior
atividade inibitéria sobre L. monocytogenes.

Ganan et al. (2009) estudaram o potencial antimicrobiano do vinho e alguns de
seus compostos sobre Campylobacter jejuni. Eles verificaram que o poder microbicida
do vinho tinto foi maior do que o vinho branco, e ainda que os acidos galico e p-
hidroxibenzdico reduziram a viabilidade de C. jejuni em concentracbes de apenas 1
mg/L. Outros compostos fendlicos como o galato de metila, a epicatequina, o acido
sinaptico, o acido vanilico e o acido caféico foram microbicidas em concentragbes a
partir de 10 mg/L. O &acido ferulico e o acido cumarico foram eficazes a partir de 100
mg/L. A quercetina e a catequina n&o apresentam agao antimicrobiana sobre a bactéria
na concentracdo de 1000 mg/L.

Rodriguez Vaquero et al. (2007a) investigaram as propriedades antimicrobianas
de compostos fendlicos puros e polifendis de diferentes vinhos contra diversos
patogenos. Foi observado que as espécies bacterianas apresentaram sensibilidades
diferentes para as diferentes concentracées de compostos fendlicos. Escherichia coli foi
a bactéria mais sensivel e Flavobacterium sp. foi resistente contra todos os compostos
fendlicos testados. Todas as amostras de vinho mostraram propriedades
antimicrobianas e a inibigdo aumentou em fungdo do aumento da concentracdo de
polifendis dos vinhos.

Luciano e Holley (2009) verificaram a atividade antimicrobiana de alil isotiocianato
sobre Escherichia coli 0O157:H7. Este composto apresentou maior atividade
antimicrobiana em baixos valores de pH, demonstrando, em pH 4,5 e 5,5 um valor de
CIM de de 25 uL/L, enquanto que em pH 8,5 este valor subiu para 500 pL/L.

Turgis et al. (2009) investigaram como o O6leo essencial de mostarda (que
apresenta como componente principal o alil isotiocianato) afetou a membrana celular de
Escherichia coli O157: H7 e Salmonella typhi. Eles verificaram que o tratamento com o
Oleo essencial afetou a integridade da membrana das bactérias e induziu a uma

diminuigdo da concentracdo de ATP intracelular.
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2.1.7 Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes é uma bactéria anaerobia facultativa, ndo esporulada,
gram-positiva, capaz de crescer rapidamente em agar sangue, produzindo hemdlise
incompleta. Possui 6timo crescimento a temperaturas de 30° a 37°C, mas ao contrario
de outras bactérias também cresce sob temperatura de refrigeragéo (4° a 10°C) e pelo
enriquecimento frio pode ser separada de outras bactérias contaminantes, pela longa
incubacao nessa faixa de temperatura (LORBER, 2007).

Das seis espécies de Listeria (L. monocytogenes, L. seeligeri, L. welshimeri, L.
innocua, L. ivanovii, e L. grayi), apenas a L. monocytogenes é patogénica para seres
humanos. Existem pelo menos 13 sorotipos de L. monocytogenes, mas quase todas as
doencas sao devido aos tipos 4b, 1/2a e 1/2b, limitando a utilidade de sorotipagem para
investigacdes epidemioldgicas (BUCHOLZ; MASCOLA, 2001).

E generalizada na natureza, sendo comumente encontrada no solo, vegetagéo
em decomposicdo, esgotos, agua e como parte da flora fecal de muitos animais. As
maiores taxas de infecgcdo sdo constatadas em lactentes com menos de um més de
vida e em adultos acima dos 60 anos de idade. Gestantes representam cerca de 30%
de todos os casos de listeriose (JAY, 2005; LORBER, 2007).

A Listeria monocytogenes é o agente etiolégico da listeriose, uma severa
infeccdo alimentar. A infeccdo na maioria das vezes comega com a ingestdo de
alimentos contaminados com o microrganismo. A fase oral do inéculo necessaria para
produzir infeccéo clinica € desconhecida. O periodo de incubagao na infecgao invasiva
nao esta bem estabelecido, mas existem provas de alguns casos especificos,
relacionados com a ingestdo do alimento contaminado, que apontam para um periodo
meédio de incubagao de 31 dias, com um intervalo de 11 a 70 dias (LORBER, 2007;
SCHUCHAT; SWAMINATHAN; BROOME, 1991).

No inicio da infeccdo, a listeriose pode se assemelhar a qualquer estado febril,
comum nas viroses e bacterioses. Quando atinge o sistema nervoso central, podem
ocorrer dores de cabecga, confusdo mental, perda do equilibrio e convulsées. Na sua
forma mais grave pode causar meningite purulenta, faléncia multipla de érgéos e

abortos durante os primeiros seis meses de gravidez. A bactéria atinge principalmente
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pessoas com o sistema imunologico comprometido ou ainda em desenvolvimento,
como recém-nascidos, idosos, pessoas com cancer, diabetes ou doengas crénico-
degenerativas, portadores do virus da AIDS e principalmente gestantes (BUCHOLZ;
MASCOLA, 2001; SMITH et al., 2003).

A Listeria monocytogenes é um parasita facultativo intracelular que pode invadir
e se replicar dentro de macréfagos e em outras células n&o fagocitarias, como células
epiteliais e hepatécitos. Quando contraida por via oral, coloniza o trato intestinal, e a
partir deste, invade o tecido, e entra na corrente sanguinea, por onde alcanga outras
células susceptiveis do corpo. Uma vez na corrente sanguinea a disseminagao
hematogénica pode ocorrer em qualquer local (CRUZ; MARTINEZ; DESTRO, 2008;
SCHUCHAT; SWAMINATHAN; BROOME, 1991).

No Brasil, durante trés décadas, o Instituto Oswaldo Cruz (IOC) analisou a
ocorréncia de Listeria monocytogenes, em varias fontes de infeccdo e vias de
transmissdo provenientes de diversas regides do pais. Essa bactéria tem sido
reconhecida como um patégeno de origem alimentar e se tornou uma grande
preocupagao para a industria de alimenros e autoridades sanitarias. A listeriose tornou-
se uma preocupacao no Brasil e no mundo a partir da década de 80, quando ocorreram
surtos, sobretudo na América do Norte, onde a partir dai a saude publica passou a
dedicar uma atencéo especial sobre a prevaléncia da bactéria nos varios veiculos de
transmissao, em particular os alimentos. O trabalho realizado pelo IOC confirmou a
presenga dos mesmos tipos soroldgicos ja identificados em outras partes do mundo e a
predominancia do quadro de meningite nas formas mais graves (FONTOURA, 2006).

Em diversos paises foram documentados varios casos que resultaram em
infeccao invasiva (bacteremia, meningite), tendo como veiculos leite (FLEMING et al.,
1985), queijos moles (MACDONALD et al.,, 2005), manteiga (LYYTIKAINEN et al.,
2000), truta defumada (MIETTINEN et al. 1999), produtos feitos de carne de porco
prontos para o consumo (GOULET et al., 1998), dentre outros. Os surtos diminuiram
gragas as precaugoes higiénicas e sanitarias instituidas nas industrias alimenticias com

0 objetivo de prevenir a contaminagao nos processos de produgédo e armazenamento.
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2.1.8 Métodos para avaliagao da atividade antimicrobiana in vitro

Ha uma variedade de métodos laboratoriais que podem ser empregados para
medir a susceptibilidade in vitro das bactérias aos agentes antimicrobianos. Alguns séo
considerados qualitativos, como os métodos de difusdo e outros quantitativos, como os
meétodos de diluigdo. A aplicacao destes testes pode ser realizada ndo s6 para avaliar a
sensibilidade ou resisténcia de um microrganismo a uma determinada droga, como
também para a investigagdo de novos agentes antimicrobianos. Estes testes sao
frequentemente utilizados para a verificagdo do efeito bactericida ou bacteriostatico,
bem como para a demonstragdo das drogas que exibem esses efeitos (NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS - NCCLS, 2003;
TAVARES, 2009).

2.1.8.1 Teste de difusao

Este teste trata-se de uma prova rapida de susceptibilidade a antimicrobianos,
essencialmente qualitativa. O método de difusdo € geralmente realizado em meio de
cultura sélido e podem ser utilizadas diferentes técnicas para a adicdo do composto ou
extrato a ser testado. As técnicas de aplicacdo da substancia antimicrobiana no método de
difusdo sao por meio de discos de papel, cilindros de porcelana, ou de aco inoxidavel, ou
mesmo orificios feitos no proprio meio de cultura (OSTROSKY et al., 2008; TAVARES,
2009).

Este teste consiste na difusdo da solugdo antimicrobiana no meio de cultura,
estando este inoculado com o microrganismo. O resultado é obtido apds 18-24 horas de
incubacao através da determinacdo do tamanho da zona clara de inibicdo ao redor do
disco ou orificio. O diametro da zona de inibicdo ira depender da atividade da solucéo
antimicrobiana sobre a cepa do teste. A realizagdo deste teste com antibidticos ja
apresenta valores padronizados para tamanhos das zonas de inibicdo para cada
espécie bacteriana e o0 respectivo antibidtico, permitindo, portanto classificar o
microrganismo isolado em resistente, intermediario ou sensivel (TAVARES, 2009;
GOODMAN; GILMAN, 2010).
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Neste teste, a avaliagdo da atividade antimicrobiana pode ser significativamente
influenciada por fatores relacionados ao material a ser utilizado e a execugdo do
método como o tipo e tamanho do disco ou orificio e a espessura e uniformidade do
agar na placa (quando se tratar do teste de difusdo com orificio). O controle rigoroso
destes parametros € fundamental para evitar variagbes e para uma boa resolugcdo dos
resultados (OSTROSKY et al., 2008).

2.1.8.2 Concentragao inibitéria minima

Os meétodos de diluicdo em caldo ou agar sédo igualmente aceitaveis e medem
quantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um determinado
isolado bacteriano (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS - NCCLS, 2003).

Os testes de diluicdo empregam os compostos antimicrobianos em concentragdes
de diluicdes seriadas em meio de cultura solido ou liquido contendo a cultura do
microrganismo a ser testado. A menor concentragdo do agente capaz de impedir um
crescimento visivel depois de 18-24 horas de incubagéo é conhecida como concentragao
inibitéria minima (CIM) (GOODMAN; GILMAN, 2010; NATIONAL COMMITTEE FOR
CLINICAL LABORATORY STANDARDS - NCCLS, 2003), e corresponde a concentragao
bacteriostatica (TAVARES, 2009). Por esse método pode-se determinar, também a
concentragdo bactericida minima (CBM) do agente antimicrobiano. Para isso, transfere-se
uma pequena aliquota dos tubos onde ndo houve crescimento visivel do microrganismo
para placas contendo meio de cultura sdlido, e verifica-se qual a menor concentracao
onde nao houve crescimento (TAVARES, 2009).

Este método pode ser realizado utilizando-se tubos de ensaio, com volume de meio
de cultura variando entre 1 e 10 mL (macrodiluigdo) ou pode também ser realizado
utilizando-se microplacas com 96 pocos, com volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2
mL (microdiluicdo). O parametro utilizado para avaliar o crescimento microbiano pode ser
através da turbidez do meio, ou no caso da microdiluicdo, através de um agente revelador
como a resazurina (um indicador de oxido-redugédo) (OSTROSKY et al., 2008; PALOMINO
et al., 2002).
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O método da microdiluicdo, além da sua sensibilidade e quantidade minima de
reagentes utilizados, apresenta também a vantagem da realizagdo de um maior numero
de repetigbes, acrescendo uma maior confiabilidade nos resultados obtidos (OSTROSKY
et al., 2008).

2.1.9 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma tecnologia capaz de medir e analisar simultaneamente
varias propriedades de uma unica ceélula ou particula em suspensdo. Dentre as
propriedades medidas, informacgdes importantes sdo avaliadas, como a dimensao celular,
a granulosidade/complexidade interna da célula, a morfologia e os compostos
intracelulares com fluorescéncia intrinseca ou passiveis de se ligarem a corantes
fluorescentes (fluorocromos) (GIVAN, 2001).

O citdmetro de fluxo € um aparelho constituido por cinco componentes principais:
fonte de radiagao, lAmpada de mercurio ou laser, uma camara de fluxo, unidades de filtros
Opticos para selegcao de um intervalo de comprimento de onda especifico, fotodiodos ou
fotomultiplicadores para a detecgdo sensivel dos sinais e uma unidade que processa 0s
dados recolhidos (Figura 5) (ALVAREZ-BARRIENTOS et al., 2000; SILVA et al., 2004).
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Figura 5 - Esquema do funcionamento de um citbmetro de fluxo
Fonte: RAHMAN et al. (2011).

Quando uma suspenséo celular é injetada no citbmetro, as células atravessam a
camara de fluxo e um fluido externo, sob regime laminar, focaliza dinamicamente o fluido
da amostra numa regiao estreita e a passagem acontece célula a célula através do feixe
de radiagao, perpendicular ao fluxo. O feixe de radiagdo ao interceptar a célula na camara,
pode sofrer uma dispersao na direcao frontal ou lateral, ou ainda, emitir fluorescéncia se a
célula estiver marcada com um fluorocromo (ALVAREZ-BARRIENTOS et al., 2000; SILVA
et al., 2004).

A radiagcdo dispersa na direcdo frontal (Forward Scatter Channel - FSC) é
detectada diretamente por fotodiodos que coletam informacdes referentes ao tamanho da
célula, podendo também fazer a distingao entre restos celulares e células vivas (RAHMAN
et al., 2006).
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A radiacdo dispersa lateralmente (Side Scatter Channel - SSC) é desviada a 90°
por lentes, espelhos dicroicos e filtros épticos. E focada por fotomultiplicadores e fornece
informacodes referentes a complexidade da célula, como caracteristicas da parede celular
e numero de organelas presentes. O FSC e o SSC s&o unicos para cada célula, e uma
combinagdo destes dois parametros pode ser usada para diferenciar tipos de células
presentes em uma amostra heterogénea (RAHMAN et al., 2006; SILVA et al., 2004).

As medidas de fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda podem fornecer
dados quantitativos e qualitativos sobre as células marcadas com um fluorocromo. Os
citbmetros de fluxo apresentam canais de fluorescéncia (FL) para detectar a luz emitida
em diferentes faixas de comprimento de onda (GIVAN, 2001).

A luz dispersa, bem como a fluorescéncia produzida, sdo captadas e convertidas
em sinais elétricos. O resultado € uma informagdo quantitativa sobre cada célula
analisada. Como uma grande quantidade de células é analisada em um tempo muito curto
pode-se obter rapidamente uma informagéao estatisticamente valida sobre uma populagao
de células (SILVA et al., 2004).

A informacdo que se pode obter dos ensaios de viabilidade sobre os estados
fisiolégicos das células € limitada a dois niveis extremos de atividade metabdlica: o
saudavel, presente em células viaveis com capacidade para se dividirem, e o
correspondente a morte celular. Contudo, a sensibilidade dos microrganismos ao
ambiente em que se desenvolvem contesta a informagao obtida através dos ensaios de
viabilidade, pois células que se encontrem num estado fisiolégico intermediario entre o
metabolicamente ativo e de morte celular podem nao ser contabilizadas (PAPARELLA et
al., 2008).

A vantagem da citometria de fluxo em analisar células individualmente, consiste na
deteccado de uma variedade de estados fisioldgicos intermediarios que realmente existem
numa determinada populagdo. (PAPARELLA et al., 2008; SILVA et al., 2004). Assim a
combinacao de diferentes fluorocromos como o Diacetato de Carboxifluoresceina (cFDA)
e o lodeto de Propideo (Pl) permite identificar grupos de células viaveis, que néo se
encontram metabolicamente ativas, e que também nao estdo mortas (células viaveis, mas
nao cultivaveis). O cFDA, é usado principalmente para a avaliagao da atividade enzimatica

da célula. E um precursor, n3o lipofilico fluorescente que facilmente se difunde através
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das membranas celulares. O grupo diacetato sofre hidrélise dentro do compartimento
intracelular, por esterases inespecificas da célula, ficando aderido a célula a
carboxifluoresceina (cF) que € um o composto fluorescente. Em contraste, o lodeto de
Propideo (Pl) € um corante impermeavel a membrana celular, e se liga a RNA e DNA em
células com membrana danificada (Figura 6) (HOEFEL et al., 2003). Diversos trabalhos
utiizam a combinagdo desses dois fluorocromos para caracterizar diferentes estagios
fisiolégicos de microorganismos. Ananta et al. (2004) estudou o efeito de diferentes
condi¢des de estresse sobre a viabilidade em Lactobacillus rhamnosus. Paparella et al.
(2008) avaliou as respostas fisiologicas de Listeria monocytogenes apds a exposicao a
diferenetes 6leos essenciais como: tomilho, canela e orégano aplicados isoladamente e

em combinag¢ao com NaCl.
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Figura 6 - Representacdo esquematica da ligagdo dos fluorocromos cFDA (A) em uma célula viavel e Pl
(B) em uma célula danificada

Fonte: DOJINDO (2011).

Desse modo pretende-se nessa pesquisa identificar residuos agroindustriais com
atividade contra Listeria monocytogenes, bem como identificar a composi¢do quimica,

visando aplicagao na industria de alimentos.

2.2 Materiais e métodos

2.21 Obtengao dos residuos agroindustriais
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Os residuos agroindustriais foram adquiridos a partir de diferentes localidades. Os
residuos vinicolas foram derivados do processamento de uvas tintas e brancas fornecidos
pela Embrapa Uva e Vinho - RS e Embrapa Semi-Arido - PE. Os residuos de goiaba e
tomate foram fornecidos pela Cépera - Agroindustrial, localizada em Ibitirama-SP. O
residuo de alcachofra foi proveniente da Agroindustria Conservas de Alcachofras Bom
Sucesso em Sao Roque-SP. A pelicula de amendoim foi fornecida pela CAP
Agroindustrial, localizada em Dumont-SP. Os residuos de talo de beterraba, talo de
brocolis, folha/talo de cenoura, casca de abobora moranga, folhas/talo de nabo, casca de
maracuja e folha/talo de rabanete foram adquiridos de hortas e feiras da regido de
Piracicaba — SP. Os demais residuos foram fornecidos pelo Restaurante Universitario da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz’- USP, Piracicaba-SP. A tabela 3

apresenta a relagdo dos residuos e a parte utilizada na extracdo dos compostos.
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Tabela 3 - Residuos agroindustriais utilizados na determinagao da atividade antibacteriana

Residuos Parte utilizada
RO1 Abodbora moranga (Cucurbita maxima Duch.) Cascas
R02 Abobrinha verde (Cucurbita pepo L.) Cascas
RO3 Alcachofra (Cynara scolymus L.) Pétalas das flores
RO4 Alface (Lactuca sativa L.) Folhas
R0O5 Amendoim (Arachis hypogaea L.) Peliculas
RO6 Banana (Musa sp.) Cascas
RO7 Beterraba (Beta vulgaris L.) Talos (parte aérea)
RO8 Brocolis (Brassica oleracea L. var. italica) Talos
R0O9 Cebola (Allium cepa L.) Cascas
R10 Cenoura (Daucus carota L.) Folhas/talos
R11 Goiaba (Psidium guajava) Bagaco (pele e sementes)
R12 Laranja (Citrus sinensis) Cascas
R13 Mamao (Carica papaya L.) Cascas
R14 Mamao (Carica papaya L.) Sementes
R15 Nabo (Brassica rapa var. rapa) Folhas/talos
R16 Maracuja (Passiflora sp.) Cascas
R17 Rabanete (Raphanus sativus L.) Folhas/talos
R18 Tomate (Lycopersicon esculentum) Bagacos (peles e sementes)
R19 Uva Cabernet (Vitis vinifera L.) Engacos e sementes
R20 Uva Isabel (Vitis labrusca) Bagacos
R21 Uva Petit Verdot (Vitis vinifera L.) Bagacos
R22 Uva Syrah (Vitis vinifera L.) Engacos e sementes
R23 Uva Verdejo (Vitis vinifera L.) Engacos e sementes

Todos os residuos foram liofilizados, homogeneizados e armazenados a -18°C.

2.2.2 Preparo dos extratos

Os extratos provenientes dos residuos foram preparados em escala laboratorial
com o emprego de solventes de diferentes polaridades (hexano; cloroférmio; acetato de
etila; etanol:agua (80:20 v/v) e agua), como descrito por Melo (2010).

Os residuos liofilizados foram triturados e 1g de cada residuo foi extraido com 10
mL de cada solvente. Alguns residuos (R01, R02, R04, R05, R06, R07, R08, R11, R12,
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R15, R16, R17, R19 e R20), na extragdo com agua, formaram uma solugdo viscosa e,
portanto adicionou-se outros 10 mL do respectivo solvente para a realizagdo da
extracao.

Durante a extragdo, os extratos foram submetidos a uma agitagdo por ultrassom
durante 15 minutos, em seguida foram centrifugados com velocidade de 5000 rpm por
15 minutos sendo posteriormente filtrados utilizando-se papel de filtro para a separagao
do sobrenadante. O sobrenadante foi entdo concentrado em rotaevaporador e/ou
liofilizado, de acordo com o solvente utilizado. A figura 7 apresenta o fluxograma do

processo de extragéo.
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Figura 7 - Fluxograma geral de extragao

As massas resultantes de cada extragao foram pesadas e redissolvidas em meio
de cultura TSB contendo o surfactante TRITON X-100 (éter p-t-octilfenil polioxietileno) a
3%, para a realizagdo do screening da atividade antimicrobiana dos residuos

agroindustriais.
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2.2.3 Obtencao da cepa de Listeria monocytogenes e preparo do inéculo

A cepa de Listeria monocytogenes ATCC 7644, utilizada durante os
experimentos, foi obtida da cole¢ao de culturas do Laboratério de Higiene e Laticinios,
do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ-USP.

Em tubos inclinados contendo Agar Triptona Soja (TSA) e 0,6% de Extrato de
Levedura foram preparadas culturas estoques do microrganismo, sendo mantidas sob
refrigeracdo a 4°C e cobertas com vaselina estéril, até a realizagdo das analises. Para
utilizacdo nos experimentos, a cepa foi reativada a partir da cultura estoque, em Caldo
Triptona Soja (TSB) acrescido de 0,6% de Extrato de Levedura, por 24 horas a 35°C
sendo posteriormente cultivada em placas contendo TSA. Apds o crescimento
bacteriano, as colénias individuais foram removidas com auxilio de uma alga
microbiolédgica e suspendidas em uma solugdo de NaCl 0,89% estéril. A suspenséo foi
preparada segundo a escala 0,5 de Mac Farland, obtendo-se uma concentragao final
equivalente a 1-2 x 10® UFC/mL.

2.2.4 Screening da atividade antimicrobiana dos residuos agroindustriais

O screening foi realizado como uma avaliagao preliminar para sele¢cao dos extratos
com potencial antimicrobiano. Com esta finalidade foi realizado o teste de difusdo em agar
(formacdo de halo de inibicdo frente ao microrganismo testado). Os extratos que
apresentaram resultado positivo para este teste seguiram para as analises de
Concentragéao Inibitéria Minima (CIM), Concentracao Bactericida Minima (CBM), citometria
de fluxo e avaliagdo da composi¢gdo quimica por cromatografia gasosa acoplada com
espectrometria de massas (CG-EM).

Durante o desenvolvimento da analise de citometria de fluxo, constatou-se a
interferéncia do surfactante Triton X-100 nos resultados. Sendo assim, as andlises de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e
Citometria de fluxo foram realizadas sem a adicdo deste surfactante, e quando necessario,
adicionou-se o surfactante Tween 80 a 0,04% (v/v).
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2.2.4.1 Teste de difusdao em Agar

O método foi realizado de acordo com Duarte et al. (2003), com algumas
modificagdes. Uma aliquota de 50 yL de cada suspensao bacteriana foi inoculada em 50
mL de meio de cultura TSB semi-solido (TSB contendo 7% de agar) a 45°C, sendo a
mistura homogeneizada por meio de um agitador magnético. Apds a homogeneizagéo, o
meio inoculado foi imediatamente distribuido em placas de Petri.

ApoOs a total solidificagcdo do meio foram feitos pogos sobre a superficie do agar
semeado utilizando-se cilindros de ago-inoxidavel (8mm de diametro externo). Apos a
retirada dos cilindros, o meio de cultura no interior dos pogos foi sugado por meio de
uma bomba de vacuo. Foram adicionados no interior de cada po¢go um volume de 40uL
dos extratos. Os extratos foram preparados a uma concentracdo de 3,2 mg/mL. O
surfactante TRITON X-100 diluido em meio de cultura TSB a 3% vl/v, foi utilizado como
controle negativo e como controle positivo foi utilizado uma solugdo de clorexidina
0,12% vl/v. As placas foram mantidas em repouso por 2 horas em temperatura ambiente
para permitir a difusdo dos extratos e, apds esse procedimento, foram incubadas por 24
horas a 35°C. As zonas de inibicdo de crescimento bacteriano foram medidas com
auxilio de uma régua, sendo comparadas aos seus respectivos controles. O

experimento foi realizado em triplicata.

2.2.5 Microtécnica para determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e da

Concentragao Bactericida Minima (CBM) dos extratos

A técnica foi desenvolvida de acordo com as diretrizes do NCCLS (2003), em
microplacas de 96 pogos, nos quais foram adicionados 100 pL de caldo TSB
previamente inoculado com a bactéria. Em seguida foram adicionados 100 pL do
extrato em concentragdes que variaram em diluicdo seriada de razdo 2. Foram
utilizados 4 controles: C1 — TSB, C2 — TSB + Tween 80, C3 — TSB inoculado +
Clorexidina 0,12% (v/v) (controle positivo), C4 —TSB inoculado + Tween 80 (controle
negativo). As microplacas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Apds a incubagéao

foram adicionados 30 pL do corante Resazurina 0,01% (m/v) com o objetivo de verificar,



48

por meio de leitura visual, em quais po¢os houve crescimento bacteriano. Nos pogos
em que o corante ndo mudou de cor, ou seja, permaneceu roxo, foi considerado
auséncia de bactérias viaveis. Qualquer evidéncia na mudanga da coloragao foi
considerado crescimento bacteriano. Para a determinagcdo da CBM, uma aliquota de 10
ML do meio de cultura dos pogos considerados inibitorios foram semeados em placas de
Petri contendo TSA e incubados a 35°C por 24 horas. A CBM foi considerada como a
menor concentragdo na qual ndo houve crescimento de colénias na superficie do meio

de cultura.
2.2.6 Citometria de fluxo
2.2.6.1 Preparo do inéculo

O método foi realizado de acordo com Paparella et al. (2008), com algumas
modificagdes. O microrganismo L. monocytogenes foi reativado a partir da cultura
estoque em meio TSB por 24 horas a 35°C. Este caldo foi utilizado para inocular um
novo caldo TSB por 24 horas a 35°C, sendo este ultimo utilizado para o preparo do
inoculo.

O inéculo foi preparado transferindo-se uma aliquota do meio TSB para um tubo
de vidro. A cultura foi lavada com Tampéao Fosfato Salina (PBS) e centrifugada a 8000
rom a 4°C por 10 minutos, sendo em seguida, ressuspendida em PBS. A suspensao
final foi preparada segundo a escala 0,5 de Mac Farland, obtendo-se uma concentragao

final equivalente a 1-2 x 10® UFC/mL.
2.2.6.2 Preparo dos extratos

Os testes foram realizados partindo-se da concentragao inibitéria minima (CIM),
obtida para cada um dos extratos (item 2.2.5.). Os residuos foram pesados e
solubilizados com PBS, sendo que os residuos com caracteristica apolar (provenientes
da extragdo com os solventes acetato de etila, cloroformio e hexano) foram

solubilizados em PBS sob adicdo de Tween 80 a 0,04% (v/v). Os extratos com
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caracteristica polar, o PBS e a solucéo de clorexidina foram filtrados em membrana de
0,22um. Os extratos com caracteristica apolar ndo foram filtrados visando evitar a
retengdo dos mesmos pela membrana filtrante.

Foram utilizados 4 controles: PBS inoculado (Controle negativo); PBS inoculado
+ Tween 80 (Controle negativo), PBS inoculado + Clorexidina 0,12% (v/v) (controle
positivo) e aquecimento a 70°C por 30 minutos (controle positivo).

2.2.6.3 Analise das amostras por citometria de fluxo

A analise foi realizada no citdbmetro FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA).
O programa Cellquest foi utilizado para aquisigdo dos dados, sendo coletados 10.000
eventos por amostra. Foram avaliados o espalhamento de luz frontal (FS) e espalhamento
de luz lateral (SS) em escala logaritima, analise da area e da largura sobre a curva de
fluorescéncia a 575nm (FL2) em escala linear. Os dados foram analisados com o
programa Summit® versao 4.3.

As amostras de L. monocytogenes foram incubadas com diferentes extratos, em
diferentes tempos de incubacao (1 hora, 3 horas e 5 horas), para a identificagdo do melhor
periodo para a avaliacdo da atividade antimicrobiana de cada extrato testado. Através dos
graficos de tamanho (FS) e granulosidade (SS) foi selecionada a regido onde se
encontrava a L. monocytogenes, descartando artefatos e grumos (Figura 8A). Em funcao
das diferengcas de FS por SS encontradas para as amostras de L. monocytogenes na
presenga dos extratos em relagdo ao grupo controle (L. monocytogenes em solugao
salina), delimitou-se diferentes regides: regido R1 (presente em todas as amostras); regido
R2 e regido R3, as duas ultimas presentes nas amostras de L. monocytogenes tratadas
com extrato e ausentes no grupo controle.

Avaliando-se a relagédo entre a area do sinal (total de fluorescéncia emitido pela
célula durante a passagem pelo laser) e a largura do sinal (o tempo que a célula leva para
passar pelo laser), pode-se selecionar uma regido onde se encontram as células de
interesse excluindo-se assim os grumos que foram adquiridos pelo citdmetro (GIVAN,
2001). O evento dentro deste espalhamento obedece a uma relagdo direta entre area e
largura da fluorescéncia, onde foi tragada uma regido para analise. Assim, qualquer
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evento fora dessa regido (R4 da Figura 8B) nao foi analisado, podendo corresponder a

células grumadas, representando falsos resultados que poderiam comprometer a

qualidade da analise (Figura 8B).
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Figura 8 - Representagdo esquematica da anadlise de citometria de fluxo apds o tratamento com os
extratos. Gréfico representando diferencas de FSC (Tamanho) por SSC (Granulosidade) de
Listeria monocytogenes nas regides R1, R2 e R3 (A). Grafico representando area por largura
de fluorescéncia em FL2 da populagdo de L. monocytogenes da regido R3 (B). Grafico de
fluorescéncia representando as marcagdes dos fluorocromos cFDA em FL1 e Pl em FL2 da

regido R4 (C)

Para a avaliacdo da viabilidade celular, as células foram marcadas com os
fluorocromos Diacetato de Carboxifluoresceina (cFDA) detectado no canal FL1 (525 nm
+ 20) e lodeto de propideo (Pl) detectado no canal FL2 (620 nm + 15) (Figura 8C). A
deteccéao dos fluorocromos cFDA (fluorescéncia verde) e PI (fluorescéncia vermelha) foi
evidenciada em diferentes intensidades de acordo com a amostra analisada, sendo
possivel analisar quatro tipos de populagdes celulares (cFPI*, cF*PI*, cFPI e cF'PI).

A tabela 4 apresenta os possiveis mecanismos celulares relacionados com as
diferentes combinagdes dos fluorocromos (ANANTA; HEINZ; KNORR, 2004).
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Tabela 4 - Designacgao das areas de células marcadas com cF e PI

Redia Propriedades de fluorescéncia de Possivel explicagao para o estado do mecanismo
egido
9 células coletadas em cada area celular envolvido
. . Atividade da esterase n&o detectada. Membrana
R1 cF ePlI .
comprometida.
R2 cF'ePl” Esterase ativa. Membrana minimamente danificada
i i Nao foi detectada a atividade da esterase. Membrana
R3 cF ePlI
intacta.
R4 cFePl” Esterase ativa. Membrana intacta

Fonte: ANANTA; HEINZ; KNORR (2004).

A atividade residual da enzima esterase foi calculada pela Equagéo (1), em que a
atividade residual da subpopulacao foi definida em relagdo a atividade das células nao
tratadas com os extratos, contando apenas as células marcadas por cF (Regido 4)
(ANANTA; HEINZ; KNORR, 2004).

AE (%) = Ar:trTrErsl:fa-,l) 100 (1)

A4 (Controle)

Onde:

AE - é a atividade enzimatica residual em resposta ao tratamento com os extratos;

A4 (Tratada) - é a porcentagem da populagao na regido 4, apos o tratamento com
os extratos;

A4 (Controle) - é a porcentagem da populagao na regiao 4 antes do tratamento.
2.2.7 Composicao quimica dos extratos

2.2.7.1 Remocgao de interferentes das amostras por meio da técnica SPE (Solid

Phase Extration)



52

A SPE é uma técnica empregada em matrizes complexas com o objetivo purificar
as amostras, eliminando compostos interferentes.

As massas provenientes dos extratos com carater polar (obtidas como descrito no
item 2.2.2), foram rediluidas com agua e acidificadas até pH 2,0, para que fossem
aplicadas em cartuchos SPE-LC18 (Supelco, 2 gramas). Antes da aplicagéo, os cartuchos
foram condicionados com metanol e posteriormente com agua acida (pH 2,0).

Aliquotas de 7 mL dos extratos preparados foram aplicadas aos cartuchos. Estes
foram lavados com 15 mL de agua acida, e em seguida, os compostos adsorvidos foram
eluidos com metanol 100% e a fracao foi recolhida em vial silanizado. O solvente metanol
foi evaporado com corrente de nitrogénio e as amostras foram liofilizadas para na
sequéncia serem derivatizadas.

As massas provenientes dos extratos com carater apolar (obtidas como descrito no
item 2.2.2) ndo foram submetidas a filtragcdo por SPE, sendo apenas deixadas sob

corrente de nitrogénio por alguns minutos, para em seguida, serem derivatizadas.

2.2.7.2 Derivatizagao — formacgao de derivados do trimetilsilil (TMS)

Antecipadamente a realizagdo das analises do perfil quimico através da técnica de
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM), as amostras
passaram por uma etapa conhecida por derivatizagdo. Quando a amostra € constituida
principalmente por compostos de alta massa molar e/ou grupos funcionais fortemente
polares, ha a necessidade de realizar a derivatizacdo. A derivatizacao € utilizada para
transformar as substancias de interesse em derivados com caracteristicas adequadas a
analise por cromatografia gasosa. Entre os reagentes de derivatizagdo para moléculas
polares o trimetilsilil € o mais comum (BONATO, 2006). A cromatografia gasosa € util para
analisar gases, substancias volateis e termicamente estaveis.

Aos compostos obtidos através da purificacdo por SPE e aos extratos com carater
apolar foram adicionados 100uL do reagente derivatizante N-metil-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (MSTFA). A mistura foi homogeneizada e levada em estufa a 70°C
durante 10 minutos para reacdo. Em seguida, o reagente foi evaporado sob fluxo de gas

nitrogénio e o produto da derivatizagdo (derivados do trimetilsilii — TMS) foi rediluido em
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hexano (600 a 800uL). Apés homogeneizagao, o sobrenadante foi transferido a outro vial

para inje¢cao no CG-EM.

2.2.7.3 Cromatografia gasosa com espectrometria de massa (CG-EM)

As analises por CG-EM dos extratos foram conduzidas em cromatografo gasoso
Shimadzu GC 2010 acoplado ao espectrdmetro de massas Shimadzu QP2010 Plus. As
amostras foram separadas em coluna capilar (RTX5MS 30m x 0,25mm x 0,25um). A
programagdo de temperatura iniciou em 80°C (1 minuto), a taxa de aquecimento de
20°C/minuto alcangou 250°C (1 minuto), passou a 320°C (5 minutos) a taxa de
6°C/minuto, a 310°C (5 minutos) a taxa de 15°C/minuto, a 320°C (10 minutos) a taxa de
20°C/minuto, totalizando 40 minutos de andlise. Hélio foi utilizado como gas de arraste.
A temperatura do injetor foi de 280°C e o volume de injecdo foi de 0,5uL no modo
“splitless”. A interface foi mantida a 280°C e o detector operou no modo “scanning” (m/z
40-800). A integracéo foi feita por meio do software LabSolutions-GCMS. Os compostos
de interesse foram identificados por comparagdo com os dados obtidos do CG-EM
(tempo de retencdo e fragmentagao idbnica) de padrdes auténticos silanizados e eluidos
nas mesmas condigbes e com a biblioteca Wiley 8.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Resultados

2.3.2 Teste de difusdo em agar

O screening, para a selegao dos extratos com potencial antimicrobiano, foi
realizado por meio do teste de difusdo em agar. A avaliagdo preliminar da atividade
antibacteriana dos residuos de casca de abdbora moranga, casca de abobrinha verde,
pétalas de flores de alcachofra, folha de alface, pelicula de amendoim, casca de
banana, talo de beterraba, talo de brécolis, casca de cebola, folhas/talos de cenoura,

bagaco de goiaba, casca de laranja, casca e semente de maméao, folhas/talos de nabo,
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casca de maracuja, folhas/talos de rabanete, bagago de tomate e bagago, semente e
pele de uva, para os cinco solventes testados, mostrou que a L. monocytogenes foi
sensivel apenas ao tratamento com os extratos aquosos de talo de brécolis e casca de
abobora moranga e extrato cloroférmico de semente de mamao. Os resultados dos

didmetros dos halos de inibicdo para os extratos encontram-se dispostos na tabela 5.

Tabela 5 - Didmetros dos halos de inibicdo obtidos pelo método de difusdo em agar frente a
Listeria monocytogenes

Extratos Halos de inibigdo (mm)
Extrato aquoso de talo de brécolis 10,0 £ 0,06*
Extrato aquoso de casca de abdbora moranga 10,0 £ 0,06*
Extrato cloroférmico de semente de mamé&o 9,9+0,10*

*Média de triplicatas + Desvio Padrao. Controle positivo (halo mm * desvio padrao): Clorexidina 0,12% (29,9 £ 0,10).

Os extratos apresentaram, em média, halos com tamanhos semelhantes,
variando de 10,0 mm para os extratos aquosos de casca de abodbora e talo de brocolis e
9,9 mm para o extrato cloroférmico de semente de mamao.

O surfactante Triton X-100 foi inicialmente utilizado para a solubilizacdo dos
extratos provenientes dos solventes hexano, acetato de etila e cloroférmio, insoluveis
no meio de cultura utilizado. Porém como forma de padronizagdo da metodologia todos
os extratos provenientes dos cinco solventes foram solubilizados em meio TSB
contendo 3% de Triton X-100.

O controle negativo (TSB contendo 3% de Triton X-100), aplicado durante o teste
de difusdo e a analise de CIM, ndo apresentou resultados de inibicdo de L.
monocytogenes ATCC 7644 na concentragao testada. Porém, por meio da analise de
citometria de fluxo (e posterior realizagao da CIM sem o uso do surfactante) verificou-se
que a utilizacdo deste composto potencializou a acdo dos extratos sobre a bactéria.
Sendo assim, este tensoativo foi excluido das analises. Segundo Rocha (1999) o Triton
X-100 é um agente de solubilizagdo utilizado para permeabilizar células e para extrair e
purificar proteinas de membranas. Esta interferéncia foi verificada apenas apos a
realizacao de varios testes e seria impraticavel a repeticao de todas as analises do teste

de difusdo sem a utilizagdo do Triton X-100. Portanto, as analises posteriores (CIM,
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CBM e citometria de fluxo) foram realizadas sem a utilizagdo deste composto. Quando a
utilizagdo de um composto emulsificante fez-se necessaria, utilizou-se o tensoativo

Tween 80 a 0,04% (v/v), composto comumente utilizado em teste de antibiogramas.

Figura 9 - Teste de difusdo em agar do extrato aquoso de talo de brécolis (T.B.) (A), extrato aquoso de
casca de abdébora moranga (C.A.) (B) e extrato cloroférmico de semente de mamao (S.M.)

2.3.3 Microtécnica para determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e da

Concentragao Bactericida Minima (CBM)

Os extratos que apresentaram resultados positivos no teste de difusdo em agar
foram submetidos ao método de dilui¢do seriada em microplaca para a determinagao da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo Bactericida Minima (CBM)
frente ao microrganismo Listeria monocytogenes. Os resultados obtidos para a CIM e

CBM encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos
extratos frente a Listeria monocytogenes

Extrato CiM* cBMm*

Extrato aquoso de talo de brécolis 102,4 >102,4
Extrato aquoso de casca de abdébora moranga >102,4 >102,4
Extrato cloroférmico de semente de maméo 6,4 >12,8

*Valores expressos em mg/mL.
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Dentre os extratos testados nesta analise, apenas o extrato cloroférmico de
semente de mamao foi preparado utilizando-se o tensoativo Tween 80 a 0,04% (v/v).

Foram realizados varios testes buscando definir a CIM e CBM para os extratos
que apresentaram resultados positivos no teste de difusdo. A maior concentragao
testada para os extratos aquosos de casca de abobora moranga e talo de brécolis foi de
102,4 mg/mL. Nesta concentragéo, foi encontrado um valor de CIM apenas para o
extrato de talo de brdécolis, ndo sendo encontrado um valor de CBM. Nao foi possivel
repetir a analise utilizando maiores concentragcées destes extratos, pois excederia o
limite de solubilizagcdo dos mesmos, gerando precipitagdo e consequentemente levando
a apresentacao de resultados incoerentes.

O extrato de semente de mamao foi testado em uma concentragcao de 12,8
mg/mL e apresentou um valor de CIM de 6,4mg/mL, porém nao foi encontrado um valor

para a CBM nas concentracdes testadas.
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Linhas A, B e C: diluigdo seriada (razéo 2) do extrato aquoso de talo de brdcolis; Linhas D, E e F: diluigdo seriada (razéo 2) do
extrato aquoso de casca de abdbora; Linhas G, H e [: diluicdo seriada (razdo 2) do semente extrato cloroférmico de maméo; C1 —
TSB ; C2 — TSB + Tween 80; C3 — TSB inoculado + Clorexidina 0,12% (v/v) (controle positivo); C4 — TSB inoculado + Tween 80
(controle negativo).

Figura 10 - Método de microdiluigdo em caldo para a avaliagdo da atividade antimicrobiana (CIM) dos

residuos agroindustriais contra Listeria monocytogenes

2.3.4 Citometria de fluxo

Apds a realizagdo da microtécnica para a determinacao da CIM, foi realizada a
analise de citometria de fluxo. Os estratos aquosos de talo de brdcolis e casca de abdbora
moranga foram testados na concentracdo de 102,4 mg/mL. O extrato de semente de
mamao foi avaliado em trés concentragdes: 25,6 mg/mL (C1); 12,8 mg/mL (C2) e 6,4
mg/mL (C3).

Através da avaliagao de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) das amostras de L.
monocytogenes, foi evidenciada a regidao onde a populagao bacteriana em solugao salina
se encontrava no grafico, excluindo artefatos e debris (regido R1) (Figura 11A). As

amostras incubadas com o controle negativo (TSB inoculado + Tween 80) demonstraram
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a mesma morfologia do grupo controle em solug&o salina (Figura 11B). Ao contrario dos
grupos controle, as amostras incubadas com os extratos alteraram sua morfologia,
resultando em uma alteragdo de tamanho e granulosidade (Figura 11C-F). Duas
diferentes regides no grafico foram analisadas: regido R2 - aumento de granulosidade
(Figura 11C-F) e regido R3 - aumento de tamanho e granulosidade (Figura 11D-F). As
amostras incubadas com o controle positivo (clorexidina 0,12%) apresentaram duas
regides: regido R1, onde observou-se um maior percentual da populagao bacteriana e a
regidao R3, com um baixo percentual de células e com uma morfologia distinta em relagao

aos extratos estudados (Figura 11C).
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Figura 11 - Graficos de tamanho (FSC) por granulosidade (SSC) de Listeria monocytogenes ATCC7644.
Solugéo salina (A), Tween a 0,04% (B), clorexidina a 0,12%(C), semente de maméo C1
(D), talo de broécolis (E) e casca de abobora (F). As regides marcadas com as cores
vermelha, verde e azul representam as regides R1, R2 e R3 respectivamente

A mudanca na morfologia das células durante o tratamento com os diferentes
extratos forneceu informacdes importantes sobre possiveis mecanismos de agdo. As
células que se encontram na regido R1 (Figura 11D-F), apresentaram tamanho e
granulosidade semelhantes ao controle (Figura 11A). As células que se encontram na
regiao R2, n&o alteraram o seu tamanho, mas apresentaram-se mais granulosas pela
acédo dos extratos (Figura 11D-F). Na regido R3 pdde-se observar um aumento de
tamanho e granulosidade das células (Figura 11D-F). Inicialmente, um aumento de
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tamanho como este, sugere a formagao de grumos de células. Esta formagao geralmente
€ aleatoria, formam-se aglomerados de células de varios tamanhos, como pode ser
observado no grafico da clorexidina (Figura 11C). Durante o tratamento com os extratos,
observou-se um aumento de tamanho e granulosidade (regido R3), sugerindo dois
possiveis eventos: ou as células bacterianas aumentaram de tamanho e ficaram mais
granulosas ou bactérias em diferentes estados fisiologicos (vivas, mortas e injuriadas)
formaram grumos de células. Assim, para avaliar a populagao de L. monocytogenes dessa
regiao, foi realizada a analise dos graficos de altura por largura de fluorescéncia da regiao
R3 do grafico de tamanho por granulosidade, descrito no item 2.2.6.3. Através desta
analise foi possivel excluir os grumos e obter o percentual de células individuais. O valor
real do percentual de eventos de células individuais foi inferior a 50% do total da regiao R3
em todos os extratos testados (Tabela 7), mostrando claramente que uma das agdes

desses extratos a L. monocytogenes foi a formagao de grumos de células.

Tabela 7 - Analise da regido R3 do grafico tamanho por granulosidade de Listeria monocytogenes
ATCC7644 nos diferentes extratos

Total de células (%) Células (%)

Extratos 1 hora 3 horas 5 horas 1 hora 3 horas 5 horas
Semente de maméo C1 12,7 16,0 - 6,9 8,2 -
Semente de maméao C2 6,8 8,5 - 3,8 4,6 -
Semente de mamé&o C3 6,0 7,0 - 0,5 0,3 -

Talo de brdcolis 41,0 50,0 19,0 12,0 9,5 1,9
Casca de abodbora 33,0 7,0 7,0 21,0 50 0,2

Os percentuais das regides R1 e R2 de cada extrato, do grafico de tamanho por
granulosidade, foram somados e comparados ao percentual da regido R3 do respectivo
extrato (Figura 12). Durante o tratamento com o extrato de semente de maméao C1,
observou-se que apos 1 e 3 horas o percentual de células na regido R3 foi cerca de 22%,
porém apdés S5 horas de incubagdo essa populacdo ndo foi mais observada.
Semelhantemente, durante o tratamento com o mesmo extrato na concentragdo C2, o
percentual de células nesta regido diminui para cerca de 12% nas primeiras 3 horas,
desaparecendo ap6s 5 horas de tratamento. No tratamento com o extrato de semente de

mamao C3 esta regido ndo foi observada (Figura 12B). Nota-se, através dos valores
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encontrados, uma relagdo entre a concentracdo do extrato utilizada e o tempo de
incubacao.

Durante o tratamento com o extrato de casca de abdbora observou-se apés 1 hora
de incubacdo um percentual de células de 57% na regido R3. Esta populagdo diminuiu ao
longo do tempo, desaparecendo apos 5 horas de tratamento (Figura 12).

Durante o tratamento com o extrato de talo de brdcolis observou-se apés 1 e 3
horas um percentual de células de cerca de 44% na regido regido R3, representando
apenas 8% apos 5 horas de tratamento (Figura 12).

Comparando-se os trés extratos testados (Figura 12B), observou-se entre eles uma
grande diferenga no percentual de células nessa regido. As células tratadas com os
extratos aquosos de talo de brdcolis e casca de abdbora apresentaram um percentual de

células injuriadas cerca de 3 vezes maior do que o extrato de semente de mamao (Tabela
7).
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Figura 12 - Representagéo das regides R1+R2 (A) e R3 (B) dos graficos de tamanho por granulosidade
de Listeria monocytogenes ATCC7644 apds tratamento com semente de maméo C1
(S.M.C1), semente de mamao C2 (S.M.C2), semente de mamao C3 (S.M.C3), casca de
abobora (C.A.) e talo de brdcolis (T.B.) em 1, 3 e 5 horas

As regides delimitadas nos graficos de tamanho por granulosidade: R1, R2 e R3
foram plotadas em novos graficos e analisadas quanto a intensidade de fluorescéncia
para os fluorocromos cFDA e Pl (Figuras 13 e 14). Como as regiées R1 e R2 do grafico de
tamanho por granulosidade de todos os extratos apresentaram o mesmo percentual de
fluorescéncia para cFDA e PI, as duas populagbes foram analisadas em conjunto (Figura

13). Ao contrario, a regido R3 do grafico de tamanho por granulosidade apresentou um
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percentual de fluorescéncia distinto das regides R1 e R2. Por ser uma marcagdo muito
peculiar, a demonstracado desta regido foi realizada separadamente (Figura 14). O uso
combinado dos dois fluorocromos revelou a presenga de quatro diferentes regidées com
células marcadas: cF*PI" (com atividade de esterase ativa e com a membrana intacta), cF
PI" (atividade da esterase nado detectada e membrana comprometida), cF*PI* (esterase
ativa com membrana minimamente danificada) e cFPI" (auséncia de atividade da
esterase, mas com a membrana celular intacta). Estas marcagdes representam diferentes
estados fisioldgicos das células bacterianas: células vivas, mortas, injuriadas e “obscuras”,
respectivamente.

Na analise de fluorescéncia das regides R1 e R2, observou-se apdés uma hora de
tratamento, que nas amostras tratadas com o extrato de semente de maméo, nas
diferentes concentragdes, o percentual de células vivas foi semelhante ao controle, cerca
de 50%; para os extratos de casca de abdbora e talo de brdcolis, este percentual
representou cerca de 29% e 33% respectivamente. A presenca de uma subpopulagao de
células injuriadas nestas regides mostrou-se distinta entre os extratos representando
2,5%, 3,4% e 2,6% para o extrato de semente de mamé&o nas concentracdes C1, C2 e C3
concomitantemente, 19,7% para o extrato de casca de abdbora e 6,3% para o extrato de
talo de brocolis. A subpopulagédo de células mortas foi de 2,08%, 1,14%, 8,45%, 10,75% e
1,6% para os extratos de semente de mamé&o (nas concentragbes C1, C2 e C3), casca de
abobora e talo de brocolis respectivamente. Apés 3 horas de tratamento, houve uma
reducéo das populagdes de células injuriadas e de células mortas para todos os extratos
testados. Para os extratos de casca de abdbora e talo de brdcolis observou-se que apés 5
horas de tratamento houve um aumento destas subpopulagdes, nestas regides (R1 e R2).

Durante a analise foi utilizado um controle positivo (aquecimento a 70°C por 30
minutos) como descrito por Paparella et al. (2008). Porém, diferentemente dos resultados
encontrados por Paparella et al. (2008), neste trabalho a enzima esterase apresentou uma
funcionalidade consideravel (Figura 13B). Bunthof et al. (1999) analisando Lactococcus
lactis em diferentes condi¢cdes de estresse verificaram que menos de 0,1% das células
sobreviveram ao aquecimento a 60°C, porém mais de 95% apresentaram marcagao para
cF



104 H 104 E‘
3
80,76 127 10120,61| 10,92
Bro2 T
202 q |
T 102
ﬁ' o
L|_101* 101,
100-146.06 51,35 o0 j3249 3597
100 101 102 10° 104 ‘ ‘ ‘
100 101 102 103 104
104 104 s Log 104 104 FL1H 104
D] E F| G|
| 3| 3]
810%12,08 2,50 8105714 14 343 81018 45 2,58 310%110,75 19,71 810%71,60 6,30
1hora E z = £ £
%1027 .871027 %1027 -%102— %1027
T I T :ll: :ll:
g § g 3 g
101 L1014 107+ 10" 101
45, 36 50, 06 49, 7o 45,5 43, 47 40,23 29,31 58,84 33 26
100 100 45, 73 100 100 I T \ 100 T
100 101 102 103 104 100 10! 102 103 104 100 101 102 103 104 100 10! 102 103 104 100 10t 102 103 104
FL1-Height Log FL1-Height Log FL1-Height Log FL1-Height Log FL1-Height Log
104 m 104 o 104 1 104 K| 104 L
| | 3+
310%70,05 0,35 310%70,00 0,38 819*79.00 0,19 810%714,02 3,04 810%9 60 1,40
£ £ = z z
3 horas 102 2102 2102 3102 2102
I I I I- I
g g g g g
@101 T10™ 10 10 10
58,50 41,10 63,47 36,15 35,70 49,90 46,04
100 “ ‘ ‘ 100 ; ‘ | 1008411 | ‘ 100 100/66:49 31,51
100 10! 102 103 104 100 101 102 103 104 100 10! 102 103 104 10O 100 102 108 104 100 10! 102 108 10
FL1-Height Log FL1-Height Log FL1-Height Log 4 FL1-Height Log FL1-Height Log
104 104 N 104 0 10 g0 q
3 3 3 2103 3 —
810*70,16 0,38 210319 55 0,76 310%10,38 0,42 895,36 8.27 8105, 20 766
£ E E E E
5horas ‘5102 2102 2102 5102 2102
T T T x -
N (V] N
10™ T10™ T10™ 101 T10™
45,31 54,15 50,34 48,35 49,50 42,21 44,16 45, 41 42 73
100 \ \ 100 ‘ 100 49, 70 ‘ 100 Ee 100 ‘
100 101 102 104 100 101 102 108 104 100 101 102 104 100 10! - 102 104 100 101 102 108 104
FL1-Height Log FL1-Height Log FL1-Height Log FL1-Height |-09 FL1-Height Log
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Na analise de fluorescéncia da regido R3, observou-se que grande parte da
populacao se caracterizou por células injuriadas, em todos os extratos testados (Figura
14). Estes resultados mostram que a maior parte da populagdo de células, nessa regiao
(caracterizadas por um aumento de tamanho e granulosidade), ainda estao vivas, porém
com abertura de poros na membrana. E importante destacar que essas células s6 foram
evidenciadas no tratamento com o extrato de semente de mamao nas concentragées C1 e
C2 ap6s 1 e 3 horas de incubagao (Figura 14A-D), ndo sendo identificadas quando
tratadas a concentracdo C3 deste mesmo extrato (dados ndo mostrados). Nos
tratamentos com os extratos de casca de abdbora e talo de brocolis essas células foram
observadas apos 1, 3 e 5 horas de incubacgao.
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Figura 14 - Gréficos de fluorescéncia de FL1 (cF) por FL2 (Pl) de Listeria monocytogenes ATCC7644
apos tratamento com semente de mamao C1 (A e B), semente de mamao C2 (C e D), casca

de abobora (E-G) e talo de brécolis (H-J) em 1, 3 e 5 horas

Os graficos de fluorescéncia apresentaram diferentes estados fisiolégicos da L.
monocytogenes (Figuras 13 e 14) submetida aos tratamentos com os diferentes extratos.

Nos trés extratos testados, notou-se um padrao de fluorescéncia peculiar nas difererentes
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regides (R1+R2 e R3). Esses dados, adicionados a informagédo do percentual de células
de cada regido, sdo importantes para compreender o mecanismo de acado dos extratos.
Contudo, é necessario avaliar o perfil de marcagao dos fluorocromos na populacao total
de bactérias por amostra. Sendo assim, realizou-se uma analise de fluorescéncia das
regides (R1+R2+R3) dos trés extratos estudados (Figura 15).

Foram observadas diferengas nas respostas celulares entre os extratos, em funcao
das subpopulagbes identificadas. No tratamento com o extrato de semente de mamaéo,
nas trés concentragcdées C1, C2 e C3, a subpopulagdo de células mortas, apos 1 hora de
tratamento, representou 3,42%, 1,07% e 8,45% respectivamente, e apds 3 horas essa
populacao praticamente nao foi identificada. A subpopulagdo de células injuriadas foi de
18,65%, 13,54% e 2,58%, apos 1 hora de tratamento, para as concentragbes C1, C2 e C3
concomitantemente, em 3 horas esta populagdo manteve-se (havendo um pequeno
acréscimo nas concentragdes C1 e C2), em 5 horas houve uma drastica redugéo,
representando menos de 1% para as trés concentragdes testadas. A subpopulagcédo de
células vivas, em 1 hora de tratamento, representou 41,20%, 44,60% e 43,47% para as
concentragoes C1, C2 e C3, respectivamente, apoés 3 horas houve um decréscimo desta
populacao para 30,92%, 30,89% e 35,70%, porém houve um aumento apos 5 horas de
tratamento, com percentuais de 54,15%, 48,35% e 49,50%.

A subpopulagao de células mortas para os extratos de casca de abdbora e talo de
brocolis, apdés 1 hora de tratamento, foi de 8,16% e 7,98% respectivamente, apos trés
horas verificou-se uma redugao desta subpopulagdo, aumentando, apdés 5 horas de
tratamento, para 4,21% e 5,56%. A subpopulagéo de células injuriadas, em 1 hora de
tratamento foi de 51,32% para o extrato de casca de abdbora e de 49,85% para o extrato
de talo de brécolis. Houve uma reducao da subpopulagao tratada com o extrato de casca
de abdbora ao longo do tempo, porém para o extrato de talo de brdcolis, este percentual
manteve-se, apds 3 horas, representando 48,61%, reduzindo em 5 horas para 8,18%. O
extrato de casca de abobora apresentou uma grande redugéo na subpopulagéo de células
vivas em 1 hora de tratamento chegando a 15,06%, porém em 3 horas este percentual
aumentou para 27,31%, e em 5 horas para 42,48%. O extrato de talo de brécolis, assim

como o extrato de casca de abdbora, apresentou, apds 1 hora de tratamento, em torno de
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17,61% de células vivas, ocorreu um aumento apos 3 horas para 24,75%, e apos 5 horas

esse valor chegou a 41,07%.
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Figura 15 - Grafico de fluorescéncia cF por Pl da populagao total de Listeria monocytogenes ATCC7644
apos tratamento com semente de mamao C1 (A), semente de mamao C2 (B), semente de
mamao C3 (C), casca de abodbora (D) e talo de brécolis (E) em 1, 3 e 5 horas



67

Considerando a enzima esterase como um marcador de vitalidade das células,
observou-se que durante o tratamento com os extratos houve uma redugao da atividade
da enzima em fungéo do tempo e do extrato analisado. Apds 5 horas de tratamento nota-

se um aumento da atividade enzimatica para todos os extratos testados (Figura 16).

100 P

/?,

[0}
o
1

—o—Semente de maméo C1
=i—-Semente de mamao C2
Semente de maméo C3
=>e=Talo de brdcolis
Casca de abdbora

Horas

Figura 16 - Efeito dos extratos sobre a atividade da enzima esterase de Listeria monocytogenes
ATCC7644

2.3.5 Composigao quimica dos extratos por CG-EM

Apods a constatagao da atividade antimicrobiana dos extratos de talo de brocolis,
casca de abdbora e semente de mamao, foi analisado o perfil cromatografico dos mesmos
para a avaliagdo da composicdo quimica e identificacdo dos possiveis compostos
responsaveis por essa atividade.

Os extratos de talo de brocolis e casca de abdébora foram purificados em cartucho
SPE-LC18, com o intuito de isolar os analitos de interesse presentes na matriz,
removendo, desta forma, substancias que pudessem mascarar ou impedir a identificacdo
dos compostos. Em seguida, todos os trés extratos foram silanizados com TMS para
posterior analise através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM).

Dentre os compostos identificados no extrato de talo de brocolis (Tabela 8), que

podem ser responsaveis pela atividade antimicrobiana do extrato, destacam-se alguns



68

acidos fendlicos (ferulico, sinapico e caféico), o acido malico e o acido ascorbico, este
ultimo representando cerca de 24,79% da area total dos picos indicados (Figura 17).

Entre os compostos identificados no extrato de casca de abdbora (Tabela 9), que
podem ser responsaveis pela atividade antimicrobiana do extrato, destacam-se os acidos
fendlicos (p-cumarico e ferulico) e alguns acidos organicos (malico, maléico e citrico).
Verificou-se também a presenca de aminoacidos essenciais, como a fenilalanina e o
triptofano, representando uma boa parte dos picos identificados no cromatograma (Figura
18).

No extrato de semente de mamao (tabela 10) o benzil-isotiocianato, presente na
amostra, representou 10,86% da area total dos picos indicados. Verificou-se também a
presenca de ésteres de acidos graxos representando uma boa parte dos compostos

identificados no cromatograma (Figura 19).
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Figura 17 - Perfil cromatografico do extrato aquoso de talo de brécolis
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Tabela 8 - Tempo de retengéo, porcentagem dos compostos e ions do espectro de massas dos
principais compostos silanizados presentes no extrato aquoso de talo de brécolis pela
analise de CG-EM

Composto / ion (m/z) abundancia em parénteses T.R. Area (%)
73 (100), 75 (30), 147 (33), 228 (84), 243 (4) 6,83 2.55
Acido malico 7,24 0.92
73 (100), 103 (43), 127 (17), 172 (18), 209 (3) 7,50 3.47
73 (63), 140 (100), 192 (36), 218 (60), 267 (2) 8,15 5.05
Acido p-Phenylbenzoic 9,20 3.99
Acido ascorbico 9,93 24.79
Acido ferulico 10,72 2.02
Acido caféico 10,98 1.16
Acido sinapico 11,73 6.33
73 (100), 255 (34), 307 (97), 345 (54), 771 (2) 20,84 11.04
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Figura 18 - Perfil cromatografico do extrato aquoso de casca de abdbora
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Tabela 9 - Tempo de retencdo, porcentagem dos compostos e ions do espectro de massas dos principais
compostos silanizados presentes no extrato aquoso de casca de abodbora pela analise de CG-EM

Composto / ion (m/z abundancia em parénteses) T.R. Area (%)
Acido maléico 6,26 0.95
Acido malico 7,24 0.83
P-hydroxybenzyl alcohol 2tms 7,35 2.44
Fenilalanina 7,70 4.44
Fenilalanina 8,16 11.67
Isocitric lactone 2tms 8,48 1.93
Acido p-cumarico 9,04 6.22
Acido citrico 9,19 4.30
Acido p-cumarico 9,83 9.26
Acido pantoténico 10,14 2.50
Acido ferulico 10,71 0.69
Triptofano 11,64 3.66
73 (100), 103 (38), 217 (40), 295 (47), 296 (57), 324 (41), 702 (2) 22,60 8.25
73 (100), 103 (35), 217 (62), 223 (39), 224 (47), 629 (2) 22,98 6.16
Intensidade
(x1,000,000)
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3.5%
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Tabela 10 - Tempo de retengdo, porcentagem dos compostos e ions do espectro de massas dos
principais compostos silanizados presentes no extrato cloroférmico de semente de mamao
pela analise de CG-EM

Composto / ion (m/z abundancia em parénteses) T.R. Area (%)
Benzil-isotiocianato 6,59 10.86
Acido hexadecandico 10,35 16.58
Acido oléico 11,47 24 .88
Estigmasterol 22,91 8.21

2.3.6 Discussao

Durante o screening, realizado através do teste de difusdo em agar, apenas trés
extratos apresentaram formacgédo de halo de inibigdo frente 0 microrganismo Listeria
monocytogenes: os extratos aquosos de casca de abdbora e talo de brocolis e o extrato
cloroférmico de semente de maméao. Diferentemente do que foi encontrado neste
estudo, alguns dos residuos testados tiveram sua atividade antimicrobiana apontada
nos seguintes trabalhos: Al-Habib et al. (2010) demonstraram a atividade antibacteriana
de extratos de sementes e peles de uva (Vitis vinifera) contra Staphylococcus aureus,
resistentes a meticilina. Baydar et al. (2004) testaram extratos de bagaco e semente de
uva (Vitis vinifera) e verificaram que os extratos de bagag¢o de uva ndo apresentaram
atividade antimicrobiana, porém os de sementes de uva nas concentragcoes de 4% e
20% apresentaram atividade antibacteriana contra diversas bactérias, dentre elas,
Escherichia coli DM, Listeria monocytogenes Scott A, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Staphylococcus aureus COWAN. Sousa et al. (2008) investigaram a atividade
antimicrobiana em trés espécies do género Brassica, dentre elas, couve, couve
tronchuda e nabo, e constataram que suas inflorescéncias apresentam uma variedade
de substancias fendlicas e acidos organicos, e que a atividade antimicrobiana dessas
espécies mostrou-se eficaz somente para bactérias Gram positivas, dentre elas
Staphylococcus aureus. A diversidade nos resultados para a andlise antibacteriana
pode ser atribuida a diversos fatores como o método e o solvente de extragdo, o
microrganismo testado e a composicdo quimica das amostras (BAYDAR; OZKAN;
SAGDIC, 2004; JAYAPRAKASHA; SELVI; SAKARIAH, 2003). Ayaz et al. (2008)
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verificaram que a maioria dos compostos fendlicos encontrados em folhas e sementes
de couve apresenta-se fortemente ligados & matriz. E importante destacar também que
a presenga de alguns compostos como lipideos, proteinas e agucares, pode interferir
negativamente no resultado final da analise.

Os extratos que apresentaram resultado positivo para o teste de difusdo em agar
seguiram para as analises de Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragao
Bactericida Minima (CBM). Estas analises foram realizadas com a finalidade de avaliar
a eficacia antimicrobiana dos extratos contra o microrganismo L. monocytogenes
ATCC7644. Os resultados demonstraram que os extratos de talo de brocolis e semente
de maméao apresentaram atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes, porém o0s
dados encontrados apontam apenas uma agao bacteriostatica. A realizagdo de novos
testes, utilizando maiores concentragdes dos extratos, nao foi possivel devido ao limite
de solubilizagdo na elaboragcdo dos mesmos, sendo assim ndo foram encontrados
valores de CBM para nenhum dos extratos testados. Apos a realizacdo da CIM,
prosseguiu-se para a analise de citometria de fluxo, onde os extratos de talo de
brécolis, casca de abdbora e semente de mamao foram avaliados, sendo este ultimo
testado em trés concentragdes: 25,6 mg/mL (C1); 12,8 mg/mL (C2) e 6,4 mg/mL (C3).

A analise de citometria de fluxo demonstrou alteragdes na morfologia das
células, frente aos extratos testados, através da analise do tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC). A avaliagdo das diferentes regides encontradas (R1+R2 e R3)
permitiu identificar e diferenciar a acdo dos extratos sobre as células, bem como
constatar a formagdo de aglomerados (grumos de células). Obteve-se uma
discriminagdo entre células intactas e permeabilizadas, através do acompanhamento
das marcacgdes dos corantes cF e Pl acumulados nas células durante os tratamentos
com os extratos.

Neste estudo, a analise de citometria de fluxo destacou as mudancas que
ocorreram na populagdo de L. monocytogenes, ressaltando além da mudanga de
morfologia, a heterogeneidade fisioldgica da populagdo celular. As subpopulag¢des
encontradas ressaltam a acao dos extratos sobre as células, revelando a presencga de
células viaveis, mortas e injuriadas. Nota-se, em fungdo do percentual de células

lesadas encontrado, que a principal aplicagdo dos extratos analisados seria em funcéo



73

da inibicdo do crescimento do microrganismo e da redugdo de sua populagdo. Estas
informacdes confirmam os resultados encontrados na analise para a determinacéo da
CIM, demonstrando um efeito bacteriostatico do extrato sobre as células. Yousef e
Courtney (2003), afirmam que o estresse microbiano pode implicar em danos aos
componentes celulares e consequentemente, prejudicar o seu crescimento reprodutivo.
Estes microrganismos sdo em geral, descritos como células injuriadas podendo se
recuperar ou morrer. Segundo Paparella et al. (2008) células injuriadas, em geral,
adotam um estado latente em que nao crescem, mas permanecem vivas podendo se
recuperar e voltar a condi¢ao de fisiologicamente ativas.

Os compostos de interesse (compostos fendlicos, glucosinolatos e acidos
organicos), presentes nos extratos, foram identificados através da analise de CG-EM e
sdo considerados os principais responsaveis pela atividade antimicrobiana dos extratos.
No extrato de talo de brocolis foram encontrados os acidos ferulico, caféico e sinapico;
no extrato de casca de abdbora foram encontrados os acidos ferulico e p-cumarico e no
extrato de semente de mamao foi encontrado o benzil-isotiocianato.

Dentre os acidos fendlicos encontrados no extrato de talo de brdcolis, o acido
sinapico foi o principal, representando 6,33% do total de compostos identificados na
analise de CG-EM. O acido sinapico, juntamente com o acido caféico, foi um dos
principais acidos fendlicos encontrados por Llorach (2003) em couve-flor e por Ayaz et
al. (2008) em folhas e sementes de couve (vegetais pertencentes a familia do brdcolis,
familia Brasicaceae).

O acido p-cumarico representou 15% do total de compostos identificados no
extrato de casca de abdbora por CG-EM. A atividade antimicrobiana do acido cumarico
e outros compostos fendlicos foi relatada por Puupponen-Pimia et al. (2001), que
demonstraram que os acidos fendlicos cinamico, cumarico, caféico e ferulico, testados
isoladamente, inibiram Escherichia coli e Salmonella enterica em altas concentracdes
(500 pg/ml). Wen et al. (2003) reportaram a atividade de acidos hidroxicinamicos
(cindmico, p-cumarico, caféico e ferulico) contra L. monocytogenes, com valores de CIM
entre 0,20% e 0,27% m/v. Os experimentos de Wen et al. (2003) revelaram também a
influéncia do pH na atividade antibacteriana, demonstrando que os acidos

hidroxicinamicos exibiram um efeito bacteriostatico em pH 6,5, porém apresentaram um
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efeito bactericida em pH 4,5. A atividade antimicrobiana dos acidos fendlicos tem sido
apontada como fortemente influenciada pelo pH do meio, devido a redugcdo do numero
de moléculas de acido dissociadas em solugéo, com o abaixamento do pH (WEN et al.,
2003; RAMOS-NINO et al., 1997). Os acidos hidroxicinamicos podem ter o seu
transporte facilitado através da membrana celular, se comparado aos acidos
hidroxibenzdicos correspondentes, devido a presenga de sua cadeia lateral propendica.
A presencga desta cadeia lateral confere a estes compostos um carater muito menos
polar, propriedade que facilita a entrada do composto através da célula bacteriana, fato
que pode estar relacionado ao forte efeito inibitério deste grupo de compostos
(RODRIGUEZ VAQUERO; ALBERTO; NADRA, 2007).

O mecanismo de agdo dos compostos fendlicos ainda ndo esta totalmente
elucidado, porém acredita-se que a sua agao possa estar relacionada ao rompimento
da parede celular. Supde-se ainda que eles interajam com enzimas microbianas
afetando a atividade enzimatica ou ainda provocando a desnaturacdo de proteinas.
Este fato pode ser evidenciado através dos resultados encontrados na andlise de
citometria de fluxo, para os extratos de talo de brdcolis e casca de abdbora, em que o
rompimento da parede e o extravasamento do material celular podem ser a causa da
formacao de aglomerados de tamanhos variados, constituidos de células em diferentes
estados fisiologicos. Estes aglomerados representaram mais de 50% do total de
eventos analisados nestes extratos apds 1e 3 horas de tratamento.

Os resultados obtidos para o extrato de semente de maméao demonstram uma
acao menos invasiva deste extrato em comparacdo aos demais extratos testados.
Sugere-se entdo que o aumento no tamanho das células foi provocado por danos leves
a membrana celular e estes danos provocaram a perda do controle osmético, causando
como consequéncia, a entrada excessiva de liquido no interior da célula. O mecanismo
de acao proposto para os isotiocianatos esta relacionado a reagdes com proteinas
microbianas e clivagem de ligagdes dissulfeto (DELAQUIS; MAZZA, 1995). Lin, Preston
e Wei (2000) verificaram que os alil isotiocianatos podem aumentar o vazamento de
metabdlitos intracelulares em Escherichia coli O157:H7 e Salmonella Montevideo,

indicando danos a membrana celular bacteriana.
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3 CONCLUSOES

Entre os residuos testados apenas trés apresentaram atividade antimicrobiana
contra a L. monocytogenes, foram eles: extratos aquosos de casca de abdbora moranga e
talo de brécolis e extrato cloroférmico de semente de mamao.

A avaliagdo da composicdo quimica demonstrou a presenca dos acidos fendlicos
ferulico, caféico e sinapico no extrato de talo de brécolis, os acidos fendlicos ferulico e p-
cumarico no extrato de casca de abdbora e no extrato de semente de mamao foi
encontrado o benzil-isotiocianato.

A analise de citometria de fluxo combinada com a técnica de fluorescénicia foi
extremamente util para aprimorar a compreensao dos efeitos dos residuos agroindustriais
sobre 0 microrganismo L. monocytogenes, permitindo discriminar células viaveis,
injuriadas e mortas. Diante dos resultados encontrados, foram constatadas diferengas na
atividade antimicrobiana dos extratos, sugerindo que a agdo do extrato de semente de
mamao foi menos intensa sobre a L.monocytogenes do que os demais extratos testados,
nas condigdes em que a analise foi realizada.

A identificagdo de células injuriadas é de extrema importancia na industria de
alimentos, pois esta subpopulacao pode ser critica se estas células se recuperarem. Este
enfoque pode ser muito importante, principalmente em estudos de L. monocytogenes,
tendo em vista o impacto desta bactéria sobre os grupos de risco.

Diante da dificuldade em evitar a contaminacdo de alimentos por L.
monocytogenes, a utilizagdo de compostos antimicrobianos naturais derivados de
residuos agroindustriais se mostra promissora e pode ser uma alternativa para auxiliar na

segurancga dos alimentos.
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