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“O valor de praticar com rigor, por algum tempo,asi&ncia rigorosando esta propriamente em
seus resultados: pois eles sempre serdo uma jata,iante 0 mar das coisas dignas de saber.
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aprende-se alcancar um fim de modo pertineniéeste sentido € valioso,
em vista de tudo o que se fara depois, ter sideehode ciéncia”.

Friedrich Nietzsche, ilumano, Demasiado Humano
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Resumo

Atividade antimicrobiana de produtos naturais:
erva-mate e residuos agroindustriais

O estudo de compostos antimicrobianos em espéeigstais tem gerado cada vez mais
interesse na industria de alimentos, devido ao atonda demanda por alimentos livres de
conservantes sintéticos por parte dos consumid&s®cies vegetais sao ricas em compostos
bioativos com reconhecidas propriedades de inerasslustrial, como farmacologicas,
antioxidantes e antimicrobianas. Antibacterianotunags podem ser encontrados ndao s6 em
folhas, ramos, flores, tubérculos e raizes, masbdéam em subprodutos gerados pelo
processamento de frutas, legumes e hortalicas. j€&ivab do presente estudo foi avaliar a
atividade antimicrobiana de diversos residuos adustriais e erva-mate para preparo de
chimarréo [lex paraguariensisSt. Hil.) sobre micro-organismos patogénicos dpartédncia em
alimentos, tais com&taphylococcus aureugisteria monocytogenessalmonellaEnteritidis e
Escherichia coli Foram realizadoscreeningda atividade antimicrobiana pela técnica da ddusa
em agar, determinacdo das Concentracfes Inib{oHd) e Bactericida Minimas (CBM), analise
dos efeitos dos extratos sobre o crescimento mamobatravés da construcdo de curvas de
crescimento, determinacdo do teor de fendlicosst@acaracterizacdo quimica dos materiais de
maior atividade antibacteriana. Os resultados dstremam o potencial antimicrobiano da erva-
mate e de varios residuos agroindustriais. O extetdnolico de erva-mate mostrou ser um
potente antimicrobiano natural frente as bact&iamureus, L. monocytogereS. Enteritidis. Em
relacdo a sua composicao quimica, foi encontradagrande quantidade de compostos fendlicos,
porém sua atividade mostrou-se ineficiente em pHD$.residuos agroindustriais de talos de
beterraba, pelicula de amendoim, bagacos de uvdsVvieedot e Pinot Noir, sementes de uvas
Petit Verdot, borra de fermentacéo de uvas tintaesgaco de goiaba apresentaram atividade sobre
S. aureuse L. monocytogeneg. coli ndo foi inibida pelos extratos de erva-mate e mtham
dos residuos agroindustriais avaliados. Na com@ogigiimica destes residuos foi encontrada a
presenca de compostos fendlicos de reconheciddaatas antimicrobiana, demonstrando assim a
importancia e necessidade de pesquisas de prospéecantimicrobianos naturais destas fontes
para uso pela industria de alimentos e bebidas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Residagsoindustriais; Erva-mate; Compostos
fendlicos; Staphylococcus aureusisteria monocytogenesSalmonellaEnteritidis; Escherichia
coli
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Abstract

Antimicrobial activity of natural products:
yerba mate e agroindustrial residues

Study of antimicrobial compounds in plapecies has driven to increasing interest within
the food industry due to raised demand from conssirftg food free of synthetic preservatives.
Vegetable species are rich of bioactive compoundbk nown antioxidant and antimicrobial
properties worthy of industrial and pharmacologicéérest. Natural antimicrobials can be found
not only in leaves, stems, flowers, tubers andsiobtit also in by-products from processing of
fruit, vegetables and greenery. This study aimecdvaluate antimicrobial activity of various
agroindustrial residues and yerba mate for pregdchimarrao” (lex paraguariensisSt. Hil.) on
relevant pathogenic microorganisms in foods such Siaphylococcus aureusListeria
monocytogenesSalmonellaEnteritidis andEscherichia coli Screening of antimicrobial activity
was performed by agar diffusion technique, deteatiam of Minimal Inhibitory Concentration
and Minimum Bactericidal Concentration (MIC/MBChalysis of extracts effects on microbial
rise through elaboration of growth curves, deteation of total phenolic content, and chemical
characterization of the compounds with the higleegtbacterial activity. Results demonstrated
antimicrobial potential of yerba mate and some iagiustrial residues. Ethanol extract of yerba
mate revealed to be a potent natural antimicrobralS. aureus L. monocytogenesnd S
enteritidis chemical composition indicated large quantitiébioactive phenolic compounds yet
activity was ineffective at pH 6. Agroindustrialsrdues of beet stems, peanut skin, pomace of
Petit Verdot and Pinot Noir grapes, Petit Verdapgr seed, fermentation lees of red grapes and
pomace of guava showed activity BnaureusandL. monocytogeneg&. coliwas not inhibited by
any extracts of yerba mate or residues evaluatesidRal chemical composition showed the
presence of phenolic compounds with acknowledgadnamobial activity, demonstrating the
relevance of prospective research into the naamtinicrobial properties of these sources within
the food and beverage industries.

Keywords: Antimicrobial activity; Agroindustrial residues; ¥ mate; Phenolic compounds;
Staphylococcus aureukisteria monocytogengSalmonellaEnteritidis;Escherichia coli
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1 INTRODUCAO

Cresce cada vez mais no mercado consumidor derdabme ideia de que produtos naturais
sdo fonte de saude e bem-estar, em oposicdo adst@soindustrializados, frequentemente
relacionados com efeitos colaterais indesejadositr®eadessa perspectiva, produtos “verdes”
tornam-se cada vez mais valorizados na sociedadss@ demanda tem causado mudancas
significativas em diversos setores industriaislusize no setor de bebidas e alimentos. Buscam-
se, por parte das empresas do setor, elementosaisatiue sirvam de matéria-prima para o
desenvolvimento de uma grande variedade de proMOKREIRA et al., 2006).

A medida que a economia global gera producdo espgmate de alimentos em escala
mundial, o uso de antimicrobianos em alimentosagechda vez mais necessario, para que se
garanta fornecimento de alimentos de qualidade (ID¥ON; BRANEN, 2005). Na industria de
alimentos, o uso de conservantes naturais tenrrsado frequente, sendo que muitas especiarias e
ervas representam alternativas em potencial no atanébdeterioracdo e ao crescimento de micro-
organismos patogénicos (TASSOU et al., 2000), dgedeapresentem, obviamente, propriedades
antimicrobianas (NYCHAS et al., 1990).

Atividade antibacteriana de 6leos essenciais etmsirde plantas tem sido objeto de varias
pesquisas nos ultimos anos (BURT, 2004; BENDAHOUWlet2008; AL-REZA et al., 2010).
Partes aéreas de espécies vegetais, como ramhas fel flores, e partes subterrdneas, como
tubérculos, rizomas e raizes, sdo frequentemeilieadas nas pesquisas por novos compostos
(BENKEBLIA, 2004; AIDI WANNES et al., 2010). Recamhente, o estudo de espécies
utilizadas no preparo de infusdes, tais como cl@sgres tipos de bebidas, tem ganhado cada vez
mais destaque (BASTOS et al., 2006; BAHORUN et24110). A erva-matdléx paraguariensis
St. Hil.), espécie nativa da América do Sul, tedosibjeto de pesquisa devido suas atividades
farmacologicas e riqueza de compostos bioativosDBRSEN; FOGH, 2001; ALVES et al.,
2008; LIU et al., 2009).

No entanto, compostos com atividade antibacterpodem ser encontrados ndo somente
em plantas, frutos e outros materiais vegetaisidest recentes tém demonstrado a presenca de
compostos bioativos em diferentes tipos de residgpsindustriais, representando um valioso
potencial de aplicacdo na industria (PUUPPONEN-RIMI al., 2001; BALASUNDRAMet al.,
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2006). O Brasil apresenta grande fonte de matéiaappara pesquisas nesta area, uma vez que
sua economia é fortemente baseada na agroind(R®RBRERTOet al., 1995).

1.1 Antimicrobianos naturais

Antimicrobianos naturais ocorrem em animais e plantomo mecanismo evolutivo de
defesa do hospedeiro contra invasores e estaonpgssem abundancia no meio ambiente. Tais
compostos podem exibir atividade antibacteriana adimentos, ocorrendo naturalmente, ou
podem, ainda, ser utilizados como aditivos em susilonentos. O potencial de aplicagdo desses
compostos pela industria alimenticia € signifiaative estudos para incorporacdo de
antimicrobianos em alimentos, bem como para masinsmna biofuncionalidade tém sido feitos
no mundo todo (NAIDU, 2000). Trabalhos recentes traos a viabilidade de utilizacdo de
antimicrobianos naturais em alimentos (HAO et¥98; FISHER; PHILLIPS, 2008; GOVARIS
et al., 2010).

Plantas, ervas e especiarias, bem como seus @sesceis e compostos isolados, contém
um grande numero de substancias que inibem atesdatetabolicas de bactérias, leveduras e
mofos (VIGIL et al., 2005). Compostos antimicrolmanem materiais vegetais sdo comumente
encontrados nas folhas (LEE, LEE, 2010; SAMEC et 2010; YIM et al.,, 2010), flores
(TAVARES et al., 2008; EBRAHIMABADI et al., 2010hulbos (BENKEBLIA, 2004), rizomas
(SURESH BABU et al., 2003; SABULAL et al., 2006)ytos (KOSSAH et al., 2010; ABDALLA
et al., 2007; SAMPAIO et al., 2009) e outras padagplanta (ANESINI; PEREZ, 1993; WEI et
al., 2010).

A composicdo quimica desses compostos é variadelg diversas classes de compostos,
tais como saponinas, flavonoides, tiossulfatos;aginolatos (TAJKARIMI et al., 2010), taninos,
guinonas, alcaldides e acidos organicos (TAN e28I07). Pesquisas recentes tém relacionado a
atividade antimicrobiana de fontes naturais comeagnc¢a de uma classe de compostos abundante
em espécies vegetais, 0s chamados compostos fEn@IAJIJHENIC et al., 2007; EL-MASSRY
et al., 2009; MAIER et al., 2009). Cabe ressaliae¢ gao sO as espécies vegetais sao ricas em
fendlicos. Por extensdo, os residuos gerados palo pgocessamento também apresentam

guantidades consideraveis desses compostos (BALARAWM et al., 2006).
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Fendlicos sdo compostos que possuem um ou maisghigroxila ligados diretamente a
um anel aromatico. Todo grupo se baseia na esruiasica denominada fenol, cujo anel
aromatico € o benzeno (VERMERRIS; NICHOLSON, 20@tes compostos sao classificados
de varias maneiras. Harborne e Simmonds (19643ifi@sn-nos de acordo com o numero de

atomos de carbono de suas moléculas, como demadmstnaQuadro 1.

Estrutura Classe Exemplos

Cs Fendlicos simples Resorcinol, floroglurcinol

Cs-Cy Acidos fenolicos e compostos Acido galico, acido salicilico, acido
relacionados vanilico

Ce-Cs Acidos cinamicos Acido p-cumarico, acido caféico, acido

feralico
Cs-C3 Cumarinas, isocumarinas e cromonas  Umbelifercgrgemina
Cis Flavonoides Buteina, aurona, isoflavona,

isoflavonona, neoflavondide, quercetin
miricetina, naringenina, pelargonidina,

Rad

malvidina
Cso Biflavonoides Ginkgetina
Taninos Condensados Procianidina B2
Complexos Acutissimina A

Quadro 1 —Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo somimero de &tomos de carbono.
Adaptado de Harborne e Simmonds (1964); com infod®s de Vermerris e Nicholson
(2006)

Os flavondides, grupo de pigmentos vegetais didtlilis amplamente na natureza,
compreendem um dos grupos fendlicos mais impogaatdiversificados dentre os produtos de
origem natural, com cerca de 4.200 diferentes catopoidentificados até o momento. Sua
ocorréncia € heterogénea nas diferentes partesghial — folhas, flores, galhos, raizes e frutos —
e suas propriedades bioativas tém sido fonte dgufsss pelas industrias farmacéuticas e de
alimentos (ZUANAZZI, 1999).

O espectro de acdo antimicrobiana dos produtogaiaté amplo, compreendendo micro-
organismos Gram-positivos e Gram-negativos (Quajir@® mecanismo de acdo dos compostos
fenolicos ocorre sobre diferentes estruturas aasjacausando ruptura da membrana externa,
complexacdo com parede celular, privacdo de substiateracdo com material genético,
inativacdo enzimatica, entre outros (Quadro 3). fmstos fendlicos e aromaticos podem, ainda,
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alterar a estrutura e funcdo da membrana citoplEsaménterrompendo o fluxo de prétons,
elétrons e o transporte ativo (SIKKEM&t al.,, 1995; BURT, 2004). Acredita-se que esses
compostos atuem principalmente sobre a membranlacéBELTRAME et al., 1988; SIERRA-
ALVAREZ; LETTINGA, 1991).

Planta Espectro de acéo
Coentro Coriandum sativui oreganoQriganum  Gram-positivos e Gram-negativos, incluindo
vulgare), alecrim Rosmarinus officinaljs salsa Listeria monocytogenes

(Petroselinum crispuin

Pimenta-da-jamaic&@{menta didick manjericdo  Bacillus subtilis, Clostridium botulinum,
(Ocimum basilicury louro aurus nobilig, Capim- E. coli, L. monocytogenes, S. aureus
lim&do (Cymbopogon citratyserva cidreiraNelissa Salmonellal'yphimurium

officinalis), manjerona@riganum majorang salva

(Salvia officinali3, alecrim Rosmarinus officinal)s

Cravo-da-india $yzygium aromaticumsalva Bacillus subtilis, Clostridium

(Salvia officinali$, canela Cinnamomum botulinum, E. coli, L. monocytogenes,
zeylanicunp manjerona@riganum majorang Salmonellal'yphimurium S. aureus
pimenta-da-jamaicaPfmenta didicy

Cominho Cuminum cyminujn Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium

botulinum, L. monocytogenes, Pseudomonag
fluorescens, SalmonelEnteritidis S. aureus

Endro @Anethum graveoleps Clostridium botulinum, P. aeruginosa, S.
aureus, Yersinia enterocolitica
Funcho Foeniculum vulgarge Bacillus cereus, Clostridium botulinum,

SalmonelleEnteritidis S. aureus, Yersinia
enterocolitica

Alho-das-vinhasAllium vinealg Amplo espectro de ag&o contra micro-
organismos patogénicos Gram-positivos e
Gram-negativos

Hortelda (Mentha piperitd Amplo espectro de acdo contra micro-
organismos patogénicos Gram-positivos e
Gram-negativos

Cebola Allium cepa E. coli, Salmonelld@yphimurium Shigella
dysenteriae, S. aureus

Quadro 2 — Fontes naturais de compostos antimamobie seus respectivos espectros de acdo. Adaptado
de Tajkarimi et al. (2010)
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Classe Subclasse Exemplos Mecanismo de acao
Fendlicos Fendlicos simples Catecol Privacdo de substrato
Epicatequina Ruptura de membrana
Acidos fendlicos Acidos cinamicos Ligac&o a adesinas, complexacao
Quinonas Hipericina com parede celular, inativacao
enzimatica
Flavonoides Crisina Ligac&o a adesinas, complexacao
Flavonas com parede celular
Abissinona Inativacao enzimatica
Flavonois Totarol -
Taninos Elagitanina Ligac&o a proteinas, adesina,

Inibicdo enzimética
Privacdo de substrato, complexacéo
com parede celular, ruptura de

membrana
Cumarinas Varfarina Interacdo com DNA eucariotico
Terpendides, Capsaicina Ruptura celular
Oleos essenciais
Alcaloides Berberina, Atividade sobre a parede celular,
piperina interacdo com DNA

Quadro 3 — Principais classes de fendlicos conidatile antimicrobiana e seus respectivos mecanidmos
acao. Adaptado de Cowan, 1999

Extratos de plantas e Oleos essenciais sdo geranodrnidos através de processos de
destilacdo a vapor, extracdo com solventes ou pgens e sua utilizacdo na industria de
alimentos é influenciada pela natureza dos seustitgintes. A atividade antimicrobiana depende
do método de extracdo empregado e da quantidadentigostos disponivel na planta. Dentro da
mesma especiaria ou espécie vegetal, o teor dditaories dos grupos ativos pode variar
substancialmente (VIGIEt al., 2005). Além disso, a zona geogréfica déveue a sazonalidade
podem influenciar na composi¢cdo do extrato (BRI2O09; CEZAROTTO, 2009). Tornam-se
imprescindiveis, portanto, a padronizacdo do priooeato de extracdo e a utilizacdo de um
mesmo lote de material amostral para a realizagad@dsaios.

A selecdo do solvente de extracdo é um fator irapt@tpara o sucesso da pesquisa de
antimicrobianos. Compostos sollveis em agua e ipaxsesdo geralmente extraidos a partir de
agua ou tampdes, enquanto que compostos insolémeisigua sdo extraidos com solventes
organicos (KIRAKOSYAN, 2006). Tanto os solventes lehixa polaridade quanto os de alta
polaridade podem ser utilizados para extracdo dapostos a partir de plantas secas ou

liofilizadas, sendo que os mais frequentementezatibs sédo o acetato de etila e o metanol.
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Teoricamente, 0 acetato de etila apresenta caplecida extracdo apenas por processo de
lixiviagcdo da amostra, e solventes alcodlicos sfgazes de romper estruturas celulares, tais como
membranas, e extrair, dessa forma, compostos éhtitaces. Para materiais vegetais frescos, de
alto teor de umidade, solu¢cdes compostas por ditlerano-metanol sdo as mais recomendadas

para otimizar o procedimento de extracado (GHISALBER993).

1.2 Residuos agroindustriais

O Brasil possui economia fortemente baseada nanagiiria. Dados do Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada (CEPEA, 2009) feenecma dimensao da importancia da
indUstria agropecuéaria para o pais: em 2009, &patao do PIB do agronegdcio no PIB do pais
foi de 23,08%. E a tendéncia é que a producdoidemtos cresca no mundo todo. Segundo a
FAO (2009), a producdo mundial de alimentos precigscer 70% até 2050 para garantir o
abastecimento a niveis seguros. Consequentemesga, @escente producdo acarretara no
aumento da geracao de residuos e subprodutos.

O potencial antimicrobiano de residuos agroindaistja vem sendo pesquisado nos ultimos
anos. Foi demonstrada a atividade antimicrobiangementes de uva (JAYAPRAKASHA et al.,
2003; BAYDAR et al., 2004), bagacos de uva (PUUPEQMNPIMIA et al., 2001; KATALINIC
et al., 2010), partes de uvas e produtos da vagiio (ANASTASIADI et al., 2008), cascas de
roma (AL-ZOREKY, 2009), cascas de limao (MAHMUD at, 2009), cascas verdes de nozes
(OLIVEIRA et al., 2008), caroco de manga (ABDALLA al., 2007), entre outros. Novas
pesquisas na busca por antimicrobianos naturaiazeen necessarias, a medida que permitirdo
ampliar as possibilidades de utilizacdo de consgeganaturais, principalmente pela industria de
alimentos.

Além de proporcionar fonte de matéria-prima parsgpesas de novos compostos bioativos,
a reutilizacdo destes residuos ajuda a minimizaisoes de danos ambientais (MAKRIS et al.,
2007). Residuos agroindustriais apresentam elesaigosicdo organica. Seu descarte no meio
ambiente € fonte de sérios problemas; a liberag@essiva de nutrientes, como fésforo e
nitrogénio, pode causar eutrofizacdo de ambienjest&os, com consequente diminuicdo de
oxigénio dissolvido, causando morte de organisneo8béos e desequilibrio do ecossistema local
(PELTZER et al., 2008).
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Em meados de 2010, foi aprovada no Brasil a leiigtéui a Politica Nacional de Residuos
Sdlidos, que tem como principios e objetivos, @entrtros, o reconhecimento do residuo sélido
reutilizavel e reciclavel como um bem econémicceevdlor social, gerador de trabalho e renda,
visando ao desenvolvimento sustentavel (BRASIL,020RA lei classifica, quanto a origem,
“residuos industriais” como sendo aqueles geradws processos produtivos e instalacdes
industriais, e “residuos agrossilvopastoris” comaedes gerados em atividades agropecuarias e
silviculturais. A necessidade de adaptacédo a neivaolde servir de estimulo, nos proximos anos,
ao uso de residuos agroindustriais como fonte d&riagrima para pesquisa de compostos

bioativos, area atualmente centrada no estudoaségsl medicinais.

1.3 Erva-mate (lex paraguariensisSt. Hil.)

A erva-mate l{ex paraguariensisst. Hil.), primeiramente adotada por habitantes/oatda
regido compreendida por Paraguai, Uruguai, nordesatérgentina e sul do Brasil por suas
propriedades medicinais, € utilizada por populagitsmericanas tanto como fonte de cafeina,
em substituicdo ou em paralelo ao cha e café, guantho agente terapéutico, devido aos seus
reconhecidos efeitos farmacologicos (BRACES&@l., 2010).

E membro da familia Aquifoliaceae, a qual compreatmis géneros e mais de 400 espécies,
dentre as quais a maioria do géniéem, de porte arbéreo ou arbustivo (EVANS; TREASE,200
Apesar de ser chamada de erva, a planta tem estraioorea (BENINCA, 2009). E nativa da
Ameérica do Sul, e encontrada principalmente no iBrAsgentina, Paraguai e Uruguai (HECK;
DE MEJIA, 2007).

No Brasil, a regido Sul € a maior produtora de -enade. Em 2009, 99,9% das 218.102
toneladas produzidas no pais vieram dessa regid®a@na € o maior Estado produtor,
concentrando 71,8% do total de producdo da ervana@nitude dessa producdo também se
expressa em termos financeiros: o valor da proddeaerva-mate no mesmo ano ultrapassou 0s
86 milhdes de reais (IBGE, 2009).

O consumo de bebidas a base de erva-mate ocowérids maneiras, de acordo com a
regido. No sul do Brasil, é utilizada para prepdoahimarrdo, bebida que leva agua quente e que
€ consumida pressionando-se a erva contra a paaetiga e aspirando-se através de um utensilio
denominado “bomba” (ou bombilho); no Paraguai,épprada com agua gelada e recebe o nome
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de tereré. No sudeste do Brasil, a mate é comeauia na forma de folhas torradas e moidas,
usadas para preparo de cha ou de bebidas docdsgetauito populares em Séo Paulo e no Rio
de Janeiro (BRACESCO et al., 2010).

Nos ultimos anos, tem aumentado o niumero de pesqu@m erva-mate devido as suas
propriedades farmacologicas. Foram relatadas atieidantioxidante (FILIPet al., 2000;
SCHINELLA et al., 2009; PAGLIOSA et al2010), antiinflamatoria (TSAdt al., 2010), diurética
(GONZALEZ et al., 1993), antitumorigénica (DE MEJiét al., 2010), redutora de peso
(ANDERSEN; FOGH, 2001; DICKElet al., 2007; PRZYGODDAt al., 2010), antimicrobiana
(DE BIASI et al., 2009; COGO et al., 2010), dentre outras.

A composicao quimica dentro do généex € bastante varidvel. Estudos demonstram que a
erva-mate € rica em compostos fendlicos, principatm acidos clorogénicos e seus derivados
(HECK; DE MEJIA, 2007), também presentes em divergegetais e considerados compostos
pré-formados de resisténcia contra a invasao dpatibgenos, principalmente bactérias e fungos
(VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). Um de seus derivaéos acido cafeoilquinico, presente
em frutas e vegetais utilizados para consumo humeomo café, cenoura, pera, marmelo,
ameixas e passas (SHAHIDI; NACZK, 2004). Outros posgtos fenodlicos sdo encontrados em
abundéancia na erva-mate, como os acidos galicmgiio, caféico, feralicop-cumarico e os
flavondides rutina e quercetina (BASTOS et al.,@RAVO et al., 2007; PAGLIOSAet al.,
2010).

Recentemente, foram publicados diferentes estudesa do potencial antimicrobiano da
erva-mate sobre bactérias Gram-negativas, Graniyassie fungos (DE BIASEt al., 2009;
VAQUERO et al, 2010; COGCrt al., 2010). As recentes descobertas reafirmanpartancia da
erva-mate como fonte de pesquisas de compostoniambianos naturais. Por ser amplamente
consumida na forma de bebidas, chas ou infusdesid® em vista suas propriedades biolégicas
comprovadas, a utilizacdo da erva-mate como coastr\natural pela industria de alimentos se

torna ainda mais promissora.

1.4 Micro-organismos em alimentos

Doencas transmitidas por alimentos (DTA) tém sidogrande problema de saude publica
em todo mundo. Nos Estados Unidos, o Centers fegd3e Control and Prevention — CDC estima
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gue a cada ano 1 em cada 6 americanos, ou sajailies de pessoas, figuem doentes, 128 mil
sejam hospitalizados e 3 mil morram de DTA (CDCL®00s custos com doengas transmitidas
por alimentos chegam a 152 bilhdes de ddlares aqRIRODUCE SAFETY PROJECT, 2010).
Dentre os agentes etiologicos mais custosos aascqfublicos, encontram-sgalmonella
enterocolitica (US$ 14,6 bilhdes), monocytogene@)S$ 8,8 bilhdes). coli (US$ 1 bilhdo) 6.
aureus(US$ 163 milhdes).

No Brasil, no periodo de 1999-2010, foram notife®é.971 surtos por DTA, nos quais 1,8
milhdo de pessoas foram expostas, com o acomebmimt133.954 pessoas e 88 Obitos
registrados (BRASIL, 2011). Os dados sao refereatésa Ultima atualizagdo, em outubro de
2010. Dos agentes etioldgicos identificad®almonellaspp. eStaphylococcuspp. sdo 0s mais
comuns em surtos. No Estado de S&o Paulo, em 208 mnotificados 384 surtos, com 12.399
expostos, 7.253 doentes e 6 6bitos (SAO PAULO, R00®a vez que no pais ha sério problema

de subnotificacdo de DTA, esses numeros sdo, cemtarrbastante superiores.

1.4.1SalmonellaEnteritidis

O géneroSalmonellacompreende bacilos Gram-negativos, nao-produtdeesesporos,
anaerobios facultativos, produtores de gas a pdetiglicose (excet&. Typhi) e capazes de
utilizar o citrato como Unica fonte de carbono.d®zem sulfeto de hidrogénio, ndo produzem
indol e sédo negativos para urease. S&o mesofdos,otimo de crescimento entre 35 e 37°C, mas
geralmente crescem entre 5 e 46°C. A maioria € m®vapresenta flagelos peritriquidS;
Pullorum eS. Gallinarum s&@o iméveis (RAY, 2003; FRANCO; LANDGRA2005).Salmonella
apresenta pH 6timo de crescimento ao redor daalieisiie, entre 7,0 e 7,5. Efeito bactericida
ocorre em valores de pH acima de 9,5 e abaixo &lelr8bicdo do crescimento é observada em
valores de atividade de agua abaixo de 0,94 (INTERDONAL COMMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS - ICMSF496).

O género é composto de apenas duas espé&ciesiterica subdivida em seis subespécies
(enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtema#ica) e S. bongori Juntas, agrupam mais de
2.500 sorotipos, os quais recebem diferentes deramdes seguidas do nome da espécie e escritas
em letra maidscula, como, por exemo,entericasubespécientericasorotipo Enteritidis, que
pode ser abreviado pasalmonelleEnteritidis (POPOFIEt al., 2001).
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A classificacdo sorolégica dgalmonellaé baseada nos principais determinantes presentes
nos antigenos somaticos (antigeno O) e flagelargggéno H). Antigenos O estdo presentes em
longas cadeias de lipopolissacarideos (também camldsepor LPS ou endotoxina). O lipideo A
do LPS é o principal determinante da toxicidadgufk sorotipos, com®. Typhi, S. Dublin eS.
Paratyphi C expressam o antigeno capsular Vi, umopolimero de acido N-acetilgalacturénico,
importante nos processos de viruléncia e imunidgd@RMAECHE; PETER, 1998).

Apresentam distribuicdo mundial, e a ocorrénciaatetipos varia de acordo com a regiao.
S&o reconhecidas universalmente como agentes caasade zoonoses; seu reservatorio mais
importante é o trato intestinal de aves (GERMAN@&RBANO, 2008; WAAGE et a) 1999).

Os diferentes sorotipos dgalmonellapodem estar estritamente adaptados a um hospesairo
particular ou ainda ocorrer em grande numero deagspS. Typhi e S. Paratyphi A, B e C séo
encontrados em um Unico reservatorio natural, oemonmAlguns sorotipos, con®. Gallinarum,
sdo adaptados a uma determinada espécie animai),(amquanto outros podem infectar
indiferentemente homens e animais, cas8.dg/phimurium eS. Enteritidis (JAY, 2005).

A descoberta de novos patdégenos alimentares mudoentendimento acerca da
epidemiologia das doencas transmitidas por alingemi@s Ultimas duas décadas. Dentre os
patdgenos mais relevantes nos ultimos 20 anosa&sémonellaEnteritidis (HOLLEY; PATEL,
2005), principal sorotipo implicado em salmonelolsemanas em todo o mundo, principalmente
devido ao consumo de ovos de galinha e produtassa te ovos (GEIMBAt al., 2004). No
periodo de 1998 a 2002, 49,4% dos surtos de inddzaéteriana confirmados nos Estados Unidos
foram causados por bactérias do gérgabmonellaLYNCH et al., 2006). No Brasil, 34,7% dos
surtos alimentares confirmados laboratorialment&a89 a 2004 tiveram como agente etioldgico
bactérias do géne@almonellaf SAO PAULO, 2005).

Eduardo et al. (2008) relatam que do total de sudEcorrentes da ingestdo de alimentos
contaminados pobalmonellano Estado de S&o Paulo, de 1999 a 2007, 43,2%spoamdiam ao
sorotipoSalmonellaEnteritidis; de 1.939 casos isolados, 31% foramdds a0 mesmo sorotipo.
Madalosso et al. (2008) relatam a ocorréncia d sie infeccdo poBalmonellaEnteritidis em
um restaurante do municipio de S&o Paulo-SP enwidv&5 pessoas, possivelmente devido ao
consumo de patés que tinham em sua composi¢ao esai@m ovos crus produzida no proprio

estabelecimento, pratica proibida pela legislagiadeial vigente.



25

Ovos, frangos, carne e produtos a base de carress@iculos mais comuns de salmonelose
humana (PELCZARet al., 1996). Saladas a base de ovos, sorvetasrasosobremesas de
fabricacéo caseira estdo entre os tipos de alimentis frequentemente envolvidos em surtos de
gastrenterites pddalmonellaEm relacéo aos laticinios, € quase sempre capsdal@onsumo de
leite cru ou indevidamente pasteurizado e queijotreE 0os pontos que mais favorecem a
multiplicacdo de Salmonellaem alimentos estdo preparacdo e armazenamentorateeg
guantidades de alimentos, manuseio excessivo erot®ninadequado da temperatura de
armazenamento (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

1.4.2Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureué um patégeno Gram-positivo da familtaphylococcaceae
(GARRITY; HOLT, 2001). Seu género abrange 33 eg®@do imoveis, catalase e coagulase-
positivos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). As espéciate estafilococos sdo hospedeiro-
adaptadas; metade das espécies conhecidas haéitasapumanosS( cohni) ou humanos e
animais §. aureup (JAY, 2005). Do total de espécies, 17 podem seladas de amostras
biolégicas humanas (DAR et al., 2006), principalteete pele e fossas nasais (SANTOS et al.,
2007).

Embora sejam mesdfilas, algumas linhagen$S .daureugpodem crescer a temperaturas de
até 6,7°C. Em geral, o crescimento ocorre na fdixa7°C a 47,8°C, e as enterotoxinas sao
produzidas entre 10°C e 46°C; contudo, a temperdiima para producdo de enterotoxina fica
entre 40°C e 45°C. As temperaturas minimas e méxdaacrescimento e produgdo de toxinas
assumem condi¢Bes Gtimas diferentes de acordo cbrsoparametros, como concentracdo de
sais, atividade de agua, e pH, por exemplo (JAY520

O patogengode provocar desde simples infeccbes, como espmifiarinculos, até graves
enfermidades. As infecgBes mais graves podem ocatnaeves da producao de toxinas (sindrome
da pele escaldada, sindrome do choque toxico &idatifio alimentar estafilococica) ou da
invasdo direta e proliferacdo do microrganismo, cocomsequente formacdo de abscesso e
destruicdo tecidual, como nas infeccbes cutaneaslodardites, pneumonia, meningite,
osteomielite e artrite séptica também estdo astaxia infeccdo por estes patégenos (MURRAY
et al., 2010).
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Cepas dé&. aureugpatogénicas produzem uma série de enzimas ou togkieacelulares. A
producdo de hemolisinas é responsavel pela hem&isémeno que pode ser observado pela
formacédo de um halo de hemdlise ao redor de carescidas em agar sangue. A coagulase
esta intimamente relacionada a sua patogenicidad&a-se de uma enzima capaz de coagular a
fibrina, ocasionando a formacdo de um coagulo;de e coagulos formados ao redor das
bactérias torna dificil o contato de agentes di@isia imunolégico do hospedeiro com as células
bacterianas, o que impossibilita a fagocitose pacrgfagos. (MADIGANet al., 2004). Além
disso, S. aureusproduz enterotoxinas associadas a doencas tradamitpor alimentos
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A gastrenterite estafilocécica é causada pela fdgede alimentos que contenham uma ou
mais enterotoxinas, as quais sdo produzidas sonportealgumas espécies e linhagens de
estafilococos. Embora a producdo de enterotoxistejaegeralmente associada a estafilococos
coagulase-positiva, algumas espécies de estafdecoéo produtoras desta enzima também
podem produzir enterotoxinas. Uma caracteristicgpomante dessas proteinas € sua
termoestabilidade, que Ihe confere resisténciatartrentos térmicos, como a pasteurizacao (JAY,
2005).

Segundo dados do Centro de Vigilancia Epidemiolbdic Estado de S&do Paulo (CVE-SP),
no ano de 2008 foram registrados 321 surtos decdsetransmitidas por agua e alimentos,
envolvendo 4.797 pessoas. Estafilococos figurammocagente etiolégico em 10 surtos ocorridos

no periodo (Quadro 4).
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Més Doencga N.° N.° Agente etiolégico Fonte de transmisséo LocaJ dg
surtos casos ocorréncia
Marco Diarreia 1 7 S.aureus Bolo de creme e nozes Residéncia
Abril Diarreia 1 2 Estaf. coag+ Bolo de milho Padaria
Maio Diarreia 1 5 S. aureus Queijo branco caseiro Residéncia
Outubro Diarreia 1 8 S. aureuscoliformes Sushi Lanchonete
Marco Diarreia 1 44  S. aureus Sopa, ovos Hospital
Maio Diarreia 1 2 S. aureus, B. cereus Panqueca de carne Residéncia
Junho Diarreia 1 25 S. aureus, B. cereus Bolo Igreja, padaria
Janeiro  Diarreia 1 23  E. coli, estaf. coag, B. Bolo branco, lagarto,  Ignorado
cereusgcoliformes maionese
Marco Diarreia 1 6 Proteus mirabilisgstaf. coag+ Coxinha Lanchonete
Janeiro Diarreia 1 56 S. aureus Lasanha de frango Fabrica
Total 10 178

Quadro 4 — Surtos de intoxicagao alimentar $oraureusno Estado de Sao Paulo, 2008. Adaptado de
DDTHA/CVE - SinanNet e Relatérios de Investigacadairtos (SAO PAULO, 2009)

Os alimentos normalmente relacionados as intoxemcausadas p&. aureusao carnes e
produtos a base de carnes, frangos, produtos fedtmsovos, saladas com molho, produtos de
confeitaria, tortas de creme, bombas de chocok#teduiches, leite e derivados (FRANCO;
LANDGRAF, 2005). Sendo exigente nutricionalmentg,aimentos envolvidos devem ser ricos
em proteinas, agucares e vitaminas, especiaimentomplexo B. Os alimentos que requerem
manipulagcéo consideravel durante a preparacdo s&umantidos a temperatura ambiente ap0s a
preparacao séo os envolvidos mais frequentementistericacdes estafilococicas (JAY, 2005).

Estudo de Almeida Filho e Nader Filho (2000) apanpoesenca d&. aureusem 50% de
amostras de gueijo minas frescal acima dos vajmesitidos pela legislacéo vigente. Bezerra et
al. (2010) detectaram o microrganismo em sanduicbe®rcializados na cidade de Cuiaba-MT;
31,4% das amostras estavam fora dos padrbes nulfgigios aceitos. Altas contagens (2%10
UFC.g") deS. aureusprodutor de enterotoxina A foram encontradas émesito envolvido em
um surto de intoxicacdo alimentar em um restauramggtucional na cidade de Pelotas-RS
(RODRIGUES et al.,, 2004), valores idénticos aosdatios por Carmo et al. (2003) em
panquecas de frango envolvidas em surto de intgkacalimentar na cidade de Passos-MG.

1.4.3Listeria monocytogenes

Os membros do génetasteria sdo definidos como pequenos bastonetes Gramyussiti

nao esporogénicos, catalase positivos e ndo pmnasutte HS. Crescem numa ampla faixa de
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temperatura (1 a 45°C), com 6timo entre 30-37°@ &assificados como psicrotolerantes, em
funcdo da capacidade de se multiplicar em tempasatie refrigeracdo (HOLT, 1994).

L. monocytogenes reconhecida como Unico patdogeno de importameibitenanos dentre as
seis espécies descritas atualmente, emhoraeeligeri, L. welshimerie L. ivanovii sejam
ocasionalmente associadas a doencas humanas (ADMMSS, 2000)L. monocytogenetem se
tornado foco de estudos nos ultimos anos, devideuagimento de diversos casos e surtos de
listeriose em humanos (FRANCO; LANDGRAF, 2005). ésenta ampla distribuicdo na
natureza, seja no ambiente, em animais ou no hofedem contaminar ambientes de producéo,
processamento e distribuicdo de alimentos, causpraldemas para indastria e consumidores,
desde a obtencdo da matéria-prima até a mesa domaor final (CHAEet al, 2006).

Nos Estados Unidos, o patdégeno causa aproximadar@ésQ0 casos de listeriose ao ano e
aparece em terceiro lugar nas estimativas de custos doencas transmitidas por alimentos
(PRODUCE SAFETY PROJECT, 2010). A ocorréncia no sBr& subdiagnosticada e
subnotificada, e as infeccbes assintomaticas pebwvente ocorrem em todas as idades, embora
sejam de importancia apenas na gravidez. A taXatdidade em recém-nascidos é de 30%; em
adultos € de 35% (11% para menores de 40 anos epéB¥maiores de 60 anos). Em casos de
septicemia, a taxa de letalidade sobe para 50%acke a niveis de 70% em casos de meningite
(SILVA et al., 2007).

Individuos saudaveis podem ou ndo apresentar sastoapoOs a ingestdo de alimentos
contaminados corh. monocytogenedNa maioria das vezes, os sintomas surgem de Hias7
apos a ingestao e incluem sintomas leves semethampepe, como febre baixa, dores abdominais
e diarreia. Os sintomas desaparecem em poucosnhas) individuo continua eliminando células
viaveis pelas fezes por algum tempo (RAY, 2003).

Qualquer alimento fresco de origem animal ou vegetde apresentar nimeros variados de
L. monocytogenesomo carnes frescas ou congeladas, frango, fridawat, frutas e produtos
vegetais (JAY, 2005); é associada, principalmemteite cru, leite pasteurizado inadequadamente
e outros produtos lacteos, como queijos e sorvemsser psicrotrofica, tem sua multiplicacao
favorecida nesses alimentos, geralmente mantidosesogeracdo (NUTTAWEE, 2009).

Estudos relatam variados indices de contaminacadeiéene derivados. Mais da metade
(51,5%) das amostras de leite cru e 100% das amsosie leite beneficiado continham
monocytogenesm pesquisa realizada no Estado da Paraiba (CATABALLOS, 2001); 3,7%
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das amostras de queijos artesanais comercializaaiogstradas litoraneas do Estado do Rio
Grande do Sul estavam contaminadaslpanonocytogeneAFFARI et al., 2007); e 6,70% dos
gueijos macios e semi-macios produzidos e vendiddsstado do Parana analisados por Abrahéo
et al. (2008).L. monocytogenetem sido encontrada em outros tipos de alimeri&s,como
salames fermentados (BORGES al., 1999), sorvetes (ABRAHA®t al., 2008) e linguicas
(SILVA et al., 2004).

Uma das caracteristicas que tornammonocytogenesinda mais problematica para a
industria de alimentos é sua capacidade de forioélintes, dificultando os processos de controle
de qualidade microbiolégica em alimentos (RAY, 2008esse contexto, estudos vém sendo
realizados no intuito de avaliar a formacao deilefs deL. monocytogenesm superficies em
diferentes condicbes, como tempo de exposicdo, deEnypa e natureza da superficie
(TRAVAGIN, 2010).

1.4.4Escherichia coli

Escherichia colié uma bactéria Gram-negativa, anaerobia facudtatem forma de
bastonete, ndo formadora de esporos. Pertenceiaf&@mterobacteriaceae inclui um grande
namero de cepas que diferem em seu potencial patogé&Certas cepas, contudo, sédo indcuas e
vivem dentro de intestinos de animais de sanguetgugoliformes fecais). Sa4o os micro-
organismos anaerobios facultativos mais abundanéss fezes, presentes em concentracoes
préximas a 1DUFC.g* (SCHAECHTER, 2009).

E. coli pode crescer em meios minimos contendo apenasfante organica de carbono
(como a glicose), uma fonte de nitrogénio (como B, e outros minerais (JAY, 2005). Sua
sorotipagem € baseada nas diferencas antigénicasteatdas no envelope celular ou na capsula
(antigenos K), na parede celular (antigenos Ojseflagelos (antigeno H). As fimbrias, quando
presentes, também podem ser usadas para a cagdersoroldgica (SILVAt al., 2007).

Com base nas caracteristicas das doencas e nas gronldgicos, existem seis grupos de
E. colivirulentos:E. coli enteroagregativas (EAECE., coli entero-hemorragicas (EHE®, coli
enteroinvasivas (EIECE. colienteropatogénicas (EPE®), coli enterotoxigénicas (ETEC),E

coli de adeséo difusa (DAEC) (RAY, 2003). Cada grupesgnta caracteristicas peculiares, tais
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como patogenicidade, producdo ou ndo de enter@sxperiodo de incubacao, sintomas, tipos de
les&o e severidade.

Um dos sorotipos d&. coli melhor estudados até 0 momento é:e4d); tida como uma
bactéria emergente, causa quadro agudo de colit®rhigica, devido a producdo de grande
quantidade de toxina, a qual provoca severo danacsa intestinal. A doenca € auto-limitada e
dura de 5 a 10 dias. Em casos mais graves, a &dqme apresentar uma complicacdo chamada
Sindrome Hemolitica Urémica, caracterizada porrdigsio de células vermelhas e faléncia renal.
Nos Estados Unidos, estima-se que ocorram cer&.060 casos de infec¢ao arcoli Ois/H>,
anualmente.

E. coli é considerada uma das principais causas de didigaida aguda em pessoas recém-
chegadas de paises estrangeiros, causando umgamidnhecida como “diarreia do viajante”.
Em geral, a prevencédo de doencas de origem alimeatsadas pdE. coli pode ser alcancada
observando-se fatores como refrigeracdo inadequadajpuladores com habitos de higiene
insuficientes, cozimento ou processamento inadexjudduidados mais apurados com relagéo a
alimentos muito manipulados, como carnes moidaangblirgueres, devem ser tomados como
medidas de prevencao de infec¢cdeskaroli (JAY, 2005).

No Brasil, varios estudos identificaram sorotip@ogénicos em alimentos. Silva et al.
(2001) identificaramE. coli enteropatogénica (EPEC) em amostras de leite yvastdo
comercializadas no Estado do Rio de Janeiro; gm®tide E. coli enterotoxigénica foram
encontrados em amostras de carne moida comerdalizen cidade de Ribeirdo Preto
(BERGAMINI et al., 2007); em estudo realizado por Aleixo e rAid®96), foram encontrados
sorotipos entopatogénicos (EPEC) e enterotoxig8riE® EC) em amostras de leite pasteurizado
e carne moida comercializados na regido de Pelestaio do Rio Grande do Sul.

1.5 Objetivos

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atide@antimicrobiana de varios residuos
agroindustriais e erva-mate para preparo de chiimdtex paraguariensisSt. Hil.) sobre micro-
organismos patogénicos de importancia em alimetd@scomoStaphylococcus aureukisteria
monocytogengsSalmonella Enteritidis e Escherichia coli Foram realizadosscreening da
atividade antimicrobiana pela técnica da difusdo dyar, determinacdo das Concentracdes
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Inibitéria (CIM) e Bactericida Minimas (CBM), angdi dos efeitos dos extratos sobre o
crescimento microbiano através da construcdo deasute crescimento, determinacdo do teor de
compostos fendlicos totais e caracterizacdo quipucaneio da técnica de cromatografia gasosa

acoplada com espectrometria de massas (CG-EM) dtesiais de maior atividade antibacteriana.
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2 POTENCIAL ANTIMICROBIANO E COMPOSICAO QUIMICA DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS

Resumo

Residuos agroindustriais sdo ricos em compostadives. Sua utilizacdo como fonte de
antimicrobianos naturais podera fornecer alteraatia industria de alimentos, a medida que
possibilitara a substituicdo de conservantes #o{por compostos naturais, além de evitar o
descarte de subprodutos e a diminuicdo do impauotmeatal. Portanto, neste trabalho foram
avaliados o potencial antimicrobiano e a composédiica de residuos agroindustriais contra
micro-organismos patogénicos de importancia em esdtos. Residuos de talos de beterraba,
pelicula de amendoim, bagacos de uvas Pinot Naga¢ons e sementes de uvas Petit Verdot,
borra de fermentacdo de uvas tintas e bagaco @bdaeapresentaram atividade antimicrobiana
sobre Staphylococcus aureus Listeria monocytogenesAs concentracdes inibitérias minimas
variaram de 0,78 a 25 mg.flOs residuos com atividade antimicrobiana aprasemt os mais
elevados teores de compostos fendlicos totais elesdrresiduos estudados (3,73 a 40,02 g
EAG.100g"). As andlises por CG-EM possibilitaram a identi§i@o dos acidos caféico, galico,
ferdlico e p-cumarico, aléem dos flavonoides quercetina, miimeee epicatequina nos residuos
gue apresentaram atividade antimicrobiana. Estelestemonstra que residuos agroindustriais de
induUstrias vinicolas e de processamento de alirseptwlerdo ser utilizados como fonte de
pesquisas de novos compostos antimicrobianos, ysargpela industria de alimentos e bebidas
como conservantes naturais.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais; Atividadgimicrobiana; Compostos bioativos;
Staphylococcus aureukisteria monocytogenes
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Abstract

Antimicrobial potencial and chemical composition ofagroindustrial residues

Agroindustrial residues are full of bioactive compds. Their use as natural antimicrobial
sources may provide alternatives to the food ingustgarding the replacement of synthetic
preservatives by natural compounds thereby avoithiegdisposal of by-products and reducing
their environmental impact. Thus, in this work,iam¢robial potential and chemical composition
of agroindustrial residues on relevant pathogenicraorganisms in food were evaluated.
Residues of beet stems, peanut skin, pomace ot Riow grape, pomace and seeds of Petit
Verdot grape, fermentation lees of red grapes amiage of guava showed antimicrobial activity
on Staphylococcus aureuand Listeria monocytogenesMinimum inhibitory concentrations
ranged from 0.78 to 25 mg.thIResidues with antimicrobial activity revealed tiighest levels of
total phenolic compounds among the considered uesi@3.73 to 40.02g EAG.108)g Analysis
by CG-MS identified caffeic, gallic, ferulic, angd-coumaric acid, as well as quercetin, myricetin,
and epicatechin flavonoids on residues which pramdnicrobial activity. This study asserts that
agroindustrial residues of wine and food-processimustries may be used as a source for
research on new antimicrobial compounds as napuegkervatives for food and beverage industry.

Keywords: Agroindustrial residues; Antimicrobialtiaty; Bioactive compoundsStaphylococcus
aureus Listeria monocytogenes
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2.1 Introdugéao

O uso de antimicrobianos em alimentos se faz cadamais necessario a medida que a
economia global impulsiona a producao e transmatalimentos em escala mundial, porém, para
gue se garanta o fornecimento de alimentos de daukdi o uso de preservativos torna-se
imprescindivel. (DAVIDSON; BRANEN, 2005). A cresd¢erdemanda por produtos naturais tem
causado mudancas significativas em diversos setmtastriais, inclusive nos setores alimenticio
e de bebidas, os quais tém buscado fontes natqreassirvam de matéria-prima para o
desenvolvimento de grande variedade de produtosRIMRA et al., 2006). O potencial de
aplicacdo de compostos antimicrobianos naturaig jpellstria alimenticia é enorme, e estudos
para incorporacdo de antimicrobianos em alimentosm como para maximizar sua
biofuncionalidade ocorrem no mundo todo (NAIDU, @R0

Residuos agroindustriais sdo gerados em grande¢idpade pela industria de alimentos e seu
descarte cria sérios problemas ambientais (MAK&I%L, 2007). Estudos tém demonstrado a
presenca de compostos bioativos em diferentes tposesiduos agroindustriais, representando
valioso potencial de aplicacdo na industria (PUURBERN-PIMIA et al., 2001,
BALASUNDRAM et al., 2006). Sua reutilizacdo diminai os riscos ambientais causados pelo
seu descarte, além de proporcionar fonte de réidzde para populacées que vivem no entorno
de regibes industriais geradoras desses residddSIAASIADI et al., 2008). Diferentes tipos de
residuos podem ser utilizados como fonte de mapéin@a na pesquisa por antimicrobianos
naturais. Estudos tém detectado compostos bioatimesatividade antimicrobiana em sementes
de uva (JAYPRAKASHAet al., 2003; BAYDARet al., 2004) bem como em seus bagacgos
(PUUPPONEN-PIMIAet al, 2001; KATALINIC et al., 2010), cascas de roma (AL-ZOREKY,
2009), cascas de limdo (MAHMUBLt al., 2009), cascas verdes de nozes (OLIVEIRAlegt
2008), caroco de manga (ABDALLét al., 2007), dentre outros.

Neste estudo, residuos da industria de alimentdmbédas e de grandes centros de
distribuicdo de frutas e hortalicas foram avaliadgganto a presenca de compostos
antimicrobianos com atividade sobre micro-organsmomumente associados a toxinfeccdes
alimentares, tais com8taphylococcus aureukisteria monocytogene$almonellaEnteritidis e
Escherichia coli Além disso, também foi determinada a composigéinniga dos residuos que

apresentaram 0s maiores potenciais antimicrobideose os avaliados.
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2.2 Materiais e métodos

Os seguintes reagentes P.A. foram utilizados nerérento: etanol e metanol (Syhjh
Reagente de Folin-Ciocalteu e Carbonato de Sédica(bicd’); meios de cultura Caldo Soja
Tripticaseina (TSB) (Difcd), Agar Bacterioldgico e Extrato de Levedura (OXgidindicador
redox Resazurina e N-metil-N-(trimetilsilil)-triftiroacetamida (MSTFA) (Sigma-Aldrich

2.2.1 Residuos agroindustriais

Os residuos agroindustriais de bagaco de goiabagpiente de industria situada em Monte
Alto, Estado de Séao Paulo) e de engacos de uvai@lsgauvignon, bagacos de uvas Pinot Noir
e Isabel (provenientes do processamento vinicolavee na regido de Bento Gongalves, Estado
do Rio Grande do Sul) foram coletados no primegmestre de 2009. No segundo semestre do
mesmo ano, foram coletados os residuos de bagagosdPetit Verdot e Verdejo, engaco de uva
Syrah e Verdejo, sementes de uva Petit Verdot ra ller fermentacdo de uvas tintas (provenientes
da Embrapa Semi-Arido, situada em Petrolina, EstidBernambuco), além de bagaco de tomate
(proveniente de industria situada em Monte Altadalls de Sao Paulo). Os residuos de vegetais
(talos de couve, de beterraba, de brocolis, de,nfaltltas de cenoura, de rabanete, cascas de
abobora e de maracuja) foram coletados em hoffieisas da regido de Piracicaba, Estado de Séo
Paulo, no primeiro semestre de 2009. No mesmo geerforam coletadas também as folhas de
alcachofra (proveniente de industria situada emF&&que, Estado de Sdo Paulo) e a pelicula de
amendoim (fornecida por industria localizada em DoninEstado de Sdo Paulo). Com excecao da
pelicula de amendoim, todos os residuos foranlitiaflos durante 5 dias a 60-100g e a —-50°C
(Liofilizador Liotop™ L101) e armazenados & temperatura de —18°C atérenio do uso (Figura
1).

2.2.2 Procedimento de extracéo
Os residuos agroindustriais liofilizados foramurd@idos em moinho mecanico (IKA11).

Para preparo dos extratos, as amostras (1:8 mainfaonersas em solucdes etandlicas (40:60) e

metanolicas (30:70) e mantidas em repouso solgeeitdo por 96 horas. A cada 24 horas, 0s
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extratos foram filtrados em papel de filtro quaiita 12,5 pm (Qualy’) e o material retido no
mesmo adicionado aos respectivos solventes decartr@®s solventes presentes nos filtrados
foram eliminados sob baixa pressdo a temperatusbd@ (evaporador rotativo Techl sendo
que a fase aquosa resultante foi liofilizada (Liotd.101). Os extratos liofilizados foram
acondicionados em temperatura de refrigeracdoo aé@mento das andlises (Figura 2). Para a
realizacdo dos ensaios, o0s extratos foram diss@\adh caldo soja tripticaseina (TSB).
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Alcachofra Cascas de maracuja

Cascas de abdébora Pelicula de amendoim Bagago Pinot Noir

>

Borra de fermentagao Bagago Verdejo Engaco Verdejo

Engaco Syrah Bagaco de tomate Bagaco de goiaba Sementes Petit Verdot

Figura 1 — Aspecto dos residuos agroindustriafgiiados



51

Residuos

1
(liofilizados e moidos) © ' °

8 mil

A

Metanol 70%

|

Etanol 60%

l

4°C/24 horas —

l

Filtracao 3 repeticoes

l

Adicao de solvente

l

Rotaevaporacao

l

Liofilizacao

v

Acondicionamento

Figura 2 — Fluxograma de extracao para os resiagiasndustriais
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2.2.3 Atividade antimicrobiana

2.2.3.1 Micro-organismos testados

A atividade antimicrobiana foi avaliada sobre mHorganismos Gram-positivos
(Staphylococcus auresSTCC 25923 d.isteria monocytogene&ATCC 07644) e Gram-negativos
(SalmonellaEnteritidis ATCC 13076 &scherichia coliATCC 25922), provenientes da colecao
de cepas do Laboratorio de Higiene e LaticiniosEdeola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” — Esalg/USP.

2.2.3.2 Método de difusdo em agar

O screnningda atividade antimicrobiana dos extratos foi re@ld por meio da técnica de
difusdo em agar de acordo com preconizacbes dacélliand Laboratory Stardads Institute —
CLSI (2009a) e Duarte et al. (2003), com modifies;dDuzentos microlitros de indculo
padronizado (1xTOUFC.mL?) de cada microrganismo foram transferidos parar@Déle caldo
soja tripticaseina (TSB) acrescido de 0,7% de Bageteriologico a 45°C, de modo a se obter uma
populacdo bacteriana final de 1,5%10FC.mi*. Com auxilio de uma proveta graduada
esterilizada, foram transferidos para placas da P&0 MM) 70 ml do &gar inoculado, no qual
foram produzidos, através de uma bomba de vacumspcom 8 mm de diametro, dentro dos
quais foram distribuidos 4QuL dos extratos (100 mg.mf). As placas foram mantidas em
repouso por 1 hora a temperatura ambiente paraitpeandifusdo dos extratos no meio. Como
controle negativo utilizou-se 4QuL de TSB; como controle positivo, 4QL de solugdo de

clorexidina 0,12% (v/v). Foram feitas triplicatear@ cada extrato testado.

2.2.3.3 Concentracao inibitéria e bactericida ma{@IM/CBM)

Para determinacéo da CIM foi utilizado o métodenilerodiluicdo em caldo, de acordo com
0 preconizado pelo CLSI (2009b), em microplaca®@eocos. As concentragbes dos extratos
foram obtidas por diluicdo seriada de raz&o 2 parna microplaca, resultando em concentracdes
que variaram de 25 mg.ritLa 0,78 mg.mL, apds adicdo de caldo TSB inoculado (1-2x10
UFC.mL%). O volume final para cada poco foi de 200. Os controles foram compostos da
seguinte maneira: controle positivo (2@ de TSB acrescido de clorexidina 0,12% v/v) e

controle negativo (20QlL de TSB estéril). Duzentos microlitros de TSB skféram utilizados
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como controle de esterilidade do caldo. ApGs in¢ébaa 35°C por 24 horas, todos 0s pogos
receberam 3QL de solucéo de resazurina (0,01% m/v), com o nlojete verificar, por meio de

leitura visual, em quais poc¢os houve crescimentbebano. Qualquer evidéncia na mudanca de
coloracgéo foi considerada como indicativo de craeaito bacteriano. Para determinagao da CBM,
10 pL de caldo foram retirados dos pocos consideranibgdrios e semeados em placas de Petri
contendo agar tripticase de soja (TSA), as qua#iancubadas a 35°C por 24 horas. A CBM foi
considerada como a menor concentracao na qualma lcrescimento de colbnias na superficie
do meio de cultura (CABRAEt al., 2009). Os experimentos foram realizadodrgticata para

cada extrato.

2.2.3.4 Curvas de crescimento

O efeito dos extratos sobre o crescimento dos roigganismos testados foi avaliado
utilizando-se microplacas de 96 pocos (GUTIERREAI., 2008). Todos os pogos receberam
100puL de TSB estéril. No primeiro poco de cada colwrarh adicionados 1Q@L dos extratos a
serem testados e seguiu-se a diluicdo seriadazd® 2 com o auxilio de uma micropipeta
multicanal, obtendo-se concentracées finais quinaan de 25 mg.nk a 0,78 mg.mL, apés
adicdo de 10QL de caldo inoculado (1-2x2@FC.mL?Y). Os controles consistiram em 200 de
TSB inoculado (controle negativo), 2QQ de TSB inoculado acrescido de clorexidina 0,12% v
(controle positivo) e 20QUL de caldo TSB acrescido de extrato, sem inéculan@n). As
microplacas foram incubadas em espectrofotdmetictdiz] X3, PerkinElmer) a 35°C por 18
horas e as leituras das absorbancias realizadastemalos de 1 hora a 600 nm. Foram feitas

triplicatas para cada extrato testado.
2.2.4 Composicéo quimica

2.2.4.1 Determinacao do teor de compostos fendélmas

O teor de fendlicos totais foi determinado com agemte de Folin-Ciocalteau de acordo
com metodologia descrita por Singleton et(4B99). Quinhentos microlitros dos extratos (10
mg.mi*) foram misturados a 2,5 mL de reagente Folin-Gieaa (1:10) e 2,0 mL de solucéo de
carbonato de sédio (MNa0s) (4% m/v). Apds incubacdo no escuro a temperaorbiente por 2

horas, foi feita a leitura de absorbancia a 740emmespectrofotdmetro de luz visivel (Ferto
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Plus) a 740 nm. O teor de fendlicos totais foi espo em equivalentes de acido galico (EAG) em
g por 100 g de amostra (%), a partir da curva madedacido galico. Para o acido galico, a curva
foi estabelecida pela plotagem da concentragga(™) versusabsorbancia (nmy(= 42,7k +

0,3187; B = 0,9997, ondg é a absorbanciaxeé a concentrag&o).

2.2.4.2 Cromatografia gasosa acoplada com espestiiarde massas (CG-EM)

Os extratos que apresentaram as melhores atividadisicrobianas foram submetidos a
analise de cromatografia gasosa acoplada com esmettia de massa (CG-EM), a fim de se
identificar sua composi¢cdo quimiddemocéo de interferentes das amostras pela té@iREa
(Solid Phase Extraction)a purificagcdo das amostras foi feita com a fadwde de eliminar os
interferentes das amostras através da extracdasansblida (SPE). Os extratos liofilizados foram
rediluidos em &gua e acidificados até pH 2,0. Adgesplicacdo das amostras, cartuchos SPE-
LC18 (Supelco, 2 g) foram condicionados com metandjua acida (pH 2,0). Aliquotas de 5 ml
dos extratos foram aplicadas aos cartuchos, os dasm lavados com 15 ml de agua acida
repetidas vezes. Logo apds, os compostos adsoffeidoa eluidos em metanol P.A. e a fracéo foi
coletada envial silanizado e evaporada em corrente de nitrog@eoivatizacao (formacéo de
derivados do trimetilsilil — TMS)ps extratos purificados foram derivatizadospadie se adequar
as amostras, de carater fortemente polar, parenacééde CG-EM. As fracdes obtidas atraves da
purificacdo por SPE foram acrescidas de 100 do reagente N-metil-N-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (MSTFA). A mistura foi homogeraila em vortex e mantida em estufa a
60°C durante 10 minutos; em seguida, o reagentevaporado sob fluxo de nitrogénio e o
produto da derivatizacdo, rediluido em hexano @@0-ul). Apdés homogeneizacdo, o
sobrenadante foi transferido a wial para injecdo em CG-EMAndlise cromatogréficaos
extratos foram analisados através de cromatégrafosp Shimadzu (Modelo GC-2010)
acoplado ao espectrdometro de massas Shimg@® 2010Plus). A separacéo ocorreu em coluna
capilar RTX5MS (30 m x 0,25 mm x 0,28n). A temperatura do injetor foi de 280°C e o vadum
de injecao foi de 0,fl no modo ‘splitless. A interface foi mantida a 280°C e o detectorrope
no modo Scanning (m/z 40-800). Condi¢cdes cromatograficas: tempeeainicial de 80°C (1
minuto), aquecimento até 250°C, com taxa de 20%C'r{i minuto), aquecimento até 300°C (5
minutos) a uma taxa de 6°C.mMjraquecimento a 310°C (10 minutos) a uma taxa #@.fafn", e

aquecimento a 320°C (10 minutos) a uma taxa de.209¢, totalizando 40 minutos de anélise. A



55

integracao foi feita por meio deoftwareLabSolutions-CGMS. Flavondides, acidos fendlicos e
derivados foram identificados por comparacéo coman®s obtidos do CG-EM, tais como tempo
de retencdo e fragmentacao ibnica, de padrbes tmotersilanizados e eluidos nas mesmas

condicbes, e com a biblioteca Wiley 8.
2.2.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada através do swéwStatistical Analysis System (SAS

2002). O Teste de Tukey (0,5% de probabilidadedtiizado para comparagédo de médias.
2.3 Resultados e Discusséao
2.3.1 Atividade antimicrobiana

Preliminarmente, o potencial antimicrobiano dogars foi avaliado de forma qualitativa
através do método de difusdo em agar. Dos 20 wsidualiados, 7 apresentaram zonas de
inibicdo em pelo menos um dos micro-organismosdest, os quais foram: a) talos de beterraba,
b) pelicula de amendoim, c,d) bagacos de uvas Paiitot e Pinot Noir, €) sementes de uva Petit
Verdot, f) borra de fermentacdo de uvas tintas bagjaco de goiaba (Tabela 1 e Figura 3). A
analise quantitativa do potencial antimicrobiane dgtratos foi feita por meio da determinacéo da
concentracao inibitéria minima (CIM) e concentrabaotericida minima (CBM); os extratos que
apresentaram as menores CIM frents. &aureuse L. monocytogenefram, respectivamente, o
extrato metandlico de pelicula de amendoim (0,78mhgd) e o extrato etanélico de bagaco de
goiaba (1,56 mg.mt) (Tabela 2). A concentracéo bactericida minimaexiato de pelicula de
amendoim mostrou-se relativamente baixa (1,56 mg)mEstudos ja demonstraram a atividade
antioxidante desse residuo (Mt al. 2005; LOUkt al., 2004; O'KEEFE; WANG, 2006; DAVIS
et al., 2010), porém ndo ha referéncias quantoaaasividade antimicrobiana sobre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. O extrato de lmagacgoiaba apresentou a maior atividade
antimicrobiana sobré. monocytogenesSeu potencial bactericida, porém, mostrou-seziddu
com um elevado valor de CBM (12,5 mg.MLO potencial antimicrobiano de partes de goiaba

(Psidium guajava como folhas e cascas, tem sido pesquisado (MARENIBA et al, 2007,
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GUTIERREZ et al 2008; PELEGRINI et al., 2008), porém pouco seessibre a exploragio e
utilizacé@o de residuos provenientes do processantienyoiaba por agroindustrias (CORREIA et
al., 2004).

A atividade inibitéria de extratos de partes de, weemo bagaco e sementes, sobre bactérias
Gram-positivas estd em concordancia com os resgltahcontrados em estudos anteriores
(JAYAPRAKASHA et al.,, 2003; BAYDARet al., 2004). Atividade antilistéria de uvas e
subprodutos de vinificacdo — tais como bagaco, seee engacos — reforcam o potencial de
extracdo de compostos antimicrobianos nesse tipeesiduo (ANASTASIADIet al., 2008),
embora o presente estudo ndo tenha demonstradiadBvem engacgos de uvas brancas. Apesar
de ser um subproduto vinicola ainda pouco explgradborra de fermentacdo de uvas tintas
apresentou uma das menores CIM detectadasSpaareugientre os residuos pesquisados, assim
como o extrato metandlico de talos de beterralganaltrabalhos relatam o potencial antioxidante
e antimicrobiano da beterraba, porém, utilizando-4abérculo, e ndo os talos (RAUHA al.,
2000; REYet al., 2005).

Nenhum dos extratos inibiu o crescimentoSidnteritidis eE. coli (Tabela 1). Bactérias
Gram-negativas apresentam um segundo sistemaatedias lipidicas, a membrana externa, que
dificulta a penetracdo de substancias antimicr@siaconferindo-lhes alto grau de resisténcia
(SCHVED et al., 1994). Esses micro-organismos coamnien apresentam valores de
concentragfes inibitérias minimas significativareesuperiores para muitos antibacterianos

quando comparados com bactérias Gram-positivas THE12004).



57

Tabela 1 — Halos de inibicdo (mm) de extratos nddiiers e etandlicos de residuos
agroindustriais sobre micro-organismos patogénicos
S. aureus L. monocytogenes E8teritidis E. coli
Residuos MeOH EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH
Talo de brécolis - - - - - - - -
Talo de beterraba 10,00+0,00 - 12,00+0,00 - - - - -

Talo de couve - - - - - - - -
Talo de nabo - - - - - - - -
Folhas de rabanete - - - - - - - -
Folhas de cenoura - - - - - - - -
Alcachofra - - - - - - - -
Casca de maracuja - - - - - - - -
Cascas de abo6bora - - - -
Pelicula de amendoim 18,00+0,00 20,00+0,00 12,%3+0,14,00+0,00 - - - -
Bagaco de Pinot Noir 10,67+0,57 10,00+0,00 10,0020, 10,00+0,00 - - - -
Bagaco de Isabel - - -
Bagaco de Petit Verdot 12,00+0,00 10,00+0,00 1@QD* - - - - -
Borra de fermentacéo 10,00+0,00 10,00+0,00 10,@®:0,10,00+0,00 - - - -
Bagaco de Verdejo - - - - - - - -
Engaco de Verdejo - - - - - - - -
Engaco de Syrah - - - - - - - -
Bagaco de tomate - - - -
Bagaco de goiaba 10,00+0,00 10,00+0,00 12,00+0,00,67%0,57 - - - -
Sementes de P. Verdot 16,00+0,00 14,00+0,00 12,00+010,00+0,00 - - - -

Médias das triplicatas + desvio-padrédo

MeOH: extratos metanélicos / EtOH: extratos etaiodli

- sem inibicdo

Tabela 2 -Concentracdes Inibitoria e Bactericida Minima (CI8M) (em mg.mLY) de extratos
metanolicos e etandlicos de residuos agroindust@n atividade antimicrobiana

S. aureus L. monocytogenes

MeOH EtOH MeOH EtOH
Residuo CM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Talo de beterraba 3,13 3,13 - - 12,5 25,00 - -
Pelicula de amendoim 0,78 156 0,78 156 3,13 3,1313 3,13
Bagaco Pinot Noir 6,25 6,25 6,25 6,25 12,5 125 512,125
Bagaco Petit Verdot 3,13 6,25 6,25 125 12,5 25,00 -
Borra de fermentacéo 313 6,25 156 125 6,25 25,025 25,00
Bagaco de goiaba 3,13 3,13 3,13 6,25 3,13 125 1,885
Sementes Petit Verdot 3,13 3,13 156 3,13 6,25 12B25 125

MeOH: extratos metanélicos / EtOH: extratos etaodli
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Talos de beterraba Bagago de goiaba Sementes Petit Verdot

Bagago Petit Verdot Bagaco Pinot Noir Borra de fermentagao

Figura 3 — Halos de inibicdo & aureu§ATCC 25923) pelo teste de difusdo em agar pareeningda atividade antimicrobiana dos residuos
agroindustriais

Legenda: 1: triplicata do extrato metandlico; Zplitata do extrato etandlico; C+: controle pogiti{clorexidina 0,12%); C-: controle negativo
(caldo TSB)

Resultados para. monocytogeneasio representados
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O efeito dos residuos sobre o crescimento microbiananalisado através das curvas de
crescimento dé&. aureuse L. monocytogenefente aos seis extratos de maior atividade. Para
isso, estabeleceu-se a comparacao entre 2 corgiimdra CIM e a concentracao imediatamente
inferior a CIM, denominada de sub-CIM. A analises dairvas de crescimento confirmou a
atividade antimicrobiana dos extratos e suas réspsdCIM. Para todos os extratos avaliados, a
sub-CIM, apesar de nao inibir o crescimento baaterin vitro, proporcionou aumento da fase
lag, quando comparadas suas curvas com os contraasves (Figuras 4 e 5). PaBaaureuso
extrato de bagaco de goiaba em sua concentraca€lIbulguadruplicou a fasdag do
crescimento bacteriano, demonstrando o potenciakdeiso mesmo em concentragdes menores
que as encontradas para CIM. Paramonocytogeneso aumento na duragdo do periodo de
adaptacdo do microrganismo ao meio também podeolssgrvado, principalmente para a

concentracdo sub-CIM do extrato metandlico de tadobeterraba (Figura 5).
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Figura 4 —Curvas de crescimento & aureudrente a extratos metandlicos (MeOH) e etandl{&®H)
de residuos agroindustriais em diferentes conagigsa
Legenda: a) talos de beterraba (MeOH); b) pelicddaamendoim (MeOH); c) bagaco Petit Verdot
(MeOH); d) borra de fermentacéo (EtOH); e) bagaggaiaba (EtOH); sementes Petit Verdot (EtOH).
controle negative—- controle positivc@®- sub-CIM-@- CIM
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Figura 5 —Curvas de crescimento de monocytogeneente a extratos metandlicos (MeOH) e etandlicos
(EtOH) de residuos agroindustriais em diferentesentracoes.
Legenda: a) talos de beterraba (MeOH); b) peliddaamendoim (MeOH); c¢) bagaco Petit Verdot
(MeOH); d) borra de fermentacdo (EtOH); e) bagaeogdiaba (EtOH); f) sementes Petit Verdot
(EtOH). controle negativi controle positivc-@ sub-CIM-@- CIM
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2.3.2 Composicéo quimica

O teor de fendlicos totais encontrado para os @egnmaetanolicos e etandlicos dos residuos
variou de 0,70 a 40,02g EAG.100g extra{@abela 3). Os extratos que apresentaram atividade
antimicrobiana sobr§&. aureuse L. monocytogenesstao entre 0s que apresentaram 0s maiores
valores de teor de fendlicos totais, sugerindoespwndéncia entre a atividade antimicrobiana
apresentada e os compostos fendlicos presentesasysos. Extratos de pelicula de amendoim,
bagacos e sementes de Petit Verdot e de borrarmerfacdo de uvas tintas apresentaram as

menores CIM e os maiores valores de teor de fevstmtais.

Tabela 3 — Teor de compostos fendlicos totais (fAEHO0G" de
amostra) de extratos de diferentes residuos agrsiinais

Extratos
Residuos MeOH EtOH
Pelicula de amendoim 40,02 + 0%1 37,45 +0,97°
Sementes Petit Verdot 34,8+ 086 29,79 + 1,28"
Bagaco (Petit Verdot) 18,61 + 0,83 19,25 + 0,39"
Bagaco (Pinot Noir) 16,19 + 0,98 22,92 +0,16"
Borra de fermentagéo 12,42 + 084 16,51 + 0,27"
Engaco (Verdejo) 8,17 + 0,05 8,16 + 0,17*
Bagaco (Isabel) 6,48 + 0,75 6,48 + 0,15"
Talo de beterraba 4,95 + 0,87 51 +0,16"
Engaco (Syrah) 5,25 + 0,18 7,07 +0,18%
Bagaco de goiaba 3,73 £ 0,84 4,31 +0,09"
Folhas de rabanete 3,53 + 007 3,67 +0,03*
Talo de nabo 3,16 +0,0% 3,04 + 0,09
Talo de couve 2,49 + 0,14 2,36 + 0,07™A
Bagaco (Verdejo) 2,48 + 0,08 2,89 + 0,04
Bagaco de tomate 2,21+06% 2,81 + 0,094
Casca de maracuja 1,95 + 0't59 2,42 + 0,06
Talo de brécolis 1,8 + 0,08™ 1,73 + 0,07™°A
Folhas de cenoura 1,35 + 0,08 1,24 + 0,04™°A
Alcachofra 0,94 +0,02"® 1,19 + 0,02*
Cascas de abdbora 0,78 + 006 0,7 £ 0,03

Médias das linhas (n=3) seguidas por letras midasaliferentes apresentam diferenca
estatistica em nivel de 5% (Teste de Tukey). Médas colunas (n=3) seguidas por
letras maiusculas diferentes apresentam diferesigdigtica em nivel de 5% (Teste de

Tukey)
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A composi¢cdo quimica dos extratos avaliados pelasidé de CG-EM esta apresentada na
Tabela 4. Os compostos mais abundantes presendetalos de beterraba foram acido 1,2,3-
propanotricarboxilico (17,16%), acido octadecandi8@t7%), acido hexadecandico (5,98%),
acido oléico (3,91%) e acido azelaico (2,88%). Mivato metandlico de pelicula de amendoim,
foram encontrados principalmente acido 1,2,3-propararboxilico (11,79%), acido azelaico
(4,35%), epicatequina (3,95%), acido hexadecan(@®@1%) e acidg-cumarico (3,72%). No
extrato metandlico de bagaco de Petit Verdot, fommontrados em maiores quantidades a
epicatequina (79,95%), acido galico (1,68%), adedudroxi-n-valérico (1,06%), acido caféico
(1,05%) e acido hexadecandico (0,76%). Os compastrs abundantes no extrato etandlico de
borra de fermentacdo foram epicatequina (24,98%igoaoctadecandico (5,32%), acido 5-
hidroxi-n-valérico (5,05%), &cido 1,2,3-propandadricoxilico (3,30) e quercetina (3,13%). No
extrato etandlico de bagaco de goiaba, os prirgipanpostos encontrados foram epicatequina
(7,92%), acido 5-hidroxi-n-valérico (6,16%), acidexadecandico (3,96%), acido azelaico
(2,41%) e quercetina (1,42%). Finalmente, os comagavais abundantes nos extratos etanolicos
de sementes de Petit Verdot foram epicatequin83¥6), acido galico (2,62%), acido 1,2,3-
propanotricarboxilico (2,33%), acido 5-hidroxi-nkéaco (1,08%) e acido hexadecandico
(0,87%).

Tabela 4 -Composicédo quimica de extratos de residuos agrstinais com atividade antimicrobiana
sobre micro-organismos patogénicos

(Continua)
Porcentagem de area relafiva
Residuos agroindustridis fon

CompostoS TR 1 2 3 4 5 6 (m/z, abundéncia entre parénteses)
. - ] 147 (100), 73 (92) 44 (32), 55 (28);
Acido succinico 6,19 0,63 247 (M)
Acido 5-hidroxi-n- i i 147 (100), 73 (49), 247 (33), 75 (27),
valerico 6.19 1,06 505 616 10855 1) 157 (13): 249 ()
Acido pentanodibico 6.68 i i i i 0.52 _ 147 (100), 73 (99), 55 (36), 45 (22),
(glutarico) ’ ' 158 (21), 129 (19); 261 (M
P . 73 (100), 55 (40), 201 (30), 43 (30),
Acido azelaico 9,03 288 435 054 222 241 0,81129 (26). 149 (26); 317 (N
: S ) ) _ 327 (100), 73 (69), 312 (62), 253
Acido siringico 9,63 0,54 3,03 (33), 283 (19), 355 (6); 342 (I
.- i - i 73 (100), 293 (96), 308 (73), 219
Acido p-cumérico 9,85 3,72 (64), 249 (56), 44 (21); 308 ()1
.- . i i i 281 (100), 73 (89), 443 (23), 282
Acido galico 9,93 1,68 2,18 2,62 (22), 443 (23), 45 (12); 458 (I
Acido hexadecandico ) 117 (100), 73 (87), 313 (76), 132
(palmitico) 1034 598 381 076 396 0.87/51) 43 (33) 5 (24): 328 (W)
Acido ferdlico 10,35 - - - 2,04 73 (100), 117 (74), 313 (64), 132

(38), 43 (28), 55 (21); 338 (M
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Tabela 4 —-Composicdo quimica de extratos de residuos agrstinigis com atividade antimicrobiana
sobre micro-organismos patogénicos

(Concluséo)
19 (100), 73 (90,38), 381 (20), 45
15), 191 (12), 249 (10), 396 (W
73 (100), 117 (66), 44 (53), 129 (48),
69 (26), 145 (22); 339 ()

73 (100), 117 (97), 341 (78), 132 (54)
1162 847 330 0856 532 140 0583 et 530 o0 (3): 386

Acido caféico 10,99 - 046 105 048 1,11 0,3

Acido oléico 11,47 3,91

Acido octadecanéico
(esteérico)

Acido 1,2,3- i 185 (100), 129 (61), 259 (56), 43
propanotricarboxilico 1180 1716 11,79 058 330 2‘33(42), 157 (13), 139 (9); 329 ()
. . i 8 (100), 73 (61), 267 (9), 179 (8),
Epicatequina 17,27 395 79,95 2498 7,92 75, 3 (7); 650 (M)
647 (100), 73 (43), 207 (20), 559
Quercetina 20,68 - - - 3,13 1,42 - (11), 281 (10), 575 (7), 147 (4); 662
(M%)
Miricetina 2125 i ) ) 1,70 73 (34), 207 (18), 647 (13), 281 (8),

217 (7), 307 (6); 735 ()

2 Area do pico em relagédo ao porcentual total deasados picos

® 1. Talos de beterraba (metandlico); 2. Peliculardendoim (metandlico); 3. Bagaco Petit Verdot émélico); 4.
Borra de fermentacéo (etandlico); 5. Bagaco debgofatandlico); 6. Sementes Petit Verdot (etanplico

¢ Todos os compostos identificados apresentaraneptagem de similaridade >80%

TR: tempo de retencdo (min)

Dentre os componentes majoritarios do extrato eda beterraba estad o acido azelaico,
acido dicarboxilico de cadeia saturada utilizadotetamentos de acne e de reconhecida acdo
antimicrobiana (GOLLNICK; SCHRAMM, 1998). No extoatle pelicula de amendoim foram
encontrados acido 1,2,3-propanotricarboxilico, @idicarboxilicos, como succinico e azelaico,
epicatequina e acidos caféic@-€umarico, encontrados em extratos vegetais conpemradas
atividades antimicrobiana e antifungica (EL-MASSRY al., 2009). Estudo recente aponta
presenca dos acidos fendlicos siringico e caféicdagacos de uvas com atividade antilisterial,
em concordancia com os resultados do presenteoeAMNASTASIADI et al., 2008). Os autores
anteriores também encontraram grandes quantidadespitatequina em bagas, bagaco e
sementes de uvas. No presente estudo, os extetmsgdco e sementes de Petit Verdot foram os
mais abundantes em epicatequina, componente tarpb&sente em grandes quantidades em
sementes de guarana com atividade sobre microisngas Gram-positivos e Gram-negativos
(MAJHENIC et al., 2007). Na borra de fermentacéo, foi detlecf@resenca dos acidos galico e
ferdlico e dos flavondides miricetina e quercetimmmpostos de reconhecida atividade
antimicrobiana (ONG; KHOO, 1997; RAUHAt al., 2000). Epicatequina, quercetina e acido
caféico foram os compostos fendlicos mais abundante extrato de bagaco de goiaba,

compostos com atividade antibacteriana encontrammsumente em seus frutos e folhas



65

(GUTIERREZet al., 2008). Nos extratos de sementes de Petito¥ehouve predominancia de
epicatequina e presenca dos acidos fendlicos cagemalico, em concordancia com resultados
encontrados em estudos anteriores em sementeaddIAITO et al 1998; ANASTASIADI et

al., 2008; MAIER et al 2009).

2.4 Conclusbes

Residuos agroindustriais de talos de beterrabimuteelde amendoim, bagaco e sementes de
uvas Petit Verdot, borra de fermentacdo de uvéastia bagaco de goiaba apresentam compostos
com atividade antimicrobiana sobi® aureuse L. monocytogenesimportantes bactérias
patogénicas em humanos. A utilizacdo desses residala industria de alimentos torna-se
viavel, & medida que consiste em uma alternativaraaaos conservantes sintéticos e evita o
descarte de residuos no ambiente, trazendo bersefiahto para indudstria quanto para os

consumidores.
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3 COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE ~ EXTRATOS DE
ERVA-MATE (llex paraguariensis St. Hil.) CONTRA MICRO-ORGANISMOS
PATOGENICOS DE IMPORTANCIA EM ALIMENTOS

Resumo

A erva-mate l{ex paraguariensisSt. Hil.) tem sido objeto de diversos estudos devido as
suas importantes atividades biolégicas, atribuigaacipalmente a classe dos compostos
fendlicos. O presente estudo avaliou a atividadeémérobiana de extratos etandlicos e
metanolicos de erva-mate solfB¢aphylococcus aurepsisteria monocytogenesSalmonella
Enteritidis e Escherichia coli por meio das Concentragfes Inibitoria (CIM) e tBecida
Minimas (CBM), além da determinacéo do teor de amstgs fenolicos totais. O extrato de maior
atividade antimicrobiana e conteldo de composto®lifss teve sua composicdo quimica
determinada pela técnica de cromatografia gasagalaata com espectrometria de massas (CG-
EM) e sua atividade antimicrobiana avaliada sobrdiftes condic6es de pH, por meio da analise
de curvas de crescimento. Os extratos inibiramescimento de todos 0s micro-organismos
testados, excetd&. coli. O extrato etandlico apresentou os menores valdee<IM/CBM
(0,78/0,78 mg.mt), e o maior teor de fendlicos totais (19,39 g EfGde extrato). A
caracterizagdo quimica demonstrou abundéncia enivades do &cido clorogénico,
principalmente acido 3-o-cafeoilquinico, e acidééma, compostos fendlicos de reconhecidas
atividades biolégicas. O extrato etandlico ndo dapaz de inibir o crescimento dos micro-
organismos em pH 6, diferentemente do observadogqsapH 7 e 8.

Palavras-chave: Erva-mate; Atividade antimicrobjarfataphylococcus aureus Listeria
monocytogenesSalmonellaEnteritidis
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Abstract

Chemical composition and antimicrobial activity ofyerba mate
extracts (lex paraguariensisSt. Hil.) on relevant pathogenic microoganisms indod

Yerba mate l{ex paraguariensisSt. Hil.) has been the object of much research due to
important biological properties, mainly attributem its phenolic compound content. This study
evaluated antimicrobial activity of ethanol and hastol yerba mate extracts on
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogerismonella Enteritidis and Escherichia coli
through Minimal Inhibitory Concentration (MIC) anBlinimum Bactericidal Concentration
(MBC), and the determination of content of totalepblic compounds. The extract with the
highest antimicrobial activity and content of phenocompounds had its chemical
characterization determined through use of thechasmatography-mass spectrometry technique
(CG-MS) and its antimicrobial activity evaluatedden different pH conditions through growth
curves analysis. Extracts inhibited growth of alcmorganisms tested, excelpt coli. Ethanol
extract showed the lowest MIC/MBC values (0.78/0ni7@mil%), and the highest total phenolic
content (19.39g EAGXy extract). Chemical characterization revealed amundance of
chlorogenic acid derivatives, especially 3-o-cayfqainic and caffeic acid, which are phenolic
compounds of acknowledged biological activitiehdeiol extract did not succeed in inhibiting
growth of microorganisms at pH 6, unlike that obsdrat pH 7 and 8.

Keywords: Yerba mate; Antimicrobial activittaphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
SalmonellaEnteritidis
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3.1 Introducgéo

Nas ultimas décadas, pesquisas tém demonstradéenc@d de exploracdo de produtos
vegetais como fonte de compostos bioativos dedsser industrial. Folhas, ramos, rizomas e
sementes podem conter componentes com atividadEgyioas importantes (ABDALLA et al.,
2007; AIDI WANNES et al., 2010). Além dessas fontesestudo de produtos utilizados em
infusdes, tais como chas e outros tipos de bebi#as, ganhado cada vez mais destaque
(BAHORUN et al., 2010; SINGH et al., 2010; VON STABNSKI et al., 2011). Dentre esses
produtos, encontra-se a erva-mate, produto bastitizedo por popula¢des da América do Sul
tanto como fonte de cafeina, em substituicdo oparalelo ao cha e café, quanto como agente
terapéutico, devido as suas conhecidas propriedadeacoldgicas (BRACESCO et al., 2010).

As atividades biolégicas atribuidas a erva-mate preendem atividade antioxidante
(BRACESCO et al., 2003; VAQUERO et al., 2010), fitamatéria (TSAI et al., 2010),
antitumoral (DE MEJIA et al., 2010) e redutora @és@(ANDERSEN; FOGH, 2001; DICKEL et
al., 2007; PRZYGODDA et al.,, 2010). Nos ultimos sngesquisas revelaram o potencial
antimicrobiano da erva-mate, cujo espectro de ajéanca bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos (DE BIASI et al., 2009; COG@lgt2010).

Essas bioatividades relacionam-se diretamente c@resenca de diferentes classes de
compostos quimicos, principalmente os compostodliters, cujos principais representantes na
erva-mate sdo os acidos galico, siringico, caféeallico, p-cumarico, os flavondides rutina e
quercetina e os derivados do acido clorogénico (BAS et al., 2006; BRAVO et al., 2007;
PAGLIOSA et al., 2010).

No presente estudo, foi avaliada a atividade aotohiana de extratos etandlicos e
metanodlicos de erva-mate para preparo de chimawoloe micro-organismos patogénicos de
importancia em alimentos e sua relacdo com o tearothpostos fendlicos totais. O extrato de
maior atividade teve sua caracterizacdo quimicaroh@ada pela técnica de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (C@&BMj atividade antimicrobiana avaliada

sob diferentes condi¢des de pH.
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3.2 Materiais e métodos

Os seguintes reagentes P.A. foram utilizados nerérpnto: etanol e metanol (Syhjh
Reagente de Folin-Ciocalteu e Carbonato de Sédioa(bica’); meios de cultura Caldo Soja
Tripticasefna (TSB) (Difcd), Agar Bacteriolégico e Extrato de Levedura (Oxgidndicador
redox Resazurina e N-metil-N-(trimetilsilil)-triftroacetamida (MSTFA) (Sigma-Aldrich

3.2.1 Erva-mate (lex paraguariensisSt. Hil.)

A erva-mate l{ex paraguariensisSt. Hil.) para preparo de chimarrdo foi adquirida e

estabelecimento comercial na cidade de Campinase®Bp seu aspecto mostrado na Figura 1.

Figura 1 — Aspecto da erva-mate para preparo deachdo utilizada nos
ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiana e
determinacdo da composicao quimica por CG-EM
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3.2.2 Procedimento de extragao

Para preparo dos extratos, a erva-mate (1:8 miunersa em solucdes etandlicas (40:60) e
metanolicas (30:70) e mantidas sob refrigeraca®pdroras. A cada 24 horas, 0s extratos foram
filtrados em papel de filtro qualitativo 12,8n (Qualy’) e a amostra de cada residuo retida no
filtro adicionada aos respectivos solventes deae#i. Os solventes das extracbes foram
evaporados em evaporador rotativo & temperatuddde (Tecnal). Em seguida, o volume final
foi, entdo, liofilizado (LiotopL101), e os extratos acondicionados em temperatea
refrigeracdo (Figura 2). Para a realizacdo dosi@sas extratos foram dissolvidos em caldo soja

tripticaseina (TSB).
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Erva-mate < 19
< 8 ml
Metanol 70% Etanol 60%

v

4°C/24 horas —

v

Filtragao — 3 repeticdes

l

Adicao de solvente

v

Rotaevaporacgao

v

Liofilizagéao

v

Acondicionamento

Figura 2 — Fluxograma de extracdo da erva-nibe paraguariensisst. Hil.)
para preparo de chimarrao
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3.2.3 Atividade antimicrobiana

3.2.3.1 Micro-organismos testados

A atividade antimicrobiana foi avaliada contra mtrganismos Gram-positivos
(Staphylococcus aureTCC 25923 Listeria monocytogene&TCC 07644) e Gram-negativos
(SalmonellaEnteritidis ATCC 13076Escherichia coliATCC 25922), provenientes da colecéo
de cepas do Laboratorio de Higiene e LaticinioEdeola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” — Esalg/USP.

3.2.3.2 Método de difusdo em agar

O screnningda atividade antimicrobiana dos extratos foi mzalo através da técnica de
difusdo em agar de acordo com preconizacdes do (AM9a) e Duarte et al. (2003), com
modificacbes. Duzentos microlitros de inéculo pairado (1x18 UFC.mLY) de cada
microrganismo foram transferidos para 200 ml del@aloja tripticaseina (TSB) acrescido de
0,7% de agar bacterioldégico a 45°C, de modo a s$er abma populacdo bacteriana final de
1,5x1¢ UFC.mI*. Com auxilio de uma proveta graduada esterilizéatam transferidos para
placas de Petri (150 MM) 70 ml do agar inoculadw,qoal foram produzidos, através de uma
bomba de vacuo, po¢cos com 8 mm de diametro, ddosauais foram distribuidos 40L dos
extratos (100 mg.mit). As placas foram mantidas em repouso por 1 htesnperatura ambiente
para permitir a difusdo dos extratos no meio. Coordrole negativo utilizou-se 4L de TSB;
como controle positivo, 4QuL de solucédo de clorexidina 0,12% (v/v). ForamaRitriplicatas

para cada extrato testado.

3.2.3.3 Concentracao inibitéria e bactericida ma{i@IM/CBM)

Para determinacdo da CIM foi utilizado o métodonderodiluicio em caldo, de acordo
com o preconizado pelo CLSI (2009b), em micropladas96 pocgos. As concentracdes dos
extratos foram obtidas por diluicdo seriada de aazéna propria microplaca, resultando em
concentracdes que variaram de 25 mg'al0,78 mg.mL, ap6s adicdo de TSB inoculado (1-
2x10° UFC.mL?Y). O volume final para cada poco foi de 200 Os controles foram compostos
da seguinte maneira: controle positivo (200 de TSB acrescido de clorexidina 0,12% v/v) e

controle negativo (20QL de TSB estéril). Duzentos microlitros de TSB Bkféram utilizados
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como controle de esterilidade do caldo. Apés incébaa 35°C por 24 horas, todos 0s pogos
receberam 3QlL de solucéo de resazurina (0,01% m/v), com o tojete verificar, por meio de
leitura visual, em quais pog¢os houve crescimenttebano. Qualquer evidéncia na mudanca de
coloragéo foi considerada como indicativo de crasato bacteriano. Para determinacdo da
CBM, 10pL de caldo foram retirados dos pocos consideraaibgdrios e semeados em placas
de Petri contendo agar tripticase de soja (TSAyuass foram incubadas a 35°C por 24 horas. A
CBM foi considerada como a menor concentracdo ahrio houve crescimento de colonias na
superficie do meio de cultura (CABRAL et al.,, 20095 experimentos foram realizados em
triplicata para cada extrato.

3.2.3.4 Curvas de crescimento

O crescimento dos micro-organismos frente ao exitat erva-mate de melhor atividade
antimicrobiana foi avaliado em 3 diferentes condg;de pH: 6, 7 e 8. Os testes foram realizados
utilizando-se microplacas de 96 pocos (GUTIERREAI., 2008). Todos 0s pocos receberam
100 uL de TSB estéril. Na primeira linha de cada colforam adicionados 100L dos extratos
a serem testados e seguiu-se a diluicdo seriadazde 2 com o auxilio de uma micropipeta
multicanal, obtendo-se concentracdes finais quianaan de 25 mg.nmtk a 0,78 mg.mL, apés
adicéo de 10QL de TSB inoculado (1-2x£aJFC.mL™"). Os controles consistiram em 200 de
TSB inoculado (controle negativo), 200Q de TSB inoculado acrescido de clorexidina 0,129%6 v
(controle positivo) e 20QuL de caldo TSB acrescido de extrato, sem indcutan@o). As
microplacas foram incubadas em espectrofotdmetictdiZ] X3, PerkinElmet) a 35°C por 18
horas e as leituras das absorbancias realizadastemwalos de 1 hora a 600 nm. Foram feitas

triplicatas para cada extrato testado.

3.2.4 Composicéo quimica

3.2.4.1 Determinacao do teor de compostos fendlmas

O teor de fendlicos totais foi determinado com agente de Folin-Ciocalteau de acordo
com metodologia descrita por Singleton et al. (J9€81inhentos microlitros dos extratos (10
mg.mi*) foram misturados a 2,5 mL de reagente Folin-Gieaa (1:10) e 2,0 mL de solucéo de

carbonato de sodio (MaOs) (4% m/v). Apés incubacdo no escuro a temperatombiente por 2
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horas, foi feita a leitura de absorbancia a 740emmespectrofotdmetro de luz visivel (Femto
Plus) a 740 nm. O teor de fendlicos totais foi espo em equivalentes de acido gélico (EAG) em
g por 100 g de amostra (%), a partir da curva madedacido galico. Para o acido galico, a curva
foi estabelecida pela plotagem da concentraggar(i’) versusabsorbancia (nmy(= 42,7k +

0,3187; B = 0,9997, ondg é a absorbanciaxeé a concentracao).

3.2.4.2 Cromatografia gasosa acoplada com espesttiarde massas (CG-EM)

O extrato que apresentou a melhor atividade amiiiiana foi submetido a analise de
cromatografia gasosa acoplada com espectrometriaagsa (CG-EM), a fim de se identificar
sua composicado quimicRemocao de interferentes das amostras pela téS#ta (Solid Phase
Extraction) a purificacdo da amostra foi feita com a finalidale eliminar os interferentes das
amostras atraves da extracdo em fase sélida (8P&jtrato liofilizado foi rediluido em agua e
acidificado até pH 2,0. Antes da aplicacdo da ampstrtucho SPE-LC18 (Supelco, 2 g) foi
condicionado com metanol e agua acida (pH 2,0gublia de 5 ml do extrato foi aplicada ao
cartucho, o qual foi lavado repetidas vezes cormllBe agua acida. Logo apds, 0s compostos
adsorvidos foram eluidos em metanol P.A. e a frégidooletada envial silanizado e evaporada
em corrente de nitrogéni@erivatizacdo (formacdo de derivados do trimetilsi TMS) o
extrato purificado foi derivatizado, a fim de see@qda-lo a técnica de CG-EM. A fracédo obtida
através da purificacdo por SPE foi acrescida de [l06o reagente N-metil-N-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (MSTFA). A mistura foi homoger&ia em vértex e mantida em estufa a
60°C durante 10 minutos; em seguida, o reagenteviaporado sob fluxo de nitrogénio e o
produto da derivatizacdo, rediluido em hexano @Q0-ul). Apdés homogeneizagdo, o
sobrenadante foi transferido a wial para injecdo em CG-EMAnalise cromatograficaos
extratos foram analisados através de Shintadlodelo GC-2010) acoplado ao espectrémetro
de massas ShimadzgQP 2010Plus). A separacéo ocorreu em coluna capilar RTX5MSni30
0,25 mm x 0,2%um). A temperatura do injetor foi de 280°C e o vaude injecéo foi de 0,al
no modo %plitless. A interface foi mantida a 280°C e o detectorropeno modo Scanning
(m/z 40-800). Condi¢cBes cromatograficas: tempeaainicial de 80°C (1 minuto), aguecimento
até 250°C, com taxa de 20°C.mifl minuto), aquecimento até 300°C (5 minutos) a tawa de
6°C.min', aquecimento a 310°C (10 minutos) a uma taxa 8@.461", e aquecimento a 320°C

(10 minutos) a uma taxa de 20°C.fhimotalizando 40 minutos de anélise. A integragiideita
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por meio dosoftware LabSolutions-CGMS. Flavondides, acidos fenodlicodegivados foram
identificados por comparacdo com os dados obtido€@-EM, tais como tempo de retencéo e
fragmentacdo idnica, de padrdes auténticos sildogza eluidos nas mesmas condi¢des, e com a
biblioteca Wiley 8.

3.2.5 Anélise estatistica

A analise estatistica foi efetuada através do swéwStatistical Analysis System (SAS

2002). O Teste de Tukey (0,5% de probabilidadedtiizado para comparagédo de médias.

3.3 Resultados e Discussao

Os extratos etandlicos e metandlicos de erva-maesantaram atividade antimicrobiana
sobreS. aureusL. monocytogenes SalmonellaEnteritidis (Figura 3)E. coli ndo foi inibida por
nenhum dos extratos (Tabela 1). O extrato etan@lioduziu os maiores halos de inibicdo e as
menores concentracdes inibitérias minimas (CIMye&b aureuse SalmonellaEnteritidis; para
L. monocytogenes valores mantiveram-se praticamente os mestaxtrato etandlico de
erva-mate apresentou a menor CBM frent&.aaureus o que demonstra seu alto poder

bactericidan vitro sobre esse microrganismo.
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Figura 3 — Inibicdo de &. aureusb) L. monocytogene<) S. Enteritidis pelo teste de difusdo em &gar
para screeningda atividade antimicrobiana da erva-mate. ResodtaparaE. coli ndo
representados.

Legenda: 1: triplicata do extrato etandlico; 2pltdata do extrato metandlico; C+: controle positiv
(clorexidina 0,12%); C-: controle negativo (caldsB)
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Tabela 1 — Halos de inibicdo (mm) e ConcentracGebitbria e Bactericida Minimas
(CIM/CBM) (mg.mi') de extratos de erva-mate sobre micro-organismos
patogénicos

S. aureus L. monocytogenes E8teritidis E. coli
MeOH EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH  MeOH EtOH
':%‘I’;a%e 21,67+057 23,67+0,57 10,00+0,00 10,33+0,58 10,000 13,67+0,57 - -
CIM 1,56 0,78 3,13 3,13 6,25 3,13 - -
CBM 3,13 0,78 3,13 3,13 6,25 6,25 - -

Médias das triplicatas + desvio-padréao
MeOH: extrato metandlico / EtOH: extrato etandlico
- sem inibicdo

No estudo de De Biasi et al. (2009) foi encontratilddade inibitéria de extratos etandlicos
de partes de erva-mate sobre diversos grupos de-prganismos; destes, apelascoli ndo foi
inibida pelos extratos, em concordancia com osltess obtidos neste trabalho. Porém,
Vaqueroet al. (2010) demonstraram o potencial antimicnobide infuséo de erva-mate sobre
coli, sendo este o microrganismo mais inibido dentravadiados. Cogo et al. (2010) relatam
atividade antimicrobiana de extratos etandlicos fidisas de erva-mate sobidelicobacter
pylori, em concentracdes inibitérias minimas tdo baix@ntp as encontradas pelo presente
estudo. Estes dados reforcam a importancia danreata-como fonte de pesquisa de novos
antimicrobianos naturais, principalmente como courzsde natural pela indastria de alimentos e
bebidas.

De acordo com a Figura 4, o extrato etandlico da-arate apresentou o maior teor de
fenolicos totais. Foi observada diferenca estatistiente significativa no teor de fendlicos totais
entre os dois solventes de extracdo utilizadostanok 60% (v/v) foi o solvente que melhor
extraiu esses compostos. Comparando-se os da@osntels a atividade antimicrobiana e o teor
de fendlicos totais, € possivel inferir que a cobtegdo desses compostos nos extratos esteja
diretamente relacionada ao potencial antimicrobido® mesmos, observacdo também apontada

em estudos anteriores (TSAI et 2010).



Extratos 7]

Erva mate (E)

Erva mate (M)

85

_ 19’39 :

— 17,30 b

0 5

10

15 20

Fendlicos totais (g EAG.g-1 de extrato)

FIGURA 4 — Comparacao do teor de compostos fer®lios extratos
de erva-mate, em relacdo aos solventes de extracéo
(E: etanol; M: metanol). Médias seguidas de letras
diferentes sdo significativas em nivel de 5% (Te&e
Tukey p<0,05)

Por apresentar a melhor atividade antimicrobiataesos micro-organismos testados,

0 extrato etandlico de erva-mate foi escolhido R analisado pela técnica de CG-EM. Os

componentes majoritarios do extrato etandlico da-arate estdo apresentados na Tabela 2, e seu

perfil cromatografico na Figura 5.

Tabela 2 -Composicao quimica de extrato etandlico de ervamaitn atividade antimicrobiana
sobre micro-organismos patogénicos

Porcentagem de fon

Composto’ TR area relativa (m/z, abundancia entre parénteses)
- . 219 (100), 396 (95), 73 (72), 381
Acido caféico 11,00 2,99 (24), 191 (12), 45 (13); 401 (M+)

.- N o 345 (100), 73 (94), 255 (58), 307
Acido 5-o-cafeoilquinico 19,99 28,45 (41), 147 (21), 397 (15); 786 (M+)

. N o 307 (100), 73 (72), 255 (46), 219
Acido 4-o-cafeoilquinico 20,64 20,83 (15), 489 (15), 147 (12); 786 (M+)
Acido 3-o-cafeoilquinico 20,93 34,02 307 (100), 73 (76), 345 (68), 255

(30), 447 (21), 147 (17); 771 (M+)

2 Area do pico em relag&o ao porcentual total deasados picos
® Todos os compostos identificados apresentaranep@gem de similaridade >80%

TR: tempo de retencdo (min)
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Figura 5 — Perfil cromatografico de extrato etarwlde erva-mate. Picos dos componentes
majoritarios identificados por CG-EM: 2. Acido cafg 3. Acido 5-0-
cafeoilquinico; 4. Acido 4-o-cafeoilquinico; 6. Ao 3-o-cafeoilquinico

Os componentes identificados em maior abundancizxi@to etandlico de erva-mate
foram o &cido 3-o-cafeoilquinico (34,02%), acido-bafeoilquinico (28,45%), acido 4-o-
cafeoilquinico (20,83%) e acido caféico (2,99%).idés cafeoilquinicos sdo os derivados
clorogénicos encontrados em maior abundancia na-reate (BIXBY et al., 2005;
ISOLABELLA et al, 2010), e sua presenca tem sido relatada em dsretudos (FILIP et al
2001; NEGISHIet al., 2004; LlUet al, 2009). Desempenham diversas atividades biolégicas
importantes, como antioxidante, anti-enzimatica KWAIMA et al., 2007), antiviral (Llet al.,
2005) e analgésica (DOS SANT@S8al., 2005). O acido caféico, cuja quantidadectatla foi
menor que as dos acidos cafeoilquinicos, foi emadatem extratos vegetais com atividade
antimicrobiana sobre bactérias Gram-positivas, @Gragativas (ANASTASIADI et al., 2008;
GUTIERREZ et al., 2008) e fungos (EL-MASSR&t al., 2009); seu potencial inibitério é
eficiente, ainda, contra virus (SHAHIDI; NACZK, 200e contra a producdo de aflatoxinas
(DAVIDSON; NAIDU, 2000).

O efeito do pH sobre a atividade do extrato etandle erva-mate foi avaliado por meio da
analise das curvas de crescimentd@daureus, L. monocytogeneSalmonellaEnteritidis, cuja

construcdo se baseou nas CIM do extrato sobre a®4miganismos em pH neutro, descritas
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anteriormente na Tabela 1. De acordo com a FigueanGoH 7 e 8 o extrato inibiu o crescimento
de S. aureuso mesmo nao foi observado para o extrato em p#lé,foi incapaz de inibir o
crescimento do microrganismo. Esse comportamentepsiu em relacdo la monocytogenes
apenas em pH baixo (6,0) o extrato mostrou-sedieefie na inibicdo microbiana (Figura 7). A
curva de crescimento & Enteritidis mostra ligeira tendéncia a crescimdrgnte ao extrato em
pH 8 (Figura 8); em pH 6, o extrato, como nos @itr@sos, nao foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano. Para todos os micro-organismos testadadteracdo de pH ndo causou alteracao

significativa no crescimento dos controles negativo

0,6 0,6

0,4 -

Absorbancia (600 nm)
o
™

.

Absorbancia (600 nm)

o
)

0,0 0,0 +HRFRRe N e e e e e e e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Periodo de incubacé&o (h) Periodo de incubag&o (h)

—8—pH6 —@—pH7 pH 8 —%—CP —8—pH6 —e—pH7 pH 8 =« CP

Figura 6 —Curvas de crescimento d& aureusa) Sob agdo de extrato etandlico de erva-mate na
concentracdo inibitéria minima (CIM = 0,78 mg'mém pH 7); b) Controles negativos
(auséncia de extrato)
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Figura 7 — Curvas de crescimentoldenonocytogenes) Sob acédo de extrato etandlico de erva-mate na
concentragdo inibitéria minima (CIM = 3,13 mgimém pH 7); b) Controles negativos
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Figura 8 — Curvas de crescimento SleEnteritidis. a) Sob acdo de extrato etandlico da-emrate na
concentragdo inibitéria minima (CIM = 3,13 mgimém pH 7); b) Controles negativos

(auséncia de extrato)

Estudo realizado por Gutierrez et al. (2008) awakoatividade antimicrobiana de 6leos

essenciais de orégano e tomilho em diferenteseslde pH; em pH 6, a fatsg na curva de



89

crescimento dé&. monocytogenefi menor que a observada em pH neutro, em coanocrd
com os resultados obtidos pelo presente estudograngion pH 5 tenha sido observado aumento
consideravel da faskg. Wen et al. (2003) observaram aumento da atividad#isterial de
acidos fenolicos com o decréscimo do pH; o acidorogénico, porém, teve atividade
antibacteriana maior em pH mais elevados. Estaeafidocia, segundo os autores, pode estar
relacionada a mudancas no estado de ionizacdo porpém de moléculas dissociadas em
diferentes valores de pH, resultando em diminuddaatividade do acido clorogénico em pH
menores.

Como os valores das constantes de dissocig@odps acidos fendlicos sdo geralmente
maiores que 8,0, a concentracdo de ions fendximoxa em solugbes com pH menores que 7,0
(FRIEDMAN, HENIKA et al, 2003). De acordo com Sauerwald, Schwenél. (1998), o acido
clorogénico apresentpaK = 8,5. Se a atividade antimicrobiana estiver relzaia com a
concentracdo de ions fendxido, sera mais acengyat@o maior for o pH do meio. Essa maior
atividade antimicrobiana decorre, provavelmente,cdpacidade da carga negativa dos ions
fenoxidos em alterar o balango eletroquimico juedomicroambiente bacteriano, facilitando a
morte celular (FRIEDMAN, HENIKAet al, 2003). Informacdes acerca da influéncia do pH
sobre o efeito do extrato sdo de extrema imporardcmedida que essa variante € fundamental

para o sucesso da aplicacdo de antimicrobianosainzas alimentares.

3.4 Conclusbes

De acordo com os resultados obtidos pelo presesiigd@® conclui-se que extratos
etandlicos e metandlicos de erva-mate apresentandaate antimicrobiana sobre bactérias
patogénicas de importancia em alimentos. O exataadlico foi mais eficaz que o metandlico na
inibicdo do crescimento dé&. aureus, L. monocytogenes S. Enteritidis. A atividade
antimicrobiana observada parece estar relaciongutaseénca de compostos derivados do acido
clorogénico, de reconhecidas atividades biol6gi€asxtrato etandlico mostrou-se ativo em pH
neutro e 8, sendo que em pH 6 ndo demonstrou ati®idA erva-mate consiste, portanto, em
uma fonte potencial de extracdo de compostos ambirianos, para aplicacdo pela industria de

alimentos como conservante natural em alimentabilbs.
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ANEXO A — Etapas de extracdo metandlica e etan@asmresiduos agroindustriais. a) manutencao
dos residuos em contato com os solventes (metaatdn®l) a 4°C; b) filtragcdo dos
extratos apos 24 horas; c) coleta do material oatil filtro; d) lavagem do retido e
adicdo de solvente de extracdo; e) volume totaliltado obtido ap6s 96 horas; f)

evaporacao do solvente em evaporador rotativo@ 45°
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ANEXO B - Estudo do crescimento microbiano frerds extratos estudados. a,b) leitor de microplacas
Victor X3 (PerkinElmeY); c) camara de incubac&o contendo microplaca odrates em
diferentes dilui¢des; d) leituras das absorbarggaados pelo software VictorStation
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ANEXO C — Composicdo quimica dos residuos agroindis a) remocao de interferentes das
amostras pela técnica SPBo(id Phase Extraction b) detalhe das colunas de
separacao; oj)ial contendo frac@o coletada apos remoc¢ao dos irgetésy da amostra;
d) evaporacdo do eluente por corrente de nitrogénfd analise das amostras por
cromatografia gasosa acoplada com espectrometrimdsas (CG-EM)





