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Resumo

As doengas transmitidas por alimentos ainda representam um problema de satde publica em
todo o mundo. A resisténcia de microrganismos a diversos antibioticos vem estimulando
pesquisas visando a descoberta de novas substancias com acdo antimicrobiana natural. O
objetivo deste estudo foi avaliar a potencialidade de utilizagdo de plantas comumente usadas
na medicina popular como antimicrobianos. Os decoctos foram submetidos a analise de
atividade antimicrobiana para Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa pela técnica de
microdiluigdo. O extrato da casca do caule do Croton blanchetianus apresentou os melhores
resultados, sendo efetivo sobre todos os microrganismos testados em concentragdes de 0,5 a
19 mg/mL. Para o extrato da casca do caule de Myracrodruon urundeuva somente ndo foi
verificada atividade sobre E. coli. O extrato da casca do caule do Croton nepetaefolius
apresentou atividade sobre S. aureus e S. Enteritidis e apenas inibitéria para L.
monocytogenes. O extrato da folha de Sideroxylon obtusifolium sé ndo foi efetivo sobre E.
coli e P. aeruginosa. Diante disso, 0s extratos aquosos destas plantas surgem como uma nova
fonte de substancias com potencial antibacteriano para aplicacdo na industria de alimentos.

Palavras-chave: Material vegetal; Decoc¢do; Microdiluicdo; Patogenos bacterianos.

Abstract

Foodborne diseases still represent a public health problem worldwide. The resistance of
microrganisms to various antibiotics has been stimulating research aimed at the discovery of
new substances with natural antimicrobial action. The objective of this study was to evaluate
the potential use of plants commonly used in folk medicine as antimicrobials. The decocts
were submitted to the analysis of antimicrobial activity for Listeria monocytogenes,
Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa by the microdilution technique. Croton blanchetianus stem bark extract presented
the best results, being effective on all microrganisms tested in concentrations of 0.5 to 19 mg /
mL. For the extract of the bark of the Myracrodruon urundeuva stem only activity on E. coli
was not verified. The stem bark extract of Croton nepetaefolius showed activity on S. aureus
and S. Enteritidis and only inhibitory for L. monocytogenes. The leaf extract of Sideroxylon
obtusifolium was not effective only on E. coli and P. aeruginosa. In view of this, the aqueous
extracts of these plants appear as a new source of substances with antibacterial potential for
application in the food industry.

Keywords: Plant material; Decoction; Microdilution; Bacterial pathogens.
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Resumen

Las enfermidades transmitidas por alimentos siguen representando um problema de salud
publica en todo el mundo. La resisténcia de los microrganismos a varios antibidticos ha
estimulado la investigacion dirigida al descubrimiento de nuevas sustancias con accion
antimicrobiana natural. El objetivo de este estudio fue evaluar el uso potencial de plantas
comunmente utilizadas en la medicina popular como antimicrobianos. Los decoctos se
sometieron a andlisis de actividad antimicrobiana para Listeria monocytogenes, Salmonella
Enteretidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa utilizando la
técnica de microdilucion. El extrato de la corteza del tallo de Croton blanchetianus mostro los
mejores resultados, siendo efectivo em todos los microrganismos probados em
concentraciones de 0.5 a 19 mg/mL. Para el extracto de la corteza del tallo de Myracrodruon
urundeuva, solo no se verificd la actividad en E. coli. El extracto de corteza de tallo de Croton
nepetaefolius mostro actividad em S. aureus y S. Enteretidis y solo inhibidor de L.
monocytogenes. El extracto de hoja de Sideroxylon obtusifolium no fue efectivo em E. coli y
P. aeruginosa. Por lo tanto, los extractos acuosos de estas plantas aparecen como uma nueva
fuente de sustancias com potencial antibacteriano para su aplicacion em la industria
alimentaria.

Palabras clave: Material vegetal; Decoccion; Microdilucion; Patdgenos bacterianos.

1. Introducéo

Extratos de plantas vem demostrando ser uma excelente opcdo de compostos que
apresentam atividade antimicrobiana, incluindo acdo contra os patdgenos de interesse na area
de alimentos. Esses compostos, além de inibirem naturalmente microrganismos patogénicos,
melhoram a estabilidade oxidativa de diversos alimentos, promovendo o0 aumento da vida Util
dos mesmos (Pereira et al., 2006; Machado et al., 2011).

As plantas utilizadas na medicina popular sdo uma alternativa de eliminar os sintomas
causados pela ingestdo de um alimento contaminado. Essas plantas sdo formadas por
componentes quimicos que possuem atividade antioxidante e propriedades conservantes
naturais (Mabona et al., 2013; Gropper & Smith, 2012).

Vaérios estudos tem comprovado a eficacia dos extratos de plantas sobre patégenos
bacterianos e flngicos. Pesquisas mostraram que a sensibilidade microbiana indica a
efetividade dos extratos utilizados para fins medicinais e como aditivos alimentares (Fawad,
Myaddar-Ur-Reahmn & Khan, 2012).
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Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult) é uma espécie da caatinga conhecida
popularmente como quixaba ou quixabeira (Pedrosa et al., 2012). As folhas e cascas da
quixaba séo utilizadas na medicina popular na forma de chés, para fins terapéuticos,
apresentando propriedades anti-inflamatoria, adstringente, problemas renais entre outros. A
acdo antimicrobiana e hipoglicemiante foi comprovada através de estudos farmacoldgicos
(Agraet al., 2007; Beltrdo et al., 2008; Araujo-Neto et al., 2010; Pedrosa et al., 2012; Leandro
etal., 2013).

Croton blanchetianus Baill (Euphorbiaceae) € popularmente conhecido como
marmeleiro, em virtude do tronco e ramos possuirem um aspecto geral escuro. Na medicina
tradicional, cascas e folhas de C. blanchetianus sdo utilizadas para distirbios estomacais e
intestinais, hemorragia uterina, hemoptise e diarreia (Albuquerque et al., 2007; Cartaxo et al.,
2010). Estudos in vitro demonstraram que diterpenos derivados de acidos beierendico e
secotracilobandico foram isolados desta planta e apresentaram atividade antimicrobiana sobre
microrganismos da cavidade bucal (Rodriguez-Garcia et al., 2010; Cardoso et al., 2012).

Croton nepetaefolius Baill. popularmente conhecido como marmeleiro vermelho ou
marmeleiro sabia, € uma arvore de pequeno porte, muito abundante na regido Nordeste do
Brasil, sendo utilizada para aliviar distarbios gastrointestinais, na forma de chés e infusdes
(Santos et al., 2008).

Myracrodruon urundeuva Fr.All, popularmente conhecida como aroeira-do-sertdo, é
uma Anacardidcea arbOrea existente no Brasil. E popularmente conhecida por suas
propriedades medicinais como atividade anti-inflamatdria, cicatrizante e uso em infeccoes
urinérias e respiratorias (Albuquerque, 2006), apresentando também atividade bactericida e
fungicida (Sa et al., 2009).

Devido a grande relevancia e prejuizo que a contaminagéo por Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Enteritidis
apresenta, a pesquisa por alternativas para inibi-las se torna importante no meio cientifico,
pois pode fornecer meios as industrias alimenticias e a populacdo de evitar a contaminagédo
dos alimentos que serdo ingeridos (Silva et al., 2010).

Neste contexto, o presente estudo foi realizado visando determinar o potencial da
atividade antibacteriana dos extratos aquosos de Sideroxylon obtusifolium, Croton
blanchetianus, Croton nepetaefolius e Myracrodruon urundeuva sobre bactérias de

importancia em alimentos.
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2. Metodologia

A pesquisa quantitativa recorre a linguagem matematica para descrever as causas de um
fendmeno, relagcbes entre varidveis, dentre outros. A presente pesquisa caracterizou-se como
um estudo experimental desenvolvido em laboratorio e quantitativo, onde os resultados foram
registrados, analisados e interpretados em dados numéricos com suas respectivas unidades
(Pereira et al., 2018).

2.1 Extratos aquosos

As folhas da espécie Sideroxylon obtusifolium (So) foram coletadas no municipio de
Mauriti/CE em agosto de 2014. As cascas do caule dos Crotons blanchetianus (Cb) e
nepetaefolius (Cn) foram coletadas no municipio de Acarape/CE em margo de 2015 e as
cascas de Myracrodruon urundeuva (Mu) foram coletadas em Baratnas/RN em fevereiro de
2015.

Os extratos aquosos foram produzidos no Laboratorio de Andlises Fitoquimicas de
Plantas Medicinais - LAFIPLAN do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorgénica da
Universidade Federal do Ceara.

O material vegetal utilizado de cada planta foi pesado (100 g de folhas de So, 500 g de
casca do caule de Cb e Cn e 1000 g de casca do caule de Mu) submetido a trituragcdo manual,
sendo posteriormente, acondicionado em um saché de tecido de algoddo. Um volume de 500
mL de agua destilada foi colocado em aquecimento em uma chapa aquecedora (Fisatom
Modelo 752A) até ebuli¢do, no qual foi depositado o saché permanecendo por 15 minutos
(Zortéa et al., 2015). A solugdo aquosa foi submetida a liofilizagdo (Christ Modelo Alpha 1-2
LD plus), obtendo-se o decocto (Rodrigues et al., 2011).

2.2 Estirpes bacterianas

As estirpes empregadas foram de linhagens de referéncia de Staphylococcus aureus
ATCC-27664, Escherichia coli ATCC-25922, Listeria monocytogenes ATCC-19115,
Pseudomonas aeruginosa IAL-1026 e Salmonella Enteritidis IAL-1132. As bactérias foram
cedidas pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos — LMA da Universidade Federal do
Ceara.
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2.3 Preparo do Inoculo

As cepas de S. Enteritidis, P. aeruginosa e S. aureus foram cultivadas no meio Agar
Tripticase de Soja — TSA (Difco, Sparks, USA), enquanto E. coli e L. monocytogenes foram
cultivadas no mesmo meio de cultura, porém enriquecido com 0,1 % extrato de levedura —
TSA+YE (Difco, Detroit, EUA), ambas incubadas a 35 °C/ 24 horas em BOD (Biochemical
Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26). Ap0s esse periodo, coldnias isoladas de cada
microrganismo foram transferidas para 5 mL dos seus respectivos caldos de enriquecimento,
conforme a seguir: L. monocytogenes, P. aeruginosa e E. coli para caldos de tripticase de
soja - TSB (Difco, Sparks, USA) e S. Enteritidis e S. aureus para caldos Brain Heart Infusion
- BHI (Difco, Sparks, EUA). Em seguida, foram incubadas a 35 °C/ 24 horas para a obtencao
de uma concentracdo bacteriana final de aproximadamente 108 UFC/mL, para cada
microrganismo. A partir dessa concentracdo foram realizadas dilui¢des seriadas a fim de obter
uma suspensdo bacteriana de 10° UFC/mL, utilizada nas avaliagdo da atividade

antimicrobiana.

2.4 Determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM) por Microdiluigdo

As CIM’s dos extratos aquosos foram determinadas sobre o crescimento das bactérias
pelo método de microdiluicdo em placas (96 pogos, 300 pul de capacidade/pogo; MicrotestTM,
Becton Dickinson and Co.) (Branen & Davidson, 2004).

Todas as analises foram realizadas em capela de fluxo laminar (Pachane/modelo 410)
com trés repeticdes. A partir das diluigdes seriadas do inéculo em Caldo TSB, foram
distribuidas aliquotas de 100 pL da suspensdo bacteriana de 10° UFC/mL em cada poco em
que se desejava testar a atividade antimicrobiana. Em seguida, nos mesmos pocos foram
adicionadas aliquotas de 100 pL da solugdo antimicrobiana ja diluida em agua destilada estéril
nas concentragdes (0,2-20 mg/mL — So; 0,1-19 mg/mL — Cb; 1-18 mg/mL — Cn; 0,2-50
mg/mL - Mu). Foram utilizados os seguintes pocos controles: indculo, meio de cultura e 4gua
(controle positivo) para avaliar a viabilidade do microrganismo testado, assim como pocos
contendo meio de cultura e solugdes antimicrobianas nas concentragcfes testadas (controle
negativo) para verificar a inocuidade de cada solucdo. Ao término das distribuicdes, foram
realizadas as leituras de densidade Optica inicial D.O s30nm (T=0) utilizando um leitor de
absorbancia em microplacas Elx 808 (Instruments BioTek, Inc. Winooski, VT, EUA). Em

seguida, as placas foram incubadas a 35 + 1 °C durante 24 horas. Ap0Os esse periodo, uma
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nova leitura de D.O g3onm (T=24) foi realizada. Foram classificadas como inibitdrias as
concentragdes que apresentaram resultados cuja variagdo (A) das leituras de DOe3o foram <
0,05 (Brandt et al., 2010). A microdiluicdo ¢ uma metodologia que se baseia em leituras de
absorbancia, onde € possivel observar atraves de turvacdo se ocorreu inibicdo da bactéria em
estudo. Trata-se de uma metodologia simples, porém se faz necessario realizar controles do
inéculo e da amostra para ter o resultado esperado.

2.5 Determinacéo da concentracdo bactericida minima (CBM)

Uma aliquota de 100 pL. de cada concentragdo inibitoria das solugdes antimicrobianas
testadas foram espalhadas nas superficies das placas (Spread plate) contendo o meio
diferencial para E. coli — MacConkey (Oxoid, Basingstoke, UK), S. Enteretides - Hektoen
Enteric (BD, Heidelberg, Germany), S. aureus — Baird-Parker (Difco, Sparks, EUA), P.
aeruginosa — Cetrimide (Himedia, Mumbai, India) e L. monocytogenes — Palcam Listeria
(BD, Heidelberg, Germany). Em seguida, as placas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas
na BOD.

As concentracOes das solugfes antimicrobianas testadas que proporcionaram redugéo de
trés ciclos logaritmicos (3,0 logio UFC/mL) de células viaveis a partir da concentracdo do
inoculo inicial (10° UFC/mL) foram classificadas como bactericidas (Branen & Davidson,
2004; Brandt et al., 2010). A reducdo de log é uma referéncia bem adequada para CBM, ja
que utilizando uma mesma concentracdo de extrato de plantas, as bactérias dependendo do
ensaio podem apresentar comportamentos diferentes variando desde a presenca de algumas

col6nias na placa até sua inexisténcia.

3. Resultados e Discussao

Para as bactérias gram-positivas (L. monocytogenes e S. aureus), verificou-se que 0s
extratos aquosos de M. urundeuva, S. obtusifolium e C. blanchetianus apresentaram atividade
bactericida nas concentrac@es de 0,5 a 3,0 mg/mL. Todos os extratos foram efetivos para S.
Enteritidis em concentragdes que variaram de 4,3 a 9,0 mg/mL. Somente o extrato da casca do
caule de C. blanchetianus foi efetivo contra E. coli na concentragdo de 16 mg/mL. Apenas 0s
extratos da casca do caule de M. urundeuva e C. blanchetianus tiveram atividade sobre P.
aeruginosa nas concentragdes que variaram de 11,5 a 19 mg/mL (Tabela 1).
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana de extratos aquosos.

Microrganismos

Plantas L. monocytogenes S. aureus S. Enteretidis E. coli P. aeruginosa

CIM CBM cimMm CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Mu 1,0 1,2 2,0 2,0 50 50 - - 115 115
So 1,3 2,5 0,6 0,6 9,0 9,0 - - - -
Cb 1,5 3,0 0,5 0,5 4,3 43 160 16,0 190 190
Cn 14,0 - 2,8 2,8 8,8 8,8 - - - -

Fonte: Préprio autor.; Mu (Myracrodruon urundeuva); So (Sideroxylon obtusifolium); Cb
(Croton blanchetianus); Cn (Croton nepetaefolius); CIM e CBM (mg/mL)

Confome pode ser visto na Tabela 1, as concentracdes dos extratos utilizadas para
bactérias Gram-positivas (L. monocytogenes e S. aureus) foram menores do que para Gram-
negativas (S. Enteretidis, E. coli e P. aeruginosa), reafirmando estudos que dizem se tratar de
bactérias mais resistentes e portanto necessitando de concentracdes mais elevadas dos extratos
para obter resultado bactericida.

Estudos realizados por Santos et al. (2017) com extratos da casca de M. urundeuva,
demonstraram que 0s extratos obtidos utilizando como solvente o cloroférmio, acetato de etila
e hidrometanol, obtiveram ac&o sobre S. aureus e P. aeruginosa nas concentracdes de 50 e
100 mg/mL, j& para E. coli nédo foi verificado nenhuma atividade antibacteriana, corroborando
com os resultados encontrados nessa pesquisa.

As diferencas de atividade nos dois grupos bacterianos (Gram-positivas e Gram-
negativas) parecem derivar da constituicdo da parede celular bacteriana e dos constituintes do
extrato vegetal, principalmente do grupo dos taninos. Conforme os dados de outros autores,
existe uma relacdo entre o teor de taninos e a atividade sobre bactérias Gram-positivas, que
tém estrutura celular mais rigida, parede celular quimicamente menos complexa e menor teor
lipidico do que as Gram-negativas que favorece a entrada dessas substancias (Khan et al.,
2001; Cimanga et al., 2002).

Os resultados encontrados para S. obtusifolium concordam com os de Rocha et al.
(2013) em seus estudos, onde os autores demonstraram resultados satisfatorios sobre o
Streptococcus mutans, Streptococcus oralis e Streptococcus salivarius, microrganismos
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Gram-positivos envolvidos na patogénese da cérie. Esse potencial é justificado pelo fato da
planta possuir metabolitos secundarios que tem atividade antimicrobiana comprovada, como
flavonoides e saponinas (Vincken et al., 2007; Oliveira et al., 2012). O potencial
antimicrobiano desta planta ja foi comprovado em diferentes concentracfes (100, 50, 25, 12,5
e 6,25%) sobre o Enterococcus faecalis, pelo teste de difusdo em &gar, pelo método do pocgo
(Costa et al., 2010).

Os Oleos essenciais de C. blanchetianus sdo compostos por mono e sesquiterpenos
oxigenados e hidrocarbonetos que tem mostrado notavel atividade antibacteriana (Ozirk et
al., 2009). Outros pesquisadores realizaram estudos com 6leo essencial de marmeleiro preto
coletado em diferentes regides do estado do Ceard em diferentes horérios do dia e a partir de
diferentes partes da planta (folhas, flores, raizes e cascas do lenho). Foram identificados 32
compostos no marmeleiro preto, dentre os quais pode citar como constituinte majoritario
germacreno D nas cascas do caule (Dourado & Silveira 2005).

Urzua et al. (2008) explicaram as formas de interagdo de diferentes moléculas de
diterpenos, incluindo o diterpeno casbano isolado do Marmeleiro Sabid, com membranas
celulares. Demonstrando que a hidrofobicidade é uma varidvel importante para mostrar que a
lise bacteriana por esses diterpendides é devido sua insercdo e ruptura da membrana

plasmatica.

4. Conclusodes

Os extratos aquosos avaliados apresentaram diferentes atividades antimicrobianas,
demonstrando que a suscetibilidade dos microrganismos aos extratos variou possivelmente
em funcdo da composi¢do quimica presente em cada extrato.

O extrato aquoso da casca do caule do Croton blanchetianus mostrou-se promissor
agente antimicrobiano, pois, teve acdo sobre L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. Enteridis
e P. aeruginosa.

Havendo, entretanto a necessidade de novos estudos que busgquem isolamento dos
compostos bioativos e o esclarecimento dos seus mecanismos de acgdo, para que possam ser

aplicados em alimentos como conservante natural.
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