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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito antimicrobiano do extrato etandlico de Hymenaea martiana Hayne
e de Amburana cearensis A. C. Smith, frente Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e
Escherichia coli isolados de amostras de leite e queijo provenientes de propriedades rurais do
semiarido pernambucano e baiano, além das respectivas cepas ATCC, e avaliar o efeito
antiaderente de Hymenaea martiana Hayne frente a cepas de S. aureus. Na avaliacdo da
atividade antimicrobiana, para a determinacdo da concentracdo bactericida minima, foram
utilizadas placas de microtitulacdo contendo caldo Mueller-Hinton e apds incubagdo do material,
com a utilizacdo de um replicador, aliquotas foram semeadas em placas de petri contendo agar
Mueller-Hinton, seguindo-se de nova incubagdo. Observou-se que A. cearensis inibiu 80% das
amostras de S. aureus, 4,2% das amostras de Salmonella spp., mas ndo apresentou efeito nas
amostras de E. coli. H. martiana inibiu 100% das amostras de S. aureus, 33% das de Salmonella
spp. e também ndo apresentou efeito nos isolados de E. coli. Ja em relacdo a atividade
antiaderente, através da obtencdo da absorbéancia realizada em leitor de microplacas a 595nm,
observou-se que o biofilme consolidado apresentou 60% de reducdo com a concentracdo de
781,201 g/mL, e que todas as concentra¢des utilizadas inibiram o biofilme em formagao.
Concluiu-se que os extratos etandlicos de H. martiana Hayne e de A. cearensis A. C. Smith
apresentaram atividade antimicrobiana sobre isolados de S. aureus e Salmonella spp., mas nédo
sobre E. coli, e que o extrato de H. martiana Hayne apresentou atividade antiaderente sobre as
cepas de S. aureus. Diante disso, sugere-se que 0s antimicrobianos e antiaderentes naturais
podem oferecer vantagens para a area de alimentos, favorecendo a qualidade higiénico-sanitaria
e a vida til dos produtos.

Palavras-chave: Antimicrobiano vegetal. Biofilme. Doencas transmitidas por alimentos.
Patogenos. Produtos naturais.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antimicrobial effect of ethanol extract of Hymenaea martiana
Hayne and Amburana cearensis A. C. Smith, against Staphylococcus aureus, Salmonella spp.
and Escherichia coli. isolated from samples of milk and cheese from farms in semiarid
Pernambucano and Baiano, beyond their ATCC strains, and evaluate the antiadherent effect of
Hymenaea martiana Hayne against strains of S. aureus. In the evaluation of antimicrobial
activity, or the determination of minimum bactericidal concentration, was used microtiter plates
containing Mueller-Hinton broth and after incubation of the material with the use of a replicator,
aliquots were plated on petri dishes containing Mueller-Hinton agar, followed by further
incubation of. It was observed that A. cearensis inhibited 80% of the samples S. aureus, 4,2% of
Salmonella spp., but had no effect in samples of E. coli. H. martiana inhibited 100% of the
samples of S. aureus, 33% of Salmonella spp. and also had no effect on isolated E. coli.
Regarding the activity nonstick, by obtaining the absorbance in microplate reader held in the
595nm, it was observed that the extract of H. martiana showed 60% reduction in biofilm
consolidated, and all concentrations exhibited inhibition in biofilm formation. It was concluded
that the ethanol extracts of H. martiana Hayne and A. cearensis A. C. Smith showed
antimicrobial activity against S. aureus and Salmonella spp., but not on E. coli and the extract of
H. martiana Hayne showed antiadherent activity against strains of S. aureus. Therefore, it is
suggested that the natural antimicrobial and antiadherent can offer advantages to the food area,
favoring the hygienic quality and shelf life of products.

Keywords: Biofilm. Foodborne diseases. Natural products. Pathogens. Vegetable antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

Oferecer seguranca alimentar € garantir o consumo de alimentos com caracteristicas
essenciais, representadas pelos atributos nutricionais, aspectos sensoriais desejaveis, auséncia de
micro-organismos e de riscos fisicos e quimicos (BENITES e OLIVEIRA, 2004; DUTCOSKY,
2011). Entretanto, as doencas transmitidas por alimentos (DTA) ainda representam um relevante
problema de saude pablica em todo 0 mundo. Isto se da em decorréncia do crescente nimero de
surtos relacionados ao consumo de alimentos contaminados, mesmo com o desenvolvimento
constante de métodos que assegurem a qualidade higiénico-sanitéria dos produtos alimenticios
(ALTEKRUSE et al., 1997; AKUTSU et al., 2005; BRASIL, 2010).

Na inddstria de alimentos, os biofilmes microbianos sdo pontos de contaminagdo
constantes, podendo prejudicar a qualidade microbiol6gica de matérias-primas, produtos pré-
acabados e acabados. Fato este que promove a redugdo do tempo de prateleira dos produtos e
corrobora com o desencadeamento das DTA. Este agravante faz com que seja de grande
importancia o conhecimento de novas estratégias de controle, econdmicas e eficazes, voltadas
para a eliminacdo de mais esta possibilidade de introducdo de micro-organismos na cadeia
alimentar (FLACH et al., 2005; HERRERA et al., 2007; FUSTER-VALLS et al., 2008; BOARI
et al., 2009).

Essa realidade faz com que os consumidores se preocupem em buscar no mercado
alimentos que proporcionem seguranca alimentar dentro e fora do ambiente domiciliar.
Simultaneamente, percebe-se uma maior procura por alimentos que apresentem ingredientes
naturais, e que sejam livres de aditivos e/fou conservantes quimicos (LEONCIO e
BARTOLOZO, 2003; EMBRAPA, 2011).

Diversos métodos podem ser empregados no intuito de garantir a inocuidade do alimento.
Porém, a atual demanda de comercializa¢do de alimentos seguros tem despertado o interesse no
desenvolvimento de novas tecnologias. Neste sentido, a utilizacdo de produtos naturais, que
possam ser aplicados sozinhos ou combinados com outro método que garanta também o seu
valor nutricional, esta gradativamente ganhando espaco.

Estudos voltados a investigacdo no que diz respeito as possibilidades de aplicacdo de
antimicrobianos naturais, em produtos alimenticios, enfatizam que os de origem vegetal tém
ganhado destaque. Estes, além de demonstrarem a capacidade de melhorar a estabilidade
oxidativa destes produtos, promovendo o aumento da vida util, podem também inibir

naturalmente micro-organismos patogénicos. Desta forma, extratos e 6leos essenciais de plantas
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vém demonstrando ser uma excelente opcdo na atividade antimicrobiana e antiaderente,
incluindo os patdgenos de interesse na area de alimentos (PEREIRA et al., 2006; FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2010; EMBRAPA, 2011).

Pesquisas a respeito da biodiversidade e do potencial econémico da flora brasileira
comprovam a sua riqueza em plantas com potencial medicinal. Sendo assim, a constante busca
de informagbes sobre as suas possibilidades de utilizagdo tem desempenhado um papel
fundamental na descoberta de novos produtos (JACOBSON et al., 2005).

A Caatinga, Unico bioma exclusivamente brasileiro, € o mais importante tipo de
vegetacdo do semiarido do Nordeste brasileiro (NOVELY, 1982; BRASIL, 2003). Diversas
espécies de plantas deste bioma séo conhecidas e utilizadas na medicina popular e na producéo
comercial de produtos fitoterapicos ha varios anos, o que demonstra a sua potencialidade como
fonte de material a servir como objeto de estudo em pesquisas a respeito dos efeitos inerentes aos

constituintes dos materiais vegetais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 SEGURANCA ALIMENTAR

Uma alimentacdo adequada auxilia na promocdo da saude, sendo um dos fatores
responsaveis pelo desenvolvimento fisico, mental e intelectual dos individuos. Assim, a
qualidade do alimento consumido é preocupagdo mundial, sendo cada vez maior a busca por
alimentos livres de agentes que possam pér a saude em risco (LEONCIO e BARTOLOZO, 2003;
VALENTE e PASSOS, 2004; TORRES, 2008).

A qualidade do alimento, por sua vez, compreende trés aspectos fundamentais:
nutricional, sensorial e microbiol6gico, sendo o aspecto sensorial 0 mais relacionado a escolha
do produto. Pode-se entdo dizer que alimento de qualidade é aquele que atende as necessidades
do consumidor em termos de conveniéncia, propriedades funcionais, nutritivas e higiénico-
sanitarias, respeitando a legislacdo pertinente e informando obre os cuidados e métodos de
preservacdo, de preparo e de consumo (BENITES e OLIVEIRA, 2004; DUTCOSKY, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO/FAO, 2009), define-se
seguranca dos alimentos como o grau de confianga que o alimento ndo causara doenca ou dano
ao consumidor quando é preparado, servido e consumido de acordo com a sua utilizacdo.

Percebe-se que a globalizacdo tem alterado a economia e 0s costumes, modificando 0s
padrGes de competitividade. Em consequéncia disso, e de um maior acesso as informacGes
relacionadas ao direito do consumidor e da disponibilidade de legislagGes, verifica-se um
aumento no nivel de exigéncia em relacdo ao consumo de produtos com qualidade garantida.
Dessa forma, a industria alimenticia tem investido na producdo de alimentos que apresentem
vida longa de prateleira e a0 mesmo tempo sejam in6cuos (LEONCIO e BARTOLOZO, 2003;
EMBRAPA, 2011).

O fornecimento de alimentos seguros envolve também conhecimento e uso de uma
manipulacdo adequada, seguindo os principios de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), que
englobam os principios e procedimentos necessarios a produgdo de alimentos. J& que préticas de
higiene sdo pré-requisitos para outros sistemas, como a analise de perigos e pontos criticos de
controle (APPCC) (LEVINGER, 2005).

2.2 DOENCAS DE TRANSMISSAO ALIMENTAR

Apesar dos avangos nas tecnologias de controle de micro-organismos, as doengas

transmitidas por alimentos (DTA) ainda representam um relevante problema de salde publica
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em todo o mundo. Isto pode ser em decorréncia de fatores como o constante aumento das
populagdes, um processo de urbanizagdo desordenado, a necessidade de producdo de alimentos
em grande escala, a existéncia de grupos populacionais vulneraveis ou mais expostos, além de
novos habitos sociais e mudancas no padrdo de consumo alimentar (ALTEKRUSE et al., 1997;
AKUTSU et al., 2005; BRASIL, 2010).

Ressalta-se ainda que estas alteragdes resultaram em uma maior exposi¢do a alimentos
destinados ao pronto consumo, no consumo de alimentos em vias publicas, na utilizacdo de
novas modalidades de producdo, no aumento do uso de aditivos e conservantes, dentre outros
(BRASIL, 2010; TAUXE et al., 2010).

A Resolucdo RDC n 12 da ANVISA, de 2 de janeiro de 2001, define doenca transmitida
por alimento, como sendo, aquela “causada pela ingestdo de um alimento contaminado por um
agente infeccioso especifico, ou pela toxina por ele produzida, por meio da transmissdo desse
agente ou de seu produto toxico” (BRASIL, 2001).

Nos Ultimos anos, milhdes de pessoas no mundo apresentaram alguma DTA. Neste
contexto, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirma que mais de 60% das enfermidades
relatadas sdo de origem alimentar, provocados especialmente por agentes microbiologicos
presentes nos alimentos (SOUZA, 2010; DEON, 2012).

De acordo com o Manual Integrado de Prevencdo e Controle de Doengas Transmitidas
por Alimentos (BRASIL, 2010), existem atualmente mais de 200 tipos de doencas causadas pela
ingestdo de alimentos e/ou agua contaminados com agentes bidticos e abioticos, tais como:
bactérias, virus, parasitas, prions, toxinas produzidas por micro-organismos, agrotdxicos,
produtos quimicos e metais pesados.

Estes agentes podem entrar na cadeia alimentar em diferentes etapas. Por isso, falhas no
processamento, na distribuicdo e/ou na conservacdo do produto podem permitir a sobrevivéncia,
multiplicacdo e/ou producdo de compostos tdxicos por micro-organismos. Além disso, a
manipulacdo do alimento feita de forma inadequada e a contaminacdo apds o preparo também
sdo importantes causas de surtos de doencas de origem alimentar. Estando em contato com o
alimento, a sobrevivéncia e a multiplicagdo do agente etioldgico dependem de seus mecanismos
de defesa e das condi¢Bes do meio, representadas principalmente pelos niveis de oxigenacao, pH
e temperatura, que podem variar de acordo com o produto (HAVELAAR et al., 1994; GIOVA,
1997; OLIVEIRA et al., 2010; BRASIL, 2010).

Segundo dados da Vigilancia Epidemiologica das Doencgas de Transmissdo Hidrica e
Alimentar no periodo de 2000 a 2011 (BRASIL, 2011), ocorreram no Brasil 8.663 surtos de
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DTA, onde 163.425 pessoas ficaram doentes e 112 foram a 6bito. Além disso, deste total de
surtos, 3.927 foram ocasionados por bactérias, virus, parasitas e compostos quimicos. Ja 0s
agentes etioldgicos mais identificados foram: Salmonella spp., S. aureus, Bacillus cereus, E. coli,
Campylobacter spp., Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Shigella spp., Vibrio
cholerae O1, Vibrio parahaemolitycus, Cryptosporidium spp., Rotavirus, Norovirus, Hepatite A,
Enterobacter spp., Toxoplasma gondii, Giardia e Trypanossoma cruzi. Porém, Brasil (2010)
destaca a atuacdo de E. coli O157:H7, Streptococcus zooepidermidis e &cido domdico
(neurotoxina que provoca envenenamento amnésico por mariscos).

Uma DTA genericamente é caracterizada por anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia
acompanhada ou ndo de febre. Porém, podem ocorrer afec¢fes em diferentes drgdos e sistemas,
tais como meninges, rins, figado, sistema nervoso central, terminacdes nervosas periféricas e
outros, de acordo com o agente envolvido. Na maioria dos casos, a duracdo dos sintomas pode
variar de poucas horas até mais de cinco dias, dependendo do estado fisico do paciente, do tipo e
da quantidade de micro-organismo ingerido (BRASIL, 2005, MURMANN et al., 2008;
BRASIL, 2010; FORSYTHE, 2010).

Geralmente a DTA é autolimitante, mas ha excec¢des, sendo criancgas, gestantes, idosos e
individuos imunodeprimidos os mais propensos. No entanto, todos estdo suscetiveis. A maioria
dos surtos tem sido relacionada a ingestdo de alimentos com boa aparéncia, sabor e odor
normais, ou seja, sem qualquer alteracdo sensorial visivel. Este fato dificulta a rastreabilidade
dos alimentos envolvidos, uma vez que os consumidores afetados dificilmente conseguem
identificar os alimentos fonte da contaminacdo (BRASIL, 2005; CDC, 2006; OLIVEIRA et al.,
2010; BRASIL, 2010).

Também de acordo com o Manual Integrado de Prevencdo e Controle de Doencas
Transmitidas por Alimentos (BRASIL, 2010), pode-se agrupar as DTA nas seguintes categorias:
Infeccbes — Relacionadas a ingestdo de micro-organismos patogénicos que possuem capacidade
de penetrar e invadir tecidos. Ex: Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica e
Campylobacter jejuni; Toxinfecgdes — Provocadas por toxinas liberadas pelos micro-organismos
toxigénicos quando ha multiplicacdo, esporulagdo e lise na luz intestinal. Ex: E. coli
enterotoxigénica, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Clostridium perfringens e Bacillus
cereus (cepa diarreica); IntoxicacBes — Ocorrem através da ingestdo de toxinas pre-formadas no

alimento. Ex: S. aureus, B. cereus (cepa emética) e Clostridium botulinum; Intoxicacfes ndo

bacterianas — Nestes casos ha o envolvimento de metais pesados, agrotoxicos, fungos silvestres,

plantas e animais toxicos (Ex.: moluscos, peixes).
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Podem existir outras abordagens em relagéo a estas categorias. Por exemplo, de acordo
com Germano e Germano (2011), uma toxinfecdo trata-se de um quadro gastroentérico causado
por micro-organismos patogénicos veiculados por um alimento contaminado. De acordo com 0s
autores, quando uma manifestacdo clinica esta no inicio é dificil diferenciar uma infeccdo de
uma intoxicacdo apenas com base no quadro clinico. Além disso, caracterizam uma infeccéo
como sendo a ingestdo de células microbianas intactas, mas que podem liberar toxinas durante
sua multiplicacdo no hospedeiro.

Diferentes tipos de alimentos séo relacionados as causas de DTA, sendo de acordo com
Brasil (2011), os mais relatados em casos de surtos de 2000 a 2011: frutas, hortalicas, carne
bovina in natura, carne de frango, carne suina in natura, ovos e preparacfes a base de ovos,

pescados, leite e derivados, cereais e outros.

2.2.1 Salmonella spp.

S&o anaerobias facultativas, produzem gas a partir de glicose (com excecédo de S. typhi) e
possuem pH étimo proximo de 7,0. A temperatura ideal para multiplicacdo é de 35°C a 37°C,
sendo a minima de 5°C e a méaxima de 47°C, mas varios estudos relacionam estes valores ao
sorotipo da Salmonella (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

As bactérias do género Salmonella possuem grande distribuicdo no ambiente, sendo
normalmente encontradas no trato intestinal de aves e répteis. A Salmonella spp. tem sido
bastante isolada em alimentos de origem animal e derivados, representando um problema para a
salde publica. A partir de estudos epidemioldgicos realizados em varios paises, as salmonelas
foram incluidas entre os agentes patogénicos mais frequentemente associados a DTA
(FEITOSA, 2003; CERESER et al., 2011).

Alguns estudos comprovam a participacdo deste micro-organismo em grande quantidade
de surtos ao redor do mundo. Hughes et al. (2007) na Inglaterra e Pais de Gales, de 1992 a 2003,
demonstrou que Salmonella spp. foi responsavel por 52% dos surtos ocorridos. Na Austria, de
acordo com Much et al. (2007), de um total de 606 surtos alimentares registrados em 2005, 76%
foram causados por Salmonella spp. Neste mesmo ano, de acordo com Vaillant et al. (2005), em
pesquisa realizada na Franca, Salmonella spp. foi a principal causa de hospitalizacdo e de morte
por gastrenterite bacteriana confirmada em laboratorio. Em estudo realizados por Greig e Ravel

(2009), a partir de relatérios publicados de surtos no periodo entre 1988 e 2007, foi relatado que
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nos 4.093 casos de DTA ocorridos nos EUA, Canadd, Unido Europeia, Australia, Nova Zelandia

e outros paises, destes, 70% foram causados por Salmonella spp., Norovirus e E. coli.

2.2.2 Staphylococcus aureus

S. aureus é citado como um importante patogeno devido a fatores como viruléncia,
resisténcia aos antimicrobianos e associacdo a doencas sistémicas potencialmente fatais,
infeccdes cutaneas e oportunistas e intoxicacao alimentar (LOWY, 1998).

Os micro-organismos do género Staphylococcus sdo anaerdbios facultativos, com maior
crescimento em condicBes aerdbias. Dentre as espécies deste género, destacam-se como de
importancia na area de alimentos: S. aureus, S. hyicus, S. chromogens e S. intermedius. O S.
aureus é 0 mais importante e o mais relatado em casos de surtos, causando intoxicacéo a partir
da ingestdo de enterotoxinas pré-formadas no alimento. Além disso, pode ser isolado no
ambiente, na pele e mucosa do homem e de animais. Com exce¢do de S. chromogens, todas as
espécies sdo coagulase e termonuclease positivas (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004; BORGES
et al., 2008; FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Estafilococos sdo bactérias mesofilas, Gram-positivas, apresentando temperatura de
crescimento na faixa de 7°C a 47,8°C e suas enterotoxinas sdo produzidas entre 10 °C e 46 °C,
com o 6timo entre 40°C e 45°C, portanto, surtos de intoxicacdo alimentar sdo provocados por
alimentos que permaneceram neste intervalo por tempo variavel, de acordo com o nivel de
inéculo e temperatura de incubagdo. Em geral, quanto mais baixa for a temperatura, maior o
tempo necessario para a producdo da enterotoxina, que em condi¢fes 6timas torna-se evidente
em quatro a seis horas (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

2.2.3 Escherichia coli

Bacilo Gram-negativo, ndo esporulado e capaz de fermentar glicose com producédo de
acido e gas. Esta bactéria pode ser encontrada no trato intestinal do homem e de animais. Os
coliformes termotolerantes possuem a E. coli como a principal espécie representante, sendo
utilizada como indicador higiénico-sanitario, uma vez que é de facil isolamento nos meios de
cultura convencional e mais resistente por um periodo de tempo maior (ICMSF, 2000).

Algumas cepas conseguem se multiplicar em temperaturas entre 7 e 46°C e tém uma
temperatura Otima de crescimento entre 35 e 40°C, mas cepas patogénicas geralmente
sobrevivem as temperaturas de refrigeracdo (GERMANO e GERMANO, 2011).
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Com base nos fatores de viruléncia, manifestacdes clinicas e epidemiologia, as linhagens
de E. coli patogénicas sdo, atualmente, agrupadas em cinco classes: EPEC (enteropatogénica
classica); EIEC (enteroinvasiva); ETEC (enterotoxigénica); EHEC (entero-hemorragica); e
EAQQEC (enteroagregativa). Estas cepas sdo comumente descritas como responsaveis por surtos
relacionados ao consumo de alimentos contaminados (FRANCO e LANDGRAF, 2008;
SAIDENBERG, 2008).

Nos EUA, desde 1998 os legumes frescos tém sido responsaveis por pelo menos 12
surtos relacionados a contaminacao por E. coli O157:H7 ou Salmonella spp. (TAUXE et al.,
2010).

2.3 BIOFILME MICROBIANO

Estas estruturas sdo comunidades microbianas constituidas de células livres
(planctdnicas) que se aderem a uma superficie, proliferam e se acumulam em camadas (células
sésseis) imersas em uma matriz de exopolissacarideo que é formada durante esse processo
(DONLAN e COSTERTON, 2002).

Além de ser constituida por polissacarideos, proteinas e lipideos, a matriz
exopolissacaridica pode conter também agua e acidos nucleicos. Ja o biofilme como um todo, é
formado também por agua e residuos do ambiente (bidtico ou abidtico) em que as células
microbianas se aderem (SUTHERLAND, 2001; CAPELLETI, 2006; LUCCHESI, 2006). Porém,
a adesdo e a formacdo do biofilme sdo dependentes de caracteristicas do micro-organismo, como
expressao de fatores de viruléncia e producdo da capsula exopolimérica. A superficie aderente e
outros fatores como pH, temperatura, tempo de agitacdo, dentre outros, também influenciam na
formagé&o destas estruturas (FLACH et al., 2005; BOARI, 2008; CAIXETA, 2008).

O biofilme pode ser monoespécie (formado por apenas um tipo de micro-organismo) ou
multiespécie. Os monoespécie tém maior ocorréncia em tecidos organicos, como valvulas
cardiacas, ja os multiespécie sdo mais relacionados a area de alimentos, onde se utilizam de
outras superficies (O’'TOOLE et al., 2000).

2.3.1 Formacao de biofilme microbiano

As principais etapas envolvidas na formacdo de um biofilme microbiano séo (Figura 1):
Formacdo do filme condicionador (1); Adesédo inicial dos micro-organismos (2); Produgéo de

substancias poliméricas extracelulares (3); Maturacgéo (4) e Desprendimento de porc¢des (5).
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Fonte: www.blogdobiomolgroup.com

Figura 1: Etapas de formagao de biofilme microbiano.

A formacdo do filme condicionador ocorre a partir da adsorcdo da matéria organica na
superficie e a adesdo dos micro-organismos primarios é controlada principalmente por interacoes
ibnicas entre a parede celular dos micro-organismos e macromoléculas do filme condicionador
(CAPELLETTI, 2006).

Estruturas como flagelos, fimbrias e pili também desempenham papel fundamental na
adesdo celular inicial e na formagdo de pontes entre a superficie e as células, pois a
hidrofobicidade é mediada por fatores de viruléncia associados a estas estruturas e, pela
membrana externa em Gram-negativos (FLACH et al., 2005; SOUSA, 2005).

Nesta fase ha o transporte das bactérias do fluido circundante para o material sélido em
contato com este meio, ocorrendo a interacdo celula-superficie reversivel, pois algumas ainda
podem retornar ao estado planctonico, apesar da producdo de polimeros formadores da matriz
serem ativados aproximadamente 15 minutos depois da interacdo (OULAHAL et al., 2008).

O crescimento e a divisdo celular acontecem apds a adesédo inicial, ocasionando a
formacdo do biofilme (adesdo irreversivel), que ocorre em aproximadamente duas horas. Em
seguida ocorre a maturacdo, onde hd um rearranjo estrutural do biofilme, a redistribuicdo das
bactérias e o aparecimento de canais e poros onde ha difusdo de nutrientes, producdo de grandes
guantidades de substancias poliméricas extracelulares e aumento da densidade celular
(CAPELLETTI, 2006; CHENG et al., 2007).

Depois de maduro, por¢oes do biofilme se desprendem por mecanismos que podem ser
fisicos, quimicos ou biologicos. Como exemplos de mecanismos fisicos pode-se citar a erosao
superficial, abrasdo ou formagdo de gases. J& 0os mecanismos quimicos envolvem a participacao
de agentes antimicrobianos, mudancas de pH, quelacdo de cétions polivalentes (Ca2+) e

variacdes nas propriedades quimicas do substrato. O desprendimento por causa bioldgica pode
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ocorrer pela transi¢do das células sésseis a planctonicas, provocada pela escassez de nutrientes,
relacionada ao aumento da densidade do biofilme; da diviséo celular com a excrecdo de enzimas
por algumas espécies; ou pelo ataque de predadores, como 0s protozoarios (STOODLEY et al.,
2002; MORAES, 2009).

Em todas as etapas de formacdo do biofilme as bactérias se comunicam através do
Quorum-sensing, um sistema que por meio de sinais quimicos secretados pelas células
bacterianas, participa na capacidade de percepcdo da densidade populacional e promove a
regulacao da expressdo genética. A producéo e difusdo de moléculas sinalizadoras (autoindutoras
- AIS) através das membranas permite a coordenacdo do comportamento bacteriano em relacéo
ao meio ambiente, regulando a expressao de genes especializados, por exemplo, no controle de
processos fisioldgicos como a esporulacdo, inducdo de fatores de viruléncia, producdo de
bacteriocinas e de antibioticos, a bioluminescéncia e a producdo de biofilmes (SCHAUDER e
BASSLER, 2001; SMITH e IGLEWSKI, 2003; RUMJANEK et al., 2004; AMMOR et al., 2008;
BAIl e RAI, 2011).

Importantes também no processo de adesdo inicial e colonizacdo da superficie,
principalmente para micro-organismos gram-negativos sdo o pili e os flagelos. O Pili tipo IV
pode se ligar a uma grande variedade de superficies onde se tem adesdo célula-célula. Os
flagelos séo utilizados para locomocédo através de uma extensdo da membrana externa, sendo
constituidos por unidades de flagelina. Em meios aquosos, alguns micro-organismos apresentam
um flagelo polar, que apds a adesdo inicial é substituido por um flagelo lateral promovendo
maior capacidade de locomocéao (BOARI, 2008).

Dentre os fatores que contribuem para a formacéo, citam-se: pH- Os micro-organismos
podem ser classificados em acidofilos, neutréfilos e basofilos, de acordo com a taxa de
crescimento e o pH do meio, sendo a maioria dos biofilmes formados em pH em torno de 7
(PEREIRA, 2001); Temperatura- Relacionada as temperaturas étimas intrinsecas aos micro-
organismos (STAINER et al., 1995). Como exemplos, a temperatura ideal para multiplicacéo de
Salmonella spp. € de 35°C a 37°C, a de S. aureus de 40°C e 45°C e a de E. coli, 35 e 40°C;

Concentracdo de nutrientes do meio - Quanto maior a concentragdo de nutrientes disponiveis,

maior sera 0 crescimento microbiano e maior serd a diversidade de micro-organismos na

composicdo do biofilme; Tipo da superficie — Locais porosos e irregulares favorecem a
multiplicacdo bacteriana. Além disso, a ma conservacdo da superficie pode ser um fator
importante na formacéo do biofilme (CHAVES, 2004).
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2.3.2 Importéancia dos biofilmes na area de alimentos

Os biofilmes podem acarretar varios problemas na area de alimentos, ja que a colonizacao
das superficies em industrias pode contaminar os produtos, alterando suas caracteristicas, além
de possibilitar uma DTA, representando riscos a satude do consumidor e prejuizos financeiros a
indUstria com a diminui¢do do tempo de vida util dos produtos (FLACH et al., 2005).

Como o sistema de comunicacdo entre as bactérias pode desencadear a expressao
genética, relaciona-se a participacdo de moléculas sinalizadoras na regulacdo de fenotipos
envolvidos na deterioracdo de alimentos e no desencadeamento de toxinfec¢des alimentares. Isto
se deve ao fato de ja ter sido detectada a presenca de AHLs em produtos carneos, estando nestes
casos, envolvida na atividade proteolitica (CHRISTENSEN et al., 2003; SMITH et al., 2004;
VIANA, 2006).

A topografia da superficie de locais onde ocorre a manipulacdo de alimentos merece
atencdo redobrada, pois micro-ranhuras e microfendas podem favorecer a formagéo de biofilmes,
ja que dificultam a higienizacdo no local. Além disso, o desprendimento de células pode
desencadear a formacdo de novo biofilme, aumentando os focos de contaminacdo (CAIXETA,
2008).

Na industria de beneficiamento de leite, praticas inadequadas de manejo e de
higienizagdo em equipamentos de ordenha e no beneficiamento, assim como a conservagao
inadequada, tornam o leite suscetivel a contaminacdo. Além disso, estas praticas inadequadas
podem promover a formacdo de biofilmes em tanques de armazenamento e trocadores de calor, e
ainda, adesdo de esporos na superficie de embalagens (FRANCO et al., 2000; HAUN, 2004).

Outro fator importante é que quando em forma de biofilme, 0s micro-organismos sao
mais resistentes aos materiais utilizados para a limpeza e sanitizacdo. Relaciona-se a isto a
membrana exopolimérica formada, que pode funcionar como uma barreira protetora, a possivel
interacdo entre o agente antimicrobiano com a matriz, a resisténcia mediada por enzimas, niveis
de atividade metabolica dentro da estrutura, dentre outros fatores. A composi¢do da membrana
externa da parede celular das bactérias, também exerce um papel importante na resisténcia a
penetracdo das substancias ativas dos biocidas (PEREIRA, 2001; CAIXETA, 2008). De acordo
com Drenkard (2003), os micro-organismos em biofilme sdo de quinhentas a mil vezes mais
resistentes do que as em estado livre.

Diante das dificuldades em eliminar os biofilmes, torna-se relevante conhecer as

condigdes que propiciam a formacdo e as fragilidades dos agregados microbianos para o
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desenvolvimento de estratégias de controle, voltadas para a sua eliminacdo, auxiliando na
obtencdo de um produto de qualidades nutricionais, sensoriais e higiénico-sanitarias
(FORSYTHE, 2002; HERRERA et al., 2007; CAIXETA, 2008).

2.3.3 Biofilme de Staphylococcus aureus

Dentre os micro-organismos relacionados a formacdo de biofilmes, Staphylococcus
aureus merece destaque, sendo a proliferacdo de suas células para aderir e formar biofilme
mediada pela producéo intracelular de adesina. Esta sintese é codificada pelo gene produto do
locus ica do operon icaABCD, que é fundamental para a formacgédo de biofilmes e expressao de
viruléncia dos micro-organismos, e regulados em resposta a fatores ambientais como glicose,
anaerobiose, alta osmolaridade e temperatura, limitacdo de etanol ¢ ferro (O’TOOLE et al.,
2000).

Mesmo na auséncia do locus ica, os estafilococos sdo capazes de aderir a superficie do
substrato, mas ndo sao capazes de construir um biofilme de varias camadas, devido a um defeito
na adesdo célula-célula (BLANCO, 2005).

Estudo realizado por Cramton et al. (1999), mostrou que o S. aureus e o Staphylococcus
epidermidis possuem o locus ica, que codifica as funcfes para a adesina intracelular, sugerindo
que os estagios iniciais de formacdo do biofilme podem ser semelhantes para os dois micro-

organismos.
2.4 ETNOBOTANICA

Citada como um dos caminhos alternativos que mais evoluiu para a descoberta de
produtos naturais bioativos, a etnobotanica é objeto de estudo em todo o mundo. No Brasil,
diversas areas de investigacdo tentam resgatar o conhecimento popular a respeito dos vegetais e
seus usos, especialmente o medicinal (MING et al., 2000; MACIEL et al., 2002).

De acordo com a ANVISA, através da RDC n 14, de 31/03/2010 (BRASIL, 2010), planta
medicinal é toda espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propdsitos terapéuticos. Plantas
com caracteristicas medicinais sdo utilizadas em muitas culturas ha milhares de anos para
diferentes fins. Estima-se que no mercado mundial, cerca de 50% das plantas séo usadas na
alimentacdo, 25% em cosmeéticos, 20% pela industria farmacéutica e 5% em outras atividades
(CANIGUERAL etal., 2003; EMBRAPA, 2011; SILVA, 2012).

No Brasil, a miscigenacéo cultural possibilitou o surgimento de uma farmacopeia popular

baseada em plantas medicinais. Com a introdugdo de espécies exoticas pelos colonizadores e
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escravos, O pais tornou-se o maior detentor da diversidade vegetal do mundo, com
aproximadamente 55 mil espécies de plantas superiores catalogadas de um total estimado entre
350.000 e 550.000 (ENGELKE, 2003; CAMPELO, 2006).

A Caatinga é o mais importante tipo de vegetacdo do Semiarido do Nordeste brasileiro,
sendo dominado por espécies herbaceas anuais e espécies lenhosas arbustivas. De um patrimoénio
biolégico bastante diversificado, com ocorréncia de espécies endémicas e uma riqueza de
espécies vegetais e animais, € o Unico bioma exclusivamente brasileiro (NOVELY, 1982;
BRASIL, 2003).

Este bioma abrange uma vasta area no Nordeste brasileiro, ocupando aproximadamente
826.411 Kmz2. Sendo representado por pelo menos 10% do territorio brasileiro e 60% da regiéo
Nordeste, incluindo parte dos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais (SILVA e ALBUQUERQUE, 2005;
BRASIL, 2010).

Diversas espécies de plantas da Caatinga sdo amplamente conhecidas e utilizadas na
medicina popular e na producao comercial de produtos fitoterapicos. Neste sentido, é crescente o
namero de estudos sobre plantas medicinais da regido semiarida do Nordeste do Brasil.

Em geral, diferentes partes das plantas podem ser utilizadas, como: folhas, flores, fruto,
caule e raiz, e estas podem ser preparadas de diversas formas. Entretanto, para que se tenha um
melhor resultado € importante saber qual a parte contém maior concentracdo do principio ativo
(SOUZA et al., 2010; EMBRAPA, 2011; SILVA, 2012).

2.4.1 Compostos bioativos

Nas plantas, o metabolismo é dividido em priméario (ou de macromoléculas) e secundario
(ou de micromoléculas), sendo o primario entendido como um conjunto de processos
metabolicos que desempenham uma funcdo essencial, como a fotossintese, a respiracdo e o
transporte de solutos. Os compostos envolvidos neste caso sdao 0s aminoacidos, 0s nucleotideos,
os lipidios, os carboidratos e a clorofila (PERES, 2004).

Ja a atividade metabdlica secundaria permite que o0s vegetais sejam capazes de produzir
substancias utilizadas como mecanismo de defesa contra predacdo por micro-organismos,
insetos, herbivoros e outros causadores de estresse. Além disso, alguns destes metabolitos
constituem importantes compostos que absorvem a luz ultravioleta, evitando que as folhas sejam
danificadas (GOTTLIEB, 1981; LI et al., 1993; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010).
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Estes produtos secundarios sdo considerados substancias quimicas que nao atuam
diretamente na fisiologia da planta, mas que contribuem para conferir vantagens adaptativas e
interacdo com o0s ecossistemas. Podem desempenhar diversos efeitos, como antibidticos,
antifangicos, antimicrobianos, antivirais e também apresentar atividades antigerminativas ou
toxicas para outras espécies vegetais (LI et al., 1993). Dessa forma, de acordo com Neto e
Caetano (2005), em analogia aos mamiferos, pode-se dizer que representam 0 sistema
imunoldgico das plantas, de fundamental importancia para a sobrevivéncia.

Estes metabdlitos, também chamados de fitonutrientes, sdo utilizados ha séculos na
medicina popular devido as suas atividades biologicas. Atualmente, sdo relacionados aos
cosmeéticos, medicamentos, a matéria-prima para a quimica ou ainda, aos alimentos ou
componentes alimenticios com indicacdo médica ou de satde (nutracéuticos) (SALVARO, 2009;
FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010).

No entanto, o teor de metabdlitos esté relacionado a fatores como o crescimento da planta

no ambiente, a técnica da colheita utilizada, o ciclo vegetativo e as partes escolhidas, as
condicdes de solo e sazonalidade (BOUADBELLLI et al., 2012).
Importante também é o que diz respeito aos micro-organismos testados. Os diferentes padrfes de
resisténcia apresentados pelas cepas dos micro-organismos, a origem da sua obtencédo
(isolamento) e caracteristicas inerentes ao género em questdo podem influenciar no efeito
inibitério do material testado (OSTROSKY et al., 2008).

Para SIVROUPOULOU et al. (1995), as diferencas nas técnicas empregadas para
investigacdo da acdo de compostos de plantas e a grande variacdo encontrada na composi¢édo
quimica de algumas preparacdes vegetais podem resultar em dados de dificil comparacdo entre

as pesquisas.

2.4.1.1 Principais metabdlitos secundarios

Os metabdlitos secundarios de plantas, de acordo com Neto e Caetano (2005), podem ser

divididos em: compostos fendlicos, terpenoides, compostos nitrogenados e cumarinas.

Compostos fendlicos

Também chamados de fendis, sdo citados como 0s principais responsaveis pelas
propriedades antibacterianas, sendo derivados do acido chiquimico, formado por dois metabdlitos

da glicose, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato, ou do acido mevalénico. Comuns a todas as
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plantas superiores, sdo atrativas aos seres humanos e outros animais devido as caracteristicas
sensoriais que apresentam, tais como odor, sabor e coloracao.

Alguns destes compostos sdo bastante empregados na inddstria de alimentos, como o
aldeido cindmico da canela (Cinnamomum zeyllanicum) e a vanilina da baunilha (Vanilla
planifolia) (CROTEAU et al., 2000; PERES, 2004; TURINA et al., 2006; FUMAGALI, 2008;
SILVA, 2012).

Os taninos sdo bastante encontrados nas plantas e se localizam em folhas, ramos, cascas
e frutos verdes. Atuam na protecdo contra ataques de insetos-praga e de alguns micro-
organismos patogénicos as plantas, podendo ser utilizados como dissuasérios alimentares (VON
POSER e MENTZ, 2003).

Os flavonoides participam na protecdo contra raios ultravioleta e na sinalizacdo entre plantas
e outros organismos, sendo a coloracdo das flores um dos principais atrativos, através de antocianinas
e antocianidina. Podem ser encontrados em diversos alimentos, como café, milho, chocolate, caju,
manga, macd, dentre outros, e apresentam atividades como anti-inflamatéria, antiviral,
antiartereoesclerdtica, antiofidica, antioxidante e antitumoral, além de atuarem como
hepatoprotetores (CROTEAU et al.,, 2000; PERES, 2004; SANTOS et al., 2008; NETO e
CAETANO, 2005).

Terpenoides

Estes compostos sdo elaborados a partir do acido mevaldnico, no citoplasma, ou do
piruvato e 3-fosfoglicerato, no cloroplasto. Também chamados de terpenos, podem ser
encontrados em diversos grupos de plantas medicinais, sendo divididos, em relacdo ao nimero
de carbonos que apresentam em: monoterpenoides (10C), sesquiterpenoides (15C), diterpenoides
(20C), triterpenoides (30C), tetraterpenoides (40C) e politerpenoides (>40C) (NETO;
CAETANO, 2005; SILVA, 2012).

Os monoterpenoides e o0s sesquiterpenoides sdo geralmente Oleos essenciais
encontrados em flores, bastante utilizados na perfumaria. Muitos dos diterpenoides apresentam
atividade contra o cancer e glaucoma, sendo o taxol (principal anticancerigeno) e o acido
caurenoico (ativo contra formas tripomastigotas de Trypanossoma cruzi in vivo) 0s principais
dessa classe. Os triterpenoides sdo encontrados principalmente como constituintes do latex e de

resinas. Diversos trabalhos relacionam os triterpenoides com atividades anti-inflamatoria,
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anticancerigena e antimicrobiana. Os tetraterpenoides sdo representados pelos carotenoides,
pigmentos coloridos de grande importancia como antioxidantes (NETO e CAETANO, 2005).

Compostos nitrogenados

Os alcaloides séo derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano e tirosina), que sdo
derivados do &cido chiquimico e também de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina). Foram os
primeiros compostos isolados de plantas e utilizados como analgésico e dentre os mais potentes
estd o opio (morfina) isolado da papoula (Papaver somniferum), utilizado até os dias atuais
(CROTEAU etal., 2000; SILVA, 2012).

Varios alcaloides sdo tdxicos aos insetos e atuam como repelente para herbivoros, o que
pode ser justificado pela variedade de efeitos fisiologicos que exercem, além de suas atividades
antimicrobianas (CROTEAU et al., 2000; FUMAGALL, 2008).

Cumarinas

Com derivacdo do acido cindmico, apresentam atividades antiviral, antimicrobiana, anti-
inflamatdria, antiespasmadica, antitumoral e antioxidante. A cumarina simples apresenta
também propriedades anticoagulantes (inibindo a ativacdo de vitamina K) e bronco-dilatadoras.
Mais de 1300 cumarinas ja foram identificadas de fontes naturais, especialmente de plantas
verdes (PEREIRA, 1992; HOULT e PAYA, 1996; RODRIGUES, 2005; MARCOLAN et al.,
2008).

O mecanismo de acdo dos metabdlitos secundarios das plantas ndo estd totalmente
elucidado, mas geralmente é representado, entre outros fatores, por desintegracdo da membrana
citoplasmatica do micro-organismo. Estes compostos sdo capazes de alterar a permeabilidade da
membrana celular, permitindo assim a perda de macromoléculas, podendo levar a sua destruicédo
(SCHENKEL et al., 2001; BURT, 2004; BAJPAI, 2008).

Neste contexto, Kumar e Singh (1984), explicam que esta acdo protetora contra agentes
patogénicos esta relacionada com a capacidade inibitoria que possuem sobre enzimas bacterianas

celuloliticas e ureoliticas.

2.4.1.2 Utilizagdo de material vegetal em alimentos
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Devido a crescente demanda do uso de ingredientes naturais, 0s extratos vegetais estdo
sendo cada vez mais utilizados como uma excelente alternativa para substituir os produtos
sintéticos, pois além de possuirem a capacidade de melhorar a estabilidade oxidativa dos
produtos alimenticios e, em muitos casos, aumentar a vida Util dos mesmos, podem inibir
naturalmente micro-organismos patogénicos responsaveis por DTA (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2010; EMBRAPA, 2011).

As propriedades antimicrobianas de extratos vegetais tém sido estudadas principalmente
com relacdo ao efeito inibidor de micro-organismos patogénicos presentes em alimentos. Um
exemplo bastante comum é o estudo de plantas arométicas utilizadas popularmente como
condimento na culinaria. O Orégano (Origanum vulgare L.) e o Tomilho (Thymus vulgaris L.)
tém sido objeto de estudo de varios pesquisadores e as a¢des antibacterianas e antioxidantes dos
Oleos destas plantas tém sido amplamente demonstradas (STRYCHARZ e SHETTY, 2002;
BERTELLI et al., 2003; BURT e REINDERS, 2003; FRATIANNI et al., 2010).

O uso de plantas em alimentos é bastante amplo, principalmente devido aos valores
nutritivos associados. Os 0Oleos vegetais também possuem grande utilizacdo na alimentacédo
humana, tanto direta como indiretamente. Os mais utilizados sdo os de soja, milho, girassol e de
oliva. Alguns desses 6leos podem ser usados na industria para a producao de margarina, apos um
processo de hidrogenacdo catalitica (SANTOS et al., 2008).

A utilizacdo de especiarias ou condimentos vegetais é outro exemplo bastante comum e
seus efeitos antimicrobianos despertam o interesse de varios autores. Neste sentido, pode-se citar
alguns exemplos de pesquisas: Nakamura et al. (1999), pesquisando sobre o efeito
antimicrobiano de Ocimum gratissimum (Manjericdo), concluiram que seus Oleos essenciais,
ricos em eugenol, apresentaram agdo antimicrobiana contra S. aureus.

Avyar et al. (2004) pesquisaram os efeitos antimicrobianos de Orégano e Sélvia (Salvia
fruticosa L.) em manteiga e observaram que os extratos utilizados inibiram leveduras, micro-
organismos proteoliticos e coliformes. Shan et al. (2011) avaliaram o potencial antibacteriano e
as propriedades antioxidantes de cinco extratos (Canela em pau, Orégano, Cravo, Roma e Uva)
sobre L. monocytogenes, S. aureus e Salmonella enterica inoculados experimentalemnte em
queijo e concluiram que tais extratos apresentaram bom potencial multifuncional para a
preservacdo do produto, pois inibiram a multiplicacdo dos patogenos.

Hsouna et al. (2011) avaliaram o efeito inibitdrio de 0leo essencial (OE) de Ceratonia

siliqua L. (Alfarroba) contra cepas de L. monocytogenes experimentalmente inoculadas em carne
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bovina. A atividade antibacteriana do OE foi claramente evidente, mostrando-se um forte
inibidor contra os micro-organismos.

Importante ressaltar que algumas espécies vegetais podem também conter compostos
toxicos, potencialmente agressivos a salde, sendo necessario, antes de sua utilizacdo conhecer os
seus constituintes. Deve-se, portanto, utilizd-las com cuidado, respeitando seus riscos
toxicologicos. Em contrapartida, o termo "natural™ empregado em associacao a alguns métodos é
muitas vezes mal interpretado, podendo levar a subestimacdo de riscos decorrentes de uma
utilizacdo incorreta (BUCKEL, 1998; GALLO e KOREN, 2001; VEIGA JUNIOR et al., 2005;
CLARKE et al., 2007).

De acordo com a Resolugdo n°1757/2002 (BRASIL, 2002), que contra-indica o uso de
algumas plantas medicinais no ambito do estado do Rio de Janeiro, os efeitos mais preocupantes
do uso indiscriminado de plantas medicinais sdo o teratogénico, o embriotdxico e o abortivo.
Além destes, pode haver ainda efeitos hepatotoxicos, diarreicos, citotdxicos, carcinogénicos e
genotoxicos (CAPASSO, 2000; VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Neto e Caetano (2005) descrevem, por exemplo, que a respeito dos taninos, a utilizacdo
oral de plantas ricas nesse composto apresenta restricdes que devem ser respeitadas, devido a sua
alta capacidade adstringente.

Neste contexto, a pesquisa fitoquimica é uma aliada, ja que tem por objetivo identificar

os constituintes quimicos presentes nos vegetais (SIMOES et al., 2001).

2.4.2 Amburana cearensis A. C. Smith

Fontes: www.floraefaunasertao.blogspot.com; www.ipef.br

Figura 2: Amburana cearensis A. C. Smith.

Também conhecida cientificamente por Torresea cearensis A., pertence a familia
Fabaceae e tem por nomes comuns Cumaru, Amburana de cheiro, Cumaru-do-ceara, dentre
outros. Apresenta porte regular, podendo atingir até 10m de altura nas regides de Caatinga e até

20m na Zona da Mata. Tradicionalmente tem sido utilizada como anti-espasmodico, anti-
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inflamatdrio, antitlssico e no tratamento de asma (BRAGA, 1976; CORREA, 1984; SILVA et
al., 2007).

Véarios compostos foram isolados de A. cearensis, incluindo &cido protocatecuico,
taninos, cumarina, flavonoides, glucosideos de fenol e amburosideos A e B. Além disso, um dos
seus metabolitos, o dicumarol, € responsavel por sua agdo antibacteriana (BRAGA, 1976;
CORREA, 1984; BRAVO et al., 1999; CANUTO e SILVEIRA, 2006; MELO et al., 2007). O
principal flavonoide da casca do tronco desta espécie, o isocampferideo, apresentou atividade
antibacteriana para Cladosporium cucumerinum e Bacillus cereus em estudo realizado por Wang
et al. (1989) e atividade antiviral contra o poliovirus tipo 1 e o rinovirus tipo 15 (DE MEYER et
al., 1991; SAEIDNIA et al., 2005). Os compostos metabdlitos encontrados em A. cearensis
despertam o interesse em avaliar seu potencial como antimicrobiano natural frente a diversos
micro-organismos patogénicos.

Neste sentido, Bravo et al. (1999), em pesquisa sobre os seus glicosideos fendlicos,
relataram atividade antimicrobiana contra E. coli e Shigella flexneri. J& Peixoto (2009), avaliou o
potencial de seu extrato etandlico frente a isolados de Staphylococcus spp. obtidos de casos de
mastite subclinica e observou atividade antimicrobiana em todos os isolados, incluindo a cepa
resistente a Meticilina (MRSA). Em estudo semelhante, Sa et al. (2011) também observaram
atividade antimicrobiana de seu extrato frente a cepas de S. aureus, E. coli, Salmonella spp.,
Yersinia enterocolitica, Listeria spp. e Vibrio spp.

Estudos realizados para determinar a sua toxicidade demonstraram que para a cumarina,
extraida da planta, a DLso calculada foi de 300 mg/kg (i.p.), em camundongos. O extrato
hidroalcodlico foi avaliado sendo administrado na dose de 500mg/kg (v.0.), durante o periodo de
30 ou 50 dias, em ratos Wistar machos e fémeas, ndo mostrando efeito teratogénico. Além disso,
este estudo revelou a baixa toxicidade da planta (DLso: 1,79 £ 0,12 g/kg) (DINIZ et al., 1998;
LEAL etal., 2003).

Leal et al. (2006) relatam que na avaliagdo da toxicidade clinica do xarope de “cumaru”,
em pacientes voluntarios que receberam uma dose diaria de 20 mL (cada), durante 30 dias

consecutivos, ndo mostrou alteragdes nos parametros clinico-laboratoriais dos pacientes.
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2.4.3 Hymenaea martiana Hayne

Fontes: www.belezadacaatinga.blogspot.com; www.biogeodb.stri.si.edu; www.frutosatrativosdocerrado.bio.br

Figura 3: Hymenaea martiana Hayne.

As espécies Hymenaea stignocarpa, Hymenaea courbaril e Hymenaea martiana Hayne
pertencem ao género Hymenaea, juntamente a outras 14 espécies. No Brasil, ocorrem 12
espécies com todas as variedades para elas reconhecidas, totalizando 23 taxons, sendo a maioria
como nomes populares mais comuns Algarrobo, Guapinol, Jatoba, Jutai, Locust, Jutaici,
Farinheira, Arvore-de-copal, dentre outros (LEE e LANGENHEIM, 1975; LEWIS et al., 2005).

Partes como resina, casca, raizes, polpa dos frutos e seiva sdo aproveitadas
medicinalmente, sendo utilizadas contra afec¢des pulmonares de modo geral, dores e colicas
estomacais, como vermifugo e anti-diarreico, antifingico, antioxidante, diurético, expectorante,
hepatoprotetor, carminativo, adstringente, estimulante e energético (CORREA, 1984; LORENZI
e MATQOS, 2002).

Devido aos seus teores nutritivos, Silva et al. (2001) utilizaram a farinha do fruto de Jatoba
na fabricacao de “cookies”, e concluiram que a utilizagdo de até 10% desta farinha, associada a
farinha de trigo tradicional, proporciona um produto com alto teor de fibra alimentar e
caracteristicas sensoriais aceitaveis.

Em relacdo aos seus constituintes e seus efeitos, pode-se citar alguns estudos neste
sentido. Barbosa et al. (2007) relataram que o extrato hidroceténico de suas folhas apds particao,
fracionamento e analise cromatografica, mostrou-se rico em flavonoides (canferol, quercetina,
quercitrina e rutina). Ainda observaram que a fracdo orgéanica apresentou, in vitro, atividade
antifngica para Candida cladosporiodes e Candida spherospermum e atividade
anticolinesterasica. De acordo com Lima (2007) a seiva do Jatoba apresenta as mesmas
propriedades que o cha elaborado a partir da casca, sendo um fortalecedor do sistema
imunologico.

Estudos fitoquimicos desenvolvidos por Nogueira et al. (2001) detectaram a presenca de

diterpenos na resina exsudada pelo tronco e em extratos da sua casca. Ja em estudo realizado por
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Abdel-Kader et al. (2002), observou-se a presenca de trés novos diterpenoides em extrato
metanolico e a atividade citotoxica sobre células ovarianas cancerigenas. Pereira et al. (2007)
analisaram cromatograficamente o Oleo essencial extraido da resina de H. courbaril, o que
possibilitou a identificacdo de 83,5% de sua composi¢cdo quimica. Sendo observados os
seguintes constituintes: p—cariofileno (60,5%), Oxido cariofileno (20,7%) e a-Humuleno (2,3%).
Neste mesmo estudo, o éleo essencial apresentou atividade antimicrobiana frente a Salmonella
thiphimurium, S. aureus, E. coli, Streptococcus haemolyticus e Pseudomonas aeruginosa.

Novais et al. (2003), testando a atividade antimicrobiana de H. stignocarpa Mart. ex
Hayne, obtiveram bons resultados com cepas de S. aureus. De forma semelhante, Fernandes et
al. (2005), obtiveram resultados positivos em relacdo ao extrato hidroalcoolico de H. martiana
contra Bacillus stearothermophylus (ATCC 1262), Micrococcus luteus (ATCC 9341), S. aureus
(ATCC 6538), S. aureus (ATCC 2722) e S. aureus (ATCC 10495).

Em outro estudo avaliando a sua atividade antimicrobiana, Peixoto (2009) observou bons
resultados em relagdo as cepas de S. aureus, inclusive para a cepa MRSA. Semelhantemente, S&
et al. (2011) obtiveram bons resultados inibitérios em relacdo a cepas de S. aureus, E. coli,
Salmonella spp., Yersinia enterocolitica, Listeria spp. e Vibrio spp. Recentemente, Silva et al.
(2012), relataram que o extrato etandlico de H. martiana continha quantidade substancial de
compostos fendlicos, que sdo também responsaveis pela sua atividade antioxidante, como
flavonoides, além de terpenoides e esteroides.

Em relacdo a sua atividade antiaderente, pode-se citar estudo de Linhares e Ximenes
(2011), que avaliando extrato de Hymenaea stignocarpa Mart. Ex. Hayne frente a fatores de

viruléncia de S. aureus, obtiveram boa reducdo na formacéo de biofilme.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito antimicrobiano e antiaderente in vitro de plantas da Caatinga frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella spp.

3.2 Especificos

- Avaliar in vitro a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do extrato etandlico de Amburana cearensis A. C. Smith (Amburana de cheiro)
sobre cepas de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus isoladas de amostras de leite e queijo

provenientes de propriedades rurais do semiérido pernambucano e baiano;

- Avaliar in vitro a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do extrato etanolico de Hymenaea martiana Hayne (Jatoba) sobre cepas de E.
coli, Salmonella spp. e S. aureus isoladas de amostras de leite e queijo provenientes de

propriedades rurais do semiérido pernambucano e baiano;

- Avaliar in vitro o efeito antiaderente do extrato etandlico de H. martiana Hayne, a partir
da CBM obtida, sobre cepas de S. aureus isoladas de amostras de leite provenientes de

propriedades rurais do semiarido pernambucano e baiano.
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Efeito antimicrobiano in vitro de plantas do bioma Caatinga frente a

micro-organismos patogénicos de origem alimentar

Antimicrobial effect in vitro of plants from Caatinga biome against foodborn pathogens

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito antimicrobiano in vitro do extrato etanolico de Hymenaea
martiana Hayne e de Amburana cearensis A. C. Smith frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Salmonella spp. isolados de leite e queijo do semiarido pernambucano e
baiano. Foram utilizadas 84 amostras, sendo 30 de E. coli, 30 de S. aureus e 24 de Salmonella
spp., incluindo as cepas ATCC 35218 (E. coli), ATCC 25923 (S. aureus) e ATCC 14023
(Salmonella spp.). Na determinacdo da concentracdo bactericida minima, utilizou-se placas de
microtitulacdo contendo caldo Mueller-Hinton e apds incubacdo do material, com a utilizacéo de
um replicador, aliquotas foram semeadas em placas de petri contendo agar Mueller-Hinton,
seguindo-se de nova incubacdo. Observou-se que A. cearensis inibiu 80% das cepas de S.
aureus, 4,2% das cepas de Salmonella spp., mas ndo apresentou efeito nas de E. coli. H.
martiana inibiu 100% das cepas de S. aureus, 33% das de Salmonella spp. e também néo
apresentou efeito nas de E. coli. Diante disso, sugere-se que os antimicrobianos naturais podem
oferecer vantagens para a area de alimentos, favorecendo a qualidade higiénico-sanitaria e a vida
util dos produtos.

Palavras-chave: Doencas transmitidas por alimentos. Leite. Produtos naturais. Queijo.

ABSTRACT
This study aimed to evaluate the antimicrobial effect in vitro of ethanolic extract of Hymenaea
martiana Hayne and of Amburana cearensis A. C. Smith against Staphylococcus aureus,

Escherichia coli and Salmonella spp. isolated from samples of milk and cheese from the
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semiarid region of Pernambuco and Bahia. Were used 84 samples, 30 E. coli, 30 S. aureus and
24 Salmonella spp., including strains ATCC 35218 (E. coli), ATCC 25923 (S. aureus) and
ATCC 14023 (Salmonella spp.). In the determination of minimum bactericidal concentration,
was used microtiter plates containing Mueller-Hinton broth and after incubation of the material
with the use of a replicator, aliquots were sown on petri dishes containing Mueller-Hinton agar,
followed by a further incubation. It was observed that A. cearensis inhibited 80% of the strains
S. aureus, 4,2% of Salmonella spp., but had no effect in strains of E. coli. H. martiana inhibited
100% of the strains of S. aureus, 33% of Salmonella spp. and also had no effect on E. coli.
Therefore, it is suggested that the natural antimicrobial may offer advantages for the food area,
favoring the sanitary quality and shelf life of products.

Key words: Cheese. Foodborne diseases. Milk. Natural products.

INTRODUCAO

A ingestdo de alimentos contaminados pode colocar em risco a satde da populacéo, ja
gue micro-organismos podem desencadear doencas transmitidas por alimentos (DTA), além de
provocar a diminuicdo do tempo de prateleira dos produtos (TAUXE et al., 2010). De acordo
com o Ministério da Saude (BRASIL, 2011), Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus estdo entre os agentes bacterianos mais frequentemente envolvidos em
surtos provenientes de alimentos contaminados.

A demanda de comercializacdo de alimentos seguros tem despertado o interesse na
utilizacdo de produtos naturais que possam ser aplicados sozinhos ou combinados com outra
tecnologia de controle e inibicdo de micro-organismos, garantindo também o seu valor
nutricional. Neste sentido, os compostos de natureza vegetal apresentam um potencial relevante
na inibicdo de micro-organismos, revelando uma nova perspectiva de emprego para estes

elementos. Além dos beneficios proporcionados a salude, e de serem um atrativo ao consumidor,
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estudos tém demonstrado o efeito inibidor de extratos vegetais em relacdo a micro-organismos
(PEREIRA et al., 2006; ALBUQUERQUE et al., 2007).

Vaérias espécies vegetais dos biomas brasileiros tém sido objeto de estudo, sendo o bioma
Caatinga 0 mais importante tipo de vegetacdo do semiarido do Nordeste brasileiro, possuindo um
patrimoénio bioldgico muito diversificado. Dentre as espécies estudadas, estdo a Hymenaea
martiana Hayne e a Amburana cearensis A. C. Smith, ambas conhecidas popularmente e
utilizadas na regido semiarida pernambucana e baiana (BRASIL, 2003). O Jatobd (Hymenaea
martiana Hayne), na medicina popular é utilizado no tratamento de problemas respiratorios e
gastrointestinais, sendo relacionado também a acdes anti-séptica, depurativa, antibacteriana,
antioxidante e anti-inflamatoria (LORENZI & MATOS, 2002; PEREIRA et al., 2007). A
Amburana (Amburana cearensis A. C. Smith) € tradicionalmente utilizada como
antiespasmadico, anti-inflamatorio, antitdssico e no tratamento de asma (CORREA & PENNA,
1984; SILVA et al., 2007).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato
etanolico de Hymenaea martiana Hayne e de Amburana cearensis A. C. Smith, frente a

Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal foi coletado em Petrolina, Pernambuco, Brasil e identificado por um
botanico responsavel, sendo as exsicatas codificadas e depositadas no Herbario da Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco (HVASF). Seguiu-se com a dessecacdo durante trés dias em
estufa com circulacéo forcada a temperatura média de 40°C e o processamento em moinho, para
obter um material vegetal seco e pulverizado submetido a maceracgéo exaustiva com etanol 95%

em um recipiente de aco inoxidavel. Apos varias extragdes, com intervalos de 72 horas, obteve-
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se 0 completo esgotamento do material vegetal. A solucéo extrativa passou entdo pela destilacao
do solvente, obtendo-se o extrato etandlico bruto (EEB).

Foram utilizados 84 isolados, sendo 30 de Escherichia coli, 30 de Staphylococcus
aureus e 24 de Salmonella spp., obtidos de amostras de queijo e leite provenientes de rebanhos
bovinos de propriedades rurais dos municipios de Petrolina e regido (Afranio, Santa Maria da
Boa Vista-PE e Senhor do Bonfim-BA), incluindo as cepas de referéncia ATCC 35218 (E. coli),
ATCC 25923 (S. aureus) e ATCC 14023 (Salmonella spp.).

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF). De cada EEB, 0,25g foram
diluidos em 10mL de &gua destilada estéril, obtendo-se a solucdo estoque de cada um na
concentracdo de 25mg/mL. Na preparacao do indculo, coldnias obtidas em agar Mueller-Hinton
foram utilizadas no preparo da suspensdo bacteriana em solucdo salina 0,085% com turvacao
equivalente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland. Desta suspensdo foram inoculados 100uL em
tubos contendo 9,9 mL de caldo Mueller-Hinton.

Para determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM), 200uL de caldo Mueller-
Hinton foram distribuidos em placas de microtitulacdo de 96 pocos; a seguir, 200 pL da solucédo
estoque de extrato foram acrescidos ao primeiro poc¢o e, apds homogeneizacao, transferidos para
0 segundo e assim sucessivamente, sendo obtidas as seguintes concentracdes finais: 12.500;
6.250; 3.125; 1.562,5; 781,2; 390,6; 195,3 e 97,6pug/mL. Em seguida, 10uL da suspensédo
bacteriana foram inseridos nos pocos das microplacas contendo a diluicdo do extrato, sendo o
material incubado a 37°C por 24h.

Com a utilizacdo de um replicador, aliquotas foram retiradas das microplacas apés a
incubacdo e semeadas em placas de petri contendo agar Mueller-Hinton, seguindo-se de
incubacéo por 48h a 37°C. Definiu-se a CBM como a menor concentragdo do extrato etandlico

capaz de causar a morte do inoculo (CLSI, 2006).
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Devido a coloragdo dos extratos, que dificulta a visualizacdo de turvacdo na microplaca,
ndo foi possivel visualizar a concentracao inibitoria minima (CIM), sendo por isso, considerados

os resultados da concentracdo bactericida minima (CBM).

RESULTADOS

Maior inibicdo dos micro-organismos foi obtida pelo extrato de H. martiana,
representada por 45,2% (n= 38/84), contra 29,8% (n= 25/84) de inibicdo apresentada por A.
cearensis. Os dois extratos testados apresentaram atividade inibitdria nas cepas de S. aureus e
Salmonella spp., onde A. cearensis inibiu 80% (n= 24/30) das cepas de S. aureus, e 4,2% (n=
1/24) das cepas de Salmonella spp. J& H. martiana inibiu 100% (n= 30/30) das cepas de S.
aureus e 33% (n= 8/24) das de Salmonella spp. Porém, no que diz respeito a E. coli, 100% (n=
30/30) das cepas mostraram-se resistentes aos dois extratos. Observou-se que apenas a cepa
ATCC de S. aureus foi inibida, e pelo extrato de H. martiana na concentracdo de
1.562,5ug/mL. A susceptibilidade dos isolados, com a porcentagem de atividade, a faixa e a
média de inibicdo apresentadas pelos extratos testados, encontra-se abaixo (Tabela 1).

Observou-se que a média da CBM apresentada pelo extrato etandlico de A. cearensis em
relacdo a S. aureus foi de 142.13ug/mL, enquanto que o extrato etandlico de H. martiana
apresentou média de 788.53ug/mL. Houve inibicdo dos isolados de Staphylococcus pelos dois
extratos, com a mesma faixa de inibicdo, sendo a variacdo de 12.500 a 195,3ug/mL. Em relacdo
aos isolados de Salmonella spp., a média de CBM apresentada pelo extrato de A. cearensis foi
de 0,52pg/mL, ndo havendo variacdo de inibicdo, que ocorreu sempre na concentragdo de
12.500pg/mL. Ja no extrato de H. martiana, a média da CBM foi de 3,90ug/mL, havendo
variacgao de inibi¢cdo numa faixa de 12.500 a 6.250pug/mL.

Tabela 1: Susceptibilidade in vitro de Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e

Escherichia coli isolados de amostras de leite e queijo provenientes do semiarido pernambucano
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e baiano frente aos extratos etanélicos de Amburana

martiana Hayne.

cearensis A. C. Smith e Hymenaea

Micro-organismo

Atividade

Espécie/ Extrato observada (%)

Concentracado Bactericida
Minima (ug/mL)

Faixa Média
S. aureus 80 12.500 - 195,3 142.13
Salmonella spp. A. cearensis 4.2 12.500 0,52
E. coli - - -
S. aureus 100 12.500 - 195,3 788.53
Salmonella spp. H. martiana 33 12.500 - 6.250 3,9
E. coli -- -- --

Levando-se em consideracdo as concentragdes testadas frente as cepas de S. aureus,
observou-se que a A. cearensis apresentou melhor resultado na concentracdo de 12.500ug/mL, ja

em relagdo a H. martiana, melhores resultados foram obtidos em 1.562,5ug/mL.

DISCUSSAO

Observou-se que H. martiana apresentou atividade antimicrobiana mesmo em baixas
concentragdes, sugerindo uma melhor atividade em relagdo a A. cearensis nos testes in vitro.
Além disso, observou-se um melhor resultado em relacdo aos isolados Gram-positivos (S.
aureus) em comparacdo aos Gram-negativos (E. coli e Salmonella spp.), o que pode ser
comprovado pelo fato de A. cearensis ter inibido apenas um dos 24 isolados de Salmonella spp.
testados, na concentracdo de 12.500ug/mL e de H. martiana apresentar inibicdo em oito isolados
e na faixa de 12.500 a 6.250ug/mL. Ja& em relacdo a faixa de inibicdo observada em S. aureus,
nos dois extratos, houve uma grande variacdo, onde A. cearensis e H. martiana inibiram de
12.500 a 195,3pg/mL.

Esta resisténcia pode estar associada a presenca de uma barreira de permeabilidade na
membrana exterior de bactérias Gram-negativas, que limita o acesso dos agentes

antimicrobianos, sendo estas tipicamente mais resistentes a agentes antimicrobianos do que as

Gram-positivas (QUINN et al., 2005).
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Estudos tém demonstrado a presenca de atividade antibacteriana in vitro em plantas do
género Hymenaea e de acordo com VALENTIM et al. (2006), a H. courbaril é a espécie mais
estudada. Relata-se a presenca de diterpenos na resina exsudada pelo tronco e em extratos da
casca de espécies de Hymenaea, incluindo H. courbaril, a partir de estudos fitoquimicos. Ja em
relacdo as folhas, relata-se que o extrato hidrocetdnico mostrou-se rico em flavonoides, um
composto fendlico. Foi identificado também o flavonoide Astilbina em extrato bruto da casca de
H. martiana. No caso de A. cearensis, a presenca de cumarina, flavonoides e taninos esta
relacionada aos seus efeitos, sendo o dicumarol, responsavel por sua acdo antibacteriana
(CARNEIRO, 1993; NOGUEIRA et al., 2001; BARBOSA et al., 2007; MELO, 2007).
Recentemente, estudo desenvolvido por SILVA et al. (2012), mostrou que extrato etanolico de
H. martiana continha quantidade substancial de compostos fenolicos, que sdo também
responsaveis pela sua atividade antioxidante, como flavonoides, além de terpenoides e
esteroides. Importante citar que alguns tipos de chalconas, uma sub-classe dos flavonoides,
apresentam atividade bacteriostatica ativa contra S. aureus (CROTEAU et al., 2000; SANTOS et
al., 2008). Além disso, testes de toxicidade com A. cearensis revelaram baixa toxicidade quando
administrada por via oral, contudo o mesmo ndo foi observado para administracdo via
intraperitoneal (LEAL et al., 2003). PEREIRA et al. (2007) avaliaram a toxicidade do 6leo
essencial de H. courbaril, e obtiveram valores inferiores (CLsy de 8,83ug/mL) ao limite
estabelecido (1.000pg/mL).

Os componentes fendlicos sdo citados como os principais responsaveis pelas propriedades
antibacterianas de plantas, porém ha relatos de que compostos ndo fendlicos, como o alil-
isotiocianato, sdo mais efetivos contra bactérias Gram-negativas, alem de também serem efetivos
contra fungos (TURINA et al., 2006).

Todavia, o teor de compostos bioativos nas plantas esta relacionado ao seu crescimento no

ambiente, a técnica da sua colheita, o ciclo vegetativo, as partes escolhidas, as condi¢des de solo
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e a sazonalidade. Além disso, os diferentes padrdes de resisténcia apresentados pelas cepas dos
micro-organismos, a origem da cepa e as caracteristicas inerentes ao género em questdo, assim
como as diferencas nas técnicas empregadas para investigacdo da acdo dos compostos e a
composicdo quimica de algumas preparagdes vegetais podem resultar em dados de dificil
comparacdo entre as pesquisas (SIVROUPOULOU et al.,, 1995; OSTROSKY et al., 2008;
BOUADBELLI et al., 2012). Assim, estes fatores podem justificar a variacdo de resultados
encontrados em trabalhos similares.

A este respeito, PEIXOTO (2009), avaliando extratos etandlicos frente a S. aureus obtidos
de casos de mastite subclinica, observou que para a cepa Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), H. martiana apresentou CBM de 10.417ug/mL, e em relagdo aos demais
isolados de S. aureus, também apresentou atividade antimicrobiana, com inibicdo em 99,4% das
amostras. Em relacdo a A. cearensis, observou CBM de 12.500pg/mL frente a cepa MRSA e
inibicdo de 88,1% frente aos demais isolados de S. aureus. Percebe-se que estes valores se
aproximam dos obtidos no presente estudo, em que a inibicdo de S. aureus por parte de H.
martiana foi de 100% e por parte de A. cearensis foi de 80%.

Ja SA et al. (2011), em estudo semelhante, avaliando extrato de Hymenaea courbaril e A.
cearensis, obtiveram inibicdo de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus, além de Yersinia
enterocolitica, Listeria spp. e Vibrio spp., onde as médias para H. courbaril foram: E. coli
(104.2ug/mL), Salmonella spp. (145.8ug/mL) e S. aureus (104.2ug/mL), e para A. cearensis: E.
coli (166.7ug/mL); Salmonella spp. (145.8ug/mL) e S. aureus (145.8ug/mL). As divergéncias
entre os resultados encontrados em relacdo aos do presente estudo podem ser explicadas por
diferencas no teor de compostos bioativos e no manuseio das espécies vegetais, assim como por
fatores relacionados as cepas utilizadas. Em relagdo a isso, ressalta-se que a diversidade de
pontos onde as amostras de leite e queijo foram coletadas pode influenciar no comportamento

das cepas em relacéo a atuacdo dos extratos.
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BRAVO et al. (1999) relatam atividade biologica de A. cearensis contra Shigella flexneri
e E. coli, ao contrario do presente estudo. Neste contexto, GONCALVES et al. (2005), avaliando
0 potencial antimicrobiano do extrato hidroalcoolico da Hymenaea courbaril utilizando o
método da difusdo em &gar, frente a bactérias Gram-positivas e negativas provenientes de
infeccdes clinicas em humanos, observaram inibicdo de S. aureus e Proteus mirabilis.
Resultados semelhantes foram relatados por GRANATO et al. (2005), quando avaliaram a
atividade antimicrobiana do extrato metanolico, obtido do rejeito resultante do beneficiamento
da madeira, sendo encontrada atividade contra Klebsiella pneumoniae, E. coli, P. mirabilis,
Micrococcus luteus e S. aureus.

Contudo, corroborando com os resultados obtidos neste estudo em relagdo as cepas de E.
coli, NOVAIS et al. (2003), testando a atividade antimicrobiana de Hymenaea stignocarpa
Mart. ex Hayne contra S. aureus e E.coli com um extrato cloroférmico, obtiveram como
resultado um halo de inibicdo de 8mm para S. aureus, mas ndo observaram inibicédo para E. coli.
Além disto, ressalta-se que dentre os 137 extratos de espécies de vegetais avaliados pelo estudo
citado acima, sete demonstraram atividade antibacteriana contra S. aureus e nenhum dos
extratos foi ativo contra E. coli. Resultado similar foi obtido por FERNANDES et al. (2005) ao
avaliar o extrato hidroalcoolico de H. courbaril, onde relataram inibicdo de 63,3% das espécies
bacterianas Gram-positivas e nao inibicdo das Gram-negativas. Em estudo recente, MARTINS et
al. (2013) avaliando extrato bruto metandlico de folhas de Larrea tridentata (Arbusto de
Creosoto), observaram bons resultados frente a bactérias Gram-positivas e nenhum resultado
frente as Gram-negativas. O que pode demonstrar a resisténcia de Gram-negativas também em
relacdo a extratos de outra espécies vegetais.

Mesmo sendo necessario se reportar a estudos semelhantes para respaldar os resultados
encontrados, quando se avalia a atividade antimicrobiana de produtos naturais ndo ha um

consenso em relagdo a concentracdo ideal para inibicdo (DUARTE, 2007). Em relagdo a isto,
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ALIGIANIS et al. (2001) propuseram uma classificacdo para extratos vegetais com base nos
resultados de CIM e CBM. Considerando assim, como forte inibicdo - CBM até 500ug/mL;
inibicdo moderada — CBM entre 600 ¢ 1.500 pug/mL e como fraca inibi¢ao - CBM acima de
1.600 pg/mL. Porém, de acordo com PEIXOTO (2009), trata-se de um método subjetivo, pois
ndo leva em consideracdo uma série de fatores que podem interferir no resultado da CBM, como
a variabilidade e a disponibilidade dos compostos bioativos presentes, responsaveis pela
atividade antimicrobiana dos extratos vegetais.

Cada vez mais percebe-se uma maior procura por produtos antimicrobianos e
antioxidantes naturais para uso em cosmeéticos, produtos farmacéuticos e alimentos, com o
intuito de evitar produtos sintéticos (SILVA et al., 2012). Neste contexto pode-se citar, por
exemplo, a utilizacdo de farinha do fruto de Jatoba por SILVA et al. (2001) na fabricacdo de
“cookies”, onde concluiram que a utilizagdo de até 10% desta farinha, associada a farinha de
trigo tradicional, proporciona um produto com alto teor de fibra alimentar e caracteristicas

sensoriais aceitaveis.

CONCLUSAO

Os extratos etanolicos de H. martiana Hayne e de A. cearensis A. C. Smith apresentam
atividade antimicrobiana sobre isolados de Staphylococcus aureus e Salmonella spp., mas néo
sobre os de E. coli.

A este respeito, levando-se em consideracdo os compostos bioativos presentes em H.
martiana e A. cearensis, estas espécies podem ser fonte de compostos antimicrobianos e
antioxidantes. Neste sentido, este estudo serve como base de dados demonstrando que os
antimicrobianos naturais podem oferecer vantagens a area de alimentos, uma vez que ao inibirem
0S micro-organismos patogénicos, favorecem ao aumento da sua qualidade higiénico-sanitaria e

da sua vida util, além de permitirem que produtos com propriedades nutricionais sejam
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introduzidos no mercado. Sendo necessario para isso, mais estudos que possam respaldar esta

utilizacdo.

APRESENTACAO DE TRABALHO

Extratos vegetais tém demonstrado que além de possibilitarem a estabilidade oxidativa de
produtos alimenticios, podem também inibir naturalmente micro-organismos patogénicos.
Diversas espécies de plantas da Caatinga sdo amplamente conhecidas e utilizadas na medicina
popular e na producdo comercial de produtos fitoterapicos. Desta forma, desperta-se o interesse
no estudo da atividade antimicrobiana de Amburana cearensis A. C. Smith e Hymenaea

martiana Hayne sobre micro-organismos patogénicos de origem alimentar.

FONTES DE AQUISICAO
CAPES - Coordenacdo de Aperfeicoamento de Nivel Superior;

CNPq — Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico.

REFERENCIAS

ALBUQUERQUE, U. P. et al. Medicinal plants of the Caatinga (semi-arid) vegetation of NE
Brazil: A guantitative approach. Journal of Ethnopharmacology, v.114, p. 325-354, 2007.
ALIGIANIS, N. et al. Composition and antimicrobial activity of the essential oil of two
Origanum species. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.49, p. 4168-4170, 2001.
BARBOSA, M. P. C. et al. Estudo quimico e avaliacdo de atividade biolégica de folhas de
Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (Heyne) Lee & Lang. In: 30a Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, 2007.

BOUABDELLLI, F. et al. Antimicrobial activity of 22 plants used in urolithiasis medicine in

Western Algeria. Asian Pacific Journal of Tropical Disease, v. 2, s. 1, p. 530-535, 2012.

Mestrado em Ciéncia Animal Tropical - UFRPE 57



BRASIL. Ministério da Saude. Dados epidemioldgicos - DTA periodo de 2000 a 2011.2011.

BRASIL. Ministério do Meio Ambiente. Biodiversidade da caatinga: areas e acoes
prioritarias para a conservacdo. Brasilia: Universidade Federal de Pernambuco.2003. 382p.
BRAVO, J. A. et al. Bioactive phenolic glycosides from Amburana cearensis. Phytochemistry,
v. 50, p. 71-74, 1999.

CARNEIRO, E. et al. Isolation, chemical identification and pharmacological evaluation of
aucryphin, astilbin and engelitin obtained from the bark of Hymenaea martiana. International
Journal of Pharmacognosy, v. 31, n. 1, p. 38-46, 1993.

CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute). Methods for dilution antimicrobial
susceptibility tests for bacteria that grow aerobically: Approved standards. Document CLSI
M7-A7, CLSI, 2006.

CORREA, M. P.; PENNA, L. A. Dicionario de plantas uteis do Brasil e das exoticas
cultivadas, v. 1, Brasilia: Ministério da Agricultura, Instituto Brasileiro de Desenvolvimento
Florestal, Brasil, 1984. In: LEAL, L. K. A. M. et al. A comparative chemical and
pharmacological study of standardized extracts and vanillic acid from wild and cultivated
Amburana cearensis A. C. Smith. Phytomedicine, v. 18, p. 230-233, 2011.

DUARTE, M. C. T., 2007. Atividade antimicrobiana de plantas medicinais e aromaticas
utilizadas no Brasil. Multiciéncia, v. 7, p. 1-16, 2007.

CROTEAU, R. et al. 2000. Natural products (Secondary Metabolites). In: FUMAGALLI, E. et al.
Producdo de metabdlitos secundarios em cultura de células e tecidos de plantas: O exemplo dos
géneros Tabernaemontana e Aspidosperma. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 18, n. 4, p.
627-641, 2008.

FERNANDES, T. T. et al. Atividade antimicrobiana das plantas — Plathymenia reticulate,
Hymenaea courbaril e Guazuma ulmifolia. Revista de Patologia Tropical, v. 34, n. 2, p. 113-

122, 2005.

Mestrado em Ciéncia Animal Tropical - UFRPE 58



GONCALVES, A. L. et al. Estudo comparativo da atividade antimicrobiana de extratos de
algumas arvores nativas. Arquivos do Instituto Biologico, v. 72, n. 3, p. 353-358, 2005.
GRANATO, D. et al. Chemical and biological evaluation of rejects from the wood industry.
Brazilian Archives of Biology and Technology, v. 48, p. 237-241, 2005.

LEAL, L. K. A. M. Anti-inflammatory and Smooth Muscle relaxant activities of the
hydroalcoholic extract and chemical constituents from Amburana cearensis A. C. Smith.
Phytotherapy Research, v. 17, p. 335-340, 2003.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exoticas. Instituto
Plantarum de Estudos da Flora LTDA: S&o Paulo, 2002. 512p.

MARTINS, S. et al. Antibacterial activity of crude methanolic extract and fractions obtained
from Larrea tridentata leaves. Industrial Crops and Products, v. 41, p. 306- 311, 2013.
MELO, J. G. et al. Qualidade de produtos a base de plantas medicinais comercializados no
Brasil: castanha-da-india (Aesculus hippocastanum L.), capim-limdo (Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf) e centela (Centella asiatica (L.) Urban). Acta Botanica Brasileira, v. 21, n. 1, p.
27-36, 2007.

NOGUEIRA, R. T. et al. Clerodane-type diterpenes from the seed pods of Hymenaea courbaril
var. stilbocarpa. Phytochemistry, v. 58, n. 8, p. 1153-1157, 2001.

NOVAIS, T. S. et al. Atividade antibacteriana em alguns extratos de vegetais do semiarido
brasileiro. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 14, s. 2, p. 5-8, 2003.

OSTROSKY, E. A. et al. Métodos para avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacéo da
concentracdo minima inibitoria (CMI) de plantas medicinais. Brazilian Journal of
Pharmacognosy, v.18, n. 2, p. 301-307, 2008.

PEIXOTO, R. M. Mastite em pequenos ruminantes: etiologia, fatores de risco, diagnostico e

sensibilidade aos agentes antimicrobianos e extratos de plantas. 2009. 129p. Dissertacdo

Mestrado em Ciéncia Animal Tropical - UFRPE 59



(Mestrado em Ciéncia Animal), Programa de Pos- graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco — UNIVASF, Petrolina, PE.

PEREIRA, C. K. B. et al. Composi¢do quimica, atividade antimicrobiana e toxicidade do dleo
essencial de Hymenaea courbaril (jatoba). In: 30* Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Sao Paulo, 2007.

PEREIRA, M. C. et al. Inibicdo do desenvolvimento fungico atraves da utilizacdo de dleos
essenciais de condimentos. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 30, n. 4, p. 731-738, 2006.

QUINN, P. J. et al. Agentes antimicrobianos. In: __ Microbiologia veterinaria e doencas
infecciosas. 3ed. Porto Alegre: Artmed, 2005. Cap. 6, p. 42-49.

SA, M. C. A. et al. Antimicrobial activity of Caatinga biome ethanolic plant extracts against
gram negative and positive bacteria. Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria, v. 18, n. 2/3, p.
62-66, 2011.

SANTOS, D. Y. A. C. et al. Curso para atualizacdo de professores de Educacdo Bésica: A
Boténica no cotidiano. 2008. 124 p. Sdo Paulo: Universidade de Séo Paulo, Fundo de Cultura e
Extensdo: Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo, Departamento de Botanica.
Projeto de Cultura e Extensdao Ensino de Botanica.

SILVA, M. E. G. C. HPLC-DAD analysis and antioxidant activity of Hymenaea martiana
Hayne (Fabaceae). Journal of Chemical and Pharmaceutical Research, v. 4, n. 2, p. 1160-
1166, 2012.

SILVA, M. R. et al. Utilizacdo tecnolégica dos frutos de Jatoba-do-cerrado e de Jatoba-da-mata
na elaboracdo de biscoitos fontes de fibra alimentar e isentos de agtcares. Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, v. 21, n. 2, p. 176-182, 2001.

SILVA, J. G. et al. Atividade antimicrobiana do extrato de Anacardium occidentale Linn. em
amostras multiresistentes de Staphylococcus aureus. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v.

17,n. 4, p. 572-577, 2007.

Mestrado em Ciéncia Animal Tropical - UFRPE 60



SIVROUPOULOQU, A. et al. Antimicrobial activity of mint essential oils. Journal Agricultural
and Food Chemistry, v. 43, n. 9, p. 2384-2388, 1995.

TAUXE, R.V.et al. Evolving public health approaches to the global challenge of foodborne
infection. International Journal of Food Microbiology, v. 139, p.16-28, 2010.

TURINA, A. V. et al. Natural terpenes: selfassembly and membrane partitioning. Biophysical
Chemistry, v. 122, p.101-113, 2006.

VALENTIM, A. P. T. Atividade antimicrobiana, estudo fitoquimico e identificacdo de
constituintes apolares do alburno de Hymenaea stignocarpa Matr. Ex. Hayne (jatoba).
2006. 100p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia de Produtos Bioativos), Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia de Produtos Bioativos, Universidade Federal de Pernambuco —

UFPE, Recife, PE.

Mestrado em Ciéncia Animal Tropical - UFRPE 61



COMUNICACAO CIENTIFICA

Efeito antiaderente in vitro de Hymenaea martiana Hayne frente a
Staphylococcus aureus isolados de leite
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Efeito antiaderente in vitro de Hymenaea martiana Hayne sobre
Staphylococcus aureus isolados de leite

[Antiadherent effect in vitro of Hymenaea martiana Hayne about
Staphylococcus aureus isolated from milk]

RESUMO

Avaliou-se o efeito antiaderente in vitro de Hymenaea martiana Hayne sobre Staphylococcus
aureus isolados de amostras de leite provenientes do semiarido pernambucano e baiano. Através
da obtencdo da absorbancia realizada em leitor de microplacas a 595nm, observou-se que o
biofilme consolidado apresentou 60% de redugdo com a concentracdo de 781,2ug/mL, e que
todas as concentracOes utilizadas inibiram o biofilme em formag&o. Concluiu-se que o extrato de
H. martiana Hayne apresentou atividade antiaderente sobre biofilme de S. aureus, podendo ser
considerado uma fonte de compostos inibidores de biofilme microbianos.

Palavras-chave: Bioma Caatinga, Biofilme, Micro-organismo patogénico, Alimentos.

ABSTRACT

Evaluated the in vitro effect of Hymenaea martiana Hayne about Staphylococcus aureus isolates
from milk samples from the semiarid region of Pernambuco and Bahia, Brasil. By obtaining the
absorbance in microplate reader held in the 595nm, observed that biofilm consolidated showed
60% reduction in the concentration of 781,2 ug/mL, and all the used concentrations inhibited
biofilm formation. It was concluded that the extract of H. martiana Hayne showed anthiaderent
activity on biofilm S. aureus.

Keywords: Biofilm. Caatinga biome. Food. Pathogenic microorganism.
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Os biofilmes sdo comunidades microbianas constituidas de células planctdnicas que se
aderem a um substrato, passam ao estado séssil, proliferam e se acumulam em camadas, estando
inclusas em uma matriz de exopolissacarideos (Donlan e Costerton, 2002). Dentre 0s micro-
organismos relacionados a formacdo destas estruturas, Staphylococcus aureus merecem
destaque, sendo sua presenca em alimentos um indicativo de contaminacgédo a partir da pele, da
boca e das fossas nasais de manipuladores. Além disso, micro-organismos do género
Staphylococcus séo relacionados a casos de mastite bovina, sendo sua identificacdo em leite e
derivados de grande importancia (Fagundes e Oliveira, 2004).

Na industria de beneficiamento de leite, praticas inadequadas de manejo e de
higienizagdo em equipamentos de ordenha e no beneficiamento, assim como a conservagao
inadequada, tornam o leite suscetivel a contaminagdo. Além disso, estas praticas inadequadas
podem promover a formacao de biofilmes em tanques de armazenamento e trocadores de calor, e
ainda, adesdo de esporos na superficie de embalagens (Franco et al., 2000; Haun, 2004).

As propriedades antimicrobianas e antiaderentes de extratos vegetais tém sido estudadas
com relacdo aos micro-organismos patogénicos presentes em alimentos. O Jatoba (Hymenaea
martiana Hayne), conhecido popularmente na regido semiarida pernambucana e baiana, é
bastante utilizado devido a a¢Bes como antifungica, antimicrobiana, antioxidante, diurética,
expectorante, hepatoprotetora, carminativa, adstringente, estimulante e energética (Lorenzi e
Matos, 2002).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito antiaderente in vitro de Hymenaea
martiana Hayne sobre Staphylococcus aureus isolados de amostras de leite provenientes de
rebanhos bovinos de propriedades rurais existentes no semiarido pernambucano e baiano.

Sendo assim, o material vegetal foi coletado em Petrolina, Pernambuco, Brasil,
identificado por um boténico responsavel, sendo sua exsicata codificada e depositada no
Herbario da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (HVASF). Apbs obtencdo do
extrato etandlico bruto (EEB), 0,259 foram diluidos em 10mL de agua destilada estéril, obtendo-
se uma solucéo estoque na concentracdo de 25mg/mL.

Foram utilizados onze isolados, sendo nove de Staphylococcus aureus obtidos de
amostras de leite provenientes de rebanhos bovinos dos municipios de Petrolina e regido
(Afranio, Santa Maria da Boa Vista-PE e Senhor do Bonfim-BA) pertencentes a bacterioteca do
Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia Animal da UNIVASF, e previamente classificadas
como fortes produtoras de biofilme, um isolado clinico “methicillin-resistant Staphylococcus
aureus” (ATCC 25923) e uma cepa Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) ndo produtora
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de biofilme, de acordo com Mariana et al. (2009), como controle negativo. Aliquotas de cada
isolado foram inoculadas em tubos contendo 10mL de caldo triptona de soja (TSB)
suplementado com glicose 1%, atingindo a escala 1 de MacFarland, seguindo-se de incubacéo
em estufa a 37°C por 24h. De cada suspensdo obtida apos esse periodo, 100ul foram retirados e
adicionados a placas de microtitulagdo com 96 pogos para serem previamente submetidas aos
testes de aderéncia. Para avaliar a interferéncia do extrato com o biofilme ja consolidado, as
microplacas contendo os 100ul das suspensdes bacterianas foram submetidas a incubacdo em
estufa a 37°C por 24h para a formacgéo prévia do biofilme. Sendo, em seguida, realizadas trés
lavagens dos pogos com 200pl de agua destilada estéril. A partir disso, foram acrescidos 200pl
do extrato nas concentracBes 3.125; 781,2; 195,3 e 97,6ug/mL (2; 0,5; 0,125 e 0,0625 CBM,
respectivamente), a partir de prévia avaliacdo in vitro da concentracdo bactericida minima
(CBM) do extrato sobre os isolados de S. aureus selecionados. O isolado de S. epidermidis foi
avaliado nas quatro concentracdes do extrato utilizadas, devido a ndo determinacdo prévia da sua
CBM.

A densidade 6tica (DO) dos pogos foi determinada imediatamente apds a adi¢do do
extrato (Oh) e 24h depois, em leitor de microplacas a 595nm, sendo a interferéncia dos extratos
no biofilme consolidado definida pela equacdo: 100- [(DO.4n média /DOg, média) x 100].
Adaptado de Marino et al. (2010). Na avaliacdo da interferéncia do extrato com o biofilme em
formacdo, as microplacas contendo 100l das suspensdes bacterianas receberam também 100pl
do extrato, seguindo-se de incubacdo em estufa a 37°C por 24h. A partir disso, 0s pogos foram
lavados como descrito acima e logo em seguida, corados com 100ul de Violeta de Giensiana a
0,25% por 3 minutos. Todos os pocos foram novamente lavados e, por fim, utilizou-se 200ul de
alcool-acetona (80:20) para diluicdo dos cristais dentro dos pocos. A absorbancia foi medida em
leitor de microplacas a 595nm. Para determinar o grau de aderéncia, foram utilizadas as
equacbes: DOp< DOcnm= negativo; DOcnm<DOm< 2.DOcnm = fraco;  2.DOcym<DOm<
4.DOcnm = moderado; DO,>4. DOcnm = forte, onde: | — Isolado de S. aureus; CN- Controle
negativo (Cepa de S. epidermidis); DOy, — Densidade dtica média do isolado; DOcnm —
Densidade 6tica média do controle negativo. Adaptado de Merino et al. (2009). Para assegurar
que o meio de cultura manteve-se estéril durante o experimento, po¢os contendo apenas meio
foram mantidos em todas as placas. Os testes foram realizados em triplicata.

Na avaliacdo da atividade de H. martiana frente as cepas de S. aureus, no que diz respeito
ao biofilme consolidado, os valores estdo representados na Tab. 1. Em uma avalia¢do geral, o

percentual de reducdo do biofilme consolidado foi de 60%. A cepa ATCC e os demais isolados
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avaliados na concentracdo de 781,2ug/mL (0,5 CBM) apresentaram diminuicdo no biofilme,
porém os demais isolados, avaliados nas concentracdes 97,6ug/mL (0,0625 CBM), 195,3ug/mL
(0,125 CBM) e 3.125ug/mL (2 CBM) apresentaram aumento. Em relacdo aos valores de
absorbancia da cepa S. epidermidis (controle negativo) observou-se aumento da absorbancia

final, em relacdo a avaliada na hora zero.

Tabela 1. Efeito in vitro do extrato etandlico de Hymenaea martiana Hayne sobre o biofilme
consolidado de Staphylococcus aureus obtidos de amostras de leite do semiarido pernambucano
e baiano.

Cextrato Absorbancia
(ug/mL) Isolado DOohm DOstm Biofilme (%)
781,2 1 0,113 0,80 <2921
2 0,126 0,123 <24
3 0,136 0,128 <59
4 0,140 0,134 <43
5 0,127 0,121 <0,799
6 0,118 0,112 <50
97,6 7 0,054 0,071 >31
8 0,067 0,084 > 25
195,3 9 0,061 0,063 >3,2
3.125 10 0,478 0,526 > 10,04

Cextrato — CoONcentracdo do extrato; Isolado 1- cepa ATCC 25923; DOgym -Absorbancia média na hora 0; DO,y —
Absorbancia média 24 horas depois; Percentual de alteracéo no biofilme: 100-[(DO,4,m/DOgnm) X 100].

No que diz respeito ao biofilme em formacédo, os resultados encontram-se na Tab. 2.
Observou-se 100% (n=10/10) de interferéncia na formacdo do biofilme nas cepas testadas. Em
todas as concentracdes (2; 0,5; 0,125 e 0,0625 CBM) a intensidade de formacdo do biofilme,
antes forte, foi avaliada como fraca. A atuacdo do extrato sob o biofilme em formacéao
demonstra-se satisfatoria, ja que as cepas utilizadas eram caracterizadas como fortes formadoras
de biofilme, como descrito anteriormente, e apds a interacdo com o extrato formaram fracas

aderéncias.
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Tabela 2. Efeito in vitro do extrato etanolico de Hymenaea martiana Hayne sobre o biofilme em
formacédo de Staphylococcus aureus obtidos de amostras de leite do semiarido pernambucano e
baiano.

Cextrato Formacéo do
(ug/mL) Isolado DO DOcnm Biofilme
1 0,064 0,056 Fraca
781,2 2 0,072 0,056 Fraca
3 0,072 0,056 Fraca
4 0,076 0,056 Fraca
5 0,073 0,056 Fraca
6 0,074 0,056 Fraca
7 0,081 0,068 Fraca
97,6 8 0,092 0,068 Fraca
195,3 9 0,068 0,061 Fraca
3.125 10 0,097 0,065 Fraca
Cextrato — Concentracdo do extrato utilizada; DO,,, — Densidade 6tica média do isolado; DOcnm — Densidade Gtica média do
controle negativo; Intensidade de formacdo do biofilme obtida pelas equagdes (DOj,< DOcnm = negativo;
DOcym<DOm<2.DOcnm = fraco; 2.DOcnym<DO<4.DOcnm = moderado; DO,,,>4.DOcnm = forte, onde: | — Isolado de S.

aureus; CN- Controle negativo (Cepa de Staphylococcus epidermidis).

Em relacdo a atividade do extrato sobre o biofilme consolidado, a partir das absorbancias
obtidas antes e depois da interacdo dos isolados com o extrato, percebeu-se que a maior reducao
de biofilme foi da cepa ATCC, sendo esta de 29,21%. J& um maior aumento de biofilme foi
observado no isolado submetido & concentracdo de 3.125ug/mL (2 CBM), sendo este de 10,04%.

A esse respeito, Linhares e Ximenes (2011) avaliando extrato de Hymenaea stignocarpa
Mart. Ex. Hayne frente a fatores de viruléncia de S. aureus, relataram 0 aumento na expressdo de
alguns fatores quando os isolados foram expostos a concentragfes subinibidoras de agentes
antimicrobianos. Isto pode justificar as divergéncias de susceptibilidade das cepas em relacdo as
suas respectivas concentragdes subinibitorias no presente estudo.

Importante ressaltar que quando em forma de biofilme, 0os micro-organismos sdao mais
resistentes aos materiais utilizados para a limpeza e sanitizacdo. De acordo com Drenkard
(2003), os micro-organismos em biofilme sdo de quinhentas a mil vezes mais resistentes do que
as em estado livre, o que explica também a resisténcia quando sdo confrontados com agentes
antimicrobianos naturais. Sendo assim, é mais facil a inibicdo de um biofilme em formac&o do
que de um biofilme j& estabelecido, pois a presenca do extrato na superficie induz a formacéo de
um filme condicionador desfavoravel, dificultando a aderéncia dos micro-organismos. J& com o
biofilme consolidado, a matriz exopolimérica dificulta a atuagdo do extrato sobre os micro-

organismos aderidos, funcionando como uma barreira protetora
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Além disso, fatores tais como a possivel interacdo entre o agente antimicrobiano com a
matriz, a resisténcia mediada por enzimas, os niveis de atividade metabdlica dentro da estrutura,
a composicdo da membrana externa, dentre outros fatores, exercem um papel importante na
resisténcia a penetracdo das substancias ativas dos produtos utilizados (Pereira, 2001; Caixeta,
2008).

Por outro lado, a atividade antiaderente demonstrada pelo extrato pode ser explicada pela
presenca de compostos bioativos. Em relacdo a isto, Silva et al. (2012), relataram que o extrato
etanolico de H. martiana continha quantidade substancial de compostos fendlicos, como
flavonoides, terpenoides e esteroides.

E importante levar em consideracdo que o teor destes compostos relaciona-se a fatores
tais como o crescimento da espécie no ambiente, a técnica utilizada para a sua colheita, e ainda,
o ciclo vegetativo, as partes escolhidas, as condi¢des de solo e a sazonalidade. Complementando,
0s resultados de estudos que envolvam produtos vegetais podem sofrer influéncia dos diferentes
padrdes de resisténcia apresentados pelas cepas dos micro-organismos, a origem da cepa e as
caracteristicas inerentes ao género em questdo. Relevante também é o fato de que a matriz
exopolissacaridea secretada para 0 meio externo é capaz de impedir fisicamente a penetracdo de
agentes antimicrobianos no biofilme. Além disso, a técnica escolhida para avaliacdo dos
compostos presentes no material vegetal e a composicdo quimica de algumas preparacdes
também podem resultar em dados de dificil comparacdo entre as pesquisas (Sivroupoulou et al.,
1995; Ostrosky et al., 2008; Kasnowski et al., 2010; Bouadbelli et al., 2012).

A partir dos resultados encontrados, pode-se concluir que o extrato de H. martiana Hayne
apresentou atividade antiaderente sobre as cepas de S. aureus isoladas de leite, podendo assim, a
H. martiana Hayne ser considerada uma fonte de compostos inibidores de biofilme microbiano.
Sendo assim, a utilizacdo de extratos desta planta apresenta-se como uma alternativa natural na
inibicdo de biofilme por micro- organismos na inddstria de alimentos, sendo necessario o

desenvolvimento de mais pesquisas a este respeito.
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CONCLUSAO

Em relacdo a atividade antimicrobiana, os extratos etanolicos de Hymenaea martiana
Hayne e de Amburana cearensis A. C. Smith apresentaram atividade antimicrobiana sobre os
isolados de Staphylococcus aureus e Salmonella spp., mas ndo sobre os de Escherichia coli. No
que diz respeito a atividade antiaderente, o extrato de H. martiana Hayne apresentou atividade
antiaderente frente as cepas de S. aureus.

H. martiana e A. cearensis podem ser consideradas fonte de compostos antimicrobianos e
antioxidantes naturais, e H. martiana também como fonte de compostos antiaderentes. Neste
sentido, este estudo serve como base de dados demonstrando que os produtos naturais podem
oferecer vantagens a area de alimentos, uma vez que ao inibirem 0s micro-organismos
patogénicos, favorecem ao aumento da sua qualidade higiénico-sanitaria e da sua vida util, além
de permitirem que produtos com propriedades nutricionais sejam introduzidos no mercado.
Sendo necessario para isso, mais estudos que possam respaldar esta utilizag&o.

Ressalta-se a este respeito, que por serem constituidas de compostos quimicos diversos, as
plantas podem apresentar diferentes respostas em relagdo aos micro-organismos testados e as
condigBes intrinsecas de cada alimento. Tornando-se necessario avaliar o material vegetal
diretamente no produto ou em um sistema que simule a composi¢do do alimento em questao,
além dos testes in vitro.

Importante também é avaliar fitoquimicamente a espécie vegetal a fim de constatar os seus
compostos, para suas atividades bioldgicas, farmacoldgicas efou tdxicas, seguindo as
recomendacdes especificas, descritas em legislacdes e em publicacGes que regem a utilizacao de

material vegetal, garantindo a seguranca de sua utilizacao.
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