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CARACTERIZA(;AO QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATOS
ETANOLICOS DE Curcuma longa E Bixa orellana

RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a composicdo quimica e as atividades
antimicrobiana e antioxidante dos extratos etandlicos de Curcuma longa e Bixa
orellana, na busca por substituintes aos aditivos sintéticos utilizados na inddstria de
alimentos. Pela espectrometria de massa (GC-MS) foram identificados
bisdemetoxicurcumina, demetoxicurcumina e curcumina no extrato de C. longa e
prunina e naringenina no extrato de B. orellana. C. longa apresentou atividade
antimicrobiana frente a Clostridium sporogenes e Staphylococcus aureus, com
concentracéo bactericida minima (CBM) de 25 mg/mL e 156 pug/mL, respectivamente.
O extrato de B. orellana apresentou CBM de 50 mg/mL para C. sporogenes e 625
pg/mL para S. aureus. Nenhum dos extratos apresentou atividade bactericida para
Escherichia coli e Salmonella Typhimurium. A atividade antioxidante dos extratos foi
evidenciada pelos métodos Poder Antioxidante por Reducdo Férrica (FRAP) e
Capacidade de Absorcdo do Radical Oxigénio (ORAC). O extrato de B. orellana
apresentou maior atividade antioxidante pelos métodos FRAP e ORAC (277,70 e
455,17 mM trolox equivalente/g, respectivamente) do que o extrato de C. longa
(129,74 e 217,98 mM trolox equivalente/g, respectivamente). Os efeitos bioldgicos dos
extratos etandlicos de C. longa e B. orellana revelados no presente estudo apontaram
seu potencial para a utilizacdo na industria de alimentos como uma alternativa aos

aditivos sintéticos.

Palavras-chave: Antibacterianos. Antioxidantes. Aditivos alimentares. Bactérias
anaerobias. Bactérias aerdbias. Bactérias gram-negativas. Bactérias gram-positivas.

Espectrometria de massas. Curcumina. Flavononas.



CHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF Curcuma
longa and Bixa orellana ETHANOLIC EXTRACTS

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the chemical composition and the
antimicrobial and antioxidant activities of Curcuma longa and Bixa orellana ethanolic
extracts, in the search for alternatives to the synthetic additives used in the food
industry. Mass spectrometry (GC-MS), identified bisdemethoxycurcumin,
demethoxycurcumin and curcumin in the extract of C. longa and prunin and naringenin
in the extract of B. orellana. C. long showed antimicrobial activity against Clostridium
sporogenes and Staphylococcus aureus, with a minimum bactericidal concentration
(MBC) of 25 mg/mL and 156 ug/mL, respectively. MBC of B. orellana extract was 50
mg/mL for C. sporogenes and 625 ug/mL for S. aureus. None of the extracts showed
bactericidal activity against Escherichia coli and Salmonella Typhimurium. The
antioxidant activity of the extracts was evidenced by the methods Iron Reduction
Antioxidant Power (FRAP) and Oxygen Radical Absorption Capacity (ORAC). B.
orellana extract had higher antioxidant activity by FRAP and ORAC (277.70 and
455.17 mM trolox equivalent/g, respectively) than C. longa extract (129.74 and 217.98
mM trolox equivalent/g, respectively). The biological effects of C. longa and B. orellana
ethanolic extracts revealed in this study indicated their potential as an alternative to

synthetic additives used in the food industry.

Keywords: Antibacterials. Antioxidants. Food additives. Anaerobic bacteria. Aerobic
bacteria. Gram-negative bacteria. Gram-positive bacteria. Mass spectrometry.
Curcumin. Flavonones.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A seguranca dos alimentos € um problema de saude publica cada vez mais
importante (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003), e sua responsabilidade deve
ser atribuida a todos os envolvidos na cadeia produtiva — governo, produtores,
industrias, fornecedores e consumidores (DOMENECH; MARTORELL, 2016).

Todos os anos, milhbes de pessoas adoecem e muitas morrem em
decorréncia do consumo de alimentos inseguros (NEWELL et al., 2010). A incidéncia
de doencas transmitidas por alimentos (DTA) aumentou significativamente nos ultimos
anos, causando perdas econdmicas e sociais (LANDETE et al., 2017).

Cerca de um terco das populacdes dos paises desenvolvidos é afetado por
DTA a cada ano. Nos Estados Unidos (EUA), 48 milhdes de casos séo relatados por
ano, resultando em 3.000 mortes (COHEN; OLSON, 2016), e o problema é ainda mais
disseminado nos paises em desenvolvimento (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2003). No Brasil, em 2018 foram notificados aproximadamente 500 surtos de DTA,
6.803 mil individuos ficaram doentes e 9 vieram a 6bito (BRASIL, 2018).

Essas diferencas ocorrem em razao do sistema de vigilancia para rastrear
e monitorar as DTA no Brasil ainda ser falho, sendo necessaria uma maior integracao
dos 6rgaos publicos com os consumidores (BRASIL, 2010). Nos EUA, a prética de
novos métodos de vigilancia vem melhorando a qualidade, a quantidade e a
pontualidade dos seus dados (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2018).

Em resposta a esses surtos de doencas, o mercado global apresenta uma
demanda por melhorias na seguranca microbioldgica dos alimentos (NEWELL et al.,
2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002). Atualmente a industria alimenticia
encontra-se desafiada a implementar estratégias de controle para evitar a
contaminacgao por patdogenos (BYRD-BREDBENNER et al., 2015).
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Os extratos de plantas representam uma alternativa para a industria de
alimentos, uma vez que apresentam caracteristicas antimicrobianas e antioxidantes
que podem inibir o crescimento de patdgenos e prolongar a vida util dos produtos
alimenticios (GOMEZ, et al., 2012; MARTINS; PETROPOULOS; FERREIRA; 2016;
SELVAM et al., 2015; SHARMA et al., 2017; TANDON; YADAV, 2017; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1999).

Neste estudo, tivemos como objetivo testar os extratos de Curcuma longa
e Bixa orellana contra os patdgenos mais comuns nos surtos de DTA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas transmitidas por alimentos

Doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo aquelas causadas pela
ingestdo de alimentos e/ou 4gua contaminados. Existem mais de 250 tipos de DTA
e a maioria é causada por bactérias, virus e parasitas. Nas ultimas duas décadas,
as DTA aumentaram significativamente tornando-se um problema de saude publica
em muitos paises. Ocorréncias globais como crescimento da populacéo, pobreza,
exportacdo de alimentos e de ragcbes animais contribuiram para este aumento
(BRASIL, 2019a).

Considera-se surto de DTA quando duas ou mais pessoas apresentam
doenca ou sintomas semelhantes apds ingerirem alimentos e/ou agua contaminados
(BRASIL, 2019a). Escherichia coli e Salmonella spp, bactérias Gram-negativas, estao
entre os principais patdgenos associados aos surtos de DTA no Brasil, representando
63,2% dos surtos em 2017 (BRASIL, 2018).

E. coli sdo encontradas frequentemente nos intestinos dos seres humanos
e dos animais. Algumas sdo comensais, coexistem em beneficios matuos com o
hospedeiro, enquanto outras sdo patégenas (BOULIANNE, et al., 2016; MAINIL,
2013). Dentre as espécies de Salmonella, a S. Typhimurium (Salmonella enterica
subespécie enterica sorotipo Typhimurium) é considerada o segundo sorotipo mais
comum, ap6s Salmonella Enteritidis (Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo
Enteritidis). E encontrada em humanos e é responsavel, em todo o mundo, por cerca
de um terco de todos os casos de DTA (BAGHERYAN et al., 2016).

Varios séo os fatores que contribuem para a transmissao de doencas por
alimentos: refrigeragédo insuficiente, armazenamento a temperaturas elevadas, cocgao
e reaquecimento inapropriados, preparo de alimentos varias horas antes de servi-los,
contaminagao cruzada, falta de higiene dos manipuladores, falta de higiene do
ambiente, matéria-prima contaminada. A contaminagdo € mais comum em carne
bovina, suina, aves e seus produtos e em produtos a base de ovos crus (BRASIL,
2010).
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S. Typhimurium tem sido o sorotipo mais prevalente em aves na Ameérica
Latina, sendo encontrada dentro da industria de frangos ou em produtos de frango no
varejo. O crescimento mundial do consumo de aves contribui para 0 aumento da
disseminacdo desse patogeno (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2010; TERZOLO, 2011).

Algumas bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus spp e Clostridium
spp também provocaram um numero significativo de DTA nos ultimos anos; foram 124
surtos somente em 2017 (BRASIL, 2018). Existe uma grande diversidade entre as
cepas de Staphylococcus aureus. Algumas estdo presentes como colonizadores
assintomaticos, outras causam infecccbes leves, e outras ainda podem causar
doencas fatais e graves (OTLER; FRENCH, 2010).

Em um estudo com 6.697 infeccbes em 59 hospitais nos EUA, o S. aureus
foi o isolado bacteriano mais comum, representando 23% de todos os registros, e foi
mais fortemente associado com a morte do que qualquer outro patdgeno bacteriano
(THWAITES et al., 2011). O controle deste patdgeno tem sido dificultado pela
aquisicao continua de resisténcia aos antibioticos nos ultimos anos (CHEN; HUANG,
2014; OTTLER; FRENCH, 2010).

Hoje, o S. aureus resistente a meticilina (MRSA) é um dos patdgenos
humanos com grande relevancia no ambiente hospitalar e também esta associado a
infeccbes em pessoas sadias (RICE, 2006). Recentemente, um novo reservatorio de
MRSA foi identificado na producdo de alimentos de origem animal, representando
mais uma ameaca potencial para a saide humana (KLUYTMANS, 2010). O MRSA
causa mais de 80.000 mil infec¢cBes graves e 11.000 mortes por ano e € lider na causa

de infecccdes associadas a saude (KAYE et al., 2008).

Alimentos submetidos a tratamento térmico, apdés um periodo em
condi¢cbes que permitam o crescimento, podem nao apresentar células viaveis de S.
aureus, que sao destruidas pelo aquecimento e, mesmo assim, conter toxinas
estafilococicas, que sdo altamente resistentes ao calor (SILVA et al., 2007). A
enterotoxigenicidade do S. aureus mais comum ocorre devido ao processamento, a
manipulagdo e ao armazenamento inadequados dos alimentos, sendo responsavel
por dois ter¢cos dos surtos globais de doencas transmitidas por alimentos (NAGARAJ
et al., 2014).
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Dentre as diversas doencas veiculadas por alimentos, destaca-se o
botulismo, causado pela ingestdo da neurotoxina botulinica produzida pela bactéria
Clostridium botulinum e que pode levar & morte por paralisia da musculatura
respiratoria (BRASIL, 2019b). A maioria dos surtos de botulismo é causada pela
ingestdo de embutidos, pois possuem ambiente propicio para o desenvolvimento
deste micro-organismo. Nestes produtos, o controle desse patdgeno é feito pela
adicdo de nitrito, que também confere cor e aumento da vida util. No entanto, em 2015,
a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) emitiu um boletim fazendo adverténcias
sobre o potencial cancerigeno desse composto (AS CORES, 2015; OMS, 2015), o

gue justifica a necessidade de se estudar novos antimicrobianos para substitui-los.

Com base no exposto, para este estudo foram escolhidas as bactérias
patogénicas que apresentaram maior frequéncia de surtos por DTA no Brasil nos

altimos trés anos, que sao E. coli, Salmonella spp., S. aureus e Clostridium spp.

2.2 Bactérias Gram-Positivas

Conhecer as diferencas estruturais das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas é de extrema importancia para o estudo da acdo dos antimicrobianos.
Identificar as caracteristicas especificas de cada patégeno também é fundamental

para entender a atividade do antimicrobiano na célula microbiana.

As bactérias Gram-positivas possuem a parede celular rigida e espessa,
composta por muitas camadas de peptideoglicano. O espaco periplasmatico existente
entre a parede celular e a membrana plasmatica de uma bactéria gram-positiva
contém acido lipoteicoico e acidos teicoicos, que consistem em um alcool (como o
glicerol ou ribitol) e fosfato. Os &cidos teicoicos regulam o movimento de ions positivos
para dentro e para fora da célula. Eles também séo responsaveis pelo crescimento
celular, impedindo a ruptura extensa da parede e a possivel lise celular (SILVA et al.,
2007; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Clostridium spp e Staphylococcus spp sé&o
micro-organismos que possuem essas caracteristicas C. sporogenes, micro-
organismo Gram-positivo, tem sido utilizado como modelo de pesquisa para o C.
botulinum e para a validagcdo de processos térmicos para alimentos devido a sua
resisténcia térmica ser maior que das espécies de C. perfringens e C. botulinum
(BROWN, TRAN-DINH, and CHAPMAN, 2012). C. sporogenes & um micro-organismo
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esporulado, anaerdbio obrigatério, e esta incluido no grupo de Clostridios Sulfito
Redutores a 46 °C (MARTINS, 2016). Apresenta grande semelhanca genética e
fisiologica com C. botulinum, causador do botulismo, e difere deste por ndo produzir
neurotoxinas. E um micro-organismo putrefativo, responsavel pela decomposicéo de

proteinas com producdo de amdnia e acido sulfurico (BROWN, 2000).

Staphylococcus aureus é um patdégeno bacteriano Gram-positivo em forma
de coccus, imovel, anaerobio facultativo, ndo formador de esporos, catalase positivo,
mesofilo, que requer temperatura de crescimento variando entre 7 °C a 47,8 °C
(temperatura 6tima de 35 a 37 °C) e pH para crescimento de 4,0 a 9,8 (pH 6timo entre
6,0 e 7,0), produtor de enterotoxina entre 10 °C a 46 °C (FRANCO; LANDGRAF, 1996;
MASALHA et al., 2001; ZELENY et al., 2015). Essas caracteristicas possibilitam que
esta bactéria cresca em uma grande variedade de alimentos (SCHMITT; SCHULER-
SCHMID, 1990).

As doencas de origem alimentar provocada por S. aureus esta relacionada
a producao de enterotoxinas. As enterotoxinas estédo divididas sorologicamente em
cinco tipos principais, de A a E. As toxinas estafilococicas sdo estaveis ao calor e
capazes de resistir em fervura por varias horas nao desnaturando durante o cozimento

e, por isso apresentam risco a saude (FORSYTHE, 2013).

As cepas de S. aureus eram vulneraveis a penicilina, na década de 1940
mas, em 1944, comecgaram a desenvolver resisténcia. Em 1959, 80% das cepas
tornaram-se resistentes devido a producao de penicilinase, capaz de hidrolisar o anel
betalactamico da penicilina, tornando-a inativa (SANTOS et al., 2007). Em 1960, a
meticilina foi lancada no mercado como alternativa para cepas produtoras de
penicilinase, uma vez que essa droga ndo sofre acdo dessa enzima. Porém, em 1961,
relatos de cepas também resistentes a meticilina passaram a ser descritos e foram
identificados os denominados Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
(RICE, 2006). Trata-se de um micro-organismo com elevada resisténcia aos
antimicrobianos prescritos para o tratamento de infecgdes graves (ALVAREZ,
LABARCA; SALLES, 2010).

2.3 Bactérias Gram-Negativas
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As paredes celulares das bactérias Gram-negativas sdo mais complexas
guando comparadas as bactérias Gram-positivas. Elas sdo compostas por uma
membrana externa e um espaco periplasmatico contendo pequena quantidade de
peptidioglicano (QUINN, et al., 2018). O periplasma contém uma alta concentragéo de
enzimas de degradacdo e proteinas de transporte. A membrana externa da célula
Gram-negativa contém lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas e fosfolipideos
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; QUINN, et al., 2018).

O LPS é uma molécula grande e complexa que contém lipideos e
carboidratos e que consiste em trés componentes: (1) lipideo A, (2) um cerne
polissacarideo e (3) um polissacarideo O. O lipideo A encontra-se na parede superior
da membrana externa e é liberado quando as bactérias Gram-negativas morrem,
funcionando como uma endotoxina, responsavel pelos sintomas associados a
infeccbes como febre, dilatagdo de vasos sanguineos, choque e formacdo de
coagulos sanguineos. O cerne polissacaridico € ligado ao lipideo A e contém agucares
incomuns, sendo responsavel por fornecer estabilidade. O polissacarideo O se
estende para fora do cerne polissacaridico e € composto por moléculas de agucares,
funcionando como antigeno, diferenciando assim espécies de bactérias Gram-
negativas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

A membrana externa funciona como barreira para moléculas grandes
(proteinas) e é permeéavel a moléculas menores como purinas e aminoacidos, sendo,
desta maneira, seletivamente permedvel a moléculas com base em sua carga elétrica
e peso molecular. As moléculas passam através de canais de difusdo formados por
proteinas especiais chamadas porinas, que atravessam a membrana externa. Varias
porinas sdo especificas para diferentes tipos ou classes de moléculas pequenas, e
algumas permitem a passagem de moléculas maiores (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2007). Escherichia coli e Salmonella spp sdo exemplos de

micro-organismos com essas estruturas.

Escherichia coli &€ uma bactéria Gram-negativa, ndo esporulada,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, e coloniza o trato gastrointestinal de
mamiferos e aves, sendo de facil disseminacdo em meios como &gua, solo e
alimentos, podendo infectar humanos e animais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004;
MAINIL, 2013). Faz parte do grupo dos coliformes fecais, sdo aerobias ou anaerdbias
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facultativas, capazes de fermentar a lactose com producéo de gas, em 24 a 48 horas
a 37 °C (SILVA et al., 2007).

Para seu crescimento e sua sobrevivéncia no alimento, a bactéria requer a
interacdo de diversos fatores intrinsecos e extrinsecos. Desenvolve-se em uma
temperatura que pode variar de 7 a 46 °C, possui pH 6timo de 6,0 - 7,0 e atividade de
agua minima de 0,95. E sensivel ao aquecimento, dependendo da composicdo do
alimento, de pH e atividade de agua, sendo destruida a 60 °C por poucos segundos
(HOLT et al.,, 1994). E. coli é classificada de acordo com sua patologia em:
enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), extraintestinal (EXPEC),
enterohemorragica (EHEC), produtora de toxina Shiga (STEC), uropatogénica
(UPEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa (EAEC), além de outras como, por
exemplo, enteropatogénica para suinos (PEPEC) e patogénica para aves (APEC)
(KAPER et al., 2004).

As salmonelas sdo bacilos Gram-negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, iméveis ou
moveis por meio de flagelos peritriquios, mesofilos, capazes de crescer entre 5 °C a
45 °C (temperatura 6tima de 37 °C), pH entre 4 a 9 (pH 6timo 7) e se comportam como
patégenos intracelulares facultativos (HOLT et al., 1994; MADIGAN et al., 2010). O
género Salmonella divide-se em duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella
bongori, sendo identificados 2.610 sorotipos. Salmonella bongori possui 23 sorotipos
e Salmonella enterica possui 2.587, distribuidos entre suas seis subespécies: enterica,

salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (GUIBOURDENCHE et al., 2010).

2.4 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sao substancias que tém a capacidade de destruir ou
inibir o crescimento de micro-organismos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2017; JABERIAN; PIRI; NAZARI, 2013). Diversos fatores devem ser
considerados para avaliar a sua eficiéncia (MADIGAN et al., 2010; WEN et al., 2003):

1. O tamanho da populacdo microbiana;

2. As caracteristicas de resisténcia da populacdo microbiana;

3. As propriedades do composto onde estao 0S micro-organismos;
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4. A concentracao do antimicrobiano
5. O tempo de exposi¢cdo ao antimicrobiano;

6. A metodologia.

O uso indiscriminado dessas substancias vem aumentando em todo mundo
a resisténcia microbiana, que é a capacidade de um micro-organismo em resistir a
acao de um agente antimicrobiano. Representa uma adaptacao do micro-organismo
ao seu ambiente e resulta em reducdo ou eliminacdo da eficacia do agente
antimicrobiano (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2018;
SHIN et al., 2015).

Atualmente, a resisténcia microbiana € considerada uma das maiores
preocupacdes em saude publica, gerando consequéncias para a populagdo como, por
exemplo, a ineficacia dos tratamentos, o prolongamento das doencas e o aumento da
taxa de mortalidade (SHIN et al., 2015). Para aquisicéo de resisténcia, a bactéria pode
alterar seu DNA por mutag&o no DNA nativo ou por introdugédo de um DNA estranho,
tornando-se carreadora de genes de resisténcia proveniente de outras espécies de
bactérias (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA 2007; JOLIVET-
GOUGEON et al, 2011; MADIGAN et al., 2010). Existem quatro principais
mecanismos de resisténcia aos agentes antimicrobianos: alteracdo na permeabilidade
da membrana, alteracéo do sitio de acdo, bomba de efluxo e mecanismo enzimatico
(KUMAR, VARELA, 2013; RICE, BONOMO, 2005; RICE 2006). A permeabilidade da
membrana celular interfere na entrada do antimicrobiano para o interior da célula. A
composicdo da membrana externa nas bactérias Gram-negativas (fosfolipidios,
lipoproteina e lipopolissacarideos) confere uma penetracdo demorada do
antimicrobiano através das porinas, que estabelecem canais hidrofilicos especificos
pelos quais as substancias passam para o espaco periplasmatico e para o interior da
célula. As bactérias podem alterar as porinas especificas da membrana externa,
impedindo a penetracdo do antimicrobiano até seu local de acdo (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA 2007; MADIGAN et al., 2010).

A alteracéo do sitio de acdo do antimicrobiano na célula microbiana ocorre
pela transformacgéo do local-alvo. As bactérias podem adquirir genes transportados
por plasmideos (pequenas moléculas com codigo genético que sofrem replicagéo,

concentrado em uma mesma ceélula de bactéria) ou por transposons (segmentos de
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DNA capazes de mudar de posicdo dentro do genoma) e codificar enzimas que
inativam os alvos ou alterem a ligac&o com os antimicrobianos (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2007).Algumas bactérias adquirem resisténcia pelas
bombas de efluxo, proteinas existentes nas membranas, que fazem o bombeamento
ativo de antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2007; LAUDY; KULINSKA; TYSKI, 2017).
Ja a resisténcia enzimética ocorre quando bactérias produzem enzimas que
degradam e inativam os antimicrobianos. Um exemplo classico deste mecanismo € a
producao de B-lactamase (penicilase), que hidrolisa o anel B-lactamico das penicilinas,
destruindo o local onde os antimicrobianos dessa classe ligam-se as bactérias
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2007).

Com a resisténcia por multiplos mecanismos, torna-se cada vez mais dificil
o controle de patdégenos. Assim, novas estratégias terapéuticas sao urgentemente
necessarias para resolver o problema mundial de saude publica (WANG et al., 2017,
WHITE; BARBER; STOVER, 2017).

2.4.1 Medida da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana é avaliada pela Concentracdo Minima Inibitéria
(CMI) ou pela Concentracdo Minima Bactericida (CMB). A CMI representa a menor
concentracdo do agente antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento
de um micro-organismo em um tempo especifico. A CMB é a menor concentracdo que
resulta na morte microbiana, ou seja, a concentracado bactericida (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2012).

As metodologias de determinacdo de CMI e CMB sao preconizadas pelo
Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI) com base no Estudo Colaborativo
Internacional (Internatinal Collaborative Study). O CLSI é uma organizagcdo sem fins
lucrativos que reune conhecimentos da comunidade mundial de laboratérios para o
avanco da medicina laboratorial por meio do desenvolvimento e da implementacgéo de
padrdes laboratoriais (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2012).
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Os métodos mais utilizados para avaliar a susceptibilidade in vitro de
bactérias aerObias ou anaerdbias facultativas a agentes antimicrobianos sao 0s
ensaios de disco-difusdo (Documento M02 - Al12 - CLSI; CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2015b), diluicdo (macrodiluicdo e
microdiluicdo) em caldo e diluicdo em agar (Documento M0O7- A10 — CLSI; CLINICAL
AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2015a). Para o crescimento de
bactérias anaerobias é utilizado o método de diluicdo (M11 — A8 — CLSI; CLINICAL
AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2012).

O método de disco-difusdo é qualitativo e seu principio se baseia na difuséo
do antimicrobiano na superficie do agar a partir de um disco impregnado com o
antimicrobiano (GOMEZ et al., 2012). J& o método de diluicdo € quantitativo. Uma
série de tubos ou microplacas sdo preparados com diferentes concentragdes dos
agentes antimicrobianos e incubados com a solucéo padrdo do micro-organismo a ser
testado. Neste método, a CMI é identificada pela menor concentracdo do
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento do in6culo e a CMB é identificada pela
menor concentragdo que causa a morte do micro-organismo (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2015a).

2.5 Antioxidantes em Alimentos

A oxidacdo biolégica € determinante na qualidade dos produtos
alimenticios, interferindo na cor, adstringéncia, aroma e sabor dos alimentos. Os
danos oxidativos induzidos pelos radicais livres compreendem modificacbes nos
lipideos insaturados, nas proteinas, nos carboidratos e nas vitaminas presentes nos
alimentos (BIANCHI; ANTUNES; 1999; KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA,
2004).

Os radicais livres sdo moléculas ou ions que apresentam um ou mais
elétrons ndo pareados em um orbital atbmico ou molecular, o que lhes confere alta
reatividade (ANGELO; JORGE, 2007). Os radicais livres provenientes da reducéo do
oxigénio sdo denominados Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), por exemplo o
radical hidroxila, o anion radical superoxido e o perdxido de hidrogénio, enquanto que

as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN) sdo derivadas do Oxido nitrico. Essas
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espécies reativas sdo capazes de reagir com as moléculas celulares e teciduais
causando lesbes, como a peroxidacdo de lipideos, a oxidacdo de proteinas, a
inativacao enzimatica, danos ao DNA e a ativacao excessiva de genes ativos durante
a diferenciacao e proliferacao celular (FERRARI, 1998).

Antioxidantes sao substancias capazes de atrasar ou inibir a oxidacao de
um substrato por meio da eliminacdo dos radicais livres (BREWER, 2011) e sao
classificados em antioxidantes enziméaticos e ndo-enzimaticos. Os primeiros removem
as espécies reativas de oxigénio do meio, bloqueando a iniciacdo da oxidacéo e os
segundos interagem com os radicais livres, consumindo-os durante a reacéo
(FARIAS, 2004). A interacdo com os radicais livres ocorre por diversos mecanismos,
tais como eliminacéo de espécies que iniciam a peroxidacao, quelacao de metais para
impedir a geracdo de espécies reativas, interagdo com Oz para a prevencdo da
formacdo de peréxidos, interrupcéo da reacdo em cadeia auto-oxidativa e reducéo de
concentragdes de O2 localizadas (SHAHIDI; ZHONG, 2015).

O consumo diario de alimentos com antioxidantes produz acao protetora
efetiva no organismo contra formas reativas de oxigénio, prevenindo doencas como
cancer, aterosclerose, diabetes, artrite, entre outras (HALLIWELL, 2011,
RAMARATHNAM; OSAWA, 1994).

Algumas plantas possuem componentes bioativos com agéo antioxidante
cuja eficacia depende de sua estrutura quimica, de sua concentragao e interacao com
0S outros componentes no alimento, além das condi¢cdes ambientais (JAAKOLA,;
HOHTOLA, 2010). Fatores genéticos, grau de maturacdo e variedade da planta e
localizacao fisica, também influenciam a eficacia dos compostos bioativos (JAAKOLA;
HOHTOLA, 2010; KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004). Além disso, a
atividade antioxidante das plantas também é afetada pelas caracteristicas peculiares
de cada método de extracdo (ACQUAVIVA et al., 2013; MICHAEL et al., 2002).

2.5.1 Medida da atividade antioxidante
E importante compreender os ensaios de capacidade antioxidante, seus

mecanismos e principios para fazer a escolha adequada do método a ser utilizado na

determinacdo da atividade antioxidante, de acordo com as caracteristicas das



27

amostras. Neste estudo, foram utilizadas duas metodologias para a determinacéo da
atividade antioxidade, a medida da Capacidade de Absor¢cdo do Radical Oxigénio

(ORAC) e 0 ensaio do Poder Antioxidante por Reducéo Férrica (FRAP).

O principio do método ORAC consiste na medida do decréscimo da
fluorescéncia das proteinas, moléculas alvos dos radicais livres de oxigénio, ao sofrer
dano oxidativo (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Neste método, a capacidade
antioxidante é avaliada a partir da inibicdo da oxidacdo induzida por radicais peroxil.
A peroxila é utilizada como radical livre por ser a espécie reativa de oxigénio
predominante na oxidacao lipidica em alimentos e sistemas biologicos. Como fonte
desse radical, utiliza-se o 2,2-azobis 2-amidinopropano dihidrocloreto (AAPH), que os
gera depois de sofrer decomposicao térmica (ANTOLOVICH et al., 2002). O possivel
antioxidante reage com os radicais peroxila, doando atomos de hidrogénio e inibindo
a perda da intensidade da fluorescéncia das proteinas. Essa inibicdo é proporcional a
atividade antioxidante (ANTOLOVICH et al., 2002). Um conjunto de curvas do
decréscimo da fluorescéncia € construido e a area entre presenca e auséncia do
antioxidante é calculada como um indicador da capacidade de eliminacao de radicais

peroxil. O antioxidante padrdo Trolox é utilizado como valor de referéncia.

O método FRAP determina a capacidade dos antioxidantes em reduzir , em
meio acido, o ion Fe3" (forma férrica) em ion Fe?* (forma ferrosa), presente no
complexo 2,4,6 tripiridil-s-triazina (TPTZ). A formacdo do composto reduzido leva a
formacdo de uma coloracdo intensa que € medida por meio da absorbancia no
comprimento de onda de 595 nm (BENZIE; STRAIN, 1996; ANTOLOVICH et al.,
2002). Quanto maior a absorbancia ou intensidade da coloracdo, maior serd o

potencial antioxidante.

2.6 Plantas com atividade bioldgica

O Brasil destaca-se como o0 pais com a maior diversidade biolégica do
mundo. Estima-se que o pais abrigue de 15 a 20% de toda a biodiversidade mundial,
cerca de 55 a 60 mil espécies de plantas (22 a 24% do total mundial) (BRASIL, 2001).
Este capital natural € muito importante para a economia nacional pois, conforme

cresce 0 conhecimento sobre a grande biodiversidade brasileira, também cresce a
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variedade de espécies utilizadas para uma diversidade de produtos, como por

exemplo, alimentos, medicamentos, 6leos essenciais, entre outros (BRASIL, 2001).

Nas ultimas décadas, o uso de plantas e extratos de plantas na salude e em
setores de alimentacdo aumentou (PICCIRILLO et al., 2013). As pesquisas de suas
propriedades terapéuticas tém crescido devido a vantagens, tais como eficacia,
seguranca, disponibilidade, aceitabilidade cultural, compatibilidade com o corpo
humano e menos efeitos colaterais (KHOMARLOU, et al., 2017; SRINIVAS; REDDY,
2012). A presenga de substancias fitoquimicas nas plantas, tais como alcaloides,
glicosideos, 6leos volateis, taninos, esteroides, saponinas, polifendis, flavonoides e
outros compostos quimicos secundarios, favorece a ocorréncia de atividades
antimicrobiana e antioxidante nos seus extratos (GOMMA, 2016; MACIEL et al., 2002).

A eficiencia dessas atividades depende de diferentes fatores como
temperatura, exposicdo solar, quantidade de agua, nutrientes, periodo e horario da
coleta, método de coleta, idade e parte da planta utilizada, secagem, armazenamento
e transporte. Além disso, as caracteristicas dos solventes utilizados para a extracdo
dos principios ativos também influenciam essas atividades (BRASIL, 2001; MANZAN
et al, 2003; NEGI, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999).

Muitas espécies de plantas medicinais podem ser utilizadas como aditivos
em alimentos para retardar a oxidacéo lipidica e conferir seguranca (LIU et al., 2012 ;
SEMWAL et al., 2015; XU et al., 2015). Dentre essas plantas, incluem-se Curcuma

longa e Bixa orellana.

2.6.1 Curcumalonga

A Curcuma longa L., também conhecida como acafrdo-da-terra, acafrao-
da-india, tumérico ou gengibre dourado, pertencente a familia das Zingiberaceae, é
uma planta herbéacia, perene, com ramificagfes laterais e de pequeno porte, medindo
até 12 cm de comprimento e até 5 cm de didmetro. E uma espécie amplamente
cultivada nas regides sul e sudoeste da Asia (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2010; KOCAADAM; SANLIER, 2017; XU et al., 2015).
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A parte utilizada da planta é o rizoma, caule parcialmente ou totalmente
subterraneo que, externamente, apresenta uma coloracdo esbranquicada ou
acinzentada e, internamente, amarelada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2010). Do rizoma saem as folhas e as hastes florais. Esta planta se
reproduz por pedacos do rizoma em solo argiloso, fértil e de facil drenagem. A colheita
deve ocorrer na época em que a planta perde a parte aérea, depois da floracdo. Nesta
fase, os rizomas apresentam pigmentos amarelos intensos (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2010). Apresenta sabor picante, flavor caracteristico e
coloracdo amarelo-laranja. Comercialmente, é utlizada na forma de especiaria, como
corante e amido industrial (FRANKLIN et al., 2017; SELVAM et al., 2015).

O rizoma do acafrdo-da-terra € composto, em maior quantidade, por amido,
proteinas, lipideos, fibras e, em menor propor¢do, por pigmentos curcuminoides e
Oleos essenciais (GUPTA, MAHAJAN; SHARMA, 2015). Os curcuminoides contém
curcumina em maior concentragdo e desmetoxicurcumina (DMC) e bis-
desmetoxicurcumina (BMC) em baixas concentragfes. A curcumina € formada por
duas estruturas de anel fendlico aromético ligadas por dois grupos carbonila a, 8 -
insaturados, que sdo responsaveis por efeitos anti-inflamatérios, anticancerigenos,
antioxidantes e antimicrobianos (DONG et al., 2015; GUL; BAKHT, 2015; JUNG et al.,
2016; KOCAADAM; SANLIER, 2017; RAHMAN; ANGAWI; KADI, 2015).

A curcumina é altamente eficiente na neutralizacdo de radicais livres,
possuindo cerca de duas vezes a atividade antioxidante do polifenol resveratrol, em
uma mesma concentracado (AFTAB; VIEIRA, 2010). Os principais componentes do
Oleo de curcuma, responsaveis por essa atividade antioxidante, sdo a- e 3- turmerona,
curlone e a-terpineo (AFTAB; VIEIRA, 2010).

O uso de Curcuma longa L é indicado para prevencgdo e tratamento de
doencas neurologicas, autoimunes, cardiovasculares e dermatologicas, diabetes,
infeccdes, estresse, depressao e disturbios metabdlicos relacionados a obesidade
(KOCAADAM; SANLIER, 2017; MALLMANN et al., 2017; SEPTEMBRE-MALATERRE
et al., 2016).

2.6.2 Bixa orellana
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O urucum (Bixa orellana) € uma planta tropical originaria da América
Central e do Sul (DE ANDRADE et al., 2016), cujo arbusto pode atingir de 2 a 9 m de
altura. Os frutos possuem formato de capsula, com grande nimero de sementes (JHA,
NATH, 2016). E uma cultura que tem como principal produto a semente, cada vez com
mais importancia econémica, uma vez que de seu pericarpo sao extraidos pigmentos
(SIVA et al., 2010) amplamente utilizados nas industrias farmacéuticas, téxteis, de
alimentos e bebidas, de tintas e de cosméticos (ANDRADE et al., 2016; BRAGA et al.,
2007).

As sementes contém flavonoides e alcaloides e o principal pigmento
encontrado é a bixina, de coloracdo vermelho-amarelada, que representa cerca de
80% de todos os carotendides presentes na semente (ALCAZAR-ALAY et al., 2017).
A bixina é solavel em 6leo e é o Unico carotenoide natural que possui dois grupos
carboxilicos, podendo contribuir para a protecéo de células e tecidos contra os efeitos
deletérios das espécies reativas de oxigénio e radicais livres, além de possuir efeitos
anti-inflamatério e antimicrobiano (JHA; NATH, 2016).

2.7 Compostos Fendlicos

Os vegetais possuem dois tipos de metabdlitos: primarios e secundarios.
Os metabdlitos primarios exercem funcéo ativa nos processos de fotossintese,
atuando na respiracdo e desenvolvimento (NASCIMENTO, 2016; SILVA et al., 2010).
Os metabdlitos secundarios sdo sintetizados durante a fotossintese e estédo
envolvidos na adaptacdo a condicbes de estresse ambiental, atuando como
mecanismo de defesa contra herbivoros, micro-organimos e plantas concorrentes
(NASCIMENTO, 2016; SILVA et al., 2010).

Dentre os metabdlitos secundarios estdo os alcaloides (compostos
nitrogenados heterociclicos), os terpenos (varias unidades de isopropenos), 0s
esteroides e os compostos fendlicos, também chamados de polifenéis (MARTINS;
PETROPOULOS; FERREIRA, 2016; NASCIMENTO, 2016; SOARES, 2002).

Os compostos fendlicos possuem uma estrutura basica formada por um

anel aromético e uma ou mais hidroxilas, e estdo presentes nos vegetais na forma
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livre ou ligados a acucares (glicosideos) e proteinas. Conforme as estruturas
quimicas, sao agrupados nas classes acidos fendlicos ou néao-flavondides
(Subclasses: acidos hidroxibenzoicos e acidos hidroxicinamicos), flavonoides
(Subclasses: antocianidinas, flavonas, isoflavonas, flavondéis, flavanonas e flavanadis),
taninos e tocoferdis (HOLLMAN; KATAN, 1999; LIU et al.,, 2015; MERKEN;
BEECHER, 2000; NASCIMENTO, 2016).

Esses compostos sdo biologicamente ativos, capazes de interferir a nivel
molecular no organismo, inibindo ou reduzindo a acdo de radicais livres. Sua presenca
em plantas tem sido muito estudada por apresentarem atividades farmacoldgicas e
por inibirem a oxidacéo lipidica (HOLLMAN; KATAN, 1999; RICE-EVANS, C. A,
MILLER, N. J.; PAGANGA, 1996).

2.8 Caracterizacdo de compostos quimicos de plantas

A técnica de espectrometria de massas permite reconhecer componentes
importantes na identificacdo de metabdlitos primarios e secundarios em plantas. Esta
técnica foi utilizada para a caracterizacdo quimica dos extratos de plantas usados

neste trabalho.

Esta metodologia é composta por quatro equipamentos: cromatdgrafo
liquido de ultra-presséo (UPLC - Ultra Pressure Liquid Chromatography), ionizador por
eletrospray (ESI), analisadores de massas quadrupolar e por tempo de voo (TOF). O
sistema de UPLC é constituido por quatro componentes principais: uma bomba, um
sistema de injecédo, uma coluna de separacao e um detector (JIN et al., 2008).

Neste sistema, a separacdo ocorre em duas fases: a fase movel e a fase
estacionaria. A fase estacionaria € composta por uma coluna com particulas pequenas
e porosas ou por um liquido de propriedades especificas, onde, quanto menor for a
particula, mais eficiente € a separacdo. A fase movel é composta de liquido, gas ou
fluido supercritico e, juntamente com a amostra a separar, transcorre ao longo da fase
estacionéaria (PORTO, 2014; GUILLARME et al., 2007).

A fase movel passa pela fase estacionaria através dos poros existentes

entre as particulas que a compdem, possibilitando a separacdo dos compostos
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através de interagdes quimicas ou fisicas, por um processo chamado eluicdo. Estes
compostos sédo identificados na saida da coluna cromatografica por um detector, que
representa os compostos em forma de grafico (PORTO, 2014). O tempo que um
componente de uma amostra (na fase movel) demora para atravessar a coluna (fase
estacionaria) e atingir o detector € denominado tempo de retencéo, e pode variar com

o fluxo, o comprimento e o didametro da coluna (PORTO, 2014).

A tecnologia da UPLC vem sendo melhorada pela utilizacdo de particulas
menores na fase estacionéria, possibilitando melhor resolucao, velocidade, rapidez e,
sensibilidade (JIN et al., 2008; WATERS, 2018).

O ESI é utilizado como conexao entre separacdes por UPLC e identificacédo
dos compostos por espectrometria de massas simples (MS) ou sequencial (MS/MSn)
(SAWAYA, 2006). Nesta etapa, moléculas polares, de pequenas até grandes massas
e termicamente instaveis sao transferidas para a fase gasosa, possibilitando a analise
por espectrometria de massas. Na ionizagao classica, como a ionizacao por elétrons
(El), somente € possivel a ionizacdo de compostos previamente volatilizados e,
geralmente, as moléculas se fragmentam, impossibilitando a identificacdo de
compostos em misturas. Na ESI, a maioria das moléculas é observada sem
fragmentacao, permitindo a visualizacdo de ions individuais em misturas complexas
(SAWAYA, 2006).

Para analisar moléculas com sitios basicos (protonac¢éo), o acido férmico é
adicionado a solucdo, facilitando a protonacdo do analito, formando ions [M + H]+ e
sua andlise é feita em modo positivo. Para moléculas contendo sitios acidos adiciona-
se solucdo de hidréxido de aménio, o que facilita a perda de um préton da molécula,
formando [M - H]- e a analise é feita em modo negativo (SAWAYA, 2006). Os
analisadores de massa quadrupolares sdo compostos de barras paralelas e cilindricas
de aco inox e tém a finalidade de selecionar o ion, dissociar e analisar os fragmentos
produzidos (SAWAYA, 2006). Dentro deles, os ions oscilam de acordo com a
voltagem e a radio frequéncia aplicadas nas barras e tomam uma determinada

trajetoria com base na relacdo massa/carga, até alcancar o detector (SAWAYA, 2006).

No TOF, os ions que passam através do analisador de massas recebem

um impulso cinético inicial igual e chegam ao detector em tempos diferentes de acordo
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com a relagdo massa e a carga (m/z). Os ions com menor m/z, possuem maior
velocidade e chegam primeiro ao detector. Pela medida do tempo de voo dos ions,
pode-se concluir a m/z, podendo analisar compostos de pequenas e grandes
moléculas (SAWAYA, 2006).

3 OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi identificar os compostos quimicos presentes
nos extratos de Curcuma longa e Bixa orellana e neles avaliar a ocorréncia de
atividade antioxidante e antimicrobiana contra Staphyloccoccus aureus, Escherichia
coli, Salmonella Typhymurium e Clostridium sporogenes, visando sua utilizagdo como

substitutos de conservantes sintéticos.
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CAPITULO 2 - ARTIGO CIENTIFICO - CARACTERIZACAO QUIMICA E
ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATOS ETANOLICOS DE Curcuma longa E Bixa
orellana PERIODICO: MOLECULES

RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a composicdo quimica e as atividades
antimicrobiana e antioxidante dos extratos etandlicos de Curcuma longa e Bixa
orellana, na busca por substituintes aos aditivos sintéticos utilizados como
conservadores na industria de alimentos. Pela espectrometria de massa (GC-MS),
foram identificados bisdemetoxicurcumina, demetoxicurcumina e curcumina no
extrato de C. longa e prunina e naringenina no extrato de B. orellana. C. longa
apresentou atividade antimicrobiana frente a Clostridium sporogenes e
Staphylococcus aureus, com concentracdo bactericida minima (CBM) de 25 mg/mL e
156 pg/mL, respectivamente. O extrato de B. orellana apresentou CBM de 50 mg/mL
para C. sporogenes e 625 ug/mL para S. aureus. Nenhum dos extratos apresentou
atividade bactericida para Escherichia coli e Salmonella Typhimurium. A atividade
antioxidante dos extratos foi evidenciada pelos métodos Poder Antioxidante por
Reducao Férrica (FRAP) e Capacidade de Absorcédo do Radical Oxigénio (ORAC). O
extrato de B. orellana apresentou maior atividade antioxidante pelos métodos FRAP e
ORAC (277,70 e 455,17 mM trolox equivalente/g, respectivamente) do que o extrato
de C. longa (129,74 e 217,98 mM trolox equivalente/g, respectivamente). Os efeitos
bioldgicos dos extratos etandlicos de C. longa e B. orellana revelados no presente
estudo apontaram seu potencial para a utilizacdo na industria de alimentos como uma

alternativa aos aditivos sintéticos.

Palavras-chave: antibacterianos, antioxidantes, aditivos alimentares, bactérias
anaerobias, bactérias aerobias, bactérias Gram-negativas, bactérias Gram-positivas,

espectrometria de massas, curcumina, flavononas.
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CHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF Curcuma
longa and Bixa orellana ETHANOLIC EXTRACTS

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the chemical composition and the
antimicrobial and antioxidant activities of Curcuma longa and Bixa orellana ethanolic
extracts, in the search for alternatives to the synthetic additives used in the food
industry. Mass spectrometry (GC-MS), identified bisdemethoxycurcumin,
demethoxycurcumin and curcumin in the extract of C. longa and prunin and naringenin
in the extract of B. orellana. C. long showed antimicrobial activity against Clostridium
sporogenes and Staphylococcus aureus, with a minimum bactericidal concentration
(MBC) of 25 mg/mL and 156 ug/mL, respectively. MBC of B. orellana extract was 50
mg/mL for C. sporogenes and 625 pg/mL for S. aureus. None of the extracts showed
bactericidal activity against Escherichia coli and Salmonella Typhimurium. The
antioxidant activity of the extracts was evidenced by the methods Iron Reduction
Antioxidant Power (FRAP) and Oxygen Radical Absorption Capacity (ORAC). B.
orellana extract had higher antioxidant activity by FRAP and ORAC (277.70 and
455.17 mM trolox equivalent/g, respectively) than C. longa extract (129.74 and 217.98
mM trolox equivalent/g, respectively). The biological effects of C. longa and B. orellana
ethanolic extracts revealed in this study indicated their potential as an alternative to

synthetic additives used in the food industry.

Keywords: antibacterials, antioxidants, food additives, anaerobic bacteria, aerobic
bacteria, Gram-negative bacteria, Gram-positive bacteria, mass spectrometry,
curcumin, flavonones.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos avangos significativos na ciéncia e tecnologia dos alimentos e
no conhecimento do consumidor em relacdo a manipulacdo dos alimentos, as
doencas de origem alimentar continuam crescendo, trazendo sequelas nocivas para
a saude e para a economia dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento [1]. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ressalta o fato de que a falta de seguranca dos

alimentos esta ligada a morte de cerca de dois milhdes de pessoas anualmente [2].

No Brasil, a incidéncia da maioria das doencas transmitidas por alimentos
(DTA) permaneceu inalterada ou aumentou na ultima década. Em 2018, foram
notificados aproximadamente 500 surtos de DTA [3]. Nos Estados Unidos, 48 milhdes

de casos sao relatados por ano, resultando em 3000 mortes [4].

Alguns micro-organismos estdo diretamente relacionados as DTA, como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. e Clostridium spp. [5]. Essas
bactérias prejudicam seriamente a salde humana, sendo necessario seu controle no
alimento [6]. No Brasil, no periodo de 2007 a 2018, a maioria dos agentes etioldgicos
de DTA foram E. coli (n = 525), Salmonella (n = 515), S. aureus (n =407) e Clostridium
spp. (n =119), representando 95,9% das notificacBes [3] e variantes dessas bactérias

vém desenvolvendo resisténcia a agentes antimicrobianos importantes [7].

A conscientizagdo dos consumidores para o risco dos aditivos alimentares
sintéticos cresce constantemente [8], resultando na necessidade da industria de
alimentos em buscar aditivos naturais que possam substitui-los. A OMS j& relatou o
risco do consumo excessivo de carnes processadas com adicdo de nitrito, advertindo
sobre o potencial cancerigeno desse aditivo [9], e a necessidade de substituicdo dos

conservantes sintéticos na fabricacéo de alimentos.

O avanco das ciéncias fitoquimicas e fitofarmacoldgicas permite a
descoberta da composicdo de vegetais com propriedades antimicrobianas e
antioxidantes, que podem encontrar uso industrial [10]. Os fitoterapicos tém sido
utilizados para o tratamento de doencas e como suplemento alimentar, devido a

presenca de fitonutrientes como vitaminas, minerais e compostos bioativos [11,12].
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Produtos naturais como acafrdo e urucum possuem a capacidade de
melhorar a estabilidade oxidativa de produtos alimenticios e aumentar sua vida (util,
por apresentarem caracteristicas antioxidantes [13,14]. A oxidacao lipidica € uma das
principais causas de deterioracdo quimica dos alimentos, pois provoca danos nas
proteinas, no DNA e nos lipidios, resultando em perda da qualidade nutricional,
alteracdes nos atributos sensoriais (cor, sabor e odor de rango) e, ocasionalmente,

levando a producao de compostos toxicos [15].

Visando buscar alternativas para a substituicdo dos aditivos sintéticos na
industria de alimentos, este estudo, avaliou, “in vitro”’, as atividades antimicrobiana e
antioxidante dos extratos do rizoma de Curcuma longa (acafrdo) e do fruto da Bixa

orellana (urucum).
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2 RESULTADOS

2.1 Composicado quimica dos extratos de Curcuma longa e Bixa

orellana

A andlise qualitativa da composicdo quimica dos extratos de C. longa e B. orellana
revelou a presengca de varios compostos bioativos. No extrato de C. longa,
bisdemetoxicurcumina, demetoxicurcumina e curcumina foram 0sS componentes
dominantes, além de aminoacidos (Figura 1). No extrato da B. orellana, os principais

compostos identificados foram prunina e naringenina (Figura 2)

UPLC-QToF 3651 o
(a) 100709“1 . =
6.74
P 1280
i 5\1 Jg_ga 9 1148 W?é; ,V"‘ :g;zz
| \rﬂl : b fesd T mﬁlw 58 1277“'\ h \wj(éa

11.20 286 31183'39 \ :
’ \ ( : | 131950 1aslh [ 11.90

1 1\ 3 I j\ 9.31 1 ““M
[ ) iy,
198 ) b 15.10 7.985 13 8289.16 7976 R bt ot W/ by
o i | v 772, y 1014 bt w0 ™
J"l ﬁ'\. v _“'u- \‘ \‘\J E“ \‘:’:ﬁi iﬁi‘_‘mf‘ i W%Ww\ﬂ'm\ i Mww,yﬂ J MI‘"’W Al

100 200 300 = 400 500 | 600 700 800 | 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

UPLC-QToF_3787 1: TOF MS ES+
3 1155 BPI
(b) | 100 | 1.88e3
logo \
|
e

J 10 11.300 } 13)118
i 8 L1221 1286,

6.82 128607
M 45 5?7 N 874 984

i 1483
\\ [}
< 906 T 1021 1075 H b P
P O S N N e )

A‘W-Mﬂ..\w, u_w,( ku'
— I s 1 Time
11.00 12.00 13.00 14.00 15.00

P LV

R T T o T R i
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Figura 1. Cromatograma do extrato etandlico bruto do rizoma da Curcuma longa nos
modos negativo (a) e positivo (b) de ionizacao.
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Figura 2. Cromatograma do extrato etanélico bruto do fruto da Bixa orellana nos modos

negativo (a) e positivo (b) de ionizagéao.

Com base na literatura [16], os picos 1 e 2 no cromatograma negativo (Fig.
la) foram identificados como sacarose, cuja presenca foi confirmada no modo de
ionizacao positivo (Fig. 1b), pelas fragmentacdes caracteristicas. O pico 3, no modo
de ionizacdo negativo (Fig. 1a), identificou o aminoacido fenilalanina e o pico 4, nos
modos de ionizacdo positivo e negativo (Fig. 1a e 1b), identificou o aminoéacido
triptofano, conforme relatado por Wrona (2016) [17].

Os picos 11, 12, 13, 14, 19, 20, 21 e 22 no modo de ionizagdo negativo
(Fig. 1a), identificados com base no estudo de Herebian et al. (2009) [18], sdo
caracteristicos dos compostos da classe dos curcumindides, dentre eles a
bisdemetoxicurcumina (picos 11, 19 e 20), a curcumina (picos 13, 14 e 22) e a
demetoxicurcumina (picos 12 e 21). Os picos 11, 20 e 22 foram confirmados no modo
de ionizagcdo positivo (Fig. 1b), exibindo fragmentos caracteristicos para a
bisdemetoxicurcumina (pico 20) e para a curcumina (picos 11 e 22). Os picos 5-10,
15-18 e 23 sao referentes a substancias cujas formulas moleculares ndo possuem

relatos na literatura (Fig. 1a e 1b).

O pico 9 da Fig. 2a no modo de ionizacao negativo foi identificado como
prunina, conforme ja relatado na literatura por Li et al. (2016) [19]. O pico 10 no modo

de ionizacao positivo (Fig. 2b) e o pico 11 no modo de ioniza¢do negativo (Fig. 2a)
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foram identificados como naringenina, também relatados anteriormente por Li et al.
(2016) [19]. Os picos 1 e 2 no cromatograma negativo (Fig. 2a), de acordo com Farag
et al. (2014), indicam a presenca de sacarose [16]. Os picos 3-7, 8 e 12 n&o foram

identificados ap0s intensa busca na literatura (Fig 2a e 2b).

2.2 Atividade antimicrobiana dos extratos de Curcuma longa e Bixa

orellana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada frente a micro-
organismos Gram-positivos e Gram-negativos, aerobios e anaerdbios. Ndo houve
atividade bactericida das diluicbes dos extratos das plantas testadas para as bactérias
Gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella Typhymurium). Para Staphylococcus
aureus MRSA, a concentracdo bactericida minima (CBM) foi de 156 pg/mL quando
utilizada C. longa e de 625 pg/mL quando a bactéria foi exposta a B. orellana. Para
Clostridium sporogenes, a CBM foi de 25 mg/mL para C. longa e de 50 mg/mL para
B. orellana. O controle negativo realizado com etanol ndo mostrou efeito inibidor sobre
as bactérias testadas e os controles positivos permitiram o crescimento de todas elas.

2.3 Atividade antioxidante dos extratos de Curcuma longa e Bixa

orellana

O perfil de atividade antioxidante foi analisado nas concentracdes capazes
de inibir o crescimento de C. sporogenes, e esta apresentado na Tabela 1.

Em ambas as técnicas testadas (FRAP e ORAC), o extrato de B. orellana
5% apresentou atividade antioxidante superior a do extrato de C. longa 2,5%.
Comparando-se os métodos, o ORAC apresentou resultados superiores ao FRAP
para os dois extratos. Os valores do coeficiente de variacdo foram considerados

satisfatorios.
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Tabela 1. Atividade antioxidante* dos extratos etandlicos brutos de Curcuma longa e
Bixa orellana.

Extratos
Métodos Curcuma longa (2.5%) Bixa orellana (5%)
X+S CVv XS CV
FRAP 129,738 + 1,07 0,8265 277,699 + 3,63 1,3079
ORAC 217,976 £ 4,34 1,9917 455,167 + 47,39 10,4123

*mM trolox equivalente; X + S = média + desvio padréo; CV = coeficiente de variacao.
FRAP = Poder antioxidante por reducéo férrica
ORAC = Capacidade de absorc¢éo do radical oxigénio
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3 DISCUSSAO

3.1 Composicado quimica dos extratos de Curcuma longa e Bixa

orellana

C. longa apresentou como compostos fendlicos dominantes o0s
curcuminoides, incluindo a curcumina e seus derivados, desmetoxicurcumina e
bisdemetoxicurcumina [20]. Os curcuminoides sao importantes compostos bioativos

com potencial medicinal, que podem ser muito Gteis na inddstria alimenticia [21,22].

Kim et al. (2005) analisaram o perfil quimico da C. longa originaria da Korea
e também encontraram os flavonoides como dominantes, além de glicosideos e
esteroides [23]. Em outro estudo [24], a composicdo e a bioatividade de rizomas de
C. longa coletados de 20 habitats diferentes foram analisadas, e o0s principais
compostos encontrados foram ar-turmerona (0,92-42,85%), B-turmerona (5,13-
42,54%), a-zingibereno (0,25-25,05%), ar-curcumeno (1,21-15,70%) e B-
sesquifelandreno (0,05-14,88%) [24]. Esses resultados demonstram que a
composi¢do quimica dos rizomas de C. longa cultivados em diferentes locais varia,
proporcionando distintas atividades biolégicas. A diferenca na composicdo esta
relacionada a fatores que afetam diretamente a qualidade e a quantidade de
metabdlitos secundarios presentes no extrato final, tais como condi¢cfes climaticas e
sazonais, precipitacdo, concentracao de nutrientes do solo ou tempo de coleta, entre
outros [25].

Ao pesquisar diferentes solventes para a preparacdo de extratos de C.
longa, Gupta et al. (2015) obtiveram como compostos dominantes alcaloides, taninos,
flavonoides, glicosideos e carboidratos [26]. Em nosso estudo, a extracdo com etanol
permitiu a identificacao de flavonoides, carboidratos e aminoacidos. Essas diferencas
podem ser justificadas pelo perfil fitoquimico das plantas e pelos extratores serem

diferentes em cada experimento [25].

Neste estudo, mostramos algumas diferengas qualitativas com outros
relatorios de andlise de GC-MS da C. longa [23,24,26]. Porém, todos os trabalhos
citados identificaram compostos com capacidade de prospeccdo biotecnoldgica,
evidenciando a importancia do rizoma de C. longa como fonte de bioatividade.
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B. orellana apresentou como compostos dominantes a prunina e a
naringenina. A naringenina € um flavonoide que ocorre na forma de glicosideo,
apresentando um amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo antibacteriana,
antifingica, antioxidante e anticancerigena [27]. Também foram observados
derivados da naringenina em extratos vegetais da familia Asteraceae, plantas com

propriedades medicinais [28].

Os compostos fendlicos representam 0s principais constituintes quimicos
de diferentes partes da B. Orellana [14]. Esses compostos exercem efeitos toxicos em
nivel de membrana celular, com intensidade variavel, dependendo de sua
hidrofobicidade [29]. O fenol exerce seu efeito toxico por influenciar as relagbes
proteina-lipideo e induzir o efluxo de ions de potassio, além de também poder

provocar a lise da parede celular bacteriana [30,31].

3.2 Atividade antimicrobiana dos extratos de Curcuma longa e Bixa

orellana

O extrato do rizoma da C. longa apresentou atividade antimicrobiana frente
as bactérias Gram-positivas S. aureus (aerbbia) e C. sporogenes (anaerdbia), mas
ndo frente as bactérias Gram-negativas avaliadas. A complexidade da membrana
exterma das bactérias Gram-negativas pode dificultar a penetracdo de substancias
com acdo antimicrobiana nas células, sua forte carga negativa também é um fator
importante na evasao de fagocitose e na lise celular [32,33]. Além disso, esse grupo
de bactérias concentra uma série de enzimas no espaco periplasmatico da parede
celular, que podem inativar compostos antimicrobianos. Resultados similares aos
observados neste experimento foram relatados para os mais diversos extratos e 6leos
essenciais de plantas [32,34,35]. Gul et al. (2004) analisaram a atividade
antimicrobiana da C. longa contra S. aureus e E. coli e o resultado foi semelhante ao
constatado neste estudo [36]. A atividade antimicrobiana do extrato de C. longa contra
S. aureus (156 pg/mL) e C. sporogenes (25 mg/mL) foi atribuida a presenca dos
curcuminoides identificados na CG-MS [37]. S. aureus resistente a meticilina (MRSA)
foi utilizado para a avaliacéo da propriedade antimicrobiana dos extratos das plantas

por apresentar perfil de resisténcia a maioria dos antimicrobianos existentes no
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mercado, 0 que demanda a busca por compostos alternativos com propriedades

conservantes para manter a seguranca dos alimentos [38].

Vérias partes da planta de C. longa possuem atividade antimicrobiana,
porém o rizoma € a que apresenta melhor atividade [26], o que justifica nossa escolha
para este estudo. Suas bioatividades s&o principalmente anti-inflamatérias,
antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas e antivirais [39]. Entretanto, o
mecanismo de acdo especifico para a atividade antimicrobiana de plantas com
propriedade microbicida ainda ndo esta bem definido, mas varios alvos na célula
microbiana podem contribuir para a sua eficacia [40], tais como, degradacdo da
parede celular, danos a membrana citoplasméatica e as proteinas da membrana,
extravasamento do conteudo celular, coagulacdo do citoplasma e esgotamento da
forca motriz [40-42].

Lee et al. (2014) avaliaram a atividade antibacteriana do extrato aquoso de
raizes da Cdrcuma doméstica Valeton contra Clostridium perfringens e encontraram
concentracdo minima inibitéria de 183 ug/mL, evidenciando o potencial antimicrobiano
das plantas da familia da Zinberaceae [43]. Gul e Bakht (2015), rastrearam a atividade
antimicrobiana de varios extratos de C. longa contra bactérias comuns em alimentos,
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella Thyphymurium e Candida
albicans usando o método de difusdo de disco e todos os extratos (aAgua, n-hexano,
metanol e cloroférmio) mostraram propriedades antibacterianas e antifingicas
significativas [37]. Esses dados demonstram que a natureza antimicrobiana do
fitoquimico é determinada por suas propriedades quimicas, como a solubilidade [44]

e a polaridade que, por sua vez, sdo influenciadas pelo extrator [38,45].

A atividade antimicrobiana do extrato de B. orellana para S. aureus (CMB
625 pg/mL) e para C. sporogenes (CMB 50 mg/mL) pode ser atribuida aos
componentes dominantes identificados por CG-MS, prunina e naringenina. Alguns
estudos demonstraram que a naringenina aumenta a permeabilidade da membrana
celular e inibe a motilidade bacteriana, exercendo um efeito antimicrobiano [28,46].
No entanto, ndo se verificou atividade antimicrobiana do extrato de B. orellana contra
E. coli e Salmonella Typhimurium. Owen e Palombo (2007) atribuiram a ineficiéncia

de B. orellana contra bactérias Gram negativa a alta propor¢éo de lipideos que contém
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em sua membrana celular externa, o que ficou demonstrado em nosso experimento

pela presenca de lipideos no extrato da planta [47].

No entanto, a eficiéncia da atividade antibacteriana do extrato etanolico da
folha da B. orellana foi observada para outros géneros bacterianos como Bacillus
cereus, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei, Listeria monocytogenes, com
concentracdes inibitérias minimas (CIM) variando de 256 pg/mL até 1024 pug/mL [48].
Muthukumar et al. (2014) conduziram um estudo com microesferas de colageno
preparadas com extrato de folha de B. orellana na concentracdo de 1 mg/mL e
observaram propriedade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli pelo método de
difusdo em disco [49]. Isso evidencia que a atividade antimicrobiana é dependente da
concentracdo do extrato vegetal, efeito que pode ser reforcado aumentando-se a dose
do extrato [50]. Tamil et al. (2011) testaram a atividade inibitéria do extrato metandlico
da folha e da semente de B. orellana contra cepas bacterianas e fungicas e
observaram que o extrato da folha foi mais efetivo contra 0s micro-organismos
testados. Os autores atribuiram os achados a capacidade dos compostos fendlicos
presentes no extrato foliar em se complexar com proteinas e paredes celulares
bacterianas. Os resultados obtidos em nosso estudo se diferenciam dos observados
por Tamil et al. (2011) pelo fato de que procedem de partes diferentes da planta, onde
existem distintos compostos bioativos [51]. A falta de reprodutibilidade da atividade
antimicrobiana de plantas € um dos principais obstaculos para seu uso industrial, uma
vez que variagbes qualitativas e quantitativas no conteddo de bioativos dos

fitoquimicos resultam em eficacia variavel [41].

A acdo do composto antimicrobiano € dependente de género, espécie e
linhagem do micro-organismo alvo, e de fatores ambientais como pH, atividade de
agua, temperatura, composicdo atmosférica e carga microbiana do substrato
alimentar [41]. Neste trabalho, foi utilizada a metodologia da diluigdo em caldo
preconizada pelo CLSI (2015). Gomez et al. (2012) destacam que esta metodologia
se sobressai em estudos como esse devido & total exposi¢cdo das bactérias aos
compostos com possivel atividade antimicrobiana, diferentemente de quando se
utilizam metodologias como a difusdo em disco, onde a difusdo dos extratos através
do 4gar é limitada [48,52].
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3.3 Atividade antioxidante dos extratos de Curcuma longa e Bixa

orellana

Os compostos fenolicos apresentam atividade antioxidante atuando na
neutralizagéo de radicais livres e contribuindo para o controle do estresse oxidativo
[53,54]. Os resultados encontrados com o método ORAC mostraram que 0 extrato
etandlico de C. longa apresenta forte atividade antioxidante (217, 97 mM TE/Q),
sugerindo altas quantidades de fendis. Alguns fatores como a localizacdo, a
sazonalidade e a estagcao de coleta podem influenciar a concentracdo de compostos
bioativos nas plantas e a biossintese de metabdlitos secundarios (flavondides),

influenciando seu potencial antioxidante e seus efeitos biolégicos [53,54].

A maior atividade antioxidante observada no extrato de B. orellana em
comparacao ao extrato de C. longa pode ser devida a presenca dos aminoacidos
fenilalanina e triptofano na C. longa, uma vez que a presenca desses componentes

pode interferir na quantificacdo desse parametro nos alimentos [55].

Tilak et al. (2004) estudaram a capacidade antioxidante dos extratos do
rizoma de acafrdo processado e cru pelos métodos FRAP e ORAC com diferentes
solventes (agua/etanol) e encontraram diferengas entre os métodos e entre os
solventes utilizados. Os autores encontraram que o ORAC mostrou maior afinidade
pelo etanol, apresentando maior atividade antioxidante (25 umol TE/g) em relacdo ao
extrato aquoso (10,27 umol TE/g). No ensaio FRAP houve efeito dependente da
concentragdo do extrato (concentragbes testadas: 0,1 mM; 0,5 mM; 1 mM) [56]..
Divergéncias entre os métodos podem ocorrer devido a caracteristicas peculiares de
cada um, tais como, pH, temperatura e tipo de radical, bem como devido a interacéo

dos solventes utilizados, a estrutura quimica e a polaridade do solvente [57].

Hung-Der et al. (2007) avaliaram a capacidade antioxidante do extrato de C. longa
obtido em agua quente, metanol e acetona pelo método FRAP e encontraram uma
atividade de 11 umol/L [58]. Esses resultados diferem dos encontrados em nosso
estudo, provavelmente devido a diferengas no processo de extracao, tais como o tipo

e a quantidade de solventes utilizados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Plantas

O rizoma de Curcuma longa (acafréo) e o fruto de Bixa orellana (urucum)
foram coletados, secos em estufa por 72 h a 40 +/- 1 °C e triturados. As folhas, ramos,
frutos e flores foram autenticados botanicamente no Departamento de Boténica - IB -
UNESP - Botucatu.

4.2 Producéo do extrato etanolico

Inicialmente, 1% da planta desidratada e 99% de etanol a 99% v/v foram
misturados e homogeneizados durante 48 h, em temperatura ambiente (27 +/- 3 °C).
ApOs esta etapa, foi realizada a filtracdo e o conteudo foi concentrado em evaporador

rotativo a 50 °C, obtendo-se os extratos.

4.3 Caracterizacao quimica dos extratos

As analises quimicas dos extratos foram realizadas em um sistema Acquity
UPLC (Waters), acoplado a um sistema de Quadrupolo/TOF (Waters) contendo uma
coluna Waters Acquity UPLC BEH com a temperatura fixada em 40 °C. As fases
moveis foram agua com 0,1% de acido formico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido
férmico (B), com gradiente variando 0-15 min (2-95%) de B; 15,1-17 min (100%) de B;
17,1-19,1 min (2%) de B, fluxo de 0,4 mL/min e volume de injecdo da amostra de 5
ML. O espectrobmetro de massas foi operado nos modos negativo e positivo de
ionizagao (ESI). O instrumento foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters

Corporation).

4.4 Determinacao da atividade antimicrobiana para micro-

organismos aerobios
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Cepas de referéncia de Staphylococcus aureus (MRSA) (ATCC 33591),
Salmonella Typhymurium (ATCC 14028) e Escherichia coli (ATCC 35218) foram
reativadas por plagueamento em superficie em Agar triptona de soja e cultivadas em
Caldo-infusdo de cérebro e coracdo. Para a obtencao das suspensées bacterianas foi
utilizada solugdo salina e os inéculos foram padronizados em 108 UFC/mL,

verificando-se a densidade 6tica a 600 nm.

A concentracdo minima bactericida (CMB) dos extratos, ou seja, a menor
concentracdo dos extratos capaz de causar a morte do inoculo, foi determinada pela
técnica de diluicdo seriada em microplaca, de acordo com o CLSI [59]. Os extratos
foram diluidos em etanol na concentracédo de 2,5% (solucdo estoque). Em placas de
microtitulagdo de 96 pogos foram distribuidos 200 pyL de caldo Mueller Hinton e, em
seguida, 200 uL da solucado estoque dos extratos foram acrescidos ao primeiro poco
e, apos homogeneizacao, foram transferidos para o segundo e assim sucessivamente,
obtendo-se oito diluicbes. As suspensdes bacterianas (100 pL) foram preparadas em
caldo Mueller Hinton (9,9 mL) e 10 pL delas foram inoculados nos pogos da microplaca
contendo as diluicBes dos extratos. As microplacas foram incubadas a 37 °C +/- 1 °C

por 24 h, em condi¢des de aerobiose.

Foram preparados controles positivos com 200 uL de caldo Mueller Hinton
e 10 pL de cada solugao salina inoculada, controles negativos somente com o meio
Mueller Hinton e controle do extrator com 200 uL do meio Mueller Hinton, 200 uL do

extrator (alcool etilico absoluto) e 10 yL de cada solucao salina inoculada.

Com a utilizacdo de um replicador, aliquotas dos pocos da microplaca
foram transferidas para a superficie de placas contendo agar Mueller Hinton e
incubadas por 24 horas a 37 °C +/- 1 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata e

trés repeticoes.

4.5 Determinacao da atividade antimicrobiana para micro-

organismos anaerobios

Ao contrario de Clostridium botulinum, o Clostridium sporogenes nao é

patogénico, estando comumente relacionado com a deterioragdo dos alimentos [60].
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Devido a sua semelhanca genética e fisiologica com as espécies de Clostridium
botulinum Grupo | (proteolitica), C. sporogenes é frequentemente utilizado como
substituto para aquele micro-organismo em ensaios laboratoriais [61], 0 que ocorreu

neste estudo.

A cultura liofilizada do Clostridium sporogenes (ATCC 3584) foi reativada
em Diferential Reinforced Clostridium Base Broth (DRCBB) suplementado com 0,5%
de solucdo de sulfato de sodio (4%) e citrato férrico (7%), com incubacdo em
anaerobiose a 37 °C +/- 1 °C por 48 horas. Posteriormente, a cultura foi centrifugada
a 860 g por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o0 meio de congelamento
(glicerol 30 mL; peptona bacteriologica 0,5 g; extrato de levedura 0,3 g; NaCl 0,5 g;
agua destilada 100 mL) foi adicionado ao pellet, constituindo-se nas culturas estoque,

gue foram mantidas congeladas durante o periodo de execucao do experimento.

Para a reativacdo das culturas estoques foi utilizado o meio DRCBB
suplementado com 0,5% de solucdo de sulfato de sédio e citrato férrico, com
incubacgédo a 37 °C +/- 1 °C por 48 horas. A padronizacédo do inéculo em 10° UFC/g foi
realizada pela determinacdo da densidade oOtica a 600 nm em meio DRCBB
acompanhada pela contagem em placas utilizando-se agar Base de Isolamento de
Clostridium (40 g de caseina; 5 g de extrato de levedura; 2 g de dextrose; 0,02 g de
parpura de bromocresol; 5 g de fosfato de sodio 2,2 g de cloreto de sédio; 0,01 g de
sulfato de magnésio; 20 g de agar). As placas foram incubadas a 37 °C +/- 1 °C por

48 horas em anaerobiose.

A determinacédo da CMB foi realizada empregando-se a técnica de diluicao
em caldo de acordo com o CLSI [59] com modificacdes. A diluicdo dos extratos foi
realizada em Caldo reinforced Clostridium base acrescido de 0,5% (v/v) de Tween
80®. Os extratos foram avaliados nas concentracdes de 2,5; 5,0; 7,5; e 10,0%, em
triplicata e trés repeti¢coes. Aliquotas de 5 uL de cultura padronizada foram transferidas

para tubos de rosca contendo 5 mL do caldo, acrescidos dos extratos.

Foram preparados tubos controles positivos com Caldo reinforced
clostridium base acrescido de 0,5% (v/v) de Tween 80® e negativos, apenas com o
meio de cultura. Apos a homogeneizacgéao, os tubos foram incubados a 37 °C +/- 1 °C
por 24 horas em condi¢cdes anaerobias, geradas pela adi¢cdo de 6leo mineral estéril.

Aliguotas de 1 mL do meio foram transferidas para placas de Petri e adicionadas de
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Agar Base Clostridium, empregando-se sobrecamada, e incubadas a 37 °C +/- 1 °C
por 48 horas em anaerobiose. Considerou-se CMB dos extratos aquelas onde nao foi

observado o crescimento em placas.

4.6 Determinacao da atividade antioxidante

4.6.1 Capacidade de absorc¢éo do radical oxigénio (ORAC)

A determinacdo da atividade antioxidante total por ORAC foi realizada
empregando-se a metodologia da AOAC [62], pelo método hidrofilico. Nesse ensaio,
25 pL de amostra foram misturados a 150 pyL de uma solugao de fluoresceina diluida
em tampdo fosfato (pH 7,4) em microplacas pretas e incubados a temperatura
constante de 37 °C por 15 min. Os reagentes foram preparados em tampao fosfato 75
mM, pH 7,4. Posteriormente, foram adicionados 25 uL da solugéo de 2,2-azobis 2-
amidinopropano dihidrocloreto (AAPH), que dé& inicio & reagdo. A intensidade da
fluorescéncia (485 nm excitacdo / 520 nm emisséo) foi verificada a cada 10 minutos
durante 80 minutos. O célculo da perda da fluorescéncia, ou area sob a curva (ASC),
foi efetuado com o auxilio da seguinte formula:

ASC=1+fi/ffo+ ... filfo+........ + fgo /fo
onde fo representa fluorescéncia obtida no tempo 0 e fi a fluorescéncia obtida entre 0
e 80 minutos. A area da perda de fluorescéncia de uma amostra foi calculada
subtraindo-se a area correspondente a do controle. A determinacao de fluorescéncia
foi realizada utilizando espectrofotbmetro de fluorescéncia. Todas as analises foram
realizadas em triplicata com trés repetices e os valores foram expressos em mM TE

(trolox equivalente)/g de amostra, em base seca.

4.6.2 Poder antioxidante por reducéao férrica (FRAP)

A capacidade de reducao férrica dos extratos foi determinada pelo método
FRAP (Benzie & Strain, 1996) [63] com modificacdes. O reagente FRAP foi preparado
ao abrigo da luz com tampéao acetato de 300 mM/L (pH 3,6), 10 mM de TPTZ (2,4,6-
Tris(2-piridil)-s-triazina) em uma solugéo de 40 mM/L de HCI e 20 mM/L de FeCls. As

amostras e as solu¢des padrdes foram misturadas com agua deionizada e o reagente
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FRAP, e foram colocados em banho-maria durante 30 min, a 37 °C. Apés o
resfriamento a temperatura ambiente, as absorbancias das amostras e da solucéo
padrdo foram lidas a 595 nm. A curva padrdo de trolox foi preparada usando
concentracdes de 10 a 800 yMTE/L. Os resultados foram expressos em mMTE/g.

4.7 Analise estatistica

Os resultados quantitativos das analises de poder antioxidante foram
expressos na forma de média + desvio padréo (SD) das trés repeticdes de cada

experimento. Microsoft Office Excel 2017 foi usado para processar os dados.
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5 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostraram que os extratos de C. longa e B.
orellana possuem atividade antimicrobiana e antioxidante. Sugere-se a possibilidade

de uso mais amplo desses compostos na industria de alimentos.
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