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Resumo:

O Brasil é o maior exportador mundial de suco de laranja, tendo como
destaque o suco de laranja concentrado e congelado. A. acidoterrestris € um
bacilo Gram-positivo deteriorante de alimentos com caracteristicas
acidotermorresistentes. Por ser um micro-organismo formador de esporos,
sua inativacdo torna-se muitas vezes ineficiente. Esta bactéria tem sido
isolado de diversos produtos industrializados, como extrato de tomate e suco
de frutas citricas. Devido a constante procura pela melhor qualidade do
produto e extensdo da vida de prateleira, agentes antimicrobianos naturais
tém sido alvo de pesquisas, uma vez que podem auxiliar no combate a
micro-organismos de origem alimentar. O extrato de Bardana, Arctium lappa,
conhecido pela atividade antimicrobiana e antifungica, testado frente ao A.
acidoterrestris, obteve um valor de 125 pg/mL para a fragdo hexano,
engquanto as demais fracdes, clorofila in natura, Hidroalcodlico 80% in natura
e sem clorofila in natura apresentaram valor de 1000 ug/mL.

Introducéo

O Brasil é o maior produtor e exportador de suco de laranja, tendo
como destaque o suco de laranja concentrado e congelado — frozen
concentrated orange juice (FCOJ), em 2017, foram exportadas cerca de 420
toneladas (CITRUSBR, 2018). O suco de laranja concentrado possui baixo
pH (3,5 a 4,0), alta concentracdo de sélidos soluveis (65 °Brix). Entretanto,
alguns micro-organismos tém capacidade de adaptacdo a esses meios. Em
destaque, encontra-se a bactéria, acidotermorresistente, Alicyclobacillus
acidoterrestris, um micro-organismo aerobico, Gram-positivo, formador de
esporos e ndo patogénico. Devido sua capacidade de esporulagdo, séo
facilmente encontrados em produtos a base de frutas, pois seus esporos sao
capazes de sobreviverem a etapas do processamento térmico do suco de
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frutas citricas. Esses micro-organismos tém sido associados a deterioracédo
de sucos, com capacidade de produzir sabor e odor desagradaveis,
atribuidos a produgcdo de compostos 2,4-dibromofenol e 2-metoxifenol
(guaiacol), respectivamente (HIPPECHEN et al., 1981; SMIT et al.,, 2011;
OLIVEIRA e ABREU FILHO, 2012; CHANG & KANG, 2004; CONCINA et al.,
2010; WALKER & PHILLIPS, 2008).

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos para o descobrimento de
novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas e outros
produtos naturais, como forma de prevenir a contaminacdo e
desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes. A
atividade antimicrobiana de extratos vegetais € avaliada através da
determinacdo de uma pequena quantidade da substancia necesséria para
inibir o crescimento do microrganismo-teste, esse valor é conhecido como
Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) (HOLETZ et al., 2002).

Contudo, até o presente momento, ndo h& conhecimento da ac¢do do
extrato de Bardana sobre a espécie A. acidoterrestris, 0 que motiva o estudo
para auxiliar o desenvolvimento de medidas de controle e eliminagéo desta
espécie nos ambientes de producao industrial.

Material e métodos

Preparacao dos extratos

Os extratos de Bardana foram armazenados sob congelamento em
recipiente fechado, para assegurar suas caracteristicas. O preparo das
solugbes de extratos foi realizado pouco antes do inicio dos ensaios das
microdiluicbes. Primeiramente, o extrato foi pesado em balanca analitica e,
em seguida diluido em meio de cultura especifico para o micro-organismo,
neste caso, o Alicyclobacillus acidoterrestris (Meio BAT) para se obter a
concentracéo desejada.

Preparo da célula vegetativa A. acidoterrestris para realizacdo das
microdiluicbes

Primeiramente, foi preparada a suspensao bacteriana em solugdo salina a
0,85% para obter uma turbidez equivalente ao padrdao 0,5 da escala de
McFarland que contém aproximadamente 1,5x10® UFC/mL. Em seguida,
uma diluicdo 1:10 em salina a 0,85% foi realizada, deixando a suspenséo
bacteriana em uma concentracdo de 10’ UFC/mL, sendo que ao ser
adicionada no poco contendo o meio de cultura, a concentracdo foi de
aproximadamente 10* UFC/mL.

Ensaio das microdiluicdes seriadas

Para cada poco foi preenchido com volume final de 100uL (meio de cultura
mais Oleo essencial) e mantida uma concentracdo diferenciada para cada
substancia avaliada. Por fim foram adicionados 5 pL do indculo (célula
vegetativa) e incubado a 45 °C/24 horas.
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Com os resultados destes ensaios, foram obtidas as concentracdes
minimas capazes de inibir visivelmente o crescimento bacteriano na
microplaca. Sendo desta forma determinada a Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) como a menor concentracao capaz de inibir o crescimento de
A. acidoterrestris apds sua inoculagéo e incubacéo a 45 °C/24 horas.

A partir dos pocos com o0 nao crescimento visivel do indculo, foi
realizado um microcultivo de 10uL (em triplicata) em placa com meio BAT
solidificado para avaliagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM). O
nao crescimento bacteriano indica que a concentragdo da droga teste foi
eficaz como agente bactericida frente ao micro-organismo avaliado.

Resultados e Discussao

Através dos ensaios realizados foram obtidos valores de CIM e CBM para
cada um dos extratos de Bardana avaliados, utilizando o meio de cultura
BAT. Os resultados sé&o apresentados na tabela 1.

Tabela 1- Resultados de CIM e CBM obtidos através dos ensaios com os
extratos de Bardana realizados no meio de cultura BAT

Extratos de Bardana CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
Clorofila in natura 1000 1000
Hidroalcodlico 80% in natura 1000 1000
Folha seca fracdo hexano 125 1000
Sem clorofila in natura 1000 1000

Segundo Holetzet al. (2002), os extratos que apresentam valores de
CIM inferiores a 100 pg/mL sao considerados com boa atividade
antimicrobiana, valores entre 100 e 500 upg/mL apresentam atividade
antimicrobiana moderada, enquanto valores de 500 a 1000 pg/mL
apresentam fraca atividade antimicrobiana. Segundo os autores, o extrato de
Bardana hidroalcodlico (90-10%), apresentou um valor de concentragdo
inibitéria minima de 500 ug/mL para as cepas de Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Dessa forma, o extrato de Bardana folha seca fracdo hexano,
avaliado no presente estudo, frente a cepa de A. acidoterrestris apresentou
atividade antimicrobiana moderada, 125 pg/mL, enquanto o0s extratos
clorofila in natura, Hidroalcoolico 80% in natura e sem clorofila in natura
apresentaram 1000 pg/mL. Todavia, todos o0s extratos avaliados
apresentaram o valor de 1000 pg/mL para Concentragdo Bactericida
Minima.

Conclusodes

No presente estudo, o extrato de Bardana folha seca fracdo hexano
apresentou moderada atividade antimicrobiana, 125 pg/mL, frente a espécie
A. acidoterrestris, enquanto 0os demais extratos apresentaram valores de
1000 pg/mL.
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