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Resumo:

O Brasil encontra-se em primeiro lugar no ranking de producédo e exportacao de
suco de laranja concentrado. Pensando neste produto o género Alicyclobacillus € um
microrganismo deteriorante, Gram-positivo e acido-termorresistente; além de ser
formador de esporos, tornando sua remocdo e inativagdo dificil de ser obtida.
Buscando uma melhor qualidade e seguranca dos alimentos o uso de
antimicrobianos naturais vem se ampliando, neste sentido o uso de extratos naturais
no combate a microrganismos patogénicos e deteriorantes. O extrato de Bardana,
bem como suas fracdes, Arctium lappa, apresentam atividade antimicrobiana e
antifingicas. O presente trabalho avaliara o potencial antimicrobiano deste extrato e
suas fracdes frente ao A. acidoterrestris, A. herbarius e A. sendaiensis, e seu efeito
combinado com a enzima nisina, composto bactericida com atividade comprovada
em fungos e bactérias, bem como seu potencial de aplicacdo em suco de laranja,
visando uma melhor qualidade final do produto.

Introducao

O suco de laranja concentrado apresenta caracteristicas de baixo pH (3,5 a 4,0), alta
concentracdo de sodlidos sollveis (65 °Brix) e baixo potencial redox. No entanto,
alguns microrganismos possuem capacidade de adaptacdo a esses meios. Destaca-
se as Dbactérias acidotermorresistentes:  Alicyclobacillus  acidoterrestris,
Alicyclobacillus herbarius e Alicyclobacillus sendaienses, aerdbicos, Gram-positivos,
formadores de esporos e deteriorantes de alimentos (GOTO et al., 2003).
Alicyclobacillus acidoterrestris tém sido associados a deterioracdo de sucos, com
capacidade de produzir sabor e odor desagradaveis, atribuidos & producdo de
compostos 2,4-dibromofenol e 2-metoxifenol (guaiacol) (CHANG & KANG, 2004).

A Nisina é um composto bacteriocida que apresenta atividade em diversas espécies,
células vegetativas e esporos de Bacillus e Clostridium (McAULIFE et al., 2001).

E crescente os estudos relacionados ao descobrimento de novos agentes
antimicrobianos provenientes de extratos de plantas além de outros produtos
naturais. Holetz et al. (2002) estudou o extrato de Bardana, Arctium lappa,
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conhecido pela sua acdo antibacteriana e antifungica, e encontrou um valor de
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 500 pg/mL para as cepas de Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Sendo
a faixa de 500 a 1000ug/mL considerada baixa atividade inibitéria. Entretanto, nao
h& estudos sobre o uso do extrato de Bardana e suas fracbes em espécies de A.
acidoterrestris, A. herbarius e A. sendaiensis.

Materiais e métodos
Cepas de Alicyclobacillus spp. e preparacéo do extrato de Bardana e suas fracbes

As cepas de Alicyclobacillus spp. utilizadas nos ensaios foram adquiridas do Laboratorio
de Microbiologia da Agua, do Ambiente e de Alimentos. O extrato de Bardana e suas
fracbes foram adquiridos do Laboratério de Microbiologia Aplicada de Produtos
Naturais e Sintéticos da Universidade Estadual de Maringé - PR.

Na preparacédo do extrato de Bardana e suas fracdes, estes foram pesados 2 mg em
balanca analitica e em seguida diluidos em meio de cultura especifico para os
microrganismos para se obter a concentracdo desejada. O meio de cultura utilizado
para todos os ensaios foi 0 meio BAT (Caldo Bacillus acidoterrestris) com pH
padronizado em 4,0.

Metodologia “Checkerboard”

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos para obtencdo do indice FIC da
combinacgao do extrato e suas fragdes com a Nisina. A placa foi preenchida com 100
ML de BAT e 100 uL de nisina diliida em BAT ao longo do eixo X da placa, e o
extrato ou suas fracdes diluidas em BAT também ao longo do eixo y.

Para o indice FIC, foi calculado utilizando a férmula FIC=FIC(A)+FIC(B), onde
FIC(A)=FIC(A) combinado/FIC(A) sozinho, e FIC(B)=FIC(B) combinado/FIC(B)
sozinho, definido como efeito sinérgico resultado <0,5, aditivo 0,5 a <1, indiferente de
1 a <4 e antagonista >4.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As células de Alicyclobacillus foram tratadas com os agentes antimicrobianos
selecionados nos ensaios do Checkerboard realizados anteriormente, e incubados a
45 °C por 24 horas. Para a microscopia eletrbnica de varredura (MEV), seguiu-se a
metodologia segundo Haddad et al. (2007). As células de Alicyclobacillus foram
lavadas em PBS pH 7,2 e fixadas com glutaraldeido 2,5% em tamp&ao cacodilato de
sédio 0,1 M e deixados em temperatura ambiente por 1 hora. Apos este periodo,
foram lavados com tampao cacodilato 0,1M. Posteriormente foi realizado a
desidratacéo da célula em alcool e, entédo, foi realizado o ponto critico, onde ocorreu
a secagem com CO; e posterior metalizagdo com ouro, podendo entao ser realizada
a leitura em microscoépio eletrénico de varredura QUANTA 250.
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Anélise Estatistica

Os ensaios foram conduzidos em triplicata. As médias dos resultados foram
submetidas a analise de variancia ANOVA. A diferenca significativa foi confirmada
pelo teste de Tukey com a=0,05.

Resultados e Discussao

A partir dos resultados obtidos do indice FIC (Tabela 1) da combinacéo do extrato de
Bardana e suas fracbes com a Nisina, nota-se que os testes feitos com as trés
espécies de Alicyclobacillus spp. apresentaram resultados sinérgicos na fracéo folha
seca com clorofila e folha seca sem clorofila. As outras fracbes “in natura” sem
clorofila, “in natura com clorofila e hidroalcodlico 80% “in natura” tiveram resultados
sinérgicos apenas nas combinacdes de A. herbarius e A. sendaiensis, enquanto na
A. acidoterrestris teve-se resultados indiferentes. Ja na folha seca fracdo hexano, as
combinacdes dos trés tipos de bactéria obtiveram resultados indiferentes.

Nos testes feitos com A. acidoterrestris houve diferengca significativa entre 0s
extratos folha seca fragao hexano, “in natura” sem clorofila, “in natura” com clorofila
e hidroalcodlico 80% “in natura”; enquanto entre os extratos folha seca com clorofila
e folha seca sem clorofila ndo houve diferenca significativa. Em relacdo a A.
herbarius houve diferenca significativa apenas entre os extratos folha seca com
clorofila e folha seca fracdo hexano, enquanto entre folha seca sem clorofila e
hidroalcodlico 80% “in natura”, e “in natura” sem clorofila e “in natura” sem clorofila
nao houve diferenca significativa. Ja nas cepas de A. sendaiensis ha diferenca
significativa entre os extratos folha seca com clorofila, folha seca fracdo hexano, “in
natura” com clorofila e hidroalcodlico 80% “in natura”, porém a mesma nao ocorre
entre os extratos folha seca sem clorofila e “in natura” sem clorofila.

Tabela 1 — indice FIC da combinag&o do extrato e suas fra¢cdes com a Nisina.

Extrato Folha seca | Folha seca | Folha “in natura” | “in natura” | Hidroalcodli
com sem seca sem com co 80% “in
clorofila clorofila fracdo clorofila clorofila natura”

Bactéria hexano

A. acidoterrestris | 0,50° 0.50° 0.53" 0.65° 1.00° 1.00°

A. herbarius 0.50° 0.50" 0.56° 0.50° 0.50° 0.50"

A. sendaiensis 0.25% 0.25" 0.56° 0.25" 0.25° 0.50°

Figura 1 — MEV de células vegetativas de Alicyclobacillus acidoterrestris, ap6s 24 horas de
tratamento utilizando o extrato “in natura” com clorofila como antimicrobiano: (A) célula tratada com o
extrato de Bardana “in natura” com clorofila a 1,95 pg/mL; (B) célula tratada com o extrato de Bardana
“in natura” com clorofila a 1,95 pg/mL; (C) controle — célula vegetativa.
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Com as imagens obtidas através da microscopia de varredura das células de
Alicyclobacillus acidoterrestris (Figura 1) selecionadas nos ensaios das CIMs, nota-
se que as células do mesmo nédo sao lisas igual as bactérias do controle, mas tem
curvas levemente enrugadas apresentando depressdes superficiais e perfuracdes
estruturais nitidamente visiveis.

Conclusbes

Através dos resultados obtidos pelo método do checkerboard, conclui-se que a
combinacdo do extrato de Bardana e suas fragcdes com a Nisina teve potencial na
atividade antimicrobiana das células de Alicyclobacillus spp, porém indiferentes
guanto a associacao.
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