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RESUMO

Alicyclobacillus spp. € um microrganismo acidotermorresistente e conhecido pela
sua capacidade de deterioracdo de bebidas citricas. A Matricaria chamomilla L. (Mc),
planta amplamente conhecida de utilizada na medicina alternativa devido a suas
diversas propriedades terapéuticas e potencial antimicrobiano. O sorbato de
potassio (SP) € um conservante amplamente utilizado na industria de alimentos
conhecido pelo seu potencial antimicrobiano. O presente estudo avaliou a atividade
antibacteriana da Mc e SP contra Alicyclobacillus spp. de forma isolada e combinada
com a pesquisa das concentracoes inibitéria e bactericida minimas (CIM e CBM) e a
interacdo entre elas com o teste de Checkboard e o comportamento da célula
bacteriana através da observacao pela microscopia eletrénica de varredura.

INTRODUGAO

Alicyclobacillus spp., género composto por bacilos Gram-positivos que contém
acidos graxos ciclicos como principais componentes da membrana celular,
apresentam capacidade de formar esporos, essas caracteristicas propiciam sua
resisténcia aos processos térmicos empregados em alimentos. E um microrganismo
com capacidade de se desenvolver em ambientes acidos (pH 2,5 a 6,0) e terméfilico
(25 °C a 60 °C) (Dutra et al., 2019). A literatura mostra que existem cerca de vinte e
uma espécies do género Alicyclobacillus spp., porém a A. acidoterrestris tem grande
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importancia devido ao seu potencial de produzir moléculas como o guaicol,
causando um gosto adstringente em sucos citricos (Anjos et al., 2016).

O sorbato de potédssio € um conservante utilizado na industria alimenticia por possuir
atividade antibacteriana, em 2008 houve estudos sobre sua atividade contra A.
acidoterrestris a 30 °C, porém, ndo ha dados disponiveis sobre o crescimento 6timo
de A. acidoterrestris (Cai et al., 2015). Dessa forma, o uso da fracdo hidrometandlica
de camomila isolada ou em combinagcdo com o sorbato de potassio apresenta um
potencial a ser explorado no sentido de inibir as espécies de Alicyclobacillus.

MATERIAIS E METODOS

Obtencg&o das cepas: Todas as cepas utilizadas nesse estudo estdo estocadas no
Laboratério de Agua, Ambiente e Alimentos da Universidade Estadual de Maringa —
UEM em freezer a -20 °C.

Obtencio da fragdo hidrometandlica de Matricaria chamomilla L. (FHM): O material
foi macerado com o liquido extrator, etanol 96%, em uma proporcdo de 15g de
capitulos florais para cada 175 mL do solvente, utilizando no total 1000 g de
capitulos florais. A droga vegetal foi mantida envasilhada com o solvente por um
periodo de 12 dias, em ambiente resguardado de luz. Apds essa etapa, a filtracao da
solucdo foi realizada, seguida da rotaevaporacdo do solvente, com posterior
liofilizag&o, sendo por fim acondicionada em local apropriado.

Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragcdo Bactericida Minima (CBM): A
fim de testar a eficacia da FHM, SP e FHM+SP, foram realizados, ensaios de CIM e
CBM. A CIM foi determinada utilizando a técnica de microdiluicdo em microplaca de
96 pocos, de acordo com a metodologia CLSI -M07 — A11 (2018).

Checkerboard: foi realizado em placa de 96 pogos usando a fracao hidrometandlica
puro e em combinacdo com o sorbato de potassio contra células vegetativas de
Alicyclobacillus spp.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV): As amostras que obtiveram os melhores
resultados foram tratadas e submetidas ao Microscopio Eletronico de Varredura
(MEV).
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Analise estatistica: Foi realizada utilizando o software estatistico SASM-Agri ver.8.2.
Para observacdao da andlise de variancia e confirmacdo com teste de Tukey
(P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da CIM e CBM (Tabela 1) foram resultados satisfatérios pois
apresentaram valores de CIM e CBM que variaram de 1000 pg/mL a 7,7 pg/mL.

A MEV mostrou os danos causados nas células nos diferentes tratamentos.

O tratamento estatistico de ANOVA, mostrou diferenca significativa entre os
tratamentos confirmada pelo teste de Tukey (P<0,05), comprovando que pelo menos
um tratamento se diferencia dos demais, onde pode ser analisado na tabela
Sgrgcegtgagéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM) por
I - R

O Checkboard apresentou valor de FIC = (16,156).

Tabela 1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) da fracao hidrometandlica de Matricaria Chamomilla L. (FHM), sorbato de
potassio (SP) e combinacao (FHC+SP) frente a Alicyclobacillus spp.

Tratamento Teste Alicyclobacillus  Alicyclobacillus Alicyclobacillus Alicyclobacillus Alicyclobacillus
(mg/mL) _ acidoterrestris herbarius acidiphilus hesperidum sendaiensis

FHM CIM 62,2a 5002 62,2° 62,2° 1252
FHM CBM 125° >1000* >1000* 500° >1000"

SP CIM 62,2° 125b 125° 7,7° 62,20

SP CBM 1000" >1000" >1000* 125° >1000"
FHM+SP  CIM 31,2° 62,2¢ 31,2¢ 125° 125°
FHM+SP ~ CBM 250° >1000" 250° 1000" 500°

0. diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa para CIM e AB.C diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa para CBM nos tratamentos para espécies de Alicyclobacillus pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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CONCLUSOES

Esse trabalho possibilitou avaliar a capacidade antimicrobiana da FHM isolada e em
combinacdo com o SP contra o Alicyclobacillus spp. Para esse estudo, houve a
combinacdo de ambos contra as diferentes espécies de Alicyclobacillus. Sendo
assim, é possivel concluir que as drogas testes demonstraram efeitos satisfatérios
contra as espécies estudadas. Ensaios futuros deverao ser realizados para avaliar o
emprego das substancias na industria de alimentos.
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