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RESUMO

MARCIOLI, Jean Michel de Almeida. Avaliagdo da atividade antioxidante e
antimicrobiana de produtos naturais e associacio com conservantes quimicos de
alimentos. 2015. 74 f. Trabalho de Conclusdao de Curso (Curso Superior de Tecnologia em
Processos Quimicos). Universidade Tecnologica Federal do Parana — UTFPR. Toledo. 2015.

A oxidagao lipidica e a contaminagdo por microrganismos sao os principais fatores que
causam grandes prejuizos nas industrias alimenticias, levando a redug¢do da vida 1til dos
produtos, alteracdes sensoriais e destruicdo de componentes essenciais, ocasionando assim um
decréscimo do valor nutricional e seguranca dos mesmos. Em contrapartida, as industrias
utilizam-se de aditivos quimicos que tendem a impedir ou retardar tais efeitos. Porém, existe
uma grande exigéncia por parte dos consumidores, os quais tendem a evitar produtos que
possuam em sua composicao aditivos de origem sintética, conscientes dos possiveis efeitos, o
qual podemos destacar a formag¢do de compostos carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos. Neste contexto, as industrias buscam por meios alternativos, que possam
apresentar resultados iguais ou superiores aos aditivos sintéticos e que ndo apresentem efeitos
nocivos a saude. Nesse cenario, destacam-se o uso de aditivos naturais, visto que 0s mesmos
oferecem maiores vantagens sobre seus homologos artificiais, devido a sua natureza ndo
toxica juntamente com uma vasta gama de beneficios a satide. Por isto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos brutos obtidos das
cascas de roma, folha de pitanga e de dleos essenciais comerciais de capim-limao, erva-doce,
hortela d’4gua e horteld do campo e pimenta malagueta e verificar sua atividade
antimicrobiana quando associado aos conservantes quimicos benzoato de soédio e
metabissulfito de sodio. A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais, extratos brutos e dos
conservantes quimicos foi determinada através do teste de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) utilizando-se a técnica de diluicdo em placa com 96 orificios, frente as cepas das
bactérias Salmonella typhi (ATCC 06539), Escherichia coli (ATCC 10536), Staphylococcus
aureus (ATCC 14458) e Bacillus cereus (ATCC 11778). Para o teste de associacao utilizou-se
a técnica de “checkerboard”. Para a avaliagdo das atividades antioxidantes utilizou-se o
método do DPPH. Os melhores resultados encontrados para a CIM foram para o extrato da
casca de Roma com concentragdo igual a 0,625mg/mL frente as bactérias B. cereus e S.
aureus ¢ do extrato de casca de Roma frente a Salmonella typhi e o do extrato das folhas de
pitanga frente a Staphylococcus aureus, ambos com resultado igual a 1,25 mg/mL. Quando
associados com os conservantes quimicos houve sinergismo nas associagdes contendo extrato
da casca de roma com benzoato de sédio frente a Salmonella typhi € com o metabissulfito de
sodio frente a Salmonella typhi e Staphylococcus aureus. Para a atividade antioxidante os
resultados apresentados mostraram que os extratos da casca de roma e das folhas de Pitanga
possuem maior atividade antioxidante quando comparada com os oOleos em estudo com
Concentragdo Inibitéria de 50% (ICso) igual a 0,18 e 0,34 mg/mL, respectivamente. Com isso,
verificou-se que muitas das plantas em estudo possuem bons resultados, podendo ser uma
alternativa favoravel para aplicacdo em alimentos como substituinte dos aditivos sintéticos.

Palavras chaves: 0leos essenciais, concentragao inibitoria minima, “checkerboard”, DPPH.



ABSTRACT

MARCIOLI, Jean Michel de Almeida. Evaluation of antioxidant and antimicrobial
activity of natural products in combination with chemical food preservatives. 2015. 74 L.

Course Conclusion Paper (B. Tech Course in Chemical Processes). Federal Technological
University of Paran4 - UTFPR. Toledo. 2015.

The lipid oxidation and contamination by microorganisms are the main factors that cause
great losses in food industries, leading to reduced useful life of products, sensory alterations
and destruction of essential components, thereby causing a decrease in the nutritional value
and safety. To fight this, industries use chemical additives that tend to prevent or retard such
effects. However, there is a great demand from consumers who tend to avoid products
containing in its composition synthetic origin additives, aware of the possible effects such as
the formation of carcinogenic, mutagenic and teratogenic compounds. In this context,
industries seek alternative means that may have results equal or superior to synthetic additives
and show no adverse health effects. Hence, we highlight the use of natural additives, as they
offer major advantages over their artificial counterparts due to their non-toxic nature along
with a wide range of health benefits. Therefore, this study aims to evaluate the antioxidant and
antimicrobial activity of extracts of pomegranate peel, surinam cherry leaf and commercial
essential oils of lemongrass, anise (erva doce), water mint, field mint and chilli pepper and
verify their antimicrobial activity when associated with sodium benzoate and sodium
metabisulphite chemical preservatives. The antimicrobial activity of the essential oils, extracts
and chemical preservatives has been determined by the Minimum Inhibitory Concentration
Test (CIM) with the dilution plate technique with 96 holes to the strains of the Sal/monella
typhi (ATCC 06539), Escherichia coli (ATCC 10536), Staphylococcus aureus (ATCC 14458)
and Bacillus cereus (ATCC 11778) bacteria. And the technique of "checkerboard" has been
used for the association test. For the evaluation of antioxidant activity the DPPH method has
been used. The best results found by the CIM were the pomegranate peel extract with
concentration of 0.625 mg/mL to the B. cereus and S. aureus bacteria; the pomegranate peel
extract to Salmonella typhi; and the surinam cherry leaves extract to the Staphylococcus
aureus bacteria. Both with results equal to 1.25 mg/ml. When combined with chemical
preservatives, there was synergistic combinations containing pomegranate peel extract with
sodium benzoate to Salmonella typhi; and with sodium metabisulphite to Salmonella typhi
and Staphylococcus aureus bacteria. For the antioxidant activity, the results showed that
pomegranate peel extracts and sirinam leaves possess higher antioxidant activity when
compared to the oils under study with 50% Inhibitory Concentration (IC50) equal to 0.18 and
0.34 mg/ml, respectively. Thus, it has been concluded that many of the test plants have good
results as a favorable alternative for application in foods as a substitute for synthetic additives.

Key words: essential oils, minimum inhibitory concentration, "checkerboard", DPPH.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve um aumento na exigéncia por produtos alimenticios
seguros e livres de microrganismos patogénicos, uma vez que a contaminagdo de alimentos
pode estar relacionada com o aumento de muitas doengas (MACHADO; BORGES; BRUNO,
2011).

No mundo todo, diariamente ocorrem inumeros casos de intoxicag¢do alimentar
causados pela ingestdo de produtos contaminados por microrganismos ou por toxinas
liberadas por eles. Alguns autores como Kendall (2014) e Sudheesh et al. (2013) destacam os
microrganismos mais comuns encontrados em alimentos: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Clostridium botulinum, Clostridium perfrigens, Bacillus cereus, Salmonella sp.,
Listeria sp., Campylobacter sp., Shigella sp., Penicillium citrinum, dentre outros. Devido a
vasta gama destes contaminantes de alimentos, torna-se indispensavel o emprego de métodos
de conservacgdo e/ou adi¢@o de substincias que impecam a acdo destes microrganismos.

Outro fator que causa grandes prejuizos nas industrias alimenticias sdo as oxidagdes
lipidicas, que sdo responsaveis pela reducdo da vida util dos produtos, alteracdes sensoriais
tais como odores e sabores desagradaveis, além da destruicdo de componentes essenciais,
ocasionando um decréscimo do valor nutricional e seguranca (DEL RE; JORGE, 2012;
MILANI, 2012).

Para que sejam evitados tais efeitos, ¢ de extrema importancia a adicdo de
substancias que evitem ou retardam a oxidagdo lipidica, aumentando assim a vida util do
produto. Porém, ha um aumento das exigéncias por parte dos consumidores, que tendem a
evitar produtos que possuam em sua composicao aditivos de origem sintética, conscientes dos
possiveis efeitos causados por estes (MACHADO; BORGES; BRUNO, 2011; MILANI,
2012).

Os aditivos quimicos sdo substancias que sdo adicionadas aos alimentos, sem o
objetivo de aumentar sua qualidade nutricional, mas si,de aumentar sua vida 1til, e manter sua
seguranca, inibindo ou retardando as altera¢des provenientes de microrganismos ou enzimas
(SILVA et al., 2009).

Segundo Abdulmumeen; Risikat e Sururah (2012), os aditivos antimicrobianos mais
comuns s30 0 propionato de calcio, nitrato e nitrito de sodio e potassio, sorbato de sodio,
benzoato de sddio, entre outros. J4 como aditivos antioxidantes Ramalho e Jorge (2006) citam

os polifendis, como 2,3-terc-butil-4-hidroxianisol (BHA), 2,6-diterc-butil-p-creso (BHT),
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terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (Figura 1), entre outros. Os beneficios e a seguranga destes
aditivos artificiais sdo objetos de debates entre pesquisadores e os Orgdos reguladores em

alimentos, toxicologia e biologia.

OH QH OH
(CH3)3C C(CHa)a HO OH
C(CHgs),
SCH, CH, COOC;H,
BHA BHT TBHQ

Figura 1: Estrutura quimica de antioxidantes sintéticos.

Fonte: Prado (2009).

Todos os aditivos artificiais sdo comprovadamente eficazes em sua funcdo seja
contra os microrganismos ou oxidacao lipidica, mas varios deles apresentam efeitos colaterais
negativos e considerados nocivos a satde, ja que podem apresentar potenciais mutagénicos,
carcinogénicos e teratogénicos. Seu emprego ¢ limitado por legislagdes especificas apoiadas
em critérios restritivos que levam em consideragdo as recomendacdes da Organizacgio
Mundial de Saude (ANAND, SATI, 2013).

Neste contexto, ha uma crescente busca por meios alternativos de conservagdo que
preservem os atributos nutricionais e de qualidade dos alimentos. Com isto, existe uma grande
tendéncia para a utilizacdo de aditivos de origem natural como substituinte dos conservantes
sintéticos.

Historicamente, as plantas tém sido usadas como um importante recurso ao alcance
do ser humano. Elas significam um marco historico na evolu¢iao de muitas nagdes, tem trazido
melhorias nas condi¢des de alimentagdo e cura para muitas enfermidades (ROZATTO, 2012).
Alguns produtos, que sdo conhecidos como fitoquimicos, extraidos de diversas plantas, t€ém
apresentado muitos resultados efetivos na preservacao dos alimentos, possuindo propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, sendo destacada a importancia dos compostos fenolicos

presentes nelas (MILANI, 2012).
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O Brasil ¢ o pais com a maior biodiversidade de plantas do mundo, com cerca de
mais de 20% do numero total de espécies do planeta. Muitas destas plantas produzem
metabolitos secunddarios, incluindo compostos em alta concentragcdo com atividade
antimicrobiana e antioxidante (SILVA, 2010).

Muitos destes aditivos naturais podem ser facilmente adquiridos e a sua utilizagao
pode ser isolada ou em combinacdo com outras moléculas, podendo substituir total ou
parcialmente o uso dos aditivos sintéticos. A escolha do aditivo deve-se basear na
compatibilidade quimica e sensorial com o alimento alvo, na sua efetividade contra
microrganismos indesejaveis, seguranca, dentre outras caracteristicas que torne mais

favoravel o seu uso do que o uso de aditivos sintéticos (SETTANNI; CORSETTI, 2008).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos brutos obtidos das
cascas de roma, folha de pitanga e de Oleos essenciais comerciais de pimenta malagueta,

capim limao, hortela d’4gua, hortela do campo e erva doce.

1.1.2 Objetivos especificos

» Obter os extratos brutos das cascas de roma e folhas de pitanga por meio de
maceragao com solventes;

» Testar a atividade antimicrobiana dos dleos essenciais e dos extratos por meio do
teste de determina¢do da concentragdo inibitéria minima;

» Determinar a concentragdo inibitoria minima do benzoato de sdédio e
metabissulfito de sodio;

» Através dos resultados obtidos da concentracdo inibitoria minima dos extratos e
0leos, avaliar a associacao com o benzoato de sdédio e metabissulfito de sédio;

» Avaliar a atividade antioxidantes dos extratos e Oleos essenciais pelo método

DPPH e determinar o ICso dessas substancias.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Atualmente existe uma grande preocupacdo em relagdo a vida 1til e seguranga dos
alimentos. Desta forma, os fabricantes buscam utilizar aditivos, para assim obter produtos que
atendam as exigéncias legais e garantir a seguranga dos mesmos. Porém, existe também a
preocupagdo relacionada aos possiveis efeitos nocivos dos aditivos sintéticos usados neste
processo (MACHADO; BORGES; BRUNO, 2011).

As limitagdes ao uso de alguns aditivos quimicos que apesar de serem efetivos contra
bactérias trazem sérios efeitos adversos sobre a saude, como a formagdo de compostos
carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos. Em relacdo a estes antimicrobianos, o uso
indiscriminado destes nos alimentos privilegia a selecdo de linhagens microbianas mais
resistentes e portanto, de dificil controle (AUN et al, 2011; GUERREIRO; SA;
RODRIGUES, 2012).

Os aditivos quimicos sdo utilizados para aumentar o tempo de vida util dos
alimentos, pois combatem os microrganismos patogénicos e deteriorantes. De acordo com
Rodrigues (2010), as crescentes ocorréncias de doengas podem estar relacionadas com o uso
indiscriminado de aditivos sintéticos nos alimentos.

Neste contexto, cada vez mais as industrias buscam por meios alternativos, que
possam apresentar resultados iguais ou superiores aos aditivos sintéticos, ¢ que atendam as
exigéncias dos consumidores que procuram por alimentos mais saudaveis. Nesse cenario, o
uso de aditivos naturais € uma op¢ao atraente, ja que os mesmos oferecem maiores vantagens
sobre seus homologos artificiais, devido a sua natureza nao téxica juntamente com uma vasta
gama de beneficios a satide. Atualmente existem muitos estudos envolvendo a aplicabilidade
de compostos obtidos de produtos naturais, que tendem a se desenvolver cada vez mais,

devido a resultados positivos obtidos nas areas de cosméticos, medicamentos e alimentos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MICRORGANISMOS

Os microrganismos (MO) s3o uma forma de vida que ndo pode ser visualizada sem
auxilio de um microscopio. Estes seres diminutos podem ser encontrados no ar, no solo, e,
inclusive, no homem. Eles tém sido utilizados pelo homem em diferentes processos e de
diferentes maneiras. Alguns deles, quando presentes em um alimento causam alteragdes
benéficas e desejadas, modificando suas caracteristicas originais, de forma a transforma-lo em
um novo produto. Porém, muitos deles, podem causar as doengas transmitidas por alimentos
(DTA’s) e sérios problemas econdmicos, decorrentes das perdas por produtos deteriorados.
Estes sdo genericamente denominados de microrganismos patogénicos, podendo afetar tanto o
homem, como animais. As caracteristicas das doencas que causam dependem dos fatores
inerentes ao alimento, do microrganismo patogénico envolvido e do individuo a ser afetado.
Bactérias, fungos e leveduras sd3o os microrganismos de maior destaque como agentes
potenciais de deterioracdo e como eventuais patdgenos ao homem (COSTA, 2014).

De acordo com Duarte (2012) os efeitos causados por microrganismos patogénicos
em alimentos podem ser divididos em trés mecanismos:

e Infecgdo: quando ocorre a ingestdo dos microrganismos patogénicos e estes
sdo capazes de penetrar e invadir tecidos.

e Toxinfec¢do: ha ingestdo do microrganismo patogénico e estes liberam toxinas
prejudiciais ao ser humano. Isto ocorre no momento da multiplicacdo, esporulagdo ou
lise no limen intestinal.

¢ Intoxicagdo: ocorre pela ingestdo de toxinas liberadas pelos microrganismos no

alimento, proveniente da sua proliferacao ou esporulagao.

2.1.1 Salmonella typhi

Salmonella enterica sorovar typhi ¢ uma bactéria bacilar gram negativa, aerdbia, ndo

esporulada e ndo encapsulada, flagelada, patdgena oportunista e de rapido crescimento.
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Geralmente as aves podem ser portadoras sadias da bactéria e constituir-se em veiculo de
difusdo para outras espécies € humanos, provocando surtos endémicos de toxi-infec¢des por
consumo de produtos avicolas geralmente conservados ou elaborados de forma irregular. Os
ovos sdo considerados a principal fonte de salmonelose humana, tendo como principal
responsavel a ingestio de ovos crus ou semicrus contaminados pela bactéria E caracterizada
por quadros de diarreia, febre e vomitos € que em casos extremos podem causar a doenga

septicemia e morte (SONCINI, 2014; TEIXEIRA et al., 2007).

2.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli, mais conhecida pela abreviatura E. coli, se refere a géneros
diversos de bactéria bacilar Gram-negativa, anaerdbica facultativa e que ndo produzem
esporos. A bactéria ¢ um patdgeno transmitido por alimentos. O contagio por E. coli se da
através da ingestdo de dgua ou alimentos que ndo foram processados e tiveram algum tipo de
contaminagdo fecal durante a sua produgdo, como por exemplo, leite ndo-pasteurizado
manipulados de maneira ndo higiénica. De acordo com Alves (2012), existem basicamente
quatro formas de E. coli que causam doencas gastrointestinais: enteropatogénica,
enterotoxigénica, entero-hemorragica e enteroinvasiva, levando a sintomas muitos

semelhantes como diarreia, dores abdominais e dores de cabeca (FRANCO, 2002).

2.1.3 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria esférica, aerdbia ou anaerobia facultativa,
gram positiva que cresce na forma de cachos de uva, frequentemente encontrada na pele e nas
fossas nasais de pessoas saudéaveis. Entretanto pode provocar doengas, que vao desde uma
simples infecdo até infecdes graves, ¢ uma das principais causas de gastroenterite resultante
do consumo de alimentos contaminados. A gastroenterite ¢ uma inflamagdo aguda que
compromete os Orgdos do sistema gastrointestinal. Os alimentos que sdo frequentemente
responsaveis por intoxicacdo alimentar incluem produtos como carnes, ovos, saladas,

produtos de panificagdo, recheios de sanduiches, leite e produtos lacteos. Uma dose de toxina
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menor do que 0,1 mg em alimentos contaminados produzira sintomas de intoxicacao
caracterizadas por nduseas, vomitos, dores abdominais e diarreia. No entanto, a contaminagao
de Staphylococcus aureus pode ser evitada por tratamento térmico dos alimentos (TEIXEIRA

et al.,, 2007; BRESOLIN, DALL’STELLA, SILVA, 2005).

2.1.4 Bacillus cereus

O Bacillus cereus ¢ uma bactéria beta hemolitica gram-positiva, de forma cilindrica,
endémica, que vive no solo. E comumente encontrado em vérios alimentos processados e crus
como leites e derivados, cereais, carnes, vegetais, entre outros, causando diarreia, ndusea
e vOomito. Estas alteracdes sdo atribuidas a a¢do de uma potente toxina emética ou das
enterotoxinas, também conhecida como toxina diarreica ocorrendo um quadro de diarreia

intensa, tenesmos retais e colicas abdominais (GOMES et al., 2004).

2.2 CONSERVANTES QUIMICOS

A conservacdo de um alimento consiste em manter as suas caracteristicas fisicas,
quimicas, microbioldgicos e organolépticas o mais estavel possivel, mesmo em condigdes nas
quais isso ndo seria vidvel. Os métodos de conservacao podem ser processos fisicos, quimicos
ou biolégicos. Quando o alimento ndo pode ser submetido a processos fisicos ou quimicos
e/ou bioldgicos de conservagdo, € necessaria a utilizacdo de conservantes quimicos. A correta
corservacdao ¢ de grande importancia em paises tropicais, onde a deterioragdo em alguns
alimentos ¢ aumentada devido as temperaturas e umidades proximas ao ponto 6timo para o
desenvolvimento dos microrganismos (CARDOSO; RUBENSAM , 2011).

Aratjo (1990) afirma que os conservantes quimicos sdao aditivos que possuem a
funcdo de inibir ou retardar o crescimento de microrganismos em um determinado produto,
conservando-o livre de deterioragdes causadas por bactérias, fungos e leveduras. Os agentes
antimicrobianos podem influenciar sobre a parede celular e/ou membrana celular, sobre a
atividade enzimatica ou estrutura do protoplasma, bloqueando certas reagcdes enzimaticas ou
sinteses de enzimas na célula microbiana, que pode levar a destruicdo destes microrganismos

(SARTORI, 2005).
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2.2.1 Metabissulfito de sodio

O metabissulfito de sdédio ¢ considerado uma agente sulfitante. De acordo com
Machado; Toledo; Vicente (2006), os agentes sulfitantes sdo classificados como aditivos
alimentares, atuando na inibi¢do da deterioragdo provocada por bactérias, fungos e leveduras
em alimentos acidos, ¢ na inibi¢cdo de reacdes de escurecimento enzimatico e nao enzimatico
durante processamento e estocagem.

Acredita-se que no organismo humanos os agentes sulfitantes entrem em contato
com o acido cloridrico produzido no estomago e gerem didxido de enxofre gasoso. Essa
substancia pode ser inalada e pode produzir broncoconstri¢do através da inducao de reflexo
colinérgico no contato direto com as membranas traqueobronquicas. Outra hipotese levantada
¢ que o didxido de enxofre pode vir a desencadear o reflexo colinérgico agindo de maneira
indireta nas fibras nervosas, o que levaria a reagdes adversas nao relacionadas as vias aéreas
tais como diarreia, dor abdominal e cefaleia (AUN et al., 2011). Também se pode dizer que o
emprego desta classe de conservante pode levar a episddios de asma em individuos sensiveis
a essas substancias e pode levar a redu¢do da biodisponibilidade de algumas vitaminas como a
tiamina (B1), acido folico (B9), piridoxina, nicotinamida, reduzindo a qualidade nutricional
dos alimentos tratados (FAVERO, RIBEIRO, AQUINO, 2011; AUN et al, 2011;
GUERREIRO; SA; RODRIGUES, 2012).

2.2.2 Benzoato de s6dio

O benzoato de sodio ¢ um sal do acido benzoico aplicado como conservante e agente
antimicrobiano utilizado em refrigerantes, sucos, geleias, margarinas, bebidas, aditivo anti
fermentagdo para vinhos, suco a base de cana de agucar e cidra, na area cosmética e
formulacdes dentais e em produtos embutidos (KAWASE; COELHO; LUCHESE, 2008).

Aun et al. (2011) relatam que poucos trabalhos foram publicados sobre os
mecanismos de reacdes dos benzoato e que em algumas pesquisas relataram que ao estudar

pacientes com asmas pode-se verificar o aumento da liberagdo de histamina e prostaglandinas
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da mucosa gastrica apds a exposi¢do ao benzoato de sddio. De acordo com Abdulmumeen;
Risikat e Sururah (2012) os benzoato podem estar relacionados com alguns casos de reagdes
alérgicas, como urticaria e asma, bem como que se acredita que eles podem causar danos ao

cérebro.

2.3 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidagdo, através de um
ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexacdo de metais. Sao
utilizados em muitos processos industrias podendo ser sintéticos ou naturais. Alguns dos
antioxidantes sintéticos mais importantes sdo 2,3-terc-butil-4-hidroxianisol (BHA) e o 2,6-
diterc-butil-p-creso (BHT) e entre os naturais destacam-se acido ascorbico, vitamina E e [3-
caroteno e os compostos fendlicos. (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Dentre os compostos fendlicos destacam-se os flavonoides e os acidos fenolicos, os
quais s3o classificados de acordo com as suas estruturas quimicas. Os flavonoides se
classificam em diferentes grupos: flavonas, flavandis, flavonoéis, flavononas, antocianinas e
isoflavandides. Estes compostos estdo geralmente ligados a agucares, formando glicosideos.
Ja aos acidos fenolicos, possuem estrutura mais simples dentre os compostos fenolicos,
compreendendo um anel aromatico com grupos ligados a sua estrutura, dentre os quais o mais
comum ¢ a hidroxila. Além desses compostos, outros também de natureza fenolica sdo os
estilbenos, lignanos e, de forma polimeralizada, os taninos e as ligninas (COSTA, 2011).

Podemos definir antioxidante como sendo aquele que em baixas concentragdes
retarda ou previne a oxidacdo do substrato, ou seja, funcionam com bloqueadores dos
processos oxidos-redutivos provocados pelos radicais livres. Os antioxidantes tém a fungao de
capturar os radicais livres impedindo a sua reagao levando a modificagdes de proteinas,

peroxidagdo lipidica e danos ao DNA (JARDINI, 2010; TOSCAN, 2010).
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2.3.1 Radicais Livres

O termo radical livre pode ser definido como um conjunto de moléculas organicas e
inorgénicas que contém um ou mais elétrons desemparelhados, o qual o torna altamente
reativo. A presenca desses radicais no organismo humano torna critica a manutencao de
muitas fungoes fisioldgicas normais (COSTA, 2011).

Estes radicais sdo formados espontaneamente no organismo, como produto de
reacoes fisiologicas tais como: na producao de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizagdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes. Causas
exdgenas também levam a formacao dos radicais livres tais como: radiagdes gama, poluentes,
praguicidas entre outros (COSTA, 2011; JARDINI, 2010). A Figura 2 mostra alguns dos

principais radicais livres.

MNome Estrutura Matureza
Atomo de
hidrogénio H* Radical livre de estrutura mais simples

Radical carbdnico formado durante o

Triclomedil *CCls metabolismo do CCl4 no figado
Superdoxido O Radical do oxigénio
Hidroxila oH* Radical do oxigénio

Mome genérico do grupo de radicais

Tidis RS* sulfurénicos

Peroxila, radicais oxigénicos formados da quebra dos
alcoxila RO.*, RO® peroxidos organicos

Oxidos de

nitrogénio MNO*®, NOg* radicais do nitrogénio

Figura 2: Exemplos de radicais livres.

Fonte: Jardini (2010).
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2.4 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos remotos. A
ingestdo de ervas e folhas talvez tenham sido um dos primeiros produtos naturais utilizados
para a busca por alivio e cura de doengas. A historia do desenvolvimento das civilizagoes
Oriental e Ocidental ¢ rica em exemplos da utilizagdo de recursos naturais na medicina, no
controle de pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaque as civilizagdes Egipcia,
Greco-romana e Chinesa. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-se com tal
grandiosidade e eficiéncia que até¢ hoje muitas espécies e preparados vegetais medicinais sao
estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de a¢do e no isolamento dos
principios ativos (VIEGAS JR, BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Hoje em dia a utilizacdo de ativos biologicos obtidos a partir de plantas sdo
utilizados em produtos comercializados no mundo inteiro. Pesquisadores da area de produtos
naturais demonstram-se impressionados pela enorme diversidade em termos de estrutura e de
propriedades fisico-quimicas e biologicas desses ativos encontrados na natureza (ROZATTO,
2012).

As plantas possuem vdrias vias metabolicas secundarias que dao origem a diversos
compostos como alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, taninos, cumarinas, glicosideos,
terpenos, poliacetilenos. Estas substancias, sao especificas de determinadas familias, géneros,
ou espécies de plantas, cujas fungdes até pouco tempo eram desconhecidas. Muitas destas
substancias tém natureza antimicrobiana e antioxidante de grande interesse comercial
(SARTORI, 2005).

As descobertas destas plantas significam um marco histérico na evolucao de muitas
nacoes, pois trouxeram melhorias nas condi¢cdes de alimentacdo e a cura para muitas
enfermidades. O uso de vegetais in natura pelas populagdes vem se intensificando diminuindo
assim os usos de produtos quimicos que possam apresentar efeitos indesejaveis (ROZATTO,
2012).

Em alguns paises a utilizacdo de produtos naturais ¢ mais comum do que os
sintéticos. Os agentes antimicrobianos e antioxidantes naturais presentes nas plantas, animais
ou microrganismos estdo cada vez mais ganhando adeptos no ambito da conservaciao e
preservagdo natural de produtos. Oleo essencial ou extratos de varios tipos de plantas podem
ser usados para esses fins e nos dao a perspectiva de obtencao de produtos mais saudaveis e

seguros (BARBOSA, 2010).
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Segundo Machado; Borges; Bruno (2011) nas ultimas décadas, diversos conservantes
naturais tém sido investigados para aplicacdo pratica. O objetivo é encontrar moléculas que
ndo apresentem efeitos adversos significativos nas propriedades nutricionais e organolépticas
dos alimentos, ¢ que aumentem a sua vida util e seguranga. Além disso, o uso dessas
moléculas permitiria que novos produtos com melhor qualidade e propriedades nutricionais
fossem introduzidos no mercado. Em um futuro préoximo, o aumento do uso de conservante
naturais em bens de consumo devido ao apelo do “consumo verde” que estimula o uso e o
desenvolvimento de produtos naturais terdo sua utilizacdo quase que total em setores de

cosmética, medicamentos e alimentos, eliminando e/ou diminuindo o uso dos sintéticos.

2.5 ASSOCIACAO DE PRODUTOS NATURAIS

Os estudos e descobertas dos produtos naturais com principios ativos com atividade
antimicrobiana intrinseca ou em combina¢do com agentes sintéticos podem representar uma
nova forma de fazer frente aos microrganismos multirresistentes, 0s quais sao
microrganismos resistentes a diferentes classes de antimicrobianos (antibidticos) testados em
exames microbioldgicos. A pressdo seletiva realizada pelo uso de antimicrobianos, algumas
vezes de forma indevida, tem levado a expansdo da resisténcia microbiana. Sem o contato
destes microrganismos com os produtos sintéticos, diminui-se o risco de se selecionar novos
ou melhores mecanismos de resisténcia (CASTRO, 2010).

O uso de agentes antimicrobianos combinados ja ¢ uma pratica comum em centros
clinicos. Estas combinagdes t€ém como intuito potencializar o efeito antimicrobiano, uma vez
que varios estudos tém demonstrado efeitos sinérgicos, podendo assim ser aplicadas para o
controle de microrganismos que apresentam resisténcia aos agentes na forma isolada. Como
em alguns casos a combinacdo de drogas ainda ndo apresenta resultados satisfatorios, é de
grande interesse obter conhecimentos do mecanismo que determina o sinergismo entre as
drogas, de modo a predizer quando uma associagdo tera a sua eficiéncia aumentada ou nado
(BARBOSA, 2011).

Jardini (2005) define o sinergismo como sendo uma a¢do combinada entre dois ou
mais compostos distintos que, atuam em conjunto para proporcionar um resultado superior

comparado com a sua agao isoladamente. Porém, nem sempre a associagdo entre duas ou mais
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substancias apresentam resultados superiores, ou seja, possui efeito sinérgico. De acordo com
Endo (2007) podem ocorrer outras interagcdes como:

e Aditividade: o resultado da combinagdo ¢ igual a soma dos resultados

separadamente das substancias;

e Autonomia ou Indiferenca: quando associadas, as substancias ndo apresentam

diferengas em seus resultados;

e Antagonismo: O resultado da associacdo ¢ inferior quando comparado aos

resultados das substancias isoladas.

Na éarea de alimentos, as combinagdes de produtos naturais com conservantes
sintéticos, quando apresentam resultados mais eficientes permitem com que sejam utilizadas
menores doses de cada droga, ou seja, tem a vantagem de se utilizar uma menor concentragao
de aditivo quimico (CASTRO, 2010). Nesse sentido, o desenvolvimento deste trabalho
apontara possiveis associagoes entre aditivos sintéticos e naturais contribuindo, assim para
que essas associacdes possam futuramente ser utilizadas no controle de microrganismos que
podem se desenvolver em alimentos que passam por processamento antes de sua

comercializacao.

2.6 EXTRATOS

Os extratos sdo preparagdes concentradas de diversas consisténcias possiveis, obtidas
a partir de vegetais secos, que passam ou ndo por tratamento prévio tais como: inativagao
enzimatica e moagem. Eles sdo preparados por processos envolvendo solvente e necessitam
de duas etapas para a obtencdo do extrato. A primeira envolve a separacdo dos compostos
especificos de um meio complexo (a droga, ou parte da planta utilizada) utilizando solvente e
gerando o extrato, e a segunda envolve a concentragdo deste extrato, que elimina total ou
parcialmente o solvente. O uso destes extratos vegetais e fitoquimicos com fins medicinais ¢
uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. A Organizacdo Mundial de
Satde (OMS) estima que 65 - 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento dependem

das plantas medicinais como unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude

(GONCALVES, FILHO, MENEZES, 2005).
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2.6.1 Folhas da pitangueira

A pitangueira ou pitanga, pertence a espécie Eugenia uniflora L. (Myrtaceae). Esta
familia possui espécies com uso como antioxidante, hipoglicemiante, anti-hipertensivo.
Conhecida e ¢ caracterizada também pela presenga de taninos, flavonoides, mono e
sesquiterpenos, triterpenos e derivados do floroglucinol (BAGETTTI, 2009).

Ela cresce em regides de clima tropical e subtropical, sendo nativa da mata atlantica
brasileira onde ¢ valorizada por sua folha rica em propriedades benéficas a satide e seu fruto ¢
utilizado na alimentagdo devido ao seu aroma e sabor peculiares (VIANA, SANTANA,
MOURA, 2012). A pitangueira ¢ uma arvore pequena (Figura 3) caracterizada por possuir
folhas de cor vinho quando novas e, quando adultas, folhas opostas, verde-escuras, brilhantes,

ovais e inteiras.

Figura 3: Pitangueira

Fonte: autoria propria.

Viana, Santana e Moura (2012) analisaram o extrato das folhas de Eugenia uniflora

L. e observaram a presenca de flavonoides e taninos hidrolisaveis. Os flavonoides t€ém uma
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ampla a¢do biologica podendo ser pelo simples fato alimenticio, mas também pode ter acdo
medicinal. Os beneficios causados pela ingestdo de frutas e outros vegetais se deve a estes
compostos, eles auxiliam na absor¢ao de vitamina C, podem ter acdo anti-inflamatoria,
antialérgica, anti-hemorragica, mas atribuimos sua a¢do mais importante a de antioxidante.
Diversos estudos sobre atividade dos taninos evidenciaram importante agao antibacteriana,
acdo sobre protozodrios, na reparagao de tecidos, regulacdo enzimadtica e proteica, entre
outros. Estes efeitos dependem da dose, tipo de tanino ingerido e periodo de ingestdo
(BAGETTI, 2009; CASTEJON, 2011)

Brun e Mossi (2010) realizaram estudos para a caracterizagdo dos componentes
quimicos ¢ a atividade antimicrobiana do 6leo volatil de pitanga. Na andlise cromatografica
da composi¢@o quimica para o 6leo essencial das cascas secas obtiveram-se como compostos
majoritdrios o curzereno a selina- 1,3,7(11)-trien-8-ona, atracitolona, furanodiona e
germacrona ¢ em relacdo ao teste antimicrobiano o mesmo apresentou resultado positivo para
Gram-positivas: Micrococcus luteus e Staphylococcus epidermidis e Gram negativa:
Xanthomonas campestris.

Oliveira et al. (2008) realizaram extragcdes do fruto e da folha da pitanga (Eugenia
uniflora L.) e avaliou extrato hidroalcodlico do fruto maduro, extrato hidroalcoolico do fruto
verde, infuso da folha fresca e dleo essencial da folha fresca e observou a presenca de halos
de inibigdo para os extratos hidroalcoolicos produzidos a partir do fruto verde e maduro, bem
como do infuso da folha fresca da pitanga. O dleo essencial da folha da pitanga ndo mostrou

atividade antibacteriana para as bactérias estudadas.

2.6.2 Roma

A arvore da romd, ou romazeira (Punica granatum), pertence a familia das
punicaceas e da o fruto chamado roma (Figura 4). Nativa do Ira, e foi levada pelos fenicios
para a regido do mar Mediterraneo, de onde se difundiu para as Américas, chegando ao Brasil
por meio dos portugueses (PINTO; CORREA, 2014). Seu fruto é considerado simbolo da
vida, conhecimento, imortalidade e até da divindade, possui aspecto globoide ou esférico e em

seu interior possui sementes ou bagos de cor rosea (BARBOSA, 2010).
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Figura 4: Fruto da Punica granatum (roma).

Fonte: Pinto; Corréa (2014).

De acordo com Pinto e Corréa (2014) suas folhas e casca sao usadas na medicina
contra irritacdo nos olhos, infeccdo de garganta, diarreias e desinterias cronicas. Suas cascas
sdo ricas em taninos elagicos, sendo este dotado de atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringes e contra o virus Herpes simplex II,
responsavel pelo herpes genital. Além disso, suas cascas contém cerca de 0,6 a 0,7 % de
alcaloides tais como a peletierina e a pseudo-peletierina, responsaveis pelas propriedades
tenifugas da roma.

A roma ¢ conhecida por ser umas das frutas mais saudaveis, por sua alta atividade
antioxidante, sendo que a casca apresenta uma elevada atividade devido a grande quantidade
de compostos fenolicos presente nela (GIL et al, 2000; SINGH; MURTHY;
JAYAPRAKASHA, 2002; AVIRAM et al., 2004; AVIRAM et al., 2008; ANIBAL, 2010).

Gomes et al. (2014) avaliaram os taninos obtidos da casca da planta Punica
granatum verificando atividade eficaz contra Staphylococcus aureus, com concentragao
inibitéria minima (CIM) de 78 pg/mL. conclui-se que o extrato das cascas utilizadas possui
alta atividade antimicrobiana.

Resultado semelhante ¢ mostrado no trabalho de Trindade, Fonseca e Juiz (2009) em
que o Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes apresentaram sensibilidade a tintura
hidroalcoodlica da casca da roma. Esses resultados indicam que a roma se mostra efetiva na
inibi¢do do crescimento de bactérias Gram positivas, especificamente de Staphylococcus

aureus.
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2.7 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais sao importantes matérias-primas industriais utilizadas na
manufatura de produtos dos setores da perfumaria, cosmética, farmacéutica, higiene e
limpeza, alimenticia e bebidas. Eles podem ser extraidos de diversas espécies vegetais, a
partir das suas folhas, frutos, caule, raizes, e levam caracteristicas da planta o qual se extraiu
tal como o odor e o sabor (BELTRAME et al., 2010).

O termo “6leo essencial” foi definido no século XVI por Paracelso, médico e
alquimista suico. Ele pode ser caracterizado quimicamente como misturas complexas de
compostos de baixo peso molecular, sendo alguns altamente volateis, responsaveis por gerar
sabores e/ou aromas. Fisicamente, sdo encontrados no estado liquido a temperatura ambiente,
com aspecto incolor ou claro. Nao se misturam a agua, e podem ser extraidos de diferentes
modos, como hidrodestilagdo, destilacdo a vapor, CO; supercritico, ou com a utilizacdo de
solventes organicos ou gorduras (PROBST, 2012).

Atualmente varios estudos vém sendo desenvolvidos acerca de diferentes oleos
essenciais. O Brasil é um dos destaques na produgdo desses 6leos, juntamente com a India,
China e Indonésia, devido a vasta diversidade de plantas que podem ser encontradas nestes

paises (MIRANDA, 2010).

2.7.1 Capim limao

O capim limao (Cymbopogon citratus) (Figura 5) ¢ uma espécie vegetal originaria da
india e amplamente distribuida, em especial em zonas tropicais. No Brasil, assume diferentes
denominagdes populares: capim-limao, capim-santo, erva-cidreira, capim-catinga, capim-de-
cheiro, capim-cidrao, capim-cidilho, capim-cidro e capim-ciri. Pertence a familia Poaceae,

também denominada Gramineae (ROCHA, 2011).
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Figura 5: Capim Limao (Cymbopogon citratus)
Fonte: Machado et al. (2012).

A atividade antimicrobiana do capim limdo ¢ citada em varios estudos e sugere-se
que o citral € o principal responsavel por esta atividade. Schuck et al. (2001) avaliaram a
atividade antimicrobiana de Cymbopogon citratus frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans. Os resultados obtidos comprovaram a acentuada
atividade antifingica sobre Candida albicans, superando os valores de inibi¢do do antifingico
padrao (nistatina). J4 Falcao; Pereira e Milao (2009) testaram o 6leo essencial de capim-limao
frente aos microorganismos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Cdandida albicans e
Aspergillus niger pelo método bioautografico, no qual obtiveram resultados positivos em
relagdo a E. coli.

Machado et al. (2012) conclui que o 6leo essencial de capim limdo tem atividade
antimicrobiana contra os agentes patogénicos de origem alimentar e bactérias associadas a
deteriora¢do de alimentos, sendo que em seu estudo a bactéria Staphylococcus aureus foi a
que apresentou maior sensibilidade ao mesmo, apresentando halo de inibicdo de 33 + 2.8
mm/mL, concluindo assim que o 6leo essencial tem potencial antimicrobiano frente a esse

microrganismo.
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2.7.2 Erva doce

A erva-doce (Pimpinella anisum) ¢ uma planta da familia das Apiaceae,
anteriormente chamadas Umbelliferae. O constituinte primario do 6leo (cerca de 90%) ¢

o anetol (Figura 6).

N

Figura 6: Estrutura quimica do anetol

Fonte: Morais et al., (2006).

E possivel atribuir ao anetol o efeito antioxidante e anti-inflamatério de algumas
plantas como ¢ relatada por alguns autores (FREIRE et al. 2005; ABRAHAM, 2001;
CHAINY et al., 2000; DUVOIX et al., 2004).

Pereira et al (2009) ao avaliar a acdo antimicrobiana in vitro de extratos glicolicos
de Goiaba, Jamelao e erva doce sobre cepas padrao de Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Bacillus
atrophaeus (esporos), observou que dentre os extratos utilizados, o extrato glicdlico de erva
doce foi 0 mais efetivo frente aos microorganismos testados.

A atividade antioxidante e notavel agdo antibacteriana para bactérias Gram-positivas

e Gram-negativas também foi demonstrado por Gulgin; Oktay e Kufrevioglu (2003).
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2.7.3 Hortela d’agua e horteld do campo

A Hortela d’agua (Mentha aquatica) e o horteld do campo (Mentha arvensis) sdo
consideradas ervas perenes e pertencem ao género Mentha L. da familia Lamiaceae, cujas
espécies sao vulgarmente chamadas mentas ou hortelas.

Os Oleos essenciais de diferentes espécies de Mentha ssp. apresentam atividade
antimicrobiana frente a diversas bactérias, incluindo Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e Salmonella choleraesuis, e alguns autores sugerem que o mentol e mentona (Figura 7)
sejam os responsaveis por esses resultados (SIVROPOULOU et al., 1995; SARTORATTO et
al., 2004; DUARTE et al., 2005; YADEGARINIA et al., 2006; MAHADY; PENDLAND;
STOIA, 2005; FURAHATA et al., 2000; ISCAN et al., 2002). Ja Araujo et al (2010) ao
estudarem a Mentha spp. obtiveram bons resultados na atividade antioxidante, comprovando o

potencial que a familia Lamiaceae pode possuir neste aspecto.

(A) (B)

Figura 7: Estrutura quimica (A) mentol, (B) mentona.

Fonte: adaptado de Almeida (2006).

2.7.4 Pimenta malagueta

A pimenta malagueta (Capsicum annuum) e pertencem a familia Solanaceae (Figura
8). A pimenta ¢ um condimento popular em todo o mundo conhecido por conter capsaicina e

dihidrocapsaicina como os maiores ingredientes pungentes (OLIVEIRA, 2011).
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Figura 8: Pimenta malagueta (Capsicum annuum).

Fonte: Souza (2012).

Costa et al. (2009) verificou que o extrato bruto de pimenta malagueta apresenta
grande concentra¢do de fenolicos totais, sendo assim, ao avaliar a atividade antioxidante
através do método DPPH, obteve-se resultados positivos em todas as concentragdes testadas,
com desempenho a superior a BHT.

De acordo com Oliveira (2011) as pimentas contém muitas substancias fisiologicas
ativas como acido ascorbico, tocoferol, carotendides, entre outros, que sdo importantes na
protecdo contra danos oxidativos produzidos pelos radicais livres além de apresentarem
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas, tais como na inibi¢ao do crescimento

do patogeno gastrico Helicobacter pilori.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS

O trabalho experimental foi desenvolvido nos Laboratérios de Fisico-Quimica,
Analise Instrumental e Microbiologia, da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana —
Campus Toledo.

Utilizou-se cepas das bactérias Salmonella typhi (ATCC 06539), Escherichia coli
(ATCC 10536), Staphlococcus aureus (ATCC 14458) e Bacillus cereus (ATCC 11778), para
os testes microbioldgicos. As mesmas foram armazenadas em geladeira (Bosch, style: single
door 34) no laboratério de microbiologia da Universidade Tecnologica Federal do Parana —

Campus Toledo.

3.2 MATERIAL BOTANICO

Os produtos testados foram adquiridos da empresa Cha&Cia da cidade de Jacarei,
Sdo Paulo, ja desidratadas acompanhadas de seus laudos, devidamente identificadas
botanicamente como FEugenia uniflora L. (pitangueira) (ref: 3516, LT:090109) onde se
utilizou as folhas e Punica granatum (roma) (ref: 3705, LT:010812) onde se utilizou as
cascas.

Para a obtengdo dos extratos as folhas e cascas foram moidas com auxilio de um
moinho de facas (Willye, modelo SL-30, Solab) obteve-se pos-finos e armazenou-se os
mesmo em embalagens a vacuo, protegidas da umidade e calor.

Os oleos essenciais foram adquiridos da empresa Laszlo da cidade de Belo Horizonte
— MG, acompanhadas de seus respectivos laudos, indicando os componentes presentes e suas
proporgdes. Os 6leos estudados foram: pimenta malagueta (Capsicum annum) LT:1895, erva
doce (Pimpinella anisum L) LT: 1854, capim limdo (Cymbopogon flexuosus) LT: 1276,
hortela do campo (Mentha arvensis) LT:1960 e hortela d’agua (Mentha aquatica) LT: 1896.

Todos foram armazenados em suas respectivas embalagens, protegidos do sol e umidade.
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3.2.1 Obtengao dos extratos brutos

Para a obten¢do do extrato utilizou-se a metodologia adaptada de Soares et al.
(2008), por maceracao em solvente. O solvente utilizado para a obten¢ao dos extratos foi uma
solugdo hidroalcodlico com aproximadamente 90% de etanol, concentracdo esta obtida
através da diluicao de etanol PA da marca Alphatec.

Pesou-se em frascos ambar cerca de 100 g de p6 das folhas de pitanga e 100 g para o
p6 da casca de roma. Adicionou-se a solucao hidroalcodlica em uma propor¢do de 1:5 (g/mL).
Os pos permaneceram em contato com a solucdo hidroalcodlica por um periodo de sete dias,
sendo agitadas trés vezes ao dia. Posteriormente o extrato fluido foi filtrado com auxilio de
uma bomba a vacuo sendo que a torta foi armazenada ao frasco ambar novamente e o filtrado
concentrado em rotaevaporador (Marconi, modelo MA 120), em temperatura de 45°C com
rotagdo de 15 rpm. Colocou-se o concentrado em potes de vidro e acondicionado em freezer.

Colocou-se o solvente recuperado junto com a torta em frasco &mbar para uma nova
extragdo, onde permaneceu por um periodo de cinco dias. Em seguida procederam-se as
mesmas etapas citadas anteriormente. O concentrado obtido foi homogeneizado com o
anterior ¢ levado a estufa a 35°C para a evaporacdo total da 4gua e obtencdao dos extratos

brutos da folha da pitanga e da casca da roma.

3.3 TESTES MICROBIOLOGICOS

3.3.1 Ativacao das cepas

As cepas foram ativadas em caldo Muller Hilton, e ap6s um periodo de 24 horas a
35° em estufa (Tecnal), as mesmas foram colocadas em placas de Petri contendo agar Muller
Hilton. A semeadura das bactérias foi realizada em forma de estrias. As placas foram mantidas
em estufa a 35°C por um periodo de 24 horas, em seguidas armazenadas em geladeira para a

preservacao das bactérias. Quinzenalmente eram realizados repiques.
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3.3.2 Teste de concentracao inibitdria minima (CIM)

O teste foi realizado de acordo com a metodologia CLSI (2008), utilizando-se a
técnica de diluicdo em placa com 96 orificios.

Em tubos de ensaio estéreis contendo cerca de SmL de caldo Mueller Hilton foi pego
com auxilio da alga de semeadura cerca de 5 a 6 colonias de bactérias da placa de Petri
incubados em estufa por 24 horas a 35°C.

Para padronizar uma concentracdo de indculo para o teste de sensibilidade, utilizou-
se o controle de turbidez da escala Mc Farland de 0,5. Esta foi obtida através do preparo de
uma solugdo salina de sulfato de bario (BaSO4). A obtencdo da concentracdo correta do
controle de turbidez foi determinada por absorbancia em um espectrofotdometro de feixe duplo
(PG Instruments modelo T80+) sendo que realizou-se a leitura no comprimento de onda de
625nm e o resultado permaneceu dentro dos parametros estabelecidos de 0,08 a 0,10 de
absorbancia. Para garantir a estabilidade da solugdo, armazenou-se a mesma em tubos de
ensaio com tampas, envolto por papel aluminio em temperatura ambiente, protegido de
umidade, luz e calor. Quinzenalmente realizou-se a leitura da solucdo para certificar que a
mesma permanecia dentro dos parametros.

Para o preparo da bactéria para o teste, em um microtubos de centrifugacao diluiu-se
cada tipo de bactéria a ser testada em concentragdes de 1:20, para isso misturou-se 50 uL de
indculo padronizado com a escala Mc Farland, com 950 uL de caldo Mueller Hinton.

Em um microtubo de centrifuga¢do preparou-se uma solucdo contendo 10 mg de
cada extrato e Oleo essencial pesados em balanca analitica da marca Shimadzu, modelo
AY220, devidamente calibrada. Ao microtubo adicionou-se 100 pL de DMSO
(Dimetilsulfoxido ou sulféxido de dimetilo), onde apds a diluicdo completa dos extratos e
6leos essenciais adicionou-se 900 pL de caldo Mueller Hilton.

Realizou-se a diluicao na vertical, sendo que na ultima linha adicionou-se o padrdo
negativo (meio + bactéria), que serviu de referéncia do crescimento bacteriano.

Utilizando-se de um micropipetador multicanal, pipetou-se 100 pL de meio de
cultura em cada pogo e 100 pL de extrato anteriormente preparado e colocado na primeira
linha de pocos. Em seguida, realizou-se uma dilui¢do seriada até o penultimo pogo da placa,

onde nesta o coletado foi descartado.
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Pipetou-se 10 pL do inoculo preparado anteriormente com o auxilio do micro
pipetador, ao final agitou-se a placa levemente e colocou-se em um frasco fechado, com
algodao molhado ao lado para manutencao da umidade e entdo se levou a estufa por 24 horas
a 35°C. Apos esse tempo, realizou-se a leitura visual para obter a minima concentragdo capaz
de inibir o crescimento da bactéria em teste.

O mesmo teste foi utilizado para avaliar a CIM dos conservantes quimicos,
metabissulfito de sédio e benzoato de sodio, no qual, a quantidade utilizada foi de 30 mg/mL
e nao foi necessario a utilizacao de solventes, sendo a dissolugdo realizada somente em caldo

Mueller Hilton.

3.3.3 Avaliacao da Concentragdo Bactericida Minima

O teste foi realizado utilizando-se dos resultados obtidos da CIM, onde se procurou
saber se a concentragdo apenas inibia o crescimento ou era capaz de matar a bactéria, para
isso adicionou-se em placas de Petri estéril 4gar Mueller Hilton. Dividiu-se em seis partes,
cada parte semeou-se o material que deram resultados positivos para a Concentragdo
Inibitéria Minima em forma de estrias, nos casos em que mais de uma concentragdo
apresentou resultado positivos utilizou-se a menor concentragdo ¢ as duas concentragdes
anteriores.

As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24 horas. Apos o periodo o material
foi analisado. Considerou-se que se no periodo de 24 horas ndo houve o crescimento
bacteriano a concentracdo foi considerado bactericida, caso contrario apenas inibidor de

crescimento (bacteriostatico).

3.3.4 Testes de associagdo dos extratos com conservantes quimicos

Realizou-se os testes de associagdo adaptada da técnica de “checkerboard” descrito
por Endo (2007) utilizando-se placas de micro dilui¢des com 96 pogos, preparadas em caldo
Mueller Hilton. Realizou-se o teste apenas os que apresentaram resultados igual ou inferior a

1,25 mg/mL no teste de CIM, sendo assim apenas realizou-se com os extratos de casca de
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roma e das folhas de pitanga. Para o teste de associagdo utilizou-se os conservantes: Benzoato
de sodio e Metabissulfito de sodio.

O método “checkerboard” ¢ uma técnica usada para medir “in vitro” a atividade
antimicrobiana de combinagdes de agentes antimicrobianos. As vantagens do método sao
varias (a) facil entendimento, (b) a interpretacdo e os calculos matematicos sdao simples, (c)
pode ser utilizada em sistemas de microdiluicao, e (d) ¢ uma técnica frequentemente usada em
estudos de sinergismo (MUKHERIJEE et al., 2005).

Para a padronizagdo das bactérias utilizou-se como padrao a escala McFarland de
0,5, e as concentragdes dos conservantes foi de 15000 pg/mL a 234,3 pg/mL e para os
extratos foi de 5000 pg/mL a 4,88pug/mL.

Em um microtubo de centrifugacdo preparou-se uma solu¢do contendo 10 mg de
cada extrato pesados em balanga analitica da marca Shimadzu, modelo AY220, devidamente
calibrada. Ao microtubo de centrifugacao adicionou-se 100 pL de DMSO, onde apds a
diluicao completa dos extratos adicionou-se 900 pL de caldo Mueller Hilton.

Para o teste adicionou-se inicialmente 100 uL de caldo Mueller Hinton em cada pogo
da placa, exceto no pogo 12A onde neste adicionou-se 200uL da solugdo contendo o extrato.
Nos pogos 12B até 12H adicionou-se 100 pL da solugdo do extrato, em seguida realizou-se a
dilui¢do seriada, transferindo-se sequencialmente 100 uLL do pogo anterior para o proximo até
a coluna 2.

Da mesma maneira, na primeira linha (A) adicionou-se 100 pL da solu¢ao do
conservante ¢ em seguida precedeu-se a dilui¢do seriada até a linha G.

Sendo assim, a coluna 1 contém apenas o conservante e a linha H apenas extrato. No
poco HI1 foi utilizado como controle de crescimento bacteriano, ou seja, apenas caldo e

bactéria. A Figura 9, representa a concentracdo de extrato e de conservante contido em cada

pogo.



ﬂ Conservantes (pg/mL)

1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
A L 4.88 9.76 19,53 39,05 78,12 156.2 3125 525 1250 2500 5000
15000 § 15000 15000 15000 150 1 000 15000 15000 15000 15000 LE000 15000 =
B 0000 4,88 9,76 19,53 39,05 78,12 1562 3125 625 1250 2500 5000
e e e e ST B i
C 0000 4,88 976 19,53 39,06 78,12 1562 3125 G625 1250 2500 S000 g
3720 AZED iZ:0 3720 278 370 AZ50 ZZ50 3720 3750 370 37 BR
D D000 4,88 9.76 19,53 39,06 78,12 156,2 3125 625 1250 2500 S000 ==
1875 1875 LB75 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1B7S 1875 1875 3
E | 2% 4,88 9,76 19,53 3906 | /812 156.2 3125 625 1250 2500 5000 ™
9375 37,5 937.5 9375 937.5 9'_3'.'-'.5 937.5 9375 9375 9?;?.5 937,5 937,5 'E
F- 0000 &,B8 975 19,53 39,08 78,12 1562 alLh -1 1250 2500 B00D M
4687 458,7 458.7 468,7 468.7 68,7 +58.7 468.7 4687 F68,7 68,7 258.7
G 0000 4,88 9,76 19,53 39,05 7812 1562 31zs 525 1250 2500 5000
234.3 2343 2343 2343 234.3 2343 2343 2343 2343 2343 2343
H 0000 4,88 976 19,53 39.08 78,12 1562 2 625 1250 2500 5000
poga 0000 pooo [T ooop 0000 ogoo | _oooo Dooo o000 0000

Figura 9: Simbolizacdo da placa de microdiluicio utilizado no teste de associacio, representando as
concentracoes de extratos e conservantes em cada poco.

Fonte: autoria prépria.

Em todos os pocos adicionou-se 10 uL da suspensdo bacteriana padronizada e diluida
1:20. Em seguida a placa foi incubada a 35°C por 24 horas e apo6s o término foi analisado a
concentracdo inibitéria minima dos extratos em associagdo com conservantes quimicos
através da leitura visual.

Para determinar se houve sinergismo utilizou-se a equacao 1, onde se determina o
indice de Concentragdo Fracional Inibitoria (FICI), que é determinado sinergismo quando o
valor de FICI < 0,50, valores de 0,60 a 0,90 aditividade, valores igual a 1,00 indiferente e

valores acima de 1,00 antagonismo.

CIM em combinagdo  CIMgem combinacdo
FICI = + 1)
CIMylsolado CIMglsolado

Onde: CIMa representa a concentracdo inibitoria minima dos extratos e CIMg
representa a concentragdo inibitoria minima dos conservantes.
Os resultados foram também interpretados através do isobolograma, onde elaborou-

se um grafico tendo no eixo X a concentra¢do dos conservantes € no eixo Y a concentracao
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dos extratos, e conectou-se os pontos referente a combinacdo das duas substincias onde

ocorreu a inibigao

3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.4.1 Determinagdo da Atividade antioxidante pelo método DPPH

Para a avaliagdo da atividade antioxidante utilizou-se os seguintes reagente: DPPH -
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (Aldrich), Metanol P.A. (Alphatec) e Etanol P.A. (Alphatec).

Utilizou-se o método fotocolorimétrico, adaptada de Rebelo et al. (2009) e Rufino et
al. (2007) que ¢ baseado na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para o
radical livre DPPH, que ao se reduzir perde sua coloragdo violeta, adquirindo coloragdo

amarelada, através da reacdo mostrada na Figura 10.

OsN N—N + AH - O5N N— + Ae
antioxidante
NO» NO,
radical DPPH DPPH reduzido
(violeta) (amarelo)

Figura 10: Reacdo do DPPH com um agente antioxidante.

Fonte: Prado (2009).

Preparou-se uma solugdo inicial de 90 uM de reagente de DPPH em metanol P.A. e
apds 1h protegido da luz e em temperatura ambiente, realizou-se a leitura em
espectrofotometro UV-Vis (T80+ PG Instruments) em 515nm, o valor da absorbancia serviu de

referéncia para determinar as concentragdes a serem utilizadas nos testes.
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Utilizou-se 4 concentracdes diferentes para cada oleo essencial e extratos (Tabela 1).
Os oOleos essenciais e extratos foram pesados em balanga analitica (Shimadzu, modelo

AY220), e diluidos em etanol P.A.

Tabela 1 - Concentracdes utilizados dos o6leos esséncias de horteld d’agua e
pimenta malagueta e dos extratos de casca de romai e folhas de pitanga.

Plantas Concentracoes (mg/ml)
Hortela d’agua 100 150 200 250
Pimenta malagueta 5 10 30 40
Casca de roma 0,10 0,125 0,166 0,25
Folhas de pitanga 0,25 0,33 0,40 0,50

Em tubos mantidos em temperatura ambiente e auséncia de luz adicionou-se 100 uL
da solugdo contendo o extrato/6leo essencial e 4 mL de solucdo de DPPH. Apdés 1 h em
repouso realizou-se a leitura no espectrofotometro UV-Vis no comprimento de onda de 515
nm, para a verifica¢do da redugdo da absorbancia do radical livre. O metanol P.A. foi utilizado
como branco. O teste foi realizado em triplicada para todas as plantas e concentragdes em
estudo.

Através dos valores obtidos de absorbancia calculou-se a média e o desvio padrao e
através da equagdo 2 obteve-se a Porcentagem de Atividade Antioxidante (PAA), também

conhecida como Porcentagem de inibigao (PI).
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pl — 100—[(A—CB)X100] 2)

Onde: A é média das absorbancias das amostras, B é a média das absorbancias do
branco e C ¢ a Absorbancia da solucdo inicial de DPPH (90 uM).

Com os resultados utilizando-se o Windows/Excel, onde plotou-se as concentragdes
utilizadas no eixo X e as respectivas PI no eixo Y e entdo, obteve-se a equacdo da reta. Através

desta calculou-se o ICso (concentragdo capaz de inibir 50% do radical DPPH).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 TESTES MICROBIOLOGICOS

4.1.1 Teste de concentragdo inibitéria minima (CIM)

Os resultados obtidos nos testes de concentragao inibitéria minima, sao mostrados na

tabela 2.

.....

d’agua, hortela do campo e pimenta malagueta e dos extratos de folhas de pitanga e casca de roma.

Bacillus cereus  Salmonella typhi Escherichia coli Staphylococcus
aureus
Capim limédo 2,50 5,00 5,00 2,50
Erva doce SR SR SR SR
Hortela d'agua SR SR SR SR
Horteld do campo SR 5,00 SR SR
Pimenta malagueta 2,50 SR SR 5,00
Folhas de pitanga 2,50 SR SR 1,25
Casca de roma 0,63 1,25 2,50 0,63

Legenda: (SR) sem resultados, os mesmos ndo apresentaram resultados dentro das concentra¢des estudadas.

Avaliou-se a CIM em concentragdes que variaram de 5,00 - 0,08 mg/mL, sendo que
o resultado mais expressivo foi para o extrato bruto da casca de roma com concentragdo igual
a 0,63mg/mL frente as bactérias Bacillus cereus e Staphylococcus aureus.

Muitos autores apresentam resultados positivos utilizando extratos da casca de roma,
sendo que resultados semelhantes podem ser vistos, principalmente sobre a bactéria
Staphylococcus aureus (ENDO, 2007; SILVA et al.,, 2013; PEIXOTO et al.,, 2014;
MALVEZZI, 2010, NIMRI; MEQDAM; ALKOFAHI, 1999). Silva et al. (2008) ao
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estudarem a roma frente a 38 cepas diferentes de Staphylococcus aureus, puderam verificar
que a mesma apresentou atividade bacteriostatica.

Nimri; Meqdam; Alkofahi (1999) ao estudar a acdo de extratos etanolicos de 15
plantas da medicina tradicional do oriente médio, puderam observar que a roma, foi uma das
que apresentou melhores resultado em relacdo a atividade antibacteriana. Neste estudo o
extrato da casca da roma inibiu todas as espécies bacterianas testadas, tanto Gram positivas
(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, S Streptococcus
pyvogenes, Enterococcus faecalis) quanto Gram negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Yersinia
enterocolitica) e os autores destacaram que os taninos foram os componentes encontrados em
todas as plantas que apresentaram atividade antibacteriana.

Lansky e Newman (2007) destacaram que a efetividade da casca da romd como
agente antimicrobiano deve-se aos seus principais constituintes, tais como: os alcaloides
(peletierina, isopeletierina, metilpeletierina), taninos, compostos fenolicos (antocianinas,
quercetina, acidos fenolicos) e flavonoides.

Neste estudo além do extrato da casca de roma frente as bactérias Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus também considerou-se bons os resultados obtidos pelo extrato de
casca de romad frente a Salmonella typhi e o do extrato das folhas de Pitanga (Eugenia
uniflora) frente a Staphylococcus aureus, ambas com resultado igual a 1,25 mg/mL.

Souza et al. (2004), também evidenciaram atividade de antimicrobiana da pitanga,
onde o 6leo essencial obteve resultados frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus.

Silva (2010) realizaram estudo com objetivo de comparar a a¢do inibidora de
extratos e 6leos essenciais de quatro plantas (pitanga - Eugenia uniflora, alecrim do campo -
Baccharis dracunculifolia, camomila - Matricaria chamomilla e assa peixe - Vernonia
polyanthes) sobre linhagens de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e verificou-se efeito
antimicrobiano para todos os produtos vegetais, com uma discreta tendéncia de maior
susceptibilidade para a bactéria gram positiva. O extrato de pitanga foi uma das mais efetivas
sobre Staphylococcus aureus € Escherichia coli, e tal resultado pode-se atribuir a presenca de
flavonoides e taninos caracteristicos nesta espécie vegetal, embora estudos futuros devam
caracterizar individualmente tais tipos de flavonoides e taninos em particular.

Os Oleos essenciais de horteld d’agua e erva doce ndo apresentaram nenhum
resultado nas concentragdes estudadas. O o6leo essencial de erva doce mesmo apresentando

90,6% de anetol (Anexo I) ndo se mostrou efetivo, e pode-se dizer que a sua isomeria
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espacial, que para esse Oleo se encontra na forma cis-anetol, possa ter influenciado no
resultado.

O oleo essencial de horteld do campo utilizado no estudo apresenta em sua
composi¢ao 10 compostos sendo que os majoritarios sdo o mentol (55,5%) e mentona (16,7) e
os demais com concentracdo abaixo de 10% (Anexo II). Apesar da alta concentracdo de
mentol 0 mesmo so apresentou resultado frente Salmonella typhi em concentragdo igual a
5,00 mg/mL, sendo entdo considerado com baixa atividade antimicrobiana frente as bactérias
estudadas.

Tanto os 6leos esséncias de pimenta malagueta quanto de capim limao apresentaram
resultados apenas nas concentragdes mais altas. O capim limao inibiu o crescimento de todas
as bactérias estudadas, nas concentracdes de 5,00 e 2,50 mg/mL, este possui como
componentes majoritarios o geranial (46,1%) e neral (29,5%) (Anexo III) e de acordo com
Valeriano et al. (2012) a moderada atividade registrada pode ser atribuida a baixa afinidade
entre componentes menos polares, (neral e geranial) (Figura 11) e o substrato polar (meio de

cultura), o que pode diminuir atividade do 6leo essencial.

CH, CH,
NNy N
| ~o
HC™  CHs H,C”~ CHs
(A) ®)

Figura 11: Estrutura quimica (A) geranial e (B) neral.

Fonte: Rocha (2012).

Em relagdo aos conservantes utilizados neste estudo, todos apresentaram efeito

antimicrobiano, sendo que o metabissulfito de so6dio foi o que apresentou melhores resultados

(Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentracio inibitéria minima (mg/ml) dos conservantes quimicos.

Bacillus Cereus Salmonella typhi Escherichia coli Staphylococcus
aureus
Benzoato de sodio 15,00 7,50 7,50 7,50
Metabissulfito de sddio 1,88 1,88 1,88 3,75

A resolucdo da ANVISA RDC N° 8, de 6 de marco de 2013, dispde sobre a
aprovacdo de uso de aditivos alimentares para produtos de frutas e de vegetais e geleia de
mocotd. De acordo com esta resolugao o limite maximo para o benzoato de sodio, ¢ de
1,00mg/100g ou mg/100mL, para qualquer formulagdo, ja para o metabissulfito de sodio o
limite maximo varia de 0,05 a 1,00mg/100g ou mg/100mL dependendo da formulacao a qual
sera aplicada.

Outra resolu¢do da ANVISA RDC N° 5, de 4 de fevereiro de 2013, que aprova o uso
de aditivos alimentares com suas respectivas fungdes e limites maximos para bebidas
alcoolicas (exceto as fermentadas). Nesta o limite maximo para o benzoato de sodio, ¢ de
0,50mg/100g ou mg/100mL e para o metabissulfito de s6dio o limite maximo permitido varia
de 0,2 a 0,35mg/100g ou mg/100mL.

Segundo a ANVISA através do Relatorio de Contribui¢des da CP 04/2011 o benzoato
de sédio ¢ o aditivo mais efetivo para a conservagdo de sucos e néctares de fruta, e o
metabissulfito de sédio ¢ o aditivo mais efetivo para a conservacdo de agua de coco e
suco/néctar de caju.

Os conservantes avaliados apresentaram resultados de concentragdo inibitoria
minima (CIM), superior ao maximo estipulado pela ANVISA para a sua utilizagdo. Sendo
assim conclui-se que ambos se mostram ineficaz para inibicdo das bactérias estudadas,

quando aplicada nos alimentos.

4.1.2 Avaliagdo da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Com os resultados da concentracdo inibitoria minima (CIM), buscou-se obter a

concentragdo bactericida minima (CBM).
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Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Concentracio bactericida minima (mg/ml) dos dleos essenciais de capim limio, hortela do

campo e pimenta malagueta e dos extratos de folhas de pitanga e casca de roma.

Bacillus Cereus Salmonella typhi Escherichia coli  Staphylococcus
aureus
Capim limdo 5,00 5,00 5,00 5,00
Hortela do campo SR 5,00 SR SR
Pimenta malagueta 2,50 SR SR 5,00
Folhas de pitanga 2,50 SR SR 5,00
Casca de roma 1,25 5,00 5,00 2,50

Legenda: (SR) sem resultados, os mesmos ndo apresentaram resultados dentro das concentra¢des estudadas.

Assim como ensaio para a determinacdo da CIM, o extrato bruto da casca de roma
foi o que gerou o melhor resultado, no entanto, frente a Bacillus cereus, a CIM foi de
0,63mg/mL e a CBM, de 1,25mg/mL. Também houve aumento na concentracdo do extrato
frente a Staphylococcus aureus, que apresentou CIM de 0,63mg/mL mas, CBM de
2,50mg/mL. Isso ocorre devido a dilui¢do do agente antimicrobiano no teste de concentragao
bactericida minima, o que possibilita o crescimento da bactéria, concluindo assim que na
concentracdo testada houve apenas a inibigdo do crescimento (Bacteriostatico), caso nao
acorra o crescimento, determina-se que a concentragdo ¢ bactericida, ou seja, levou a morte da

bactéria.

4.1.3 Testes de associagdo dos extratos com conservantes quimicos

Atualmente varios estudos tém sido realizados para avaliar possiveis sinergismos
envolvendo os produtos naturais. Mandalari et al (2010) estudaram o potencial antimicrobiano

dos polifenois extraidos da pele de améndoas, demonstrando algumas interagdes sinérgicas



46

frente a Samonella enterica e Staphylococcus aureus. Rocha (2012) obteve resultados que
comprovam o efeito sinérgico causado pela associacdo do 6leo essencial de Lippia alba 11
com a Oxacilina, reduzindo de forma significativa a CIM do mesmo. Fernandes et al (2012)
observaram efeitos sinérgicos de Psidium guineense (araga-do-campo) em combinagdo com
agentes antimicrobianos sobre cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Puhl
et al (2011) verificaram sinergismo com extrato bruto e fracdes de Piper audichaudianum
com antibidticos de diferentes classes (ceftriaxona, vancomicina e tetraciclina). Estes estudos
demonstraram que os extratos e 6leos essenciais de plantas ndo apenas possuem propriedades
antibacterianas, mas também possuem a capacidade de interferir na atividade antimicrobiana
de ouras substancias.

Neste estudo foi possivel observar que apenas para a associagdo do extrato da casca
de roma com o benzoato de sodio frente a Staphylococcus aureus os resultados da CIM
combinado permaneceram os mesmos da CIM isolado (Apéndice I). As demais associagdes
apesar de diminuirem as suas concentragdes em relacdo a CIM isolado apenas apresentaram
sinergismo (FICI<0,50) nas associagdes contendo extrato de casca de roma, tanto com
benzoato de sodio frente a Salmonella typhi, quanto para o metabissulfito de sodio frente a

Salmonella typhi e Staphylococcus aureus, como pode ser visto na Tabela 5.



Tabela 5 - resultados do teste de associaciio dos extratos da casca de roma e folhas de pitanga com os conservantes Metabissulfito de sédio

e benzoato de sédio.

Bacillus Cereus

CIM. FIC FICI

Salmonella typhi
CIM, FIC FICI

Staphylococccus aureus

CIM. FIC FICI

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Folhas de pitanga + bezoato de sédio _ _ SR _ B SR B B 1,00
Folhas de pitanga SR SR _ SR SR _ 625,00 0,50 _
Benzoato de sodio SR SR _ SR SR _ 3750,00 0,50 _
Folhas de pitanga + metabissulfito de sédio _ _ SR _ _ SR _ _ 1,00
Folhas de pitanga SR SR _ SR SR _ 312,50 0,50 _
Metabissulfito de sodio SR SR _ SR SR _ 937,50 0,50 _
Casca de roma + benzoato de sédio _ _ 1,00 _ _ 0,38 _ _ 2,00
Casca de roma 312,50 0,50 B 312,50 0,25 _ 625,00 1,00 _
Benzoato de sodio 3750,00 0,50 B 1875,00 0,13 -~ 7500,00 1,00 -~
Casca de roma + metabissulfito de sédio _ _ 0,75 _ _ 0,31 _ _ 0,38
Casca de roma 312,50 0,50 B 78,12 0,06 -~ 78,12 0,13 -~
Metabissulfito de sodio 468,75 0,25 468,70 0,25 468,70 0,25

Legenda: (SR) sem resultado, ndo realizou-se teste de associacio.

47



48

Nota: CIMc: representa a concentra¢do inibitéria minima quando combinada; FIC:
representa a concentragdo fracionada inibitéria, dado pela razdo da CIMc (concentragdo
inibitdria minima combinada), pela CIMi (concentracdo inibitéria minima isolada); FICI:
representa o indice de concentrag@o fracional inibitoria. As areas em verdes representam as
combinagdes que houve sinergismo (FICI<0,50).

Também ¢ possivel determinar o tipo de interagdo das associagdes entre os extratos e
os conservantes através do isobolograma, que ¢ um grafico que relaciona as concentragdes
dos produtos da associacdo. Para isso foram construiu-se os mesmos utilizando as
combinagdes nas quais ndo foi verificado crescimento microbiano no método do
“checkerboard”.

Nos Griaficos (Figuras 12 e 13), a ndo interacdo (efeito indiferente FICI=1,00) resulta
em uma linha reta, os pontos posicionados abaixo indicam efeito sinérgico ou aditivo e para

aqueles situados acima, o efeito ¢ antagdnico (ROSATO et al., 2007).

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
® 1500 & 800
= =
2 S
2 1000 o
T T _ 400
®E o 2
5 ) o0 3 %zm
2 2
[ n =
E 0 D) 5= 0 .
E o 2000 4000 6000 8000 % 0 500 1000 1500 2000
= Benzoato de sddio (ug/mL) g Metabissulfito de sédio (pg/mL)

Figura 12: Isobologramas das associacdes dos conservantes com o extrato das folhas de pitanga.

Fonte: Autoria prépria

Os isobologramas confirmam que ndo ocorre interagdo entre o extrato das folhas de
Pitanga com os conservantes benzoato de s6dio e metabissulfito de sodio, ou seja, o ponto
onde representa as menores concentracoes onde houve inibicdo do crescimento da
Staphylococcus aureus, através da inspecdo visual, ficou localizado exatamente sobre a linha
tracejada.

Resultados diferenciados podem ser observados nas associagdes dos conservantes

com o extrato da casca de roma, onde claramente ¢ possivel observar que houve efeito
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sinérgico em trés associacdes diferentes duas com o metabissulfito de sodio frente as cepas de

Staphylococcus aureus e Salmonella typhi, e uma com o benzoato de sddio, frente a cepa de

Salmonella typhi. Também ¢é possivel observar que houve antagonismo na associagdo com o

benzoato de sédio, frente a cepa de Staphylococcus aureus (Figura 13).
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Figura 13: Isobologramas das associacdes dos conservantes com o extrato das cascas de roma.

Fonte: Autoria prépria.

Na associagdo do Extrato da casca de Roma com o Metabissulfito de sodio frente a

cepa da bactéria B. cereus, € possivel observar que o ponto onde passa a curva estd abaixo da

reta de indiferenca, porém muito proxima, isso ocorre quando o efeito apresentado e de



50

aditividade onde o valor FICI encontra-se entre 0,60 - 0,90, neste caso o valor do ponto

equivale a 0,75 como mostrado na Tabela 5.

4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.2.1 Determinacdo da Atividade antioxidante pelo método DPPH

Através do espectrofotometro UV-Vis, realizou-se a leitura da solucdo padrao de
DPPH 90uM no comprimento de onda de 515nm e obteve-se 0,979 como valor de
absorbancia, essa foi utilizado como referéncia para a leitura das amostras.

As amostras foram feitas em triplicadas, por isto calculou-se a média dos valores
obtidos de absorbancia, assim como o desvio padrio (o) para esses resultados (Tabela 6).

Utilizando a Equacdo (2) calculou-se a porcentagem de inibicdo (PI) no qual
determina o grau de descoramento da solu¢ao padrao de DPPH, que perde sua coloragao
violeta e torna-se amarela, devido a capacidade do antioxidante em sequestrar o radical livre,

com isso ocorre a diminuig¢do do valor de absorbancia (POVH, 2008).

Tabela 6 - porcentagem de inibiciio dos 6leos esséncias de horteld d’Agua e pimenta malagueta e dos
extratos das folhas de pitanga e casca de roma em cada concentrac¢io estudada

(continua)
Plantas Concentracoes % de inibicao (PI)
(mg/mL)
100 35,54
Hortela d’agua 150 46,32
200 53,63
250 62,92
5 34,27
Pimenta malagueta 10 42,66
30 64,08

40 70,00
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Tabela 7 - porcentagem de inibiciio dos 6leos esséncias de horteld d’Agua e pimenta malagueta e dos
extratos das folhas de pitanga e casca de roma em cada concentracio estudada

(conclusio)

0,10 31,51

Casca de roma 0,125 39,58
0,166 47,29

0,25 65,88

0,25 39,38

Folhas de pitanga 0,33 49,74
0,40 58,83

0,50 66,90

Plotou-se os resultados em graficos a fim de se obter uma curva linear entre a
concentracdo do antioxidante e sua a porcentagem de inibi¢do e através deles obteve-se a

equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo linear (R?) como mostra a Figura 14.

o .
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Figura 14: Graficos da atividade antioxidante dos 6leos essenciais de horteld d’agua e pimenta malagueta
e dos extratos das folhas de pitanga e cascas de roma.

Fonte: Autoria propria.
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Através das equagdes obtidas nos graficos determinou a concentra¢do que equivale a

50% de inibi¢ao (ICso), os resultados sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 8: concentracio do antioxidante que reduz metade dos radicais de DPPH (ICso).

Plantas ICso (mg/mL)
Horteld d’agua 177,17
Pimenta malagueta 18,91
Casca de roma 0,18
Folhas de pitanga 0,34

Os resultados apresentados mostram que os extratos, tanto da casca de Roma, quanto
das folhas de Pitanga s3o as que possuem maior atividade antioxidante, quando comparada
com os 0leos em estudo.

Kumar; Mahrshwari e Singh (2008) observaram na pesquisa com camundongos que
a administracdo com extrato de roma e vitamina C reduziu os niveis de peroxidacao lipidica e
aumentou o nivel de glutationa no tecido cerebral. A glutationa possui papel central na
biotransformagdo e eliminacdo de xenobioticos e na defesa das células contra o estresse
oxidativos, com isso o aumento desta substancia no tecido cerebral pode prevenir a uma série
de doengas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer ou de Parkinson (HUBER;
ALMEIDA; FATIMA, 2008; DEGASPARI; DUTRA, 2011).

Ambos extratos em estudo sdo ricos em compostos bioativos que sdo responsaveis
pela sua grande atividade antioxidante tais como os compostos fendlicos como as
antocianinas que possuem mecanismo de acdo semelhante ao da vitamina C, vitamina E e
betacaroteno. Além disso, também possui acidos fenolicos, flavondis carotenoides e taninos,
no caso da casca de roma se destaca a punicalagina que ¢ considerada um potente antioxidante
(LANSKY; NEWMAN, 2007; BARROS, 2011, PRADO; 2009). Pande e Akoh (2009) ao

avaliarem a capacidade antioxidante e o perfil lipidico da roma mostraram que a ¢ na casca
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onde tem o maior teor de taninos hidrolisaveis. Esses estudos comprovam os resultados
positivos encontrados.

Ensaios farmacolédgicos realizados com os extratos das folhas da Eugenia uniflora
(pitanga) permitiram evidenciar atividade inibitéria da enzima xantina-oxidase, que ¢
responsavel por gerar espécies reativas de oxigénio, ou seja, radicais livres, e a inibi¢do desta
enzina devem-se pela acdo dos flavonoides presentes nas folhas (SCHMEDA -
HIRSCHMANN; THEODULOZ; FRANCO, 1987).

Em relagdo ao o6leo essencial de pimenta malagueta Costa et al. (2009) destacam que
a atividade antioxidante pode ser explicada pela consideravel concentracao de fenolicos totais
e capsaicinoides presentes, os quais possuem grande capacidade de doar elétrons ao radical
DPPH e estabiliza-lo. De acordo com a cromatografia (Anexo IV), o 6leo essencial de
pimenta malagueta estudada apresenta 5% de capsaicinoides (Figura 15), eles sdo os

responsaveis pela pungéncia ou picancia das pimentas do género Capsicum.

CH0

HO

Figura 15: Estrutura quimica tipica de capsaicindides, onde R representa cadeias carbonicas
alifaticas que podem ser substituidas.

Fonte: Souza (2012).

O oleo essencial de horteld d’.4gua, apesar de apresentar resultados dentro da faixa
de concentracdes estudadas, o resultado obtido (177,17mg/mL) ¢ consideravelmente alto.
Podemos dizer que o resultado se deve a presenga a-pineno (0,3%), B-pineno (1,5%), (Figura
16) como mostrado em (Anexo V). Porém de acordo com Ruberto e Baratta (2000) essas
substancias juntamente com o, y-terpineno € p-cimeno apresentam baixa atividade, sendo,

entretanto, capazes de aumentar a atividade ao agir sinergisticamente com outros compostos.
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(A) (B)

Figura 16: Constituintes do éleo essencial de hortela d'agua. (A) a-pineno, (B) p-pineno.

Fonte: Lima e Cardoso (2007).

Os Oleos essenciais de capim limao e erva doce ndao apresentaram resultados dentro

das concentracdes estudadas, ou seja, ICso> 250mg/mL.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos se mostraram muito bons em relacdo a atividade
antimicrobiana, onde os extratos das cascas de roma e das folhas de pitanga, se mostraram
mais eficientes quando comparados aos 6leos esséncias estudados.

Quando associou-se o metabissulfito de sodio com o extrato da casca de roma, houve
uma reducdo da concentragdo inibitoria minima de 87,5% frente a Staphylococcus aureus
passando de 3,75 mg/mL para 0,49 mg/mL. Nas demais associagdes realizadas obteve-se
resultados entre 50 e 75% de reducao da CIM (exceto a combinagdao benzoato de sodio +
casca de roma + Staphylococcus aureus, onde ndo observou redu¢do na CIM). Conclui-se
assim que a associagdo entre conservantes e produtos naturais, sdo uma grande alternativa
para as industrias alimenticias, devido a eficacia na redugdo da utilizagdo dos conservantes
sintéticos.

Em relagdo ao teste da atividade antioxidante dos extratos e 6leos essencias testados,
também ¢ possivel concluir que os resultados obtidos se mostraram muitos eficazes.

No método de sequestro de radicais livres de DPPH, assim como nos testes
microbioldgicos os extratos apresentaram resultado melhores, ou seja, com maior atividade
antioxidante, seguido pelo 6leo essencial de pimenta malagueta, porém ambos podem ser
considerados com grande potencial antioxidante.

De forma geral, os resultados deste estudo confirmam o potencial antioxidante e
antimicrobiana de algumas plantas, podendo estes ser realizados testes para utilizacdo na
industria alimenticia, como uma forma alternativa de obtencdo de alimentos mais saudaveis,

com redugdo ou livres de aditivos sintéticos.
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ANEXO I: CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE ERVA DOCE

Universidade Federal de Minas Gerais

Instituto de Ciémncias Exatas

Departamento de Quimica / Colegiado de Extensao
Telefax : (31} 2400-5724 — e-mail: ndcleo@gui ufmg . br

UG

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

Solicitante: LASZL O AROMATERAPIA LTDA. CHPJ: 07997 0930001-10

OLEO ESSENCIAL DE ERVA DOCE

Composigio Quimica:
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Home comercial: Erva doce sementes. Pico  Constituinte ID %
Lote: 5233155 1 o-terpinenc 0.3
Momenclatura botanica: F"1mp|ne|-a anisum 2> metil icol 57
Extragio: Destilagdo por arraste a vapor 3 -Iimwa vl o 1=3
Método de cultivo: convencional 3 2 :ﬂn}:&jﬂ" 1?[]
Parte da planta: sementes. = o "ﬂltD' 906
Origem: Hungria. =) ciz-aneto !
7 germacrenc d 2.0
o |
I
i |
I
i | :
. P :
* ': E |
( . __,____;._n. - . .__:-Iq.-.‘\- — _I\'-\._,l ..... R ._II.-\._.I'..-.'. A
R TECAN N - i e ] St
Dra \arry Ferraz =
Laboratorio de a - P Obs: Picos menores. gue 0, 1% foram excluidos
P, Metodo de analise:
mwu”l&ﬁlm—m Cromaiografia Gasosa de Alta Resolugso _ ) )
Balo Horizonte, 2&-1,3-3]]3 Coluna: HP1 25m x 0,25mm (HP). Temperaburas: Coluna: 40C |:'3rrln:|. 392 frmin, abe 1507C.

Injetor: Z50°C Spiit 1200, Detector FID: 2507 WV olume de injecao: 1 ul {conc 0,.5% em hexano)



ANEXO II: CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE HORTELA DO CAMPO

, Universidade Federal de Minas Gerais

4 Instituto de Ciéncias Exatas

Departamento de Quimica / Colegiado de Extensdo
Telefax : {31) 2490-5724 — e-mail: ndcleo@gui.ufmg_br

UG

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

Solicitante: LASSL O ARCOMATERAPIA LTDA. CHPJ: OF 997 .093/0001-10
OLEQ ESSENCIAL de HORTELA do CAMPO (VICK)

Mome comercial: Horteld do Campo (Vick) .
Lote:

Momenclatura botinica: Mentha avensis.
Extragio: DestilagSo por arraste & vapor.
Método de cultivo:

Composigio GQuimica:

Parte da planta: Folhas.
Origem: Argentina.

=i

-

=
—
N

Pico  Constituinte 1D T
2 limoneno 0.4
3 1,8cineal 0.1
4  g-tempineno 0.2
5  p-cimeno 0.8
¥ mentona 16,7
&  neomentol 9.3
14 acetato mentla 4.8
17 isomentol 4.9
20 mentol 55,5
21 B-carofileno 0.1

1] N
I N S )
B = : ¥ = 3 =
(&w;‘}l»mx{]
Dﬁ.'u’al:u_r:sga . Método de anslise o s o

hexano)

Ciolunac DB—'I'I'-HIMHID,EEIT‘H"II{JE# Scientific). Temperaturas: Coluna: 407 (3min). 3T fmin,
até 150°C. Injefor: 250°C Sphit- 1/200. Detector F1 D: 2507T. Volume de infegao: 1 ul {conc 0,5% em

Obs: Picos menores gue 0.1% foram
excluidos
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ANEXO III: CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE CAPIM LIMAO

Universidade Federal de Minas Gerais

Institute de Ciéncias Exatas .
Departaments de Quimica / Colegiado de Extensao
Telefax : {31} 3400-5724 — e-mail: ndcleo@gui.ufmg._br

UPNG

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

Solicitante: LASS O AROMATERAPIA LTDA. CHPJ: O7.997_ 0930001-10

OLEQ ESSENCIAL DE CAPIM LIMAO GIGANTE

Home comercial: Capim Limao Gigante

Lote: capimilimiO1

Momenclatura botanica: Cymbopogon flexuocsus
Extragio: Destilagio por arraste & vapor

Método de cultivo: orgdnico sem certificagio
Parte da planta: fruta | T
Origem: Brasil e

an

1
i
¥
t
ni |

I !
Lillid L L

Eﬂux.:'l.; LN T
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(13)
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Composigio Quimica:

Pico Constituinte 1D o
1  a-thujeno 0,6
2 a-pineno 1,9
3 B-pineno 1,7
4  mirceno 0.4
5  o-terpinenc 0,3
6 p-cimeno 0.6
7 terpinoleno 0.6
& linalool 1.1
9 bomeol 24
10 citronelal 3.3
11 citronsiol 5.8
12 neral 205
13  geranial 461
14  geranil acetato 2.3

o " b de Guimics — UFMG Metodo de analise:

ua'lfl‘erlaz@.rl‘rrﬁ.br
Balo Horizonte, 1172003

Cromatografia
Coluna: HP1 25m x 0,25mm (HP). T

Gasosa de Alta Resolugio

emperaturas: Coluna: 407 (3min), 37T /min, até 1507,
Injetor: 250°C Spiit 1200, Detector FID- 2507 W olume de injecac: 1 ul {conc 0,.5% em hexano)

Obrs- Picos menores. gue 0,05% foram excluidos
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ANEXO IV: COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL DE PIMENTA MALAGUETA

certificate of analysis

Chili CO2-to extract
5 % Capsaicinoids
batch no. 170205, lab no. 4985

Best before: please check delivery note [ invoice

analytical resulits:

feature method limits value unit
Nordihydrocapsaicin 21.030.06, HPLC n.s. 0,21 %
Nonivamide 21.030.06, HPLC < (,26 nd. %
Capsaicin 21.030.06, HPLC n.s. 32 %
Dihydrocapsaicin 21.030.06, HPLC n.s. 1.7 %
Sum of Capsaicinoids 21.030.06, HPLC 48-52 51 %
Sum of Carotenoids (calc. as 21.010.04, 462 nm n.s. 0012 %
-Carotene)
Colour units 21.055.02, 460 nm n.s. 209 C.U.
Aflatoxines external analysis MHmV is conform
Sudan Colours (Sudan LILILIV und Red  21.134.01, HPLC; <01 nd. ppm
B} detection limit; 0,1 ppm

n.s. = not specified n.d. = not detected



ANEXO V: CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE HORTELA D’AGUA

Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Exatas
Departamento de Quimica § Colegiado de Extensio
Telefax - (31) 3408-5724 — e-mail:

nicleo@qui.ufmg.br

UG

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

Solicitante: LASAL O AROMATERAPIA LTDA. CMPJ: O7F 297 053/0001-10

OLEO ESSENCIAL DE HORTELA DAGUA

Mome comercial: Oleo de horteld dagua
Homenclatura botanica: Mentha aguatica L.
Extragio: Destilagio por amaste a vapor
Método de cultivo: Orgdnico ndo certificado

Parte da planta: Folhas
Origem: Grécia

E [‘Lul_:;".a PN 1_5

Compaosicio Quimica:
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-dﬂ.-n@

o ":‘l‘_

—a R LT B

jr paa

Pico Constituinte 1D Y

1 a-thujemno 0.5

2 a-pineno 0.3

- 3 BE-pineno 15
- 4 Mirceno 04
S limorneno 111

- B 1,5-cineol 34
T mentona 19.2

- a mentofurano 49.9
- 9 pulegona 14
L 10 acetato de mentila 36

= 11 B-cariofileno 2.4

L i el

Giasosa de Alta 3

a Gas AGILENT TEXDA

Cromatografia Resolugio. Cromatografo
Coluna: HP-5 30m x 0,22mm x 0,25 pm (AGILENT). Temg.: Cohma: 70 (Omin), 3T fmin a 2507,
Injetor: 2507 Split 1/50. Detector FID: 250°C. Vo . de injegdo: 1 ul {conc 1.0 % em donofidmio)

Olys: Picos menores. gue 0,2% foram excluidos.
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APENDICE I: PLACAS TESTES DE ASSOCIACAO

As areas sombreadas representam as concentragdes onde ocorreu crescimento
bacteriano, através da inspegdo visual. As areas em verdes representam as concentragdes da

associacdo que apresentou efeito sinérgico.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
15000 1 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000
B 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 Z500 Z500 7500 Z500 7500
C 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 iz 625 1250 2500 5000
3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750
D 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875
E 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 Bz 625 1250 2500 5000
937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 OBYAS 9B 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5
F 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 ByIVAS 625 1250 2500 5000
468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7
G 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 2343 234,3 234,3
0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

Benzoato de sédio+ Folhas de Pitanga + S. aureus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
15000 1 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000
B 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
7500 7500 7500 7500 Z500 7500 7500 Z500 Z500 Z500 7500 Z500
C 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750
D 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875
E 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
937,5 937,5 937,5 937.5 937,5 937,5 ORI 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5
F 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7
G 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 JilZs 625 1250 2500 5000
234,3 234,3 234,3 2343 23 23 234,3 2343 234,3 234,3 234,3 234,3
H 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 JilZ5 625 1250 2500 5000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

Metabissulfito de sédio + Folhas de Pitanga + S. aureus
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
15000 1 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000
B 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500
C 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750
D 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
1875 1875 1875 1875 1875 1875 18750 18750 1875 1875 1870 1875
E 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937.,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5
F 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7
G 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3
H 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Benzoato de sédio + Casca de Roma + B. cereus
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000
B 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500
C 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750
D 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1870 1870 1875 1875 18750
E 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5
F 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7
G 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3
H 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

Metabissulfito de sédio + Casca de Roma + B. cereus
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
15000 1 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000

B 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500

C 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750

D 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 18750 1875 1875 1875 1875

E 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5

F 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7

G 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3

H 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

Benzoato de sédio + Casca de Roma + S. aureus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000

B 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500

C 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750

D 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875

E 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5

F 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7

G 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3
0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

Metabissulfito de sédio + Casca de Roma + S.aureus
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Continua¢io APENDICE I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
15000 1 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000
B 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500 7500
C 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750
D 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875
E 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 B35 625 1250 2500 5000
937,5 937,5 937,5 937,5 SBYES 87,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5
F 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 BIIVAS 625 1250 2500 5000
468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7
G 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 SIS 625 1250 2500 5000
2343 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 234,3 2343 234,3 234,3 234,3 234,3
H 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

Benzoato de sodio + Casca de Roma + S. typhi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
15000 1 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000
B 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
7500 7500 7500 Z500 7500 Z500 7500 Z500 Z500 Z500 7500 Z500
C 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750 3750
D 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875 1875
E 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
937,5 937,5 937,5 937,5 SB75 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5 937,5
F 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7 468,7
G 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
234,3 234,3 234,3 2343 2820 233 234,3 2343 234,3 234,3 234,3 234,3
H 0000 4,88 9,76 19,53 39,06 78,12 156,2 312,5 625 1250 2500 5000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

Metabissulfito de sédio + Casca de Roma + S. typhi




