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RESUMO: O araca vermelho é uma fruta
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nativa brasileira, muito suculenta, com a polpa
variando de doce a sub-acida, com um toque
apimentado. Alem do potencial para consumo in
natura, o extrato do araca apresenta atividade
bactericida para alguns tipos de bactérias.
Diante disto, objetivo deste trabalho foi avaliar
o potencial antibacteriano de extratos de araca
vermelho contra as bactérias L. monocytogenes,
E. coli e a S. aureus. Os aracas vermelhos
(Acesso 87), provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma de Frutas Nativas da Embrapa
Clima Temperado foram colhidos na safra de
2016-2017 e posteriormente liofilizados para
obtencdo da amostra em po6. Para avaliar
o potencial antimicrobiano, foram utilizados
extratos metandlicos. A atividade antibacteriana
foi testada foi para cepas padrao das espécies
de Dbactérias Escherichia coli 0O157:H7,
Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus. O extrato de araca vermelho possui
atividade antimicrobiana moderada frente as
bactérias Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes pela técnica de disco difuséo.
O extrato apresentou efeito inibitério frente a
todas as bactérias testadas na concentragéo de
330 ug mL" e efeito bactericida frente S. aureus,
e L. monocytogenes. Com base nisto, pode-
se concluir que o extrato de araca vermelho
tem potencial para ser utilizado para controle
bacteriano de alimentos em substituicdo a
conservantes quimicos sintéticos.
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coli, compostos bioativos.

ABSTRACT: Thered araca is a native Brazilian fruit, very juicy, with the pulp varying from
sweet to sub-acid, with a spicy touch. Besides the potential for in natura consumption,
araca extract presents bactericidal activity for some types of bacteria. In view of this, the
objective of this work was to evaluate the antibacterial potential of red araca extracts
against L. monocytogenes, E. coli and S. aureus. The red araca (Access 87) of the
Active Bank of Embrapa Indigenous Germplasm Temperate Climate was harvested in
the 2016-2017 harvest and then lyophilized to obtain the powdered sample. To evaluate
the antimicrobial potential, methanolic extracts were used. Antibacterial activity was
tested for standard strains of the Escherichia coli O157: H7, Listeria monocytogenes
and Staphylococcus aureus species. The extract presented an inhibitory effect against
all bacteria tested at the concentration of 330 pg mL™" and bactericidal effect against
S. aureus, and L. monocytogenes. Based on this, it can be concluded that the extract
of red aracé has potential to be used for bacterial control of foods in substitution of
synthetic chemical preservatives.

KEYWORDS: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
bioactive compounds.

11 NTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo uma importante causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, constituindo um problema de saude
publica e afetando o desenvolvimento econdmico dos paises (WHO, 2015). Diante
disto, a industria de alimentos tem usado uma variedade de agentes antimicrobianos
sintéticos para inibir o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos, porém
seu uso tem sido associado em alguns casos como causa de alergias respiratorias,
carcinogenicidade, teratogenicidade e toxicidade (GUTIERREZ; BARRY-RYAN;
BOURKE, 2009; BAJPAI; BAEK; KANG, 2012). Deste modo, nos ultimos anos diversas
pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de obter compostos antimicrobianos
naturais (DUARTE, 2006).

O araca (Psidium cattleianum L.) € uma fruta nativa do Brasil pertencente a familia
Myrtaceae, uma espécie nativa brasileira que pode ser encontrada na Bahia, nos
estados do Rio Grande do Sul, e também no pais vizinho, o Uruguai. Adaptou-se muito
bem em climas tropicais como o Havai e muitas ilhas do Caribe (GALHO et al., 2007;
PATEL, 2012). A espécie € caracterizada como uma pequena frutifera com elevado
numero de sementes (PEREIRA et al., 2018). A figura 1 mostra uma das variedades
do araca, apresentando epicarpo e endocarpo vermelho, caracterizada por um nucleo
suculento, com polpa translicida cheia de sementes (PEREIRA et al., 2018).
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Figura 1. Aracd vermelho (de: Paulo Luiz Lanzetta Aguiar).

Essa espécie apresenta grande potencial econdmico, pois € uma frutifera de
baixo custo de manutencao, pouca necessidade de utilizacdo de agrotoxicos e alta
produtividade. Além disso, pode representar uma alternativa dentro da agricultura
familiar como op¢éo para o cultivo organico, em virtude das caracteristicas da sua fruta
e da boa aceitacdo para consumo (CORREA, 2009). Na pés-colheita o elevado teor
de umidade encontrado nas frutas, favorece a rapida deterioracao e, sob temperatura
ambiente, a sua conservacao é de apenas 2 a 3 dias (GALHO et al., 2000). Todavia, sob
refrigeracéo, o periodo de conservacéo do fruto é estendido. O aracéa apresenta polpa
suculenta e sabor oscilando entre doce e subacido com toque picante (BIEGELMEYER
et al., 2011).

Consumido in naturaou processado (doces, geléias e sucos), o araca proporciona
alto potencial para o setor agroalimentar (REISSIG et al., 2016). Além disso, devido
a bioatividade (antiproliferativa, antidiabética e antimicrobiana) do extrato da fruta, que
pode estar relacionada ao alto contetdo de vitamina C e antioxidantes, o araca também
pode ser valioso para a industria farmacéutica (FRANZON et al., 2009; MEDINA et al.,
2011). A bioatividade relatada para o aracga € atribuida principalmente ao alto conteudo
de compostos fendlicos, que sdo metabdlitos secundéarios bem conhecidos e com alta
capacidade antioxidante (PEREIRA et al., 2018). Os compostos fendlicos séo capazes
de proteger os sistemas biol6gicos contra o excesso de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio (VERMA et al., 2013)

No que concerne a atividade antimicrobiana, o extrato de frutos de araca
apresentou atividade in vitro contra Salmonella enteritidis, um patégeno alimentar, de
origementérica, frequentemente descrito naliteratura sobre a ocorrénciade toxinfecgoes
em humanos (PEREIRA et al., 2018). Os extratos apresentaram concentracao inibitéria
minima a 5% e verificou-se que extratos com maiores concentracées de metabdlitos
secundarios foram mais efetivos contra a proliferacao bacteriana (MEDINA et al., 2011).

A atividade antimicrobiana das plantas pode estar relacionada com a presenca
de compostos polifendlicos, que estdo presentes em folhas e frutos (PEREIRA et
al.,, 2018). No araca, estao presentes flavonoides, como o kaempferol, quercetina e
cianidina, que sao agentes antimicrobianos bem reconhecidos (MEDINA et al., 2011).
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Segundo Medinaetal., (2011), o modo de agéao desses compostos esta relacionado com
sua reacao com a membrana celular microbiana, inativando enzimas essenciais, ou
formando complexos com ions metélicos, limitando sua acessibilidade ao metabolismo
microbiano. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antibacteriano
de extratos de araca vermelho contra as bactérias L. monocytogenes, E. colie a S.
aureus.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Os aracas vermelhos (Acesso 87) sao provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma de Frutas Nativas da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. Os
frutos foram colhidos na safra de 2016-2017, armazenados em freezer (20°C) e
posteriormente liofilizados para obtencéo da amostra em p6. Para avaliar o potencial
antimicrobiano do araca vermelho, foram utilizados extratos metandélicos conforme
metodologia de extracdo de SCHERER e GODOY (2014), que foram posteriormente
rotaevaporados até total eliminacao do solvente. O extrato foi ressuspendido em agua
e a concentracéo final das amostras foi de 1 g/mL.

2.2 Atividade Antimicrobiana

Para a realizacdo das andlises foram utilizadas cepas padréo de Escherichia
coliO157:H7 (ATCC 43895), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Staphylococcus
aureus (ATCC 10832). Primeiramente uma alcada dessas bactérias foi transferida para
caldo Soja Tripticaseina (TSB) e incubadas em estufa durante 24h a 37°C. Apés, uma
alcada deste crescimento foi estriada em placas de Petri com meios seletivos, sendo
agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para E. coli, agar Oxford para L. monocytogenes e
agar Baird-Parker para S. aureus, e incubadas por 24h/48h a 37°C, para o isolamento
das colénias com morfologia caracteristica. A partir do crescimento bacteriano nas
placas de Petri, foi extraida uma algcada e ressuspendida em solucéo salina (NaCl
0,85%), a qual foi padronizada na concentrac¢ao 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108
UFC mL"). Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata.

2.2.1Analise de disco difusao

A andlise de disco difusdo foi realizada de acordo com o protocolo proposto
pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2015a) com
pequenas modificacdes. A solucéo salina contendo o inoculo foi semeada na superficie
de placas com agar Muller-Hinton. Em seguida foram adicionados discos de papel filtro
esterilizados na placa e o extrato de araca vermelho foi impregnado sobre os discos
de papel. As placas foram incubadas por 24h a 37°C. Apés este periodo foi efetuada a
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medicao dos halos de inibicao, sendo os resultados expressos em centimetros.

2.2.2 Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A andlise da Concentracgéao Inibitéria Minima foi realizada de acordo com o Manual
Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2015b) com pequenas
modificacées. Foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pocgos, onde foram
acrescentadas em cada poco 100 yL de caldo Brain Heart Infusion (BHI), 100 uL de
in6culo (80 yL de caldo BHI e 20 pL de agua salina com crescimento bacteriano) e o
extrato de araca vermelho em trés diferentes concentracbes de amostra: pura (100
UL extrato de aracé vermelho puro); 1:100 (1 pyL de extrato de araca vermelho e 99
uL de Dimetilsulfoxido (DMSO) e 1:1000 (0,1 pL de extrato de araca vermelho e 99,9
uL de DMSO). As microplacas foram avaliadas em espectrofémetro a 620 nm. Em
seguida, procedeu-se a incubacao por 24h a 37 °C, e apds, foi realizada nova leitura
em espectrofotébmetro. A CIM foi considerada como a menor concentracdo em que nao
houve crescimento bacteriano no meio de cultura.

2.2.3 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A Concentracao Bactericida Minima foi realizada de acordo com método descrito
por Cabral et al. (2009) com pequenas modificagées. ApoOs a realizacéo da CIM, foram
retirados 15 pL dos pogos das amostras que tiveram inibicdo e estriados em placas
de Petri com agar Brain Heart Infusion Agar (BHA) e incubados por 24h a 37°C. Foi
considerada a minima concentracao bactericida as placas onde nao houve crescimento
bacteriano.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca e o tamanho dos halos de inibicdo indicam a suscetibilidade das
bactérias frente a uma amostra; halos menores que 0,7 cm sédo considerados nao
ativos frente a bactéria enquanto superiores a 1,2 cm apresentam efeito inibitorio
satisfatorio (ARORA; KAUR, 1999). O extrato de araca vermelho foi considerado
ativo, pois apresentou inibicdo do crescimento das bactérias Staphylococcus aureus
e Listeria monocytogenes (Tabela 1) com halos de inibicdo com médias de 9,1 mm
e de 7,4 mm, respectivamente. Este resultado denota ac&o mais eficiente do extrato
frente a cepas gram positivas, isto pode estar relacionado ao fato das bactérias Gram-
positivas serem mais sensiveis por apresentarem uma camada unica na parede célular.
Diferente das bactérias Gram-negativas, que possuem uma camada dupla na sua
parede celular, ndo permitindo que antimicrobianos entrem com facilidade matando o
micro-organismo (FORSYTHE, 2013).

A producao do Conhecimento nas Ciéncias Agrarias e Ambientais 2 Capitulo 26




Bactérias Halo de inibicdo (mm*)

Listeria 7,4
monocytogenes
Staphylococcus 9,1
aureus
Escherichia coli 0,0

Tabela 1. Halos de inibicdo obtidos pelo método de disco difusédo por aplicagéo de extrato de
aracé frente as bactérias Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

*Média das triplicatas

A bactéria que foi mais sensivel ao extrato segundo o halo de inibicéo, foi S.
aureus. Esta bactéria € responséavel por casos e surtos de intoxicacdo alimentar
pelo consumo de enterotoxinas pré-formadas em alimentos € também responséavel
pela sindrome de choque toxico, aléem de ser uma das principais causas de infeccéo
hospitalar, associado ao aumento das taxas de mortalidade e maior permanéncia
hospitalar (KRAKER et al., 2011). O extrato de araca vermelho apresentou atividade
antimicrobiana moderada para todas as bactérias (CIM 330 pug mL™"), porém este
extrato teve atividade bactericida apenas para S. aureus e L. monocytogenes (Tabela

2).
Bactérias Concentracdo* (ug mL")
Oleo de palma
Listeria 330
monocytogenes
Staphylococcus 330
aureus
Escherichia coli 330

Tabela 2. Concentracéo inibitéria minima (CIM) do extrato de araca frente as bactérias Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

*Diluida com dimetilsulféxido.

Holetz et al. (2002), reportam que extratos de plantas com CIM inferiores a 100
Mg mL" apresentam uma boa atividade antimicrobiana, com elevado potencial para
aplicacéo farmacolégia e alimenticia; entre 100 a 500 pg mL", a atividade & considerada
moderada; de 500 a 1000 ug mL", & considerada fraca e mais de 1000 ug mL™, o
extrato € considerado inativo. Segundo esta classificagéo, o extrato metanolico obtido
neste trabalho pode ser classificado como moderado, tendo potencial para aplicacéo
na industria alimenticia e farmaceutica. Resultados semelhantes aos obtidos por
Holetz et al., (2002), que verificaram que extratos de Psidium guajava apresentaram
atividade moderada contra S. aureus (MIC = 250g mL™") e E. coli (MIC = 500g mL™").
Na literatura sédo encontrados diversos trabalhos com extrato ou folha de aracé frente
a outras bactérias. Scur et al., (2016) verificaram atividade antimicrobiana moderada
do extrato de aracé contra Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus epidermidis,
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enquanto Faleiro et al., (2016) encontraram atividade para Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Burkholderia cepacia.

Marques et al. (2008) realizaram uma caracterizacao fitoquimica do 6leo essencial
de P. cattleianum coletado na Mata Atlantica do sul do Brasil utilizando o método
GC-MS, o constituinte majoritario encontrado foi o eucaliptol (16,4%), entre outros.
Pino et al. (2004) analisaram a composicdo fitoquimica de amostras coletadas em
Cuba e identificaram 18 compostos. Os compostos majoritarios foram epi-a-muurolol
(21,9%), a-cadinol (20%), epiacadinol (16,7%) e cariofileno (13,6%), concordando
com os resultados obtidos por Scur et al., (2016). Com relacéo a acao dos compostos
acima mencionados encontrados nos extratos em células bacterianas, sabe-se que os
flavonoides atuam em células bacterianas através da formacéo de complexos entre
proteinas e a parede celular, causando sua ruptura (TAGURI et al., 2004). Por outro
lado, os taninos atuam nos microrganismos impedindo seu crescimento através da
inibicdo do transporte de nutrientes e da formacéo de complexos entre os taninos e a
parede celular bacteriana (MCSWEENEY et al., 2001). Por fim, 0 mecanismo de acéao
dos triterpendides em micro-organismos esta associado ao rompimento de compostos
lipofilicos das membranas microbianas, causando sua morte (TEPE et al., 2004).

Bactérias Concentragéo (ug mL™)
Listeria monocytogenes 330
Staphylococcus aureus 330

Escherichia coli nd

Tabela 3. Concentracdo bactericida minima (CBM) do extrato de araga frente as bactérias
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Nd — n&o detectado

A CBM (Tabela 3), € a menor concentracéo de acao bactericida do composto.
Nesta andlise, o extrato do araca vermelho obteve efetividade com a concentracéo
de 330 yg mL', apenas nas bactérias gram-positivas Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus, mesmo resultado obtido ao testar os halos de inibicao. Isto
se deve pois a eficacia de um composto antimicrobiano depende do tipo de micro-
organismo, bem como da espécie e cepa microbiana (GOULD, 1989), justificando
assim a diferenca da concentracdo necessaria de extrato, bem como a composicao,
para ter efetivamente acéo bactericida.

41 CONCLUSOES

O extrato de aracéa vermelho possui atividade antimicrobiana moderada frente
as bactérias Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes pela técnica de disco
difusdo. Promoveu alo de inibicao e efeito bactericidaem S. aureus, e L. monocytogenes
na concentracdo de 330 pyg mL'. Com base nisto, pode-se concluir que o extrato
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de araca vermelho tem potencial para ser utilizado para controle bacteriano de
alimentos em substituicdo a conservantes quimicos sintéticos, entretanto estudo mais
aprofundados devem ser realizados para adequacéo das concentracdes frente aos
agentes antimicrobianos
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