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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antibioticos e a busca por alternativas seguras e
sustentaveis para conservacado de alimentos impulsionam o estudo de compostos
bioativos naturais com agédo antimicrobiana. Este trabalho avaliou a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais obtidos de residuos de casca de chuchu, talo de
acelga e casca de cenoura, coletados no Restaurante Escola da UNIRIO. Os
extratos, otimizados quanto a concentracdo de compostos fendlicos, foram
submetidos a ensaios de microdiluigdo para determinagao da concentracdo minima
inibitoria (CMI) frente a bactérias patogénicas associadas a doengas transmitidas por
alimentos, como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes e Salmonella enterica, além de outras bactérias de
interesse sanitario, como Bacillus cereus e Shigella flexneri. Os resultados
evidenciaram atividade antimicrobiana relevante, especialmente dos extratos de
chuchu e cenoura contra S. aureus e P. aeruginosa, com CMI a partir de 25 mg/mL e
3,13 mg/mL para chuchu, e 12,5 mg/mL e 6,25 mg/mL para cenoura,
respectivamente. O extrato de acelga mostrou-se menos eficaz, necessitando 50
mg/mL para inibir ambas as bactérias. Nao foi possivel determinar a CMI para E. coli
e S. enterica, ja que houve redugcdo do crescimento em todas as concentragdes.
Para L. monocytogenes, as concentragdes testadas dos extratos de acelga e chuchu
apresentaram reducao positiva no crescimento, enquanto a casca de cenoura exibiu
comportamento irregular. Nos testes com S. flexneri e B. cereus, nao foi possivel
estabelecer relacdo clara entre concentragcdo e inibicdo bacteriana. Esses dados
sugerem que residuos vegetais amplamente disponiveis representam alternativas
promissoras aos conservantes sintéticos, com potencial aplicacdo na industria
alimenticia. Os resultados reforgam a importancia da pesquisa multidisciplinar em
biotecnologia de alimentos e abrem caminhos para novas investigagdes sobre 0 uso

funcional de residuos vegetais.

Palavras-Chave: bioatividade; microrganismos; CMI



ABSTRACT

Bacterial resistance to antibiotics and the search for safe and sustainable
alternatives for food preservation drive the study of natural bioactive compounds with
antimicrobial activity. This work evaluated the antimicrobial activity of plant extracts
obtained from residues of chayote peel, Swiss chard stalk, and carrot peel, collected
at the UNIRIO School Restaurant. The extracts, optimized for phenolic compound
concentration, were subjected to microdilution assays to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC) against pathogenic bacteria associated with foodborne
illnesses, such as Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, and Salmonella enterica, as well as other bacteria of
sanitary interest, such as Bacillus cereus and Shigella flexneri. The results
demonstrated relevant antimicrobial activity, especially for the chayote and carrot
extracts against S. aureus and P. aeruginosa, with MIC values starting at 25 mg/mL
and 3.13 mg/mL for chayote, and 12.5 mg/mL and 6.25 mg/mL for carrot,
respectively. The Swiss chard extract was less effective, requiring 50 mg/mL to inhibit
both bacteria. It was not possible to determine the MIC for E. coli and S. enterica, as
it was a reduction in cell growth in all concentrations. For L. monocytogenes, the
concentrations tested for the Swiss chard and chayote extracts showed positive
growth reduction, while the carrot peel extract exhibited irregular behavior. Tests with
S. flexneri and B. cereus did not reveal a clear relationship between concentration
and bacterial growth inhibition. These data suggest that widely available plant
residues represent promising alternatives to synthetic preservatives, with potential
application in the food industry. The results reinforce the importance of
multidisciplinary research in food biotechnology and open paths for further

investigations on the functional use of plant residues.

Keywords: bioactivity; microorganisms; MIC
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1. INTRODUGAO

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos disponiveis € um dos maiores
desafios na area da saude. No que diz respeito aos alimentos, a carga microbiana é
um desafio para a industria, colocando em xeque o tempo de armazenamento dos
alimentos — podendo gerar prejuizos financeiros, além do risco a saude do
consumidor. Desde a década de 1940, quando a penicilina e a estreptomicina foram
desenvolvidas, o foco da pesquisa passou do uso de substancias antimicrobianas
naturais para o desenvolvimento de compostos sintéticos baseados nesses
antibidticos altamente eficazes (Hassan et al., 2023). No entanto, de acordo com
Hancock (2001), apds os anos 1960 passaram-se mais de 30 anos sem que um
novo principio ativo antibidtico fosse introduzido e os mais recentes
(estreptograminas, sinercida e oxazolidinona linezolida), voltados para bactérias
multirresistentes, apresentam toxicidade elevada, o que restringe significativamente
seu uso. Compostos antimicrobianos utilizados em alimentos devem demonstrar
atividade contra microrganismos como Salmonella enterica, Escherichia coli, e
Staphylococcus aureus, que podem comprometer a qualidade e seguranga alimentar

e causar doencas transmitidas por alimentos (DTAs) (Mahmud; Khan, 2018).

Os principais ativos vegetais contra microrganismos patogénicos estdo nas
classes dos compostos terpénicos, compostos fendlicos e tidis (Gutiérrez-del-Rio et
al., 2021). Diversos métodos sao utilizados para analisar a atividade antimicrobiana,
com o objetivo de determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI), um parametro
que permite comparar a eficacia antimicrobiana. O método de microdiluicao,
desenvolvido por Eloff em 1998, é amplamente utilizado para determinar a CMI
devido a sua sensibilidade e a quantidade reduzida de reagentes necessarios, o que
possibilita um maior numero de replicatas e aumenta a confiabilidade dos resultados
(Ostrosky et al., 2008).

O laboratério de Biotecnologia (Labiotec) do PPGAN tem conduzido estudos
sobre a extragao e caracterizagao quimica de diferentes extratos vegetais ricos em
compostos bioativos. Esses extratos vém sendo estudados quanto a sua atividade

antimicrobiana, mais recentemente contando com novas cepas de microrganismos



9

doados pela empresa ControlLab (Rio de Janeiro), os quais além dos
microrganismos compreendidos como de mais relevancia para DTA, também
doaram cepas de Bacillus cereus e Shigella Flexneri, possibilitando a extensao das
analises para mais esses dois microrganismos. Entre esses extratos estdo aqueles
provenientes de talos e cascas de vegetais processados no Restaurante Escola da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, como casca de chuchu, casca de
cenoura e talo de acelga. Esses extratos foram otimizados para concentragéo de
compostos fendlicos e capacidade antioxidante por Medina et al. (2023) e o presente

estudo tem como objetivo avaliar sua atividade antimicrobiana.

2. REFERENCIAL TEORICO

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) tém aumentado
significativamente em todo o mundo. Entre os principais fatores para explicar esse
aumento estdo o crescimento populacional, a urbanizagdo desordenada, a
vulnerabilidade de certos grupos, a producdo em larga escala de alimentos e a
deficiéncia na fiscalizagdo da qualidade. Outros fatores incluem o aumento do
consumo de fast-foods e alimentos de rua, novas formas de producdo, uso de
aditivos, mudangas nos habitos alimentares, globalizagdo, alteragdes ambientais e
maior mobilidade populacional (Brasil, 2010). Existem aproximadamente 250 tipos
de doencas alimentares, responsaveis por graves problemas de saude publica e
significativas perdas econdémicas (Oliveira et al., 2010). No Brasil, no periodo de
1999 a 2008, os principais alimentos envolvidos em surtos de DTA foram
preparagcdes a base de ovos crus e/ou malcozidos, alimentos mistos, alimentos a
base de carnes vermelhas, sobremesas, agua, leite e laticinios (Brasil, 2008). Os
principais agentes envolvidos em surtos de DTA no Brasil nos ultimos 17 anos foram

Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Brasil, 2018).

Os aditivos antimicrobianos sao substancias utilizadas na conservacdo de
alimentos, com a fungao de inibir o crescimento de microrganismos deterioradores e
patogénicos, prolongando assim o tempo de prateleira e mantendo a qualidade e
seguranga microbiana dos produtos. Esses agentes incluem compostos

fungistaticos, inibidores bacterianos e leveduriformes, diferenciando-se de outros
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aditivos preservativos por ndo possuirem, em geral, atividades antioxidante,

antiescurecimento ou antiendurecimento (Junior, 2013).

Desde os tempos antigos, praticas como salga, secagem e fermentacéo ja
eram empregadas para conservar alimentos. Atualmente, além de compostos
tradicionais como o sal e os sulfitos, novas substancias estdao sendo pesquisadas
para atender as demandas de consumidores por alimentos mais duraveis,
visualmente atrativos e livres de contaminagéo (Junior, 2013). Apesar da eficacia, o
uso de aditivos antimicrobianos também tem percalgos. Poucos compostos sao
aprovados por orgaos reguladores e a liberagao depende de rigorosas avaliagbes de
segurancga e toxicidade. O controle de patdégenos com esses aditivos ainda é restrito
a poucos casos, como os nitritos contra Clostridium botulinum e a nisina e lisozima
contra Listeria monocytogenes, principalmente em carnes e enlatados. A escolha e
uso desses aditivos exigem andlises multidisciplinares para avaliar os riscos e
beneficios envolvidos, considerando que muitos compostos sao recentes e ainda
pouco estudados quanto a seus efeitos cronicos. O espectro de acdo de cada
antimicrobiano também deve ser levado em conta na escolha para o alimento
desejado, pois cada um tem maior eficacia contra determinadas classes e grupos
microbianos (Junior, 2013). Alguns extratos vegetais ja sdo amplamente estudados e
apresentam reconhecida atividade antimicrobiana, como por exemplo dos seguintes
alimntos: o alho (Allium sativum), rico em alicina e compostos sulfurados, com acgao
frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Ankri; Mirelman, 1999); o
gengibre (Zingiber officinale) apresentando efeito inibitorio contra bactérias e fungos
(Ali et al., 2008); orégano (Origanum vulgare) com agéo sobre patdégenos como
Salmonella enterica e Listeria monocytogenes (Bassolé et al., 2010); a canela
(Cinnamomum verum) possui cinamaldeido e eugenol, compostos com efeito
antimicrobiano contra bactérias e leveduras (Albuquerque et al., 2022); e o alecrim
(Rosmarinus officinalis) contém acido rosmarinico e carnosol, capazes de inibir
espécies como E. coli, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus (Moreira et al., 2005).
Esses extratos demonstram potencial como conservantes naturais e reforcam a

importancia do estudo de compostos bioativos de origem vegetal.
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Na industria brasileira, atualmente, os conservantes (aditivos quimicos)
permitidos, e que sdo mais comumente utilizados em alimentos carneos e derivados
de ovos e leite, sdo o acido ascorbico e seus sais de sodio, calcio e potassio, os
nitritos e nitratos, o acido latico e seus derivados, e nisina e natamicina (Brasil,
1998).

Os compostos fendlicos sdo ativos vegetais com diversas atividades
funcionais, inclusive capacidade antimicrobiana, podendo agir contra células
bacterianas por meio de diversos mecanismos: interagindo com proteinas e paredes
celulares bacterianas; alterando fungbes citoplasmaticas e de permeabilidade da
membrana; inibindo o metabolismo energético e causando danos ao DNA ou inibigao
da sintese de acidos nucleicos pelas células bacterianas. No que diz respeito ao
DNA, a estrutura da molécula permite o penetrar na hélice do DNA durante os
mecanismos de replicacdo, recombinacdo, reparo e transcricdo e formacado de
ligacbes de hidrogénio com as bases dos acidos nucleicos pelos grupos hidroxila
dos compostos fendlicos. Além disso, ainda existe a possibilidade de interagcbes com
vias sintéticas e combinagdes com metais formando complexos que modificam a
estabilidade do DNA (Makarewicz, 2021). O mecanismo de inibigdo varia de acordo

com a estrutura dos polifendis, bem como com a espécie bacteriana (Lobiuc, 2023).

3. JUSTIFICATIVA

O mercado global de conservantes antimicrobianos para uso em alimentos
movimenta aproximadamente US$2,9 bilhdes por ano, com uma taxa de
crescimento estimada em cerca de 5% ao ano até 2034 (Global Market Insights,
2024). Quando considerados todos os tipos de conservantes alimentares, incluindo
antioxidantes e outros aditivos, o valor ultrapassa os US$ 3,4 bilhdes anuais (The
Business Research Company, 2024). Essa expansao € impulsionada principalmente
pela crescente demanda por seguranga alimentar e maior vida util dos produtos. As
principais industrias consumidoras desses conservantes sdo as de carnes e aves,
seguidas por laticinios, panificagdo, alimentos congelados e bebidas (Mordor
Intelligence, 2024). No setor carneo, os antimicrobianos sédo frequentemente

utilizados para prevenir a contaminagao por patégenos como Salmonella enterica e
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Listeria monocytogenes. Na industria de laticinios, compostos como nisina e
natamicina sdo empregados para inibir bactérias e fungos em derivados lacteos
(Vincenzi, 2021). Entre os microrganismos mais preocupantes no setor alimenticio
estdo, além dos citados acima, Escherichia coli e Staphylococcus aureus,

responsaveis por surtos alimentares graves (Seixas, 2020).

O movimento de busca por alimentos “clean label” evidencia preocupacdes
como a saude e o desejo por alimentos mais ambientalmente sustentaveis. Em
resposta a essa demanda, empresas tém investido em tecnologias como
microencapsulagéo, embalagens antimicrobianas e métodos de preservagao
naturais e combinados para garantir a seguranca e a qualidade dos alimentos,
atendendo as exigéncias do mercado e da saude publica (Global Market Insights,
2024).

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de
cascas e talos coletados no Restaurante Escola da UNIRIO, otimizados nos

laboratérios do PPGAN, pelo método da microdiluicdo em placas.

4.2 Objetivos Especificos
Realizar testes através do método de microdiluicdo para as analises de

atividade antimicrobiana contra patdégenos transmitidos por alimentos;

Determinar a concentracdo minima inibitéria dos extratos em relacdo aos

microrganismos testados.

5. METODOLOGIA
5.1 Extratos

A avaliagao da atividade antimicrobiana foi realizada com trés extratos: casca
de chuchu, talo de acelga e casca de cenoura. Os procedimentos para obter esses

extratos foram realizados de acordo com Medina et al. (2023) (Figura 1). O protocolo
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de extragdo foi ajustado para gerar extratos com 200 mg de solidos por mL de
solucado, com base em ensaios de teor de umidade realizado por gravimetria, de
acordo com os métodos do Instituto Adolfo Lutz (2008), em estufa a 105°C, em

quintuplicatas de amostra.
Figura 1. Esquema visual da producéo dos extratos

B0 min |H||.,L"225|||

£ Casca [ Ln_||||||-..-
U de 259 > 1 min u-—-:ulo ) % > C}
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Fonte: Autoria propria (2024).

Para os extratos de casca de chuchu e talo de acelga, foram utilizadas 25ge 43,59
de cada material, respectivamente. O processo incluiu trituragdo por 1 minuto no
equipamento Ultra-Turrax e sonicagdao por 30 minutos em ultrassom de probe em
banho de gelo, na poténcia maxima. Os extratos foram entdo centrifugados por 15
minutos a 10.000 x g a 8°C. O sobrenadante foi transferido para um frasco e filtrado
através de um filtro de seringa de 0,22 um estéril, em capela de fluxo laminar, para
esterilizagdo a frio. Para o extrato de casca de cenoura, 11,8 g de material foram
adicionados a 127 mL de etanol absoluto. O processo envolveu trituragdo por 1
minuto no equipamento Ultra-Turrax, seguida de sonicagdo por 30 minutos em
ultrassom de probe em banho de gelo, na poténcia maxima. O extrato foi
centrifugado por 15 minutos a 10.000 x g a 8°C. O sobrenadante foi evaporado em
centrifuga a vacuo (speedvac) até redugdo de 50% do volume, que foi depois

completado com agua ultrapura e esterilizado a frio (Medina et al., 2023).

Para as andlises de atividade antimicrobiana foram utilizadas bactérias
patogénicas fornecidas pela Control Lab (Figura 2). Trata-se de bactérias de Material
de Referéncia Certificado (MRC), derivadas da cole¢do de culturas europeia
National Collection of Type Cultures (NCTC), que obtém o reconhecimento dos

usuarios devido a boa recuperagdao e crescimento dos microrganismos e com
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registro World Data Center for Microorganisms (WDCM). Os ensaios foram
realizados com as seguintes espécies/linhagens: Bacillus cereus NCTC® 10320
(WDCM 00001); Escherichia coli NCTC® 9001 (WDCM 00090 / WDCM 00155);
Listeria monocytogenes NCTC® 11994 (WDCM 00019); Pseudomonas aeruginosa
NCTC® 12903 (WDCM 00025); Salmonella enterica NCTC® 12023 (WDCM 00031);
Staphylococcus aureus NCTC® 12493 (WDCM 00212); Shigella flexneri NCTC®
12698 (WDCM 00126).

5.2 Analises de microdiluicdo

Os ensaios de microdiluicdo foram realizados seguindo a metodologia
descrita por Gongalves (2015), com base no "Methods for Dilution Antimicrobial
Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically — MOQ7". Assim, 0s
microrganismos utilizados foram cultivados em placas de cultura preparadas com
agar triptona de soja (TSA) esterilizado por autoclavagem. A solugao salina 0,45% e
o caldo triptona de soja (TSB) nas concentragdes 1x e 2x também foram
esterilizados e utilizados na preparagao das suspensdes e inoculagdo nas

microplacas (Gongalves, 2015).

As suspensbes microbianas foram entdo preparadas a partir do inéculo em solugao
salina, com incubagao por 24 horas. Elas foram ajustadas para uma concentragéo
equivalente a 1,5 x 10® UFC/mL, determinada por leitura turbidimétrica (equivalente
ao ponto 0,5 da escala McFarland). Foram preparadas diluicbes seriadas
geométricas nas microplacas, com volumes especificos de caldo, amostra e
microrganismos, totalizando 100 yL por pogo. Controles positivos, negativos e de
amostra foram incluidos em triplicata (Gongalves, 2015). As microplacas foram

organizadas de acordo com o modelo ilustrado na Figura 3.

Figura 2. Embalagem microrganismo fornecido pela ControlLab
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Figura 3. Esquema placa de microdiluigao para analise
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Fonte: Autoria propria (2024).

A sobrevivéncia celular foi revelada com cloreto 2-3-5 trifenil tetrazélio, um

indicador de crescimento celular que detecta sistemas de enzimas oxidativas (Liu,
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1981; Glenner, 1961), atuando como aceptor de elétrons. As placas foram incubadas
a 37°C por 24 horas e entdao feita leitura em um leitor de microplacas em
comprimento de onda de 540 nm, o que proporcionou os melhores resultados para o
revelador escolhido (Gabrielson et al., 2002). Para controle e comparagéo, os
microrganismos foram também expostos ao gliconato de clorexidina a 0,12%
(controle positivo), que é eficaz contra bactérias como S. aureus e P. aeruginosa
(Moreira et al., 2010).

Os valores apresentados foram obtidos pelas médias das triplicatas de
absorbancia dos pocos analisados para cada extrato, com cada bactéria,
descontando os valores de absorbancia do caldo de cultivo puro e da amostra pura
em comparagdo com a absorbancia que foi estabelecida como inibigdo total do
crescimento microbiano (pogos inoculados contendo gliconato de clorexidina),
conforme a Equagdo 1, formulada para interpretacdo dos dados de leitura de

absorbancia em percentual de reducéo de crescimento bacteriano.

(Abs1- Abs2) %100

% reduction = 100 —

Onde:

ABS 1 é a absorbancia da amostra

ABS 2 ¢é a absorbancia do controle amostra pura

ABS 3 é a absorbancia do controle negativo

ABS 4 ¢é a absorbancia do controle caldo de cultivo puro

6. RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta o resultado das analises de teor de umidade, realizados para
possibilitar a extracdo das amostras na concentracdo padronizada para os ensaios
de atividade antimicrobiana. Os resultados obtidos dos ensaios de microdiluigao
podem ser observados nas Tabelas 2 e 3. Para as espécies Salmonella enterica e
Escherichia coli (ambas Gram-negativas), todas as concentragoes testadas dos trés
extratos apresentaram percentual de redugdo do crescimento celular positivo, ndo
sendo possivel determinar uma concentragdo minima inibitdria (CMI). Foi possivel
determinar as concentragdes minimas capazes de inibir o crescimento microbiano

para as espécies Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativa) e Staphylococcus
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aureus (Gram-positiva). O extrato da casca de chuchu apresentou atividade inibitéria
a partir da concentragao de 25 mg/mL para P. aeruginosa e de 3,13 mg/mL para S.
aureus. O extrato da casca de cenoura demonstrou eficacia a partir de 12,5 mg/mL e
6,25 mg/mL, respectivamente, para as mesmas espécies. Por sua vez, o extrato
obtido a partir do talo de acelga mostrou-se menos eficaz, sendo necessaria uma

concentragédo de 50 mg/mL para inibir o crescimento de ambas as bactérias.

Na Tabelas 2, pode ser observado que, para a espécie Listeria
monocytogenes (Gram-positiva), todas as concentragdes dos extratos de talo de
acelga e casca de chuchu apresentaram percentual de redugdo do crescimento
celular positivo, e para a casca de cenoura apresentou comportamento irregular de
expressao em percentual de reducdo de crescimento. Também foram testados os
extratos para as espécies Shigella flexneri e Bacillus cereus e o0s resultados
apresentaram comportamento irregular, assim se fazendo necessaria uma futura
repeticdo das analises para obtencdo de dados conclusivos. E importante ressaltar
que, diferentemente do esperado, nesses casos, a reducdo de crescimento

microbiano foi inversamente proporcional a concentragao de extrato.

Tabela 1: Resultados da analise de teor de umidade das matrizes dos extratos

Cenoura Chuchu Acelga

P.U P.S U U% P.U P.S u U% P.U PS (U U%

5169 | 452 4717 (91,26 | 5042 | 182 4860 96,39 | 5053 143 | 4910 (97,17

5240 | 434 4806 (91,72 | 5083 | 207 4876 | 95,93 | 5003 68 4935 | 98,64

5040 | 363 4677 92,8 | 4975 | 142 4833 | 97,15 | 50676 | 129 | 4938 | 97,45

5054 | 364 4690 (92,8 | 5007 | 265 4742 (94,71 | 5062 151 | 4911 [ 97,02

5068 | 557 4511 |89,01 | 5003 | 204 4799 95,92 | 5086 |89 4997 |98,25

média 91,52 | média 96,02 | média 97,7




Tabela 2: Percentual de reducdo do crescimento bacteriano das espécies P,
aeruginosa, S. enterica e S. aureus.

Pseudomonas aeruginosa Salmonella enterica Staphylococcus aureus
Conc Chuchu Cenoura Acelga | Chuchu | Cenoura Acelga Chuchu | Cenoura | Acelga
(mg/mL) % % % % % % % % %
200 -67,32 -70.24 -3546 | 59,06 39,79 7582 | -100,17 | -36,76 | -13.95
100 -63,14 -57,88 | -16,71 | 71,27 44,78 2,83 | -176,88 | -15,93 | -73,43
50 -42,17 -37,84 3,64 82,41 67,46 5,72 -95,90 | -9543 | 12,76
25 8,90 -6,47 15,70 | 89,15 45,48 21,24 | -66,64 | -87,48 | -27,38
12,5 30,00 33,90 38,40 | 32,69 30,82 39,47 | -32,50 | -62,07 | 1,91
6,25 25,12 43,09 43,79 | 59,72 44,03 41,01 -9,90 61,77 0,03
3,13 29,35 36,92 50,49 [ 40,11 57,84 58,27 20,56 -3,28* | 18,87
1,56 37,95 71,76 82,41 | 52,53 71,65 75,54 14,10 34,41 3,09

Valores negativos indicam aumento da concentragdo bacteriana, enquanto valores positivos

representam redugdo da concentragao bacteriana.

Tabela 3: Percentual de reducéo do crescimento bacteriano das espécies L.
monocytogenes e E. coli.

Listeria monocytogenes Escherichia coli
Conc (mg/mL) Chuchu % Cenoura % | Acelga% Chuchu% Cenoura% Acelga%

200 86,11 -31,05 73,78 63,06 33,88 83,11
100 83,96 -31,01 25,70 57,37 35,02 55,36
50 81,98 14,19 73,46 59,34 54,11 51,76
25 71,70 18,57 25,54 56,93 51,07 33,24
12,5 21,54 -4,92 7,51 47,24 65,95 47,10
6,25 30,29 86,87 16,52 59,05 78,39 66,41
3,13 39,83 35,63 61,12 54,16 93,30 76,14
1,56 49,00 56,60 32,55 85,68 102,95 71,87

Valores negativos indicam aumento da concentragdo bacteriana, enquanto valores positivos

representam redugdo da concentragao bacteriana.
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7. DISCUSSAO

As amostras avaliadas pelo presente estudo, analisadas por Medina et. al
(2023) apresentaram uma diversidade de compostos fendlicos. Na cenoura, cinco
derivados do acido clorogénico e um derivado do acido ferdlico foram
predominantes, associados a atividade antioxidante. A acelga apresentou o acido
ferulico entre os mais abundantes, bem como flavonoides e acidos hidroxicinamicos.
A casca de chuchu apresentou cinco flavonoides e quatro acidos fendlicos entre os
mais abundantes compostos (Medina et al., 2023). Os flavonoides, encontrados
principalmente na casca de chuchu e na acelga por Medina et al. (2023), ja foram
apontados por atuar contra bactérias como S. aureus e P. aeruginosa com um valor
de concentragdo minima inibitéria (CMI) muito baixo (0,062 pg/mL) (Cushnie, 2011).
Os acidos fendlicos, como o acido clorogénico e o acido ferulico e os acidos
hidroxicinamicos, perfil encontrado na cenoura e na acelga, apresentam de acordo
com a literatura, atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (Lobiuc et al., 2023), sua atividade ja foi caracterizada como mais
fraca frente a outros compostos fendlicos, por possuirem, como um dos mecanismo
de acao de atividade antibacteriana, a diminuigdo do pH extracelular (Pernin et al.,
2019).

No caso de Staphylococcus aureus, os extratos de cenoura, chuchu e acelga
apontaram a CMI: chuchu (3,13 mg/mL), cenoura (6,25 mg/mL) e acelga (50 mg/mL).
Para fins de comparacdo, em busca na literatura, o extrato aquoso de llex
paraguariensis (erva mate) apresentou CMI na faixa de 0,468 a 15 mg/mL, contra
bactérias Gram-positivas mais sensiveis a valores mais baixos dentro dessa faixa
(Nourredine et al., 2018). Em outro estudo, um extrato etandlico também de llex
paraguariensis atingiu CMI de 0,78 mg/mL contra S. aureus (Kirschner, 2011). Assim,
embora extratos como o da erva mate apresentem maior poténcia, os extratos dos
alimentos analisados neste trabalho, especialmente o de chuchu, demonstraram

atividade relevante frente a Staphylococcus aureus.

Em relagdo as analises realizadas neste trabalho para o microrganismo
Pseudomonas aeruginosa, os valores encontrados na literatura buscada séo

significativamente menores: o extrato aquoso de llex paraguariensis apresentou CMI
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de 1,875 mg/mL, enquanto em outro estudo foi verificado um valor ainda mais baixo,
de 25 pg/mL (0,025 mg/mL) (Penteado et al., 2018). Embora os valores do presente
trabalho sejam maiores, é importante destacar que se trata de alimentos
amplamente consumidos, o0 que reforga seu potencial bioativo em contextos

funcionais e de segurancga alimentar.

Com relagéo a Escherichia coli, os extratos de cenoura, chuchu e acelga nao
encontraram a concentracdo minima inibitéria, embora tenham apresentado reducéao
significativa do crescimento celular. Estudos com extratos aquosos de llex
paraguariensis relataram baixa ou nenhuma acgao inibitéria contra E. coli (Penteado
et al., 2018), indicando que mesmo compostos fendlicos mais concentrados podem
apresentar limitacdes frente a esta bactéria. Assim, os resultados aqui encontrados
sao bem positivos frente a uma dificuldade de inibicao total desta espécie pela

literatura.

Para Salmonella enterica, nao foi possivel estabelecer um valor de CMI nos
trés extratos analisados. Contudo, os dados apontam reducdo de crescimento
bacteriano. Mantendo a comparacdo com extratos de llex paraguariensis, alguns
estudos puderam relatar inibicao de Salmonella enteritidis por extratos etandlicos da
planta (Konig; Chiaradia, 2013). Assim, frente a um patégeno de grande importancia
sanitaria, os extratos de residuos de alimentos aqui testados também apresentam

atuacao relevante.

Em relagdo a Listeria monocytogenes, os extratos de acelga e chuchu
apresentaram efeitos de reducado e o de cenoura mostrou comportamento irregular
nas relagbes entre concentragcdo e reducdo de crescimento celular, ndo sendo
possivel estabelecer CMI ou visualizar uma tendéncia de agdo. Em comparagao,
extratos metandlicos de erva mate alcangcaram CMI de 1 mg/mL e CMB de 2 mg/mL
(Paluch et al., 2023). Assim, os resultados do presente estudo reforgaram o potencial
dos extratos de residuos vegetais ainda que, quando em comparagdo com a erva

mate - uma planta com alto teor fendlico, tenham apresentado menor desempenho.

Vale pontuar que, para as analises realizadas para 0s microrganismos

Escherichia coli e Salmonella enterica, nas quais todas as amostras apresentaram
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inibicdo em todas as concentragdes, reduzir a concentragdo dos extratos pode ser
uma alternativa para encontrar uma concentracdo minima de inibicdo, bem como no
extrato de acelga contra Listeria monocytogenes. Por fim, buscando obter resultados
de analise de atividade antimicrobiana das amostras também para os
microrganismos Shigella flexneri e Bacillus cereus, refazer os ensaios & essencial
para o seguimento da pesquisa, verificando se os resultados de comportamento

irregular foram originados de erros experimentais.

8. CONCLUSAO

A atividade antimicrobiana dos extratos se apresentou mais eficaz contra as
espécies Salmonela enterica, Escherichia coli e Listeria Monocytogenes (com
excecgao do extrato de casca de cenoura), onde todas as concentragdes analisadas
dos trés extratos tiveram acado de reducgao da atividade celular. Entendendo que os
alimentos mais frequentemente envolvidos nas infecgdes por essas bactérias sdo os
produtos carneos e derivados de leite e ovos (Cangen, 2011; Gyles, 2007), o uso
desses extratos em relagdo aos conservantes tradicionalmente utilizados pode ser
uma alternativa mais ambientalmente e economicamente sustentavel. Especialmente
a partir da perspectiva de que as matrizes dos extratos sdo residuos comuns e
abundantes obtidas de unidades de alimentagao, poupando a producgao de lixo e a

aquisicao de produtos quimicos.

9. CONSIDERAGOES FINAIS

Dada a perspectiva das amostras aqui utilizadas com efetiva agao
antimicrobiana, trés s&o as primordiais vias de continuagdo do trabalho aqui
realizado. Em primeiro lugar podemos citar a repeticdo das analises que
apresentaram comportamento irregular ou inconclusivo de CMI, tanto para
confirmacdo da atividade antimicrobiana quanto na definicdo da concentracéo
minima inibitéria de crescimento das amostras em relagdo aos microrganismos
relacionados a deterioragdo na industria alimenticia. Em segundo lugar, outras
analises de atividade antimicrobiana sao de grande importancia, através de testes
de crescimento de coldnia, buscando compreender se os extratos tém acgao

bacteriostatica e/ou bactericida. E um terceiro ponto, o teste dos extratos nos
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alimentos e seus derivados condizentes com os desafios da industria a partir dos
resultados dos ensaios in vitro, investigando a efetiva poténcia de utilizacdo dos

extratos como alternativa aos conservantes tradicionais.

De modo geral, compreender o nivel de estruturagdo necessario para que
uma pesquisa possa ser reconhecida como uma forma viavel de identificagdo ou
resolucdo de um desafio na area da Nutricdo foi um dos principais aprendizados que
extrai ao longo da elaboragédo deste trabalho. Essa compreensdo se desenvolveu
tanto durante o periodo em que estive vinculada a Iniciagdo Cientifica quanto na
construgcao deste Trabalho de Conclusdo de Curso. Além disso, ficou evidente a
importancia do planejamento cuidadoso e da consideragdao de multiplos fatores em
cada etapa da pesquisa nas ciéncias e biotecnologia de alimentos. Essa
complexidade evidencia a amplitude de possibilidades e a responsabilidade

envolvida no trabalho com alimentacéo e saude.
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