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RESUMO

Objetivou-se com este estudo verificar a eficiéncia sanitizante de extratos etandlicos de folhas
de Caryocar brasiliense Camb.e Annona crassiflora Mart. na reducdo de células de
Escherichia coli biotransferidas de folhas de alface para superficies de polipropileno.
Inicialmente, o teste de sensibilidade das cepas de E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 8739 e
E. coli isolada a antibacterianos convencionais e aos extratos foi realizado pelo método de
difusdo em &gar e as concentra¢des inibitérias minimas (CIM) e as concentracfes bactericidas
minimas (CBM) foram determinadas pela técnica de microdiluicdo seguida de plaqueamento.
Posteriormente, o processo de biotransferéncia e adesdo em superficie de polipropileno foram
avaliados por 24 h a 7 °C, e a agdo sanitizante dos extratos frente as células aderidas nos
cupons foi avaliada apos o tempo de exposicdo de 5 minutos. Todas as cepas foram sensiveis
aos antibacterianos e observou-se a formacdo de halo de inibicdo para os extratos vegetais em
estudo frente a todas as cepas testadas. O extrato de C. brasiliense apresentou melhor
potencial de agdo antimicrobiana frente as cepas de E. coli, onde o extrato etanolico
apresentou CIM de 1,09 mg.mL?, enquanto que a CIM do extrato de A. crassiflora foi de
5,58 mg.mL?. Nao foi encontrada CBM para os extratos vegetais de C. brasiliense e A.
crassiflora. Quando o indculo nas folhas de alface foi 2 log UFC-mL?, ndo houve
biotransferéncia de E. coli ao polipropileno, independentemente da cepa avaliada. As maiores
contagens de células de E. coli biotransferidas e, consequentemente, aderidas aos cupons de
polipropileno foram observadas quando se inoculou 5 log UFC-mL* com contagem média de
4,56 + 0,16 log UFC.cm™. Constatou-se que o tratamento com as solucbes dos extratos
vegetais de Annona crassiflora e Caryocar brasiliense reduziu totalmente o ndmero de
células de E. coli aderidas nos cupons de polipropileno, ndo sendo verificada diferenca entre
0s extratos para todas as cepas em estudo. Os resultados obtidos com este estudo indicam que
a utilizacdo dos extratos etanolicos de Annona crassiflora e Caryocar brasiliense como
antibacterianos € promissora, porém € importante a realizacdo de futuros estudos sobre os
mecanismos de acdo e toxicidade desses extratos, para aplicacdo segura e efetiva na

sanitizacdo de superficies utilizadas no processamento de alimentos.

Palavras-chave: Contamina¢do cruzada. Adesdo bacteriana. Sanitizacao.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo das superficies utilizadas para a manipulacdo de alimentos é
relevante, uma vez que hd casos em que a higienizacdo deficiente ndo remove
microrganismos e sujidades, o que favorece a adesdo em equipamentos e utensilios. Uma vez
que esses microrganismos estejam aderidos ou formem biofilmes, haverd resisténcia a
remocdo pelos processos de sanitizacdo (FIGUEIREDO, 2000).

Os materiais das superficies comumente usados no processamento de alimentos, como
aco inoxidavel, polipropileno e poliuretano, permitem o crescimento microbiano, que pode
originar processos de adesdo bacteriana e formacdo de biofilmes (JUNIOR et al., 2006;
LEJEUNE, 2003).

Os biofilmes podem se tornar fortemente aderidos a superficie e, posteriormente,
partes desses podem se desprender e contaminar outras superficies ou produtos alimenticios
(JOSEPH et al., 2001). Essa habilidade de transferéncia independe da quantidade de células e
é denominada potencial de biotransferéncia (COSTA, 1999).

De acordo com Sheikh et al. (2001) amostras de Escherichia coli que apresentam
padrdo de adesdo agregativa produzem biofilme regularmente e estdo relacionadas com
infeccdes alimentares. Essa especie € uma enterobactéria Ghram-negativa, mesofila, e integra
0 grupo dos coliformes (EVANGELISTA, 2005).

Segundo Maxcy (1978) patdégenos como Escherichia coli, possuem condigdes
potenciais para crescer em alface (Lactuca sativa L.,), que é a hortalica folhosa mais
consumida no mundo (SANTOS et al., 2001). Condi¢6es sanitarias desfavoraveis nas areas
rurais e urbanas favorecem essa contaminacgdo, transformando os vegetais em veiculos de
transmissdo de patdgenos (RODRIGUES, 2007).

No processamento de alimentos a eliminacdo de bactérias aderidas e dos biofilmes é
um grande desafio, visto que sdo mais resistentes a agentes antimicrobianos do que células
planctdnicas (SIMOES et al., 2006; SIMOES e VIEIRA, 2009).

Os sanitizantes quimicos tradicionais utilizados na industria de alimentos apresentam
como desvantagem o possivel desenvolvimento de resisténcia e adaptacdo bacteriana,
interferindo na eficiéncia bactericida minima destes produtos (BERALDO et al., 2013).

O surgimento e a disseminacdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos
disponiveis no mercado tém sido relatados ha décadas, incentivando a busca de novas fontes
de substancias com atividades antimicrobianas, como as plantas utilizadas na medicina

tradicional (MENDES et al., 2011). O estudo desses agentes é importante, visto que se
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buscam, mundialmente, substancias menos toxicas e mais eficazes contra a resisténcia
bacteriana e capazes de controlar novos patdégenos (BARBOSA-FILHO et al., 2007,
OSTROSKY et al., 2008).

Na maioria das vezes, as plantas sdo usadas na forma de extratos, que sdo preparacdes
concentradas obtidas a partir do material vegetal que passou por estabilizagdo, secagem e ou
moagem, e posteriormente por um solvente extrator (SIMOES et al., 2003).

O Cerrado é a segunda maior formacdo vegetal brasileira e um dos mais importantes
dominios do pais, compreendendo mais de 10 mil espécies vegetais. E considerado assim um
celeiro de produtos naturais para a fitoterapia (CHAGAS et al. 2004).

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) € uma espécie arbdrea nativa do Cerrado
Brasileiro pertencente a familia Caryocaraceae (OLIVEIRA et al., 2008). O valor terapéutico
do pequizeiro atribuido a medicina popular vem sendo pesquisado e ha experimentos
cientificos atestando atividade antifungica, por inibir o crescimento de Cryptococcus
neoformans (PASSOS et al., 2002) e também propriedade antimicrobiana por inibir o
desenvolvimento de enterobactérias (PAULA-JUNIOR et al., 2006).

O pana (Annona crassiflora Mart.) comum no bioma cerrado, conhecido vulgarmente
também como araticum, cabeca-de-negro, cascudo, cortica, marolo ou pinha-do-cerrado,
destaca-se pelo sabor caracteristico dos frutos, sendo utilizado na medicina alternativa por sua
acdo antifungica e antibacteriana (ALMEIDA et al., 1998).

Objetivou-se com este estudo verificar a eficiéncia sanitizante de extratos etandlicos
de folhas de Caryocar brasiliense Camb.e Annona crassiflora Mart. na reducéo de células de

Escherichia coli biotransferidas de folhas de alface para superficies de polipropileno.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos

Os efeitos antibacterianos dos extratos foram avaliados com as cepas de Escherichia
coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739 e cepa isolada de esponja de poliuretano
utilizada em uma lanchonete, localizada em Montes Claros, MG.

Para identificacdo da cepa isolada realizou-se analise protedbmica seguindo o protocolo
de extracdo padrdo adaptado de Freiwald e Sauer (2009). Uma alcada de cultura bacteriana
pura foi ressuspendida em 1,2 mL de solucdo de etanol 75%. A amostra foi centrifugada e o
sobrenadante foi removido. Foi adicionado 50 pL de acetronitrila, acido formico e agua

(50:35:15 v/v) ao pellet formado, o qual sofreu agitacdo em vortéx durante 1 min para
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extracdo de células. Foi realizada uma segunda centrifugacdo e 0,3 uL de sobrenadante foi
depositado em uma placa com trés pogos e este foi seco em temperatura ambiente. Adicionou-
se 0,3 pL de uma solucdo saturada de alpha-ciano-4-acidohidroxicianidrico, acetonitrila, agua
e TFA (50:47:5:2,5 vIv).

A andlise por Matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight — mass
spectroscopy (MALDI-TOF MS) foi realizada segundo Duskova et al. (2012), utilizando
Microflex TM MALDI-TOF MS (BrukerDaltonics, Billerica, Massachusetts, EUA). As
identificacOes foram expressas por BioTyper log (scores), indicando a similaridade da cepa
desconhecida por MALDI TOF MS com o perfil disponivel em bancos de dados.

2.2. Obtencao dos extratos

Folhas de C. brasiliense Camb. e A. crassiflora Mart., com nimeros de depdsito,
respectivamente, 338 e 1492 no herbéario da Universidade Estadual de Montes Claros, foram
coletadas no Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG em Montes Claros, Minas Gerais. Essa
regido localiza-se aproximadamente a 16°51° de latitude e 44°55 de longitude, o clima da
regido, tropical umido com verao seco de acordo com a classificacdo de Koppen (ALVARES
et al. 2014), é marcada por uma longa estacdo seca de maio a setembro e um periodo chuvoso
em janeiro e fevereiro.

As folhas foram secas em estufa de circulacdo de ar forcado a 38 °C por
aproximadamente 72 h, sendo entdo trituradas em liquidificador industrial e armazenadas em
recipiente opaco. Os extratos etanolicos foram obtidos pela adicdo de 100g do material
vegetal em 1000 mL de etanol PA. Essa mistura foi armazenada em frasco ambar por dez dias
e acondicionada em local seco e isento de iluminacdo a temperatura ambiente. Filtrou-se o
extrato em funil com gaze e algodao, sendo levado em seguida para estufa com ventilacdo
forcada a 40 °C por aproximadamente trés dias (MELLO, 2002).

Os extratos de folhas de C. brasiliense Camb. e A. crassiflora Mart. foram filtrados em
membrana milipore de celulose com 0,2 um e, posteriormente, aliquotas das solucGes obtidas
foram submetidas a determinacdo de matéria seca, para célculo das concentracdes a serem
testadas (CUNNIF, 1995).

2.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) dos extratos vegetais

A andlise cromatografica dos extratos vegetais de C. brasiliense e A. crassiflora foi
realizada por HPLC (High Performance Liquid chromatography) em equipamento Merck-
Hitachi (Alemanha) composto de bomba L-6200A, injetor automatico AS-2000A, detector
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UV-VIS L-4250 e integrador D-2500. Utilizou-se uma coluna de ODS (250x4,0 mmd.i.,5
mm, Merck, Alemanha) fluxo de 1,0 mL/min, temperatura de 40 °C, procedendo-se a elui¢cdo
com gradiente linear de H20 (A) e CH3CN (B): 0 min 90 % A, 10 % B; 60 min 10 % A, 90 %
B, seguido de 5 min de eluigdo isocréatica. A deteccdo foi realizada no UV a 261,5 nm. Foram
utilizados solvente grau HPLC (Merck, Alemanha) e a remocdo do ar foi realizada por
sonicacdo. Para as andlises da separacdo dos compostos quimicos, as amostras foram
dissolvidas em metanol grau HPLC, para concentracbes de 10 mg/mL e 5 mg/mL,
respectivamente, para extratos e fracdes, sendo as solugdes centrifugadas a 10.000 rpm,
durante 10 min, previamente a injecdo. Aliquotas destas solucbes (5 mL) foram injetadas de

modo automatico.

2.4. Perfil de sensibilidade antimicrobiana

O teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA) foi realizado de acordo com o
NCCLS (2005) e conduzido em triplicata. Col6nias das bactérias crescidas em placas
contendo Agar padrdo para contagem de micro-organismos (PCA) (HIMEDIA® Mumbai. India.y
foram suspensas em solucdo salina estéril (NaCl 0,85% m/v) até se obter uma turvagédo
compativel com o grau 0,5 da escala Mac Farland. Em placas de Agar Mueller-Hinton
(HIMEDIA® Mumbai, India) jhoeylou-se 200 PL da suspensdo que foram espalhados com o
auxilio de swabs estéreis. Sobre a superficie desse meio adicionou-se discos de
antimicrobianos: cloranfenicol 30 pg, gentamicina 10 pg, ciprofloxacina 5 pg, sulfazotrim 25
Kg e norfloxacina 10 pg para Escherichia spp., segundo descrito no NCCLS (2005). As placas
foram incubadas em estufa BOD a 35°C por 24 horas e os diametros dos halos de inibicdo
mensurados em milimetros (mm), para que as bactérias fossem classificadas como resistentes
ou sensiveis. Além disso, foram testados juntamente com os discos de antimicrobianos, discos
dos extratos das folhas das plantas avaliadas, para se fazer uma comparacdo das medidas dos
halos de inibicdo. Para isso, discos de papel filtro com 5 mm de diametro foram autoclavados
e impregnados com 20 pL dos extratos nas concentracdes de 136,8 mg.mL™ para o extrato de

C. brasiliense Camb. e 139,6 mg.mL™ para o extrato de A. crassiflora Mart.

2.5. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos frente as cepas em estudo foi
realizada em triplicata utilizando método de microdiluicdo (CLSI, 2011). Para o preparo do
indculo realizou-se o cultivo das bactérias em placas contendo Agar Mueller Hinton
(HIMEDIA® Mumbai. India) a5 quajs foram incubadas por 24 h a 37 °C. Para o ajuste do
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indculo segundo o padrdo de Mac Farland de 0,5 (10° UFC.mL™1), adicionou-se em tubo de
ensaio contendo 5,0 mL de NaCl estéril 0,85% (m/v) uma alcada do microrganismo e em
seguida agitou-se em vortéx durante 1 min.

Em placa de microdiluicdo de 96 pogos, foram adicionados 80 ul de Caldo Mueller
Hinton (HIMEDIA®: Mumbai. Indiay em cada poco. Em seguida foram acrescentados 20 ul dos
extratos e realizada a diluigio seriada, obtendo-se as concentracdes de 27,36 a 0,22 mg.mL™*
para o extrato de C. brasiliense Camb. e 27,92 a 0,22 mg.mL™ para o extrato de A. crassiflora
Mart. Adicionou-se ainda 100 pl das suspensdes bacterianas (108 UFC.mL™?). Para o controle
do crescimento, 100 pL das suspensdes bacterianas foram adicionados a 80 pL do caldo
Muieller-Hinton (HIMEDIA® Mumbai. Indiay - Ag placas foram incubadas a 37 ° C durante 18 h,
com posterior adi¢do de 100 pl de tetrafeniltetrazolico (TTC) 1%, para observacdo de

crescimento microbiano que ¢ indicado por coloracdo avermelhada.

2.6. Determinagéo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

A partir dos pocos nos quais ndo houve crescimento bacteriano visivel, apos a adicao
de tetrafeniltetrazolico no teste da CIM, uma algada das amostras que nao apresentaram
coloracdo vermelha, foi transferida para placas contendo Agar MacConkey (HIMEDIA®:
Mumbai, India) * aq quais foram incubadas a 35 °C por 24 h para observacdo do crescimento
microbiano (NCCLS, 2005).

2.7. Biotransferéncia de E. coli para superficies de polipropileno

Inicialmente foi realizado um teste de exclusdo microbioldgica nas amostras de alface
crespa (Lactuca sativa L.), variedade Vitoria de Santo Antdo, obtidas comercialmente em
Montes Claros, MG e armazenadas a 7 °C £ 2 °C , até o momento das analises. Para verificar
a auséncia de contaminacdo por E. coli, foi utilizado o método de nimero mais provavel
(NMP) (KORNACKI e JOHNSON, 2001).

Anteriormente ao estudo da biotransferéncia realizou-se a higienizacdo das folhas de
alface conforme procedimentos descritos por Lima (2008). Sendo as folhas externas das
amostras de alface removidas e descartadas e as folhas integras lavadas em agua corrente.
Para a sanitizacdo, as folhas foram imersas em solucdo de dicloroisocianurato de sodio
(Nippoclor®) com 200 mg.L? de cloro total em pH 6,1 por 15 min. A solucéo clorada foi
neutralizada por enxagie em uma solucdo esterilizada de tiossulfato de sodio 0,5 % (m/v) por

5 min. Em seguida as folhas foram retiradas assepticamente da solucdo e imersas em agua
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destilada esterilizada por 20 min para drenagem. Sob condi¢des assépticas, as folhas de alface
foram cortadas em cupons de dimensdes de 2 x 2 cm.

Cupons de polipropileno (2,0 cm x 2,0 cm x 0,2 cm) foram higienizados a 25 °C £ 2
°C com &gua potéavel e detergente neutro. Posteriormente, foram enxaguados com agua
destilada e sanitizados com alcool etilico 70 % (v/v). Os cupons foram secos em estufa a 60
°C por 2 h e esterilizados a 121 °C por 15 min (ROSSONI e GAYLARDE, 2000).

Para a avaliacdo do potencial de biotransferéncia, cupons de alface contaminados com
indculo de 102 UFC-mL™ e 10° UFC-mL™? de cada cepa foram colocados em contato com
cupons de polipropileno por 24 h a 7 °C + 2 °C. Posteriormente, a quantidade de células
transferidas foi quantificada em Agar MacConkey (HIMEDIA®: Mumbai indiay o g5 resyltados
expressos em UFC-cm, segundo Careli et al. (2009).

2.8. Sanitizacao de cupons de polipropileno

Decorrido o periodo de biotranferéncia e adesdo bacteriana de 24 h, os cupons com
aderidas ao polipropileno, foram submetidos aos seguintes tratamentos: imersdo em solucgdes
de extratos nas concentracdes inibitorias minimas (CIM); solucdo controle de agua destilada
esterilizada e solucdo de hipoclorito de sddio a 200 mg.L™ (v/v) para comparagdo com um
produto sanitizante comercial. Para isso com o auxilio de pinca esterilizada, os cupons foram
imersos separadamente em NaCl 0,85 % (m/v) para a remocédo de células plancténicas e em
seguida, foram imersos nos tratamentos e a acdo sanitizante das solucdes foi avaliada apos 5
min de contato sob condicGes estaticas a temperatura de 25 + 2°C. Os cupons referentes a
cada tratamento foram transferidos para 10 mL de solucdo salina 0,85 % (m/v) e sonicados
por 2 min usando banho de ultrassom, com 40 kHz, para a remocdo de células aderidas
sobreviventes nas superficies dos cupons (MALHEIROS et al.,, 2012, com modificacdes).
Foram realizadas dilui¢cBes decimais seriadas sucessivas, com inoculagdo em placas contendo
Agar Mac Conkey (HIMEDIA® Mumbai, Indiay o incybacdo de 37 °C por 24 h. Apds essas
condicBes de crescimento, quantificou-se as unidades formadoras de colénia (UFC) e os

resultados foram expressos em UFC-cm2, segundo Careli et al. (2009).

2.9. Analise dos resultados

Os procedimentos foram realizados em trés repeti¢oes e 0s resultados convertidos em
escala logaritmica para atender a pressuposi¢cdo de normalidade. Realizou-se analise de
variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando a significancia de
5% no programa estatistico SISVAR (2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificacdo do isolado

A cepa isolada em estudo foi identificada por analise protedmica como Escherichia
coli com 99,9% de similaridade com o perfil disponivel no banco de dados.

Sensibilidade das cepas a antibacterianos

As cepas de E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 8739 e isolada foram sensiveis a
todos os antibacterianos testados, cujos halos de inibi¢cdo foram descritos na Tabela 1. Ribeiro
et al. (2018) ao avaliarem a sensibilidade antimicrobiana de E. coli ATCC 25922 também
constataram sensibilidade bacteriana a clorafenicol, ciprofloxacina e norfloxacina, porém

obtiveram sensibilidade intermediaria da cepa para o antibiotico gentamicina.

Tabela 1 - Média dos halos de inibicdo (mm) de Escherichia em teste de antibiograma

Antibidticos E. coli ATCC 25922 E. coli ATCC 8739  E. coli isolada
Clorafenicol 30 g 27+1,0 30£0,0 25+0,0
Gentamicina 10 pg 20+ 0,0 285+15 22 +0,0
Ciprofloxacina 5 ug 36,5+£0,5 40+0,0 325+25
Sulfazotrim 25 pg 24,5+ 0,5 36+1,0 24+1,0
Norfloxacina 10 pg 36,5+0,5 36,5+0,5 325+£25

Em relacdo aos extratos obtidos das folhas de C. brasiliense e A. crassiflora, foi
detectada a formacdo de halo de inibi¢do para as duas espécies vegetais em estudo frente a
todas as cepas testadas (Tabela 2). Ndo foram constatadas diferencas significativas para a
acdo do extrato de C. brasiliense entre as cepas em estudo. Entretanto, para o extrato de A.
crassiflora observou-se menor efeito antibacteriano (p<0,05) frente a E. coli ATCC 25922
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Halos de inibicdo (mm) de Escherichia coli apds adicdo de discos contendo
extratos vegetais de Caryocar brasiliense e Annona crassiflora nas concentracdes de 136,8
mg.mL*e 139,6 mg.mL™ respectivamente

Extrato E. coli ATCC 25922 E. coli ATCC 8739 E. coli isolada
Caryocar brasiliense 102+0,0 8,54+0,5 8,0A+1,0
Annona crassiflora 708+0,0 95%+0,5 104+ 0,0

Meédias seguidas por letras diferentes nas linhas diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Efeito inibitorio de extrato de folhas de Caryocar brasiliense e Annona crassiflora foi
obtido em outros estudos. Para o extrato de C. brasiliense em concentragdes de 1,5 e 2
mg.mL™, inferiores a deste trabalho, obteve-se halos médios de 7 e 8 mm respectivamente
para cepa de E. coli ATCC 25922 (PAULA-JUNIOR et al., 2006). Para extratos de folhas de
C. brasiliense e A. crassiflora na concentragio de 84 mg.mL?, foram encontrados halos de
inibicdo superiores aos deste estudo, com valores de 11,3 mm e 10,1 mm (RIBEIRO et al.
2018).

Entretanto, em estudo com extrato da casca de C. brasiliense sobre E. coli ATCC
25753 nas concentragdes de 200 a 500 mg.mL™ ndo obteve-se formagdo de halo de inibigéo.
O menor efeito ou auséncia de atividade antibacteriana dos extratos pode ser decorrente da
concentracdo do extrato, qualidade das folhas ou cascas que pode ser alterada por condicGes
de solo, sazonalidade, tipo de colheita e teor de ativos ou mesmo da menor sensibilidade dos

microrganismos estudados (PINHO et al., 2012).

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

O extrato de C. brasiliense apresentou melhor potencial de acdo antimicrobiana frente
as cepas de E. coli em estudo, apresentando CIM de 1,09 mg.mL™, enquanto que a CIM do
extrato de A. crassiflora foi de 5,58 mg.mL?. Apesar de ambas as espécies vegetais
apresentarem acdo bacteriostatica, ndo foi detectada acdo bactericida para nenhum dos
extratos nas concentracGes avaliadas neste estudo.

A acdo bacteriostética de extratos dessas espécies vegetais foi relatada em outros
estudos frente a E. coli ATCC 25922. Para o extrato etandlico de C. brasiliense, encontrou-se

os valores de 25 mg.mL? e 0,27 mg.mL™ e para o extrato de A. crassiflora 6,24 mg.mL
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(PINHO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2018). Apesar da auséncia de acdo bactericida desses
extratos neste estudo, essa ja foi relata com resultado de 30 mg.mL? para o extrato etandlico
de C. brasiliense e 6,24 mg mL™ para A. crassiflora (RIBEIRO et al., 2018).

Biotransferéncia das células bacterianas a superficie de polipropileno

Observou-se que a concentracdo do indculo inicial contribuiu para diferenca (p < 0,05)
do nimero de células transferidas dos cupons de alface para a superficie de polipropileno.
Dessa forma, quando o inoculo foi 2 log UFC-mL™, ndo houve biotransferéncia (p > 0,05) de
E. coli ao polipropileno, independentemente da cepa avaliada. A Resolugéo da diretoria
colegiada (RDC) n° 12 de 2 de janeiro de 2001 da ANVISA estabelece que amostras de
hortalicas frescas "in natura” devem apresentar contagem méaxima de coliformes a 45 °C de 2
log NMP/g. (BRASIL, 2001). A auséncia de biotransferéncia nesta situagdo indica que se a
contagem de E. coli nas folhas de alface for mantida dentro dos padrdes preconizados pela
legislagdo vigente, ndo se teria a ocorréncia de contaminagdo da superficie de corte de
vegetais nas condic¢des estudadas.

Outros estudos relataram a contaminacdo de alface por Coliformes a 45°C em
contagens superiores a estabelecida pela legislacdo. Como o estudo de Paula et al. (2009) que
registraram contagem de 4,70 log NMP.g* e Souto (2005) que obteve contagem média de
5,96 log NMP g em alface crespa.

As maiores contagens de células de E. coli biotransferidas e, consequentemente,
aderidas aos cupons de polipropileno foram observadas quando se inoculou 5 log UFC-mL™?,
com contagem média de 4,56 + 0,16 log UFC.cm™. Segundo Andrade et al. (1998), para se
considerar um biofilme, é necessario um nimero minimo de 7 log UFC-cm? de superficie.
Dessa forma, constatou-se que as estirpes ndo foram capazes de formar biofilmes.

As superficies de polipropileno geralmente sdo utilizadas para corte e a manipulacao
de folhas de alface contaminadas poderia favorecer a ocorréncia de contaminagdo cruzada
pela transferéncia de microrganismos patogénicos das superficies de manipulacdo para 0s
alimentos. Embora ndo houve formacdo de biofilmes pelas estirpes de E. coli ndo se pode
menosprezar o processo de adesdo ocorrido, devido ao fato de bactérias aderidas serem mais
resistentes aos sanificantes do que as em suspensao (PENG et al., 2001).

As superficies comumente usadas para processamento de alimentos permitem o
crescimento microbiano, podendo originar processos de adesdo bacteriana como observado

neste estudo e formacdo de biofilmes. A presenca desses processos nas superficies de
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equipamentos e utensilios para processamento de alimentos ocorre em diferentes niveis de
intensidade, sendo que a liberagdo desses microrganismos pode reduzir a qualidade do
alimento produzido e ocasionar deterioracdo e veiculacdo de patdgenos (ANDRADE, 2008)

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os descritos por Rocha et al.
(2014) que avaliaram a adesdo de E. coli ATCC 8739 por 12 h em superficie de polipropileno
utilizada para corte de alimentos. Esses autores ndo observaram a formagao de biofilme pela
cepa avaliada, somente o processo de adesdo com contagens médias de 5 log UFC.cm-2.

Capacidade sanitizante dos extratos vegetais avaliada
Constatou-se que o tratamento com as solucdes dos extratos vegetais de Annona

crassiflora e Caryocar brasiliense apresentou eficacia de 100% na reducgéo de células de E.
coli aderidas nos cupons de polipropileno, ndo sendo verificada diferenca (p>0,05) entre os
extratos para todas as cepas em estudo (Tabela 3).

Observou-se ainda que ndo houve diferencas (p > 0,05) entre o tratamento dos cupons
de polipropileno com os extratos vegetais em compara¢do com o tratamento convencional
com solugdo de hipoclorito de sédio 200 mg.L™ (v/v) (Tabela 3). Dessa forma, o tempo de 5
minutos de contato com as solugdes sanitizantes nas concentracfes avaliadas foi suficiente
para a remocdo total das células aderidas das cepas de E. coli sobre o0s cupons de
polipropileno.

Tabela 3 - Numero de células (Log UFC.cm?) das cepas de E. coli, em superficies de
polipropileno apds tratamentos com solugdo de hipoclorito e solucBes sanificantes contendo
extratos vegetais ap0s o tempo de exposicado de 5 min a 23 £ 2°C.

Estirpes
Tratamentos E. coli ATCC 25922 E. coli ATCC 8739 E. coli isolada
Controle 3,777 4,824 4,994
Hipoclorito 200 ppm 0,008 0,008 0,008
Caryocar brasiliense 0,008 0,008 0,008
(1,09 mg.mL?)
Annona crassiflora 0,008 0,008 0,008
(5,58 mg.mL™?)
CV (%) 5,63 5,16 8,42

Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p
> 0,05). (CV) coeficiente de variacao.
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Ainda ndo foi relatada a utilizagdo dos extratos de Annona crassiflora e Caryocar
brasiliense na sanitizacdo de superficies utilizadas no processamento de alimentos. Porém,
com este trabalho foi possivel observar a reducdo média de 4,56 + 0,16 ciclos logaritmicos
nas contagens de células sésseis de Escherichia coli nos cupons de polipropileno.

Diante da importancia que a higienizacdo desempenha na obtencdo de alimentos
seguros e de qualidade, além da adocéo de préticas corretas para execu¢do da mesma. Novos
procedimentos ou produtos nesta area vém sendo pesquisados com intuito de tornar mais
eficiente a remocao de residuos de alimentos e a eliminacdo de microrganismos de superficies

industriais, evitando a formacao de biofilmes microbianos (BATISTA et al., 2014).

Cromatografia dos extratos

Os valores do espectro de UV observados indicaram a presenca de flavonoides nos
extratos etandlicos de Annona crassiflora e Caryocar brasiliense (Figura 1). A intensidade
méaxima de absorbancia do extrato de C. brasiliense foi observada na regido entre 278,1-273,3
nm, e do extrato de A.crassiflora na regido entre 279,3-278,1 nm, em seus respectivos tempos
de retencéo.

Os flavonoides sdo classificados em 10 classes de compostos: antocianinas,
leucoantocianidinas, flavonois, flavonas, glicoflavonas, biflavonilas, chalconas, auronas,
flavanonas e isoflavonas. Possuem propriedades quimicas dos fendis, sendo relativamente
soluveis em agua, principalmente quando possuem moléculas de agUcares ligadas a estrutura
(YAO, et al. 2004; HARBONE, 1984).

Segundo Yao, et al. (2004) e Markham (1982) os flavondides sdo compostos
levemente &cidos e polares ou moderadamente polares, sendo soliveis em etanol, metanol e
butanol e combinac@es de solventes com agua. Esses compostos apresentam intensa absor¢éo
no UV, exibindo duas bandas: banda I (320-385 nm) e banda Il (250-285 nm).

O efeito antimicrobiano apresentado pelos extratos de A.crassiflora e C.brasiliense
poderia ser atribuido aos componentes detectados no perfil cromatografico das espécies
vegetais, sendo o perfil compativel com flavondides, devido a intensidade méaxima de
absorbancia dos extratos se apresentarem dentro do espectro de absorcdo no UV dos
flavonoides.

Para a espécie A. crassiflora ja foi detectada a presenca de compostos fenolicos,
flavondides glicosilados e taninos condensados (LAGE, 2011; ROESLER et al., 2007). Na

espécie C. brasiliense foram realizados testes fitoquimicos que identificaram taninos
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condensados, taninos hidrolisados, flavonoides e saponinas (PAULA-JUNIOR et al. 2006;
MOURA et al. 2013; LOPES et al. 2011). Esses compostos apresentam importantes
atividades bioldgicas, tais como: pesticida, vermicida e antimicrobiana (SANTOS, 2007

LAGE, 2011; PAULA-JUNIOR et al. 2006).
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FIGURA 1: Perfis cromatograficos, obtidos por HPLC, caracteristicas do espectro de UV de
flavonoides (picos 1 e 2) e seus respectivos tempo de retencdo (TR). A) - extrato etandlico de
Caryocar brasiliense (TR = 0,972 e 5,878 min ) e B) - extrato etandlico de Annona
crassiflora (TR = 6,484 e 7,704 min).

A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais tem sido atribuida principalmente aos
taninos, que segundo Cushnie and Lamb (2005) sdo compostos inseridos no grupo dos
flavondides. Nos estudos realizados por Djipa et al. (2000) e Ribeiro (2018), esses autores
relataram que a retirada de taninos suprimiu a atividade antimicrobiana de extratos frente as
bactérias em estudo.

Ribeiro (2018) relatou que os extratos com a presenca de taninos, foram mais
eficientes, indicando que esse metabdlito, de forma isolada ou juntamente em associacdo com
outros compostos vegetais seria o principal componente com agdo antibacteriana para 0s

extratos de Caryocar brasiliense e Schinopsis brasiliensis.
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Os taninos sdo definidos como compostos fendlicos, que sdo altamente reativos
quimicamente e formam pontes de hidrogénio, intra e intermoleculares (MONTEIRO et al.
2005). Estudos sobre atividade dos taninos evidenciaram importante acdo antibacteriana,
sendo esses j& identificados como principios ativos de varios extratos vegetais pesquisados
pela farmacognosia mundial (CASTEJON, 2011).

De acordo com Mello & Santos (2001) as atividades bactericidas e fungicidas dos
taninos ocorrem pela complexacdo com ions metéalicos; atividade antioxidante e seqliestradora
de radicais livres; habilidade de complexar com outras moléculas, principalmente proteinas e
polissacarideos.

O efeito antibacteriano dos taninos segundo Scalbert (1991) deve-se a atuacdo dos
taninos inibindo enzimas bacterianas e fangicas e/ou se complexando com os substratos
dessas enzimas; acdo dos taninos sobre as membranas celulares dos microrganismos,
modificando seu metabolismo, e complexacdo dos taninos com ions metalicos, diminuindo a

disponibilidade de ions essenciais para 0 metabolismo microbiano.

4. CONCLUSAO

As cepas de E. coli foram sensiveis aos extratos etandlicos de Annona crassiflora e
Caryocar brasiliense, apresentando halos de inibi¢cdo e CIM para todas as cepas. Observou-se
a capacidade de biotransferéncia seguida de adesdo das cepas de E. coli na superficie dos
cupons de polipropileno, sendo que as solucdes sanitizantes formuladas com os extratos
vegetais de Annona crassiflora e Caryocar brasiliense foram eficientes na reducdo das células
presentes nas superficies dos cupons de polipropileno. Os resultados obtidos com este estudo
indicam que a utilizacdo dos extratos vegetais de Annona crassiflora e Caryocar brasiliense
como antibacterianos é promissora, porém € importante a realizacdo de futuros estudos sobre
0s mecanismos de acdo e toxicidade desses extratos, para aplicacdo segura e efetiva na

sanitizacdo de superficies utilizadas no processamento de alimentos.
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