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RESUMO

Através de Testes de Diluicdo em Sistema de Tubos Mdltiplos determinou-se a
Intensidade de Atividade de InibicAo Bacteriana (IINIB/bacteriostasia) e a
Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB/bactericidia) de solugbes
contendo extratos hidroetandlicos e hidricos (decocto e infuso) de trés acessos de
Bixa orellana L. (urucum) a saber: Arroio do Meio/RS, Eldorado do Sul/RS e
Maringa/PR, sobre indculos padronizados de Salmonella Enteritidis (ATCC 11076),
Escherichia coli (ATCC 11229), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e Listeria monocytogenes (ATCC 19114).
Determinou-se, paralelamente, o teor de bixina presente nas sementes. Os extratos
hidricos apresentaram baixa atividade de inibicdo e/ou inativagdo sobre os indculos
bacterianos, enquanto que a forma de extracdo hidroetandlica apresentou atividade
antibacteriana seletiva e significativamente mais intensa (inibicao/inativagao) entre
as cinco bactérias testadas. Independente da forma de extracdo, as bactérias
Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes foram as mais sensiveis a atividade
antibacteriana, enquanto que Escherichia coli apresentou a menor sensibilidade.
Houve diferenga significativa entre os teores de bixina dos trés acessos, e,
consequentemente, a atividade antibacteriana determinada mostrou-se diretamente
proporcional a estes teores.

Palavras-chave: Bixa orellana, atividade antibacteriana, inibicao bacteriana,
inativacao bacteriana, bixina.



ABSTRACT

Antibacterial activity in vitro of different accessions of Bixa orellana L.
(annatto) and its relationship with the content of bixin present in seeds.

Through of Dilution Tests in Multiple Tubes System it was determined the intensity of
bacterial inhibition activity (IINIB/bacteriostasy) and the intensity of bacterial
inactivation activity (IINAB/bactericidie) from solutions containing hidroetanolic and
hydric (decoction and infusion) extracts of tree accesses from Bixa orellana L.
(annatto) at know: Arroio do Meio/RS, Eldorado do Sul/RS and Maringd/PR, on
standardized inocula of Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Escherichia coli (ATCC
11229), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433)
and Listeria monocytogenes (ATCC 19114). It was determined, in parallel, the
content of bixin present in the three different accesses of the seeds. The forms of
hydric extraction showed low inhibition and/or inactivation activity of the bacterial
inocula, and the hidroetanolic extract form showed selective antibacterial activity and
significantly pronounced inhibition/inactivation against the five bacteria tested.
Independent of the extraction forms, Enterococcus faecalis and Listeria
monocytogenes were the more sensitive agents to the antibacterial activity.
Escherichia coli had the lowest sensitivity to all forms of extraction. The bixin
contents were significantly different between the accesses and, consequently, the
antibacterial activity was directly proportional to this contents.

Key words: Bixa orellana, antibacterial activity, bacterial inhibition, bacterial
inactivation, bixin.
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Introducao e Objetivos.
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1.1  INTRODUCAO

Atualmente, uma das maiores preocupac¢des para evitar a contaminacao
microbiana por parte da industria de alimentos é com relagdo ao uso de
preservantes quimicos, que podem, muitas vezes, ser substituidos por alternativas
naturais, menos prejudiciais a saude e, muitas vezes, mais viaveis economicamente
(VIUDA-MARTOS et al., 2008).

As dificuldades enfrentadas pela seguranca alimentar baseiam-se na
diversidade de consumidores, com diferentes graus de sensibilidade e estilos de
vida. Além disso, alimentos com altos niveis de conservantes, para reducao da
carga microbiana, sdo indesejaveis. A pressao por parte dos consumidores se volta
para uma produc¢ao maior de alimentos frescos, que possuam conservantes naturais
e com uma maior garantia de seguranca (FORSYTHE, 2002).

O uso de aditivos alimentares que aumentam a seguranga microbiolégica é de
grande interesse para a industria de alimentos, entretanto, o uso inadequado de
antibiéticos faz com que microrganismos patogénicos apresentem resisténcia a
medicamentos, havendo a necessidade de novos antimicrobianos de fontes naturais
(SARTORATTO et al., 2004).

Pertencente a familia Bixaceae, a espécie Bixa orellana L. € popularmente
conhecida como urucu, urucum, urucuzeiro, acgafrdo, acgafroa, acgafroa-da-bahia,
acafroa-do-brasil, agafroa-indigena, acafroeira-da-terra, anoto, colorau, falso-
acafrdo, orucu, urucuuba e uru-uva. Além de corante natural na culindria, sua
utiizacdo na medicina popular é bem pronunciada, principalmente para doencas
coronarianas, afec¢cdes do estbmago e intestino, afecgbes respiratorias,
queimaduras e como afrodisiaco (LORENZI & MATQOS, 2002).

O uso do Bixa orellana L. (urucum) é muito pronunciado em diversos setores
industriais em substituicio a muitos corantes sintéticos, devido a sua baixa
toxicidade e baixo custo de producao, tornando-o conveniente e atrativo (AGNER et
al., 2004).

Estudos com Bixa orellana L. (urucum) relatam sua atividade antimicrobiana,
demostrando a capacidade preservativa desta planta na conservagdo e agregacao
de qualidade aos alimentos (BRAGA et al., 2007; ROJAS et al., 2006; GONCALVES,
2005; NALIMOVA et al., 2005; FLEISCHER et al., 2003; IROBI, 1996;).
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OBJETIVO GERAL

Fundamentar o desenvolvimento de alimentos seguros, pelo uso de Bixa

orellana L. (urucum) como conservante antibacteriano e condimento natural.

1.2.1 Objetivos especificos

Avaliar a atividade bacteriostatica/inibicao e bactericida/inativagao in vitro de
solugbes conservantes contendo extratos hidroetandlicos e hidricos (decocto
e infuso) obtidos de diferentes acessos (Arroio do Meio/RS, Eldorado do
Sul/RS e Maringd/PR) de sementes de Bixa orellana L. (urucum), através de
testes de diluicAo em sistema de tubos multiplos, sobre o0s seguintes
microrganismos: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella Enteritidis;

Avaliar a relacao entre o teor de bixina presente nas sementes com o poder
antibacteriano proveniente dos diferentes acessos de Bixa orellana L.

(urucum).



CAPITULO 2

Revisao bibliografica.



15

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Plantas condimentares-medicinais

As plantas condimentares, conhecidas como especiarias, sdo usadas em
alimentos, porém, apos identificadas suas atividades antimicrobianas, podem
também ser usadas como conservantes em alimentos (AURELI, 1992).

Hammer et al. (1999) através de estudos in vitro demonstrou atividade
antibacteriana e antifungica de 52 dleos essenciais e extratos de diversas plantas
sobre Acinetobacter baumanii, Aeromonas veronii, Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Serratia marcescens e Staphylococcus aureus, observando
uma maior inibicdo provocada pelo éleo de orégano, entre todos os 6leos testados.

Carvalho et al. (2005) atribuem intensa e seletiva atividade antimicrobiana de
diferentes extratos de plantas com indicativo condimentar na regiao metropolitana de
Porto Alegre/RS sobre diferentes padrdes bacterianos testados (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis, sendo que
as plantas que mais se destacaram foram salvia (Salvia officinalis Linn.), alho porr6
(Alium porrum Linn.), alho nira (Alium tuberosum Rotti.) e pimentas ornamentais
(Capsicum annuun Linn), malagueta (Capsicum frutescens Linn.), calabresa (“pool”
de Capsicum sp.) e dedo-de-moca (Capsicum baccatum Linn.), o que poderia
integrar-se a agbes de saude indicadas na prevencao e controle de surtos de
toxinfecgbes alimentares.

Segundo Haida et al. (2007), a procura de novos antimicrobianos a partir de
espécies vegetais, tem se mostrado bastante expressiva nos ultimos anos, visando
solucionar os problemas da resisténcia microbiana a antibidticos atualmente
utilizados.

O problema de resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos comegou
a ser discutido na década de 70, quando médicos foram forcados a abandonar suas
convicgdes de que, com a ampla oferta de agentes antimicrobianos existente, todas
infecgcbes bacterianas eram trataveis (LOWY, 2003). Fato este, abalado com o
aparecimento de cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Mycobacterium tuberculosis multiresistentes. Dados

relativos a multiplas resisténcias bacterianas, tem assustado cada vez mais,
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especialistas e populagdo, tendo demonstrado que as bactérias possuem e
desenvolvem mecanismos muito complexos para garantir sua sobrevivéncia e
multiplicagdo no ambiente e nos hospedeiros.

Numerosas manifestacdes conforme relatado por Livermore (2007),
demostram e justificam a necessidade de diminuir 0 uso de antimicrobianos em
geral, conduzindo o uso dos mesmos da forma mais correta possivel e adotando-se,

cada vez mais, medidas profilaticas eficazes.

2.1.2 Bixa orellana L. (urucum)

Bixa orellana L. (urucum) é uma arvore pequena, originaria da América
tropical, incluindo a Amazdnia brasileira, com no maximo cinco metros de altura e de
copa bem desenvolvida. As folhas sdo simples, glabras, medindo de oito a onze
centimetros de comprimento. Suas flores sdo levemente rosas e o fruto € uma
capsula deiscente ovoide, com dois a trés carpelos, cobertos por espinhos. Nas
sementes encontra-se um Oleo essencial rico em all-E-geranilgeraniol,
monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados, além dos carotendides bixina e
norbixina e em menor quantidade, alfa e beta-caroteno (LORENZI & MATQOS, 2002).

Segundo Coelho (2003) as tinturas de Bixa orellana apresentam em sua
composicao saponinas, flavonoides, taninos, alcaléides e esterdides

O nome popular da Bixa orellana L. (urucum) tem origem na palavra tupi “uru-
ku”, que significa “vermelho”. Das sementes do urucum, tribos indigenas brasileiras
e peruanas extraem um pigmento vermelho usado como corante e protetor de pele e
repelente de insetos. Hoje, no Brasil, ha cerca de seis mil hectares de plantagdes de
urucum, deixando no passado remoto a coleta selvagem, substituida hoje, pela
profissionalizagao do cultivo (BARBOSA FILHO, 2006).

Urucum é uma especiaria constituida de semente, tradicionalmente utilizadas
para agregar sabor e aroma aos alimentos e bebidas (BRASIL, 2005).

Em 2002, Paumgarten e colaboradores, avaliaram a toxicidade de extratos de
urucum (28% de bixina) em ratas. Doses de até 500 ppm de massa corpérea/dia
foram introduzidas diretamente no estdmago destes animais. Os resultados
demonstraram, que nao houve efeito adverso, tanto nas maes quanto nos fetos. Os

extratos de urucum nao introduziram aumento na incidéncia de anomalias externas
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visiveis, viscerais ou do esqueleto dos fetos, sugerindo assim, que os extratos de
urucum nao se mostraram toxicos para as ratas, nem embriotoxicos.

A Comissédo do JECFA estabeleceu uma Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de
bixina de 0 a 12mg/Kg de peso corpéreo (JECFA, 2007).

Um extrato orgéanico (etandlico 95%) de folhas de Bixa orellana L. (urucum),
apresentou significativa acao antibacteriana, principalmente frente a bacterias Gram-
positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Streptococcus faecalis) (IROBI,
1996). Ja, para Gongalves (2005), o extrato hidro-alcodlico de Bixa orellana L.
(urucum) apresentou atividade antimicrobiana contra Streptococcus pyogens,
Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus, confirmando o seu uso na terapéutica

popular.

2.1.3 Microrganismos

2.1.3.1 Escherichia coli

Membro da familia das enterobactérias a Escherichia coli € um género
bacteriano de apenas uma espécie e, aproximadamente 100 tipos antigénicos,
sendo os sorotipos definidos com base nos antigenos: somaticos O; flagelares H; e
capsulares K (GERMANO et al., 2008).

Em 1885, durante a tentativa de isolamento do agente etiologico da cdlera,
Escherich, médico austriaco, isolou e estudou um microrganismo que agora é
chamado de Escherichia coli. Inicialmente, esse microrganismo foi denominado
Bacterium coli commune devido a sua presencga nas diarréias de todos os pacientes
examinados. Schardinger foi o primeiro a sugerir 0 uso desse microrganismo como
um indicador de poluicdo fecal. O teste para mensurar a potabilidade da &gua foi
sugerido por T. Schmith, em 1895, e marcou o inicio do uso dos coliformes como
indicadores de patdgenos em aguas, uma pratica que foi estendida posteriormente
aos alimentos (JAY et al., 2005).

Durante o século XX, a industria de alimentos considerou a Escherichia coll,
um microrganismo indicador de qualidade higiénico sanitaria. Porém nas ultimas
décadas, comprovou-se que muitos sorotipos desta bactéria eram altamente
patogénicos para o homem e podiam provocar graves infecgdes. Isto ocorreu devido

ao aprofundamento de estudos de tipagens de Escherichia coli associadas a
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quadros clinicos de colite hemorragica, disenteria, cistite, nefrite, infeccdes de
feridas cirurgicas, septicemia e, especialmente da sindrome urémica-hemolitica
(HUS) (GERMANO et al., 2008).

2.1.3.2 Enterococcus

Enterococcus sao bactérias Gram-positivas definidas como bactérias lacticas.
Sao usadas como indicadores de contaminacao fecal, reportados em surtos de
doenca alimentar, como graves infec¢des do trato urinario entre outras, em fungéo
de resisténcias a antibidticos, e responsaveis por estragar carnes processadas.
Entretanto, possuem aspectos benéficos como, por exemplo, desempenhar o
amadurecimento e aroma de certos queijos e embutidos, producdo de bacteriocinas
anti-Listeria e podem ser usados como probiéticos e para tratamentos de
gastroenterites em humanos e animais (FRANZ et al., 2003; FRANZ et al., 1999).

O principal reservatério de Enterococcus sao 0s humanos, que por sua vez,
podem contaminar uberes de animais através da ordenha ou por contaminagdes no
proprio leite, por isso, a importancia da pasteurizacéo do leite antes do consumo. E
assim, os locais de maior incidéncia de surtos sdo os paises de terceiro mundo,
onde o consumo de leite in natura ainda € muito pronunciado (ACHA & SZYFRES,
2003).

2.1.3.3 Staphylococcus

Staphylococcus sao bactérias gram-positivas em forma de cocos, agrupadas
em forma de cachos. A bactéria é pouco resistente ao calor, entretanto produz
enterotoxinas (A, B, C, D e E) que sao termorresistentes. Atualmente, é uma das
mais importantes causas de intoxicagao alimentar, sendo que o principal reservatorio
de Staphylococcus € o homem, principalmente na regiao nasofaringeana e na pele,
contaminando desta forma os alimentos por contato ou através de doencas
respiratorias. Muitos surtos de infecgédo estafilococica ocorrem devido a ingestao de
in natura ou de queijos, isto porque muitas vezes, o leite procede de uUberes de
vacas com infeccoes estafilocécicas. Um dos maiores surtos ocorreu na California,
onde 500 alunos ingeriram leite achocolatado (ACHA & SZYFRES, 2003).

Staphylococcus sdo uma das principais causas de um amplo e diversificado

namero de doencas como: sindrome do choque toxico, febres e intoxicacbes
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alimentares, acreditando-se que, estas doencas, na maioria, sdo causadas por

toxinas liberadas por estes microrganismos nos alimentos (WILLIAM et al., 2000).

2.1.3.4 Salmonella

Pertencente a familia das enterobactérias, sdo constituidas de bacilos Gram-
negativos, méveis (com poucas excecdes), anaerbbios facultativos, desenvolvem-se
bem entre 8 e 45°C e em pH de 4 a 8. A Salmonella Enteritidis é a espécie mais
prevalente no mundo, seguida pela Salmonella Typhimurium (ACHA & SZYFRES,
20083).

A salmonelose € uma das principais zoonoses universais, sendo considerada
um grave problema de saude publica. O aparecimento de novos sorovares de
Salmonella durante as duas ultimas décadas, é devido ao uso indiscriminado de
antibiéticos, levando a um aumento significativo de hospitalizacdes, doencas
invasivas e até a morte (VELGE et al., 2005).

Os reservatorios de Salmonella zoondtica sdo principalmente os animais,
sendo que qualquer alimento de origem animal pode ser uma fonte de infecgdo ao
homem, como carnes de aves, bovinos, ovos, leite e seus subprodutos. Outra
importante fonte de contaminagdo se da por transferéncia da contaminacao de
produtos de origem animal, falta de higiene nas plantas processadoras e cozinhas
(ACHA & SZYFRES, 2003).

2.1.3.5 Listeria monocytogenes

As doencgas causadas pelo consumo de alimentos contaminados por Listeria
monocytogenes possuem um grande impacto na saude publica e na economia
mundial (GANDHI & CHIKINDAS, 2007).

A Listeria monocytogenes € um microrganismo dos mais versateis, podendo
se adaptar a diferentes condicdes ambientais, bem como a uma ampla variedade de
matérias-primas e alimentos processados, como leite e produtos lacteos, carnes e
produtos carneos, sendo que, além de patogénica, é também responsavel por danos
fisicos e alteragbes quimicas resultantes do metabolismo e crescimento microbiano
no produto (GRAM et al., 2002).

Amplamente distribuidas na natureza, as listerias podem ser encontradas em

solos, fezes de animais, silagem, esgotos e &agua. Nos alimentos, a Listeria
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monocytogenes, pode apresentar-se em variado nimero em qualquer alimento de
origem animal e vegetal (JAY et al, 2005). Sendo resistente a diversas condi¢des
ambientais podendo crescer a temperaturas tdo baixas quanto 3°C, permitindo sua
multiplicacdo em alimentos refrigerados como produtos lacteos preferencialmente
nao curados, produtos carneos e pescados (FORSYTHE, 2002).
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RESUMO: Através de Testes de Diluichio em Sistema de Tubos Multiplos
determinou-se a Intensidade de Atividade de |Inibicio Bacteriana
(IINIB/bacteriostasia) e a Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana
(IINAB/bactericidia) de solugbes contendo extratos hidroetandlicos e hidricos
(decocto e infuso) de trés acessos de Bixa orellana L. (urucum) a saber: Arroio do
Meio/RS, Eldorado do Sul/RS e Maringd/PR, sobre inbéculos padronizados de
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Escherichia coli (ATCC 11229),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e
Listeria monocytogenes (ATCC 19114). Determinou-se, paralelamente, o teor de
bixina destes nas sementes. Os extratos hidricos apresentaram baixa atividade de
inibicdo e/ou inativacdo sobre os inéculos bacterianos, enquanto que a forma de
extragdo hidroetandlica apresentou atividade antibacteriana seletiva e
significativamente mais intensa (inibicao/inativacdo) entre as cinco bactérias
testadas. Independente da forma de extragédo, as bactérias Enterococcus faecalis e

Listeria monocytogenes. foram as mais sensiveis a atividade antibacteriana,
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enquanto que Escherichia coli apresentou a menor sensibilidade. Houve diferenca
significativa entre os teores de bixina entre os trés acessos, e, consequentemente, a
atividade antibacteriana determinada mostrou-se diretamente proporcional a estes

teores.

Palavras-chave: Bixa orellana, atividade antibacteriana, inibicao bacteriana,

inativagao bacteriana, bixina.

ABSTRACT: Antibacterial activity in vitro of different accessions of Bixa
orellana L. (annatto) and its relationship with the content of bixin present in
seeds. Through of Dilution Tests in Multiple Tubes System it was determined the
intensity of bacterial inhibition activity (IINIB/bacteriostasy) and the intensity of
bacterial inactivation activity (IINAB/bactericidie) from solutions containing
hidroetanolic and hydric (decoction and infusion) extracts of tree accesses from Bixa
orellana L. (annatto) at know: Arroio do Meio/RS, Eldorado do Sul/RS and
Maringa/PR, on standardized inocula of Salmonella Enteritidis (ATCC 11076),
Escherichia coli (ATCC 11229), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) and Listeria monocytogenes (ATCC 19114). It
was determined, in parallel, the content of bixin present in the three different
accesses of the seeds. The forms of hydric extraction showed low inhibition and/or
inactivation activity of the bacterial inocula, and the hidroetanolic extract form showed
selective antibacterial activity and significantly pronounced inhibition/inactivation
against the five bacteria tested. Independent of the extraction forms, Enterococcus

faecalis and Listeria monocytogenes were the more sensitive agents to the
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antibacterial activity. Escherichia coli had the lowest sensitivity to all forms of
extraction. The bixin contents were significantly different between the accesses and,

consequently, the antibacterial activity was directly proportional to this contents.

Key words: Bixa orellana, antibacterial activity, bacterial inhibition, bacterial

inactivation, bixin.

INTRODUCAO

Atualmente, uma das maiores preocupagbes para evitar a contaminacéo
microbiana por parte da industria de alimentos é com relagdo ao uso de
preservantes quimicos, que podem, muitas vezes, ser substituidos por alternativas
naturais, menos prejudiciais a salude e muitas vezes, mais viaveis economicamente
(VIUDA-MARTOS et al., 2008).

Pesquisas relacionadas a atividade antimicrobiana de compostos naturais,
sobre a multiplicacdo bacteriana, podem levar a sua utilizacgaéo em novas
tecnologias, melhorando a qualidade e a seguranca alimentar (MAU et al., 2001).

Em funcéo do indiscriminado uso de drogas antimicrobianas e da perspectiva
de seu uso futuro ser incerta, torna-se crescente o problema da resisténcia
bacteriana, o que torna relevante o controle do uso destas drogas, bem como da
pesquisa de novos antimicrobianos, tanto sintéticos como naturais ou a propria
associagao de ambos (NASCIMENTO et al., 2000).

Numerosas manifestagbes, conforme relatado por Livermore (2007),
demostram e justificam a necessidade de diminuir 0 uso de antimicrobianos em
geral, conduzindo o uso dos mesmos da forma mais correta possivel e adotando-se,

cada vez mais, medidas profilaticas eficazes.
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Bixa orellana L. (urucum) € uma &rvore pequena, originaria da América
tropical, incluindo a Amazdnia brasileira, com no maximo cinco metros de altura e de
copa bem desenvolvida. As folhas sdo simples, glabras, medindo de oito a 11
centimetros de comprimento. As flores sdo levemente rosadas e o fruto € uma
capsula deiscente ovoéide, com dois a trés carpelos, cobertos por espinhos. Nas
sementes encontra-se um Oleo essencial rico em all-E-geranilgeraniol,
monoterpenos € sesquiterpenos oxigenados, além de carotendides bixina e
norbixina e em menor quantidade, alfa e beta-caroteno. Na medicina popular seu
uso € bem pronunciado, principalmente para doencgas coronarianas, afecgdes do
estbmago e intestino, afecgcbes respiratérias, queimaduras, e como afrodisiaco
(Lorenzi & Matos, 2002).

O uso de Bixa orellana L. (urucum) é muito pronunciado em diversos setores
industriais, principalmente na area de laticinios. A substituicdo de muitos corantes
sintéticos se deve a baixa toxicidade e baixo custo de produgédo do urucum, o que o
tem tornado muito conveniente e atrativo (AGNER et al., 2004).

Bixa orellana L. (urucum) é classificado como sendo um aditivo alimentar
(corante), ou seja, toda substancia que confere, intensifica ou restaura a cor de um
alimento (BRASIL, 1997).

Atualmente, Bixa orellana L. (urucum) é muito utilizado na Comunidade
Européia e Estados Unidos como corante natural em diversos alimentos (sorvetes,
queijos, manteigas e peixes defumados) (DOWNHAM & COLLINS, 2000).

Estudos com Bixa orellana L. (urucum) relatam sua atividade antimicrobiana,
demostrando a capacidade preservativa desta planta na conservacao e agregacgao
de qualidade aos alimentos (BRAGA et al., 2007; ROJAS et al., 2006; GONCALVES,

2005; NALIMOVA et al., 2005; FLEISCHER et al., 2003; IROBI, 1996). Sendo
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revelado por Galindo-Cuspinera & Rankin (2005) que as fragdes a base de norbixina
foram responsaveis pela sua atividade antibacteriana principalmente frente a
Staphylococcus aureus.

Este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade bacteriostatica/inibicao e
bactericida/inativacdo in vitro de extratos hidroetandlicos e hidricos (decocto e
infuso) obtidos de sementes de diferentes acessos de Bixa orellana L. (urucum)
originarios dos municipios de Arroio do Meio/RS, Eldorado do Sul/RS e Maringa/PR
frente a agentes bacterianos padrdes internacionais de interesse em alimentos,
respectivamente Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Escherichia coli (ATCC
11229), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433)
e Listeria monocytogenes (ATCC 19114). Atividade esta, expressa como Intensidade
de Atividade de Inibicdo Bacteriana (lINIB/bacteriostasia) e a Intensidade de
Atividade de Inativagdo Bacteriana (lINAB/bactericidia). Em sintese, manipulam-se
as variaveis: bactérias, diferentes tipos de extragdo, diferentes acessos de Bixa
orellana L. (urucum), tempos de confrontagcdo, presenca ou auséncia de
desinibidores bacterianos, bem como o teor de bixina presente nas sementes,
permanecendo constante em 50% a concentracdo final de uso dos diferentes

extratos nas denominadas solugdes conservantes.

MATERIAL E METODO

As sementes de Bixa orellana L. (urucum) foram coletadas em propriedade
agroecologica familiar em Parque Eldorado, municipio de Eldorado do Sul/RS
(coordenadas 30°05°S e 51° 40" W); propriedade familiar no municipio de Arroio do
Meio/RS (coordenadas 29°24" S e 51°56° W) e propriedade agricola no municipio

de Maringa/PR (coordenadas 23°25'S e 51°56" W).
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Estes acessos foram obtidos devido a facilidade de coleta e de sua relagcéao
com o conhecimento popular local, relacionando o0s usos condimentares e
medicinais (Arroio do Meio e Parque Eldorado) e de exploragéo agricola (Maringa).

Em Arroio do Meio, moradores utilizam as sementes de urucum em decoctos
para resfriados e reducao de colesterol, em Eldorado do Sul, moradores utilizam as
sementes na culindria, ja em Maringd, o uso das sementes € mais pronunciado para
a comercializagao e uso industrial.

O material foi herborizado segundo Ming (1996) e identificado e catalogado
pela bidloga Silvia Marodin (CRBio/ RS n° 17268), sendo a duplicata boténica
incorporada ao Herbario do Departamento de Boténica, do Instituto de Biociéncia, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, recebendo nimeros de registro 189642
(acesso Maringa/PR), 189643 (acesso Arroio do Meio/RS), 189644 (acesso
Eldorado do Sul/RS).

As sementes de Bixa orellana L. (urucum), previamente secas, sob controle
de temperatura e reidratacdo, foram submetidas aos processos de extragdo
hidroetandlica e hidrica (decocgéo e infusdo) para obtencdo dos extratos, segundo
Farmacopéia (1959), ITF (2008), LIMA (2008) e LORENZI & MATOS (2008). O
extrato hidroetandlico foi elaborado a partir das sementes, colocadas em etanol, de
cereais (Farmaquimica, Porto Alegre/RS/BR), a 70 °GL, na proporcao de 100g de
sementes para 1000 mL de alcool. Apés um periodo de quinze dias, o extrato foi
submetido a destilacdo fracionada sob pressao reduzida em sistema rota vapor,
desprezando-se a porcao alcoodlica e reidratando-se o extrato resultante com agua
destilada estéril, reconstituindo-se as concentracoes iniciais da planta. O decocto foi
preparado na proporcdo de 100 g de semente para 1000 mL de agua destilada

estéril, mantido sob ebulicdo durante 20 minutos em aquecedor com refluxo
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repondo-se assepticamente o volume inicial. Ja para o infuso, utilizou-se a
proporcao de 100 g de semente para 1000 mL de agua destilada estéril em ebulicao
depositada sobre as sementes por um periodo de 20 minutos. Para o controle
permanente da assepsia dos procedimentos de extragdo e reconstituicido,
determinou-se a esterilidade de todos os extratos, retirando-se aliquotas de 5 mL,
semeadas em tubos contendo 5 mL de Caldo-Cérebro-Coracdao (BHI, HIMEDIA,
Mumbai/india), incubados aerébicamente a 37 °C por até 48 horas, confirmando-se
sua esterilidade, por plagueamento em Agar Nutriente (Nutrient Agar, ACUMEDIA,
Maryland/Baltimore/USA).

Oportunizando o confronto entre os extratos e agentes bacterianos de
interesse em alimentos, foram utilizadas amostras de inéculos padrées American
Type Culture Colletion (ATCC), para a avaliacdo da atividade antibacteriana
(lINIB/bacteriostasia e IINAB/bactericidia) dos diferentes extratos de sementes quais
sejam: Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Escherichia coli (ATCC 11229),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e
Listeria monocytogenes (ATCC 19114), provenientes da coleg¢do-bacterioteca do
Laboratorio de Higiene de Alimentos do ICTA/UFRGS. Os in6culos foram reativados
em meio de cultura BHI a 37 °C por um periodo de 18 a 24 horas de incubagéo
aerébia, com o objetivo de atingir uma concentragdo = 1,0 x 10® UFC/mL para
confrontagdo com os diferentes extratos de sementes de Bixa orellana L. (Urucum),
através de diluicdes seriais logaritmicas (Avancini, 2002). A avaliacdo da
concentracao inicial foi realizada através da técnica da microgota, segundo Romeiro
(2007) e a contagem de microrganismos viaveis concretizada em placas de Petri
contendo meio de cultura PCA (Plate Count Agar, HIMEDIA, Mumbai/india). Foram

realizadas diluicdes seriadas, a partir do inéculo inicial, transferindo-se 1 mL deste
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para tubos de ensaio contendo 9 mL de &gua peptonada 0,1% (BIOBRAS, Montes
Claros/Brasil) para obter a diluicdo 10", e assim sucessivamente até a diluicdo 1072,
De cada diluigdo foram transferidas isoladamente trés gotas (aliquotas contendo 15
UL cada) para placas de Petri utilizando micropipetas e a leitura realizada apés 24
horas de incubagado aerébia a 37 °C. O valor final considerado constituiu-se da
média das contagens das gotas triplicadas, avaliadas biometricamente segundo
Cavalli-Sforza (1974).

Para a determinacéo da atividade antibacteriana dos extratos de sementes de
Bixa orellana L. (Urucum), lida como Intensidade de Atividade de Inibigcdo
Bacteriana/bacteriostasia (lINIB) e Intensidade de Atividade de Inativagao
Bacteriana/bactericidia (IINAB), utilizou-se o Teste de Diluicdo segundo Deutsche
Veterinarmedizinische Gesellschaft/Sociedade Alema de Medicina Veterinaria (DVG,
1980), com base na Técnica do Sistema de Tubos Multiplos, referida por Souza &
Wiest (2007), Avancini & Wiest (2008), Avancini et al. (2008) e Wiest et al. (2009),
confrontando-se os trés diferentes extratos com 12 diluigdes seriais logaritmicas
(10" a 10" UFC/mL) dos diferentes indculos bacterianos.

Entende-se por IINIB/bacteriostasia, o resultado do confronto da bactéria com
a solucédo antibacteriana em meio especifico, e por [INAB/bactericidia, o mesmo
resultado, porém sob a influéncia dos desinibidores bacterianos acrescidos ao BHI
(DVG, 1980; Andrade & Macedo, 1996; Reybrouck,1979, Reybrouck, 1998, Souza &
Wiest, 2007, Avancini & Wiest, 2008, Avancini et al., 2008 e Wiest et al., 2009).
Estes valores sdo representacdes da atividade biolégica inibitoria/bacteriostasia ou
inativadora/bactericidia de diferentes solugbes antibacterianas sobre o0s

microrganismos.
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Os resultados  de Intensidade  de  Atividade  de Inibicao
Bacteriana/bacteriostasia (lINIB) e Intensidade de Atividade de Inativagdo
Bacteriana/bactericidia (IINAB) foram representados por variaveis ordinais
arbitrarias, que assumiram valores de 12 a 0, sendo que o valor de 12 (doze)
representa atividade maxima e 0 (zero) a nao-atividade, como demonstra o Quadro

1 a seguir.

QUADRO 1. Representacéo dos valores ordinais arbitrarios de intensidade de atividade atribuidos
as variaveis Intensidade da Atividade de Inibigdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de
Atividade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) e suas correspondentes diluigoes e doses
infectantes dos indculos.

Variaveis
ordinarias de

12|11 l10]lo9| 8| 7|6 5| a 3 2 | 1 o |ordnanasde
atividade
UFG/mL —

10" | 102 | 10° | 10 | 10° | 10% | 107 | 10® | 10° | 10" |10 |1072| na |diluicoesde

in6culo inibidas
ou inativadas
UFC/mL — doses
107 | 10° | 105 | 10* | 10° | 102 | 10' | 1 | 107 | 102 | 10°| 10| na |Infectantes
inibidas ou
inativadas

n.a: ausénsia de atividade antibacteriana;
UFC/mL: unidades formadoras de colénias por mL.

Os resultados da avaliagdo da atividade antibacteriana (IINIB e IINAB) dos
diferentes extratos de Bixa orellana L. (Urucum) foram tratados através do programa
de analises estatisticas Sisvar 5.0. Os resultados foram avaliados através da Analise
de Variancia (Anova) e teste de Tukey.

Para a determinacdo do teor de bixina nas sementes de Bixa orellana L.
(urucum), foi utilizado neste trabalho o método KOH, citado por Verissimo et al.
(2008). Pesou-se 50 g de semente de Bixa orellana L. (urucum) em um Erlenmeyer
de 500 mL, adicionou-se 150 mL de solucdo KOH 5% P/V, sendo esta mistura
levada a ebuligdo e mantida neste estado por um minuto. Sem agitacao, resfriou-se
a mistura em agua corrente. Posteriormente, filtrou-se em funil de vidro/la de vidro,

lavou-se as sementes com agua destilada (100mL) por sete vezes, completou-se o
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baldo volumétrico até 1000 mL e homogeneizou-se por inversdo. Transferiu-se uma
aliquota de 2 mL desta solugéao para um baldo volumétrico de 1000 mL, completou-
se o volume com solugcdo de KOH 0,5% P/V e homogeneizou-se por inversdo. Leu-
se a absorbancia da solugcdo em espectrofotbmetro a 453 nm, em célula de um
centimetro de percurso Optico, contra um branco de solucdo de KOH 0,5% P/V.
Utilizou-se a seguinte equacdo para determinar a concentracdo de bixina nas
amostras:

Bi% =Ab.fd.V x 1,037

m.E

Onde: Ab representa a absorbancia adimensional; fd é o fator de diluicéo
(1000 mL); V é o volume inicial do extrato (1000 mL); E é o coeficiente especifico de
extingdo (3473) admensional; m representa a massa de semente (50 g); 1,037 é o

fator de conversao para se expressar a concentragdo em termos de teor de bixina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando analisada a sensibilidade das cinco espécies bacterianas desafiadas
frente aos trés extratos de Bixa orellana L. (urucum) a 50%, provenientes de
diferentes acessos, independentemente dos fatores tipo de extragdo, tempo de
confrontacdo, presenga ou auséncia de desinibidores bacterianos, houve diferenca
significativa entre as bactérias confrontadas, como mostra a Tabela 1. As bactérias
que apresentaram maior sensibilidade a atividade antibacteriana foram
Enterococcus faecalis, para os acessos Arroio do Meio/RS (8,3) e Eldorado do

Sul/RS (5,5) e Listeria monocytogenes para o acesso Maringa/PR (6,9).



Tabela 1 - Analise da sensibilidade de cinco espécies bacterianas de interesse em alimentos
frente a solugbes conservantes de trés acessos de Bixa orellana L. (urucum), independente
dos fatores tipo de extragao, tempo de confrontacédo, presenga ou auséncia de desinibidores

bacterianos.

Acesso Arroio do Meio

Espécies bacterianas

Valores Arbitrarios*

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 45%
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 8,3"
Listeria monocytogenes (ATCC 19114) 6,4
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) 0,5°
Escherichia coli (ATCC 11229) 0,5%

Acesso Eldorado

Espécies bacterianas

Valores Arbitrarios*

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 5,4%
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 5,52
Listeria monocytogenes (ATCC 19114) 3,7®
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076 1,6
Escherichia coli (ATCC 11229) 0,2°

Acesso Maringa

Espécies bacterianas

Valores Arbitrarios*

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 56°
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 59°2
Listeria monocytogenes (ATCC 19114) 6,9°
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076 46°
Escherichia coli (ATCC 11229) 0,6°

* 12 a 1= valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana

(média de 3 repetigdes)
0= n&o atividade
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Letras minusculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na mesma coluna por acesso indicam
diferengas significativas entre as espécies bacterianas para a andlise de variancia (Anova) e
teste de Tukey (p<0,05).

Na Tabela 2 verifica-se a eficacia da atividade antibacteriana dos trés extratos
de Bixa orellana L. (urucum) sobre os inoculos bacterianos em estudo. Listeria
monocytogenes e Enterococcus faecalis apresentaram 0S maiores numeros
arbitrarios quanto a sensibilidade em todos os tipos de extracdo. A maior atividade
antibacteriana de extratos de Bixa orellana L. (urucum) sobre estas bactérias foi
obtida na forma de extracdo hidroetandlica, seguida por decocto e infuso que

apresentaram atividades quase nulas sobre todas as bactérias testadas.
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Tabela 2 - Andlise da relagao entre espécies bacterianas de interesse em alimentos e diferentes
tipos de extragdo de Bixa orellana L. (urucum), independente dos fatores tempo de
confrontacdo, presenga ou auséncia de desinibidores bacterianos e tipo de acesso.

Espécies bacterianas

Tipos de Staphylococcus | Enterococcus | Listeria Salmonella | Escherichia
Extracdo aureus faecalis monocytogenes | Enteritidis | coli
Hidroetandlica 43" 5,08% 5,32% 2,028 0,32°
Decocto 0,1°* 0,1°* 0,1°* 0" 02A
Infuso 0,0 0,1°* 0,1°% 0" 02"

12 a 1= valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de
3 repetigdes)

0= ndo atividade

Letras minUsculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na mesma coluna indicam diferengas significativas
entre os tipos de extracdo e letras maitisculas diferentes sobrescritas (* ) na mesma linha
indicam diferencgas significativas entre as espécies bacterianas para a analise de variancia
(Anova) e teste de Tukey (p<0,05).

Quando avaliadas as trés formas de extracao (Tabela 2), independentemente
das demais variaveis manipuladas, estas apresentam diferencas significativas entre
si (p<0,05). A extracao hidroetandlica apresenta valores superiores aos demais tipos
de extragdo, seguida pelo decocto e infuso. Passos et al. (2009), Souza & Wiest
(2007) e Girolometto et al. (2009), embora testando outras plantas, com a mesma
metodologia, também obtiveram resultados superiores para a forma de extracao
hidroalcodlica e inferiores para os decoctos e infusos. Uma hip6tese para estas
diferencas refere-se a perda de componentes como Oleos essenciais, mais
especificamente o all-E-geranilgeraniol, monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados,
além de carotendides bixina e norbixina também presentes na Bixa orellana, quando
das extragdes por decoccao e infusdo onde se utilizam temperaturas mais elevadas
(ebulicao).

Analisando diretamente os numeros absolutos arbitrados, os trés maiores
valores de sensibilidade antibacteriana s&o encontrados, em ordem decrescente, na
forma de extracdo hidroalcodlica atuando sobre, Listeria monocytogenes (5,3),

Enterococcus faecalis (5,2) e Staphylococcus aureus (4,3).
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Quando analisados os dois tratamentos com desinibidores/bactericidia
(IINAB) e sem desinibidores/bacteriostasia (IINIB) com relacdo a espécie bacteriana
confrontada, independentemente do fator tempo de confrontagdo, observou-se
[INIB

diferencas significativas como mostra a Tabela 3. O tratamento

(bacteriostasia/inibicdo pela auséncia de desinibidores) apresenta resultado
significativamente superior ao de |INAB (bactericidia/inativacao pela presenca de
desinibidores) para todas as espécies bacterianas com excecdo da espécie
Salmonella Enteritidis (acessos Arroio do Meio/RS e Eldorado do Sul/RS),
Escherichia coli (todos acessos) e Listeria monocytogenes (acessos Arroio do
Meio/RS e Eldorado do Sul/RS), ou seja, a agdo bacteriostatica dos extratos de Bixa
Orellana € superior, em sua quase totalidade, a acado bactericida. Passos et al.
(2009), Souza & Wiest (2007), Girolometto et al. (2009) e Carvalho et al. (2005)

testando outras plantas e aplicando a mesma metodologia também obtiveram

resultados superiores para IINIB em relacao ao IINAB.

Tabela 3 - Analise da presenga ou da auséncia de desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana de
extratos de trés acessos de Bixa orellana L. (urucum), independente dos fatores tempo de confrontagéao,
considerando espécies bacterianas e extragao por hidroalcoolatura.

Espécie bacteriana Arroio do Meio Eldorado Maringa
[INIB | IINAB [ p-value | IINIB | INAB | p-value | IINIB [ [INAB | p-value
Staphylococcus aureus 4,7 0,2 0,0028 9,3 1,5 0,0125 9,3 2 0,0102
Enterococcus faecalis 8,5 0,3 0,0004 10,5 0,5 0,0058 10,3 1,5 0,0189
Listeria monocytogenes 6,5 2,3 0,0989 7,3 2,3 0,0590 10,3 1,5 0,0029
Salmonella Enteritidis 0,5 0,5 - 2,3 1,0 0,0796 5,8 3,5 0,0029
Escherichia coli 0,5 0 0,3910 0,3 0,1 0,3910 1,0 0,3 0,2152

12 a 1= valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 3

repetigoes)
0= ndo atividade

p-value < 0,05 indica diferenga significativa entre os valores de IINIB e IINAB pelo teste T, considerando

espécies bacterianas e acessos.

A Tabela 3 analisa a presencga ou auséncia de desinibidores atuando sobre as
diferentes bactérias. Os resultados apresentam uma maior atividade bactericida
(IINAB, com desinibidor) para Salmonella Enteritidis (acesso Maringa/PR), seguida

de Listeria monocytogenes (acesso Arroio do Meio/RS e Eldorado do Sul/RS) e de
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Staphylococcus aureus (acesso Maringa/PR). J& a maior atividade bacteriostatica
(IINIB, sem desinibidor) € observada para Enterococcus faecalis (acesso Eldorado),
seguido de Listeria monocytogenes e Enterococcus faecalis (acesso de Maringa/PR)
e Staphylococcus aureus (acessos Maringa/PR e Eldorado do Sul/RS).

Outros autores descrevem atividade bactericida usando a planta Bixa orellana
L. (urucum) sobre as mesmas bactérias, (Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis), porém com outras técnicas de avaliacdo de sensibilidade antimicrobiana.
Goncalves (2005), Irobi (1996) e Galindo-Cuspinera & Rankin (2005) observaram
atividade antibacteriana frente a Streptococcus pyogens, Proteus mirabilis, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, observando sua acao
eficaz principalmente frente a bactérias Gram-positivas, corroborando com os
resultados deste trabalho.

A Tabela 4 avalia os tipos de acessos da espécie em estudo, mostrando sua
atuacé@o sobre os diferentes indculos bacterianos e teor de bixina presente nas
sementes, independentemente dos fatores tempo de confrontacdo e espécie
bacteriana de interesse em alimentos e da presenca ou da auséncia de
desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana de extratos de Bixa orellana L.
(Urucum). Os resultados mostram que o extrato hidroetandlico do acesso
Maringd/PR (3,11% de bixina) foi o mais eficiente em atividade antibacteriana,
seguido do extrato de Eldorado do Sul/RS (1,33% de bixina), sendo o extrato de
Arroio do Meio/RS (1,23%) o menos eficiente. O acesso Maringd/PR demonstrou
maior teor de bixina, possivelmente por tratar-se de cultivar selecionado, submetido
a otimizacdo de manejo, enquanto os demais acessos constituem-se exemplares
subespontaneos, individuais, semi-cultivados (BRAUN-BLANQUET, 1979; KENT &

COKER, 1992).
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Tabela 4 - Andlise da relagao entre os diferentes acessos de Bixa orellana L. (urucum) e
teor de bixina presente nas sementes, independente dos fatores tempo de confrontagao e
espécie bacteriana de interesse em alimentos e da presenga ou da auséncia de
desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana de extratos de Bixa orellana L.

(urucum).

Acesso Valores Arbitrarios Teor de bixina nas sementes
(%)

Arroio do Meio/RS 2,42 1,23

Eldorado do Sul/RS 3,5° 1,33

Maringa/PR 4,7° 3,11

12 a 1= valores arbitrérios que representam a intensidade da atividade antibacteriana
(média de 3 repetigdes)

0= nao atividade

Letras mindsculas diferentes sobrescritas ( 2 ) na mesma coluna indicam diferencas
significativas entre os diferentes acessos para a analise de variancia (Anova) e teste de
Tukey (p<0,05).

Quanto as determinacdes de percentual de bixina dos diferentes acessos
estudados, os resultados confirmam a hipotese inicial de que a relagao entre o teor
de bixina é diretamente proporcional a atividade antibacteriana, conforme
evidenciado na Tabela 4.

Em sintese, todos os extratos hidroetandlicos de Bixa orellana estudados,
apresentaram capacidade de inibicdo e/ou inativagdo seletiva, in vitro, sobre os
cincos inoculos bacterianos de interesse em alimentos estudados. As bactérias
mais sensiveis a atividade antibacteriana dos extratos, independente do tipo de
extracdo, foram: Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes, enquanto
Escherichia coli apresentou a menor sensibilidade.

Nas condi¢cdes do experimento permite-se concluir que:

A atividade antibacteriana de extratos de sementes secas de Bixa orellana
apresentou-se seletiva, sendo que as bactérias Gram-positivas foram mais
sensiveis;

Independente da forma de extragdo, do acesso, inclusive da classificacao
bacteriana (Gram-positiva ou negativa) a Intensidade da Atividade de Inibicao
Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) prevalece sobre a Intensidade da Atividade

Inativacado Bacteriana/bactericidia (IINAB) de diferentes extratos de sementes secas
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de Bixa orellana a 50%, com excecao de Salmonella Enteritidis para o extrato do
acesso Arroio do Meio;

Diferentes acessos apresentaram atividade antibacteriana distinta,
provavelmente relacionadas com solo, clima e disponibilidade de fitonutrientes,
influenciando os teores de bixina presentes nas sementes;

As formas de extracdo que utilizam calor (decocto e infuso) podem interferir,
provavelmente, na eficacia antibacteriana destes extratos, ou por extracao
ineficiente, ou por perda (evaporacdo) ou mesmo por desnaturacdo de principios
bioativos;

Os resultados sugerem a inclusdo de Listeria monocytogenes como
microrganismo alvo de um maior numero de pesquisas, ja que até entdo sao
evidenciados poucos estudos quanto ao uso de antibacterianos naturais frente a
este agente causal;

Os resultados sugerem a continuidade de estudos objetivando a aplicacao de
diferentes métodos de obtencdo de extratos de sementes de Bixa orellana L.
(urucum), tanto para serem utilizados como solugdo conservante ou como
condimentos alimentares, com perspectiva de qualidade, seguranga e sensorialidade

alimentar.
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4 REAPRESENTACAO DOS RESULTADOS
Neste capitulo, os resultados gerais do artigo, serdo reapresentados sob a

forma de graficos.

4.1 Sensibilidade bacteriana

O Grafico 1 apresenta o resultado da Andlise da sensibilidade das cinco
espécies bacterianas de interesse em alimentos frente a solugcées conservantes de
trés acessos de Bixa orellana L. (urucum), independente dos fatores tipo de
extracdo, tempo de confrontacdo, presenca ou auséncia de desinibidores
bacterianos. Houve diferenca significativa entre as bactérias confrontadas, sendo
que a bactéria que apresentou maior sensibilidade a atividade antibacteriana foi
Enterococcus faecalis, para os acessos Arroio do Meio (8,3) e Eldorado (5,5) bem

como Listeria monocytogenes para o0 acesso Maringa (6,9).
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Gréfico 1 - Analise da sensibilidade de cinco espécies bacterianas de interesse em alimentos frente a
solugdes conservantes trés acessos de Bixa orellana L. (urucum), independente dos fatores tipo de
extragao, tempo de confrontagéo, presenca ou auséncia de desinibidores bacterianos.

4.2 Eficacia da atividade antibacteriana dos diferentes tipos de extracao

O Grafico 2 analisa a eficacia da atividade antibacteriana dos trés extratos de

Bixa orellana L. (urucum) obtidos sobre os inéculos bacterianos em estudo, dentre
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estes, Listeria monocytogenes e Enterococcus faecalis apresentaram a maior
diferenca significativa (P< 0,05) em todos os tipos de extracdo. A maior atividade
antibacteriana sobre estas bactérias foi obtida na forma de extracdo hidroetandlica,
seguido da forma decocto e infuso que apresentaram atividades quase nulas sobre
todas as bactérias testadas.
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Gréfico 2 - Andlise da relacédo entre espécies bacterianas de interesse em alimentos e diferentes tipos
de extragao de Bixa orellana L. (urucum), independente dos fatores tempo de confrontagéo, presenga
ou auséncia de desinibidores bacterianos e tipo de acesso.

4.3 Presenca ou auséncia de desinibidores bacterianos na atividade
antibacteriana

Quando analisados os dois tratamentos com desinibidores/bactericidia
(IINAB) e sem desinibidores/bacteriostasia (IINIB) com relacdo a espécie bacteriana
confrontada, independentemente do fator tempo de confrontagdo, observou-se
diferencas significativas como mostra os graficos 3, 4 e 5. O tratamento IINIB
(bacteriostasia/inibicao pela auséncia de desinibidores) apresenta resultado superior
ao de IINAB (bactericidia/inativacao pela presenca de desinibidores) para todas as
espécies bacterianas com exceg¢do da espécie Salmonella Enteritidis, ou seja, a
acao bacteriostatica dos extratos de Bixa orellana L. (Urucum) € superior a agao
bactericida. Passos et al. (2009), Souza (2005), Girolometto (2005) e Carvalho
(2005) testando outras plantas e aplicando a mesma metodologia também obtiveram

resultados superiores para |[INIB em relagao ao IINAB.
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GRAFICOS 3, 4 e 5 - Andlise da presenca ou da auséncia de desinibidores bacterianos na atividade
antibacteriana de extratos de Bixa orellana L. (urucum), independente dos fatores tempo de
confrontacédo, considerando espécies bacterianas e extragao hidroetandlica.
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Os graficos anteriores (3, 4 e 5) analisam a presenca ou auséncia de
desinibidores atuando sobre as diferentes bactérias. Os resultados apresentam uma
maior atividade bactericida (IINAB, com desinibidor) para Salmonella Enteritidis
(acesso Maringa), seguida de Listeria monocytogenes (acesso Arroio do Meio e
Eldorado) seguida por sua vez de Staphylococcus aureus (acesso Maringd). Ja a
maior atividade bacteriostatica (lINIB, sem desinibidor) é observada para
Enterococcus faecalis (acesso Eldorado), seguido de Listeria monocytogenes
(acesso de Maringa) e Staphylococcus aureus (acesso Maringa e Eldorado), sendo
que todos estes valores sao diferentes significativamente entre si. Nos resultados
obtidos destaca-se, novamente, que a agao bacteriostatica € maior que a bactericida
(IINIB>IINAB).

Outros autores descrevem atividade bactericida usando a planta Bixa orellana
L. (urucum) sobre as mesmas bactérias, (Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis), porém com outras técnicas de avaliacdo de sensibilidade antimicrobiana.
Goncalves (2005), Irobi (1996) e Galindo-Cuspinera & Rankin (2005) observaram
atividade antibacteriana frente a Streptococcus pyogens, Proteus mirabilis, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, observando sua acao
eficaz principalmente frente a bactérias Gram-positivas, corroborando com os

resultados deste trabalho.

4.4 Atividade antibacteriana x Teor de bixina nas sementes

O Gréfico 6 indica a performance dos tipos de acesso da espécie em estudo,
mostrando sua atuacdo sobre os diferentes inéculos bacterianos e teor de bixina
presente nas sementes, independentemente dos fatores tempo de confrontagdo e
espécie bacteriana de interesse em alimentos e da presenca ou da auséncia de
desinibidores bacterianos na atividade antibacteriana de extratos de Bixa orellana L.
(urucum). Os resultados mostram que o extrato hidroetandlico obtido do acesso
Maringa/PR foi o mais eficiente em atividade antibacteriana, seguido do extrato de
Eldorado, sendo o extrato de Arroio do Meio o menos eficiente.
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O teor de bixina (%)

m atividade antibacteriana
em valores arbitrarios
g g

Acessos de Bixa orellana L.
Grafico 6 — Andlise da relacdo entre os diferentes acessos de Bixa orellana L. (urucum) e o teor de
bixina presente nas sementes, independente dos fatores tempo de confrontagao e espécie bacteriana
de interesse em alimentos e da presenca ou da auséncia de desinibidores bacterianos na atividade
antibacteriana de extratos de Bixa orellana.
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Quanto as determinagdes de percentual de bixina dos diferentes acessos
estudados, os resultados confirmam a hipotese inicial de que a relagdo entre o teor
de bixina é diretamente proporcional a atividade antibacteriana, conforme
evidenciado também no grafico 6.

Em sintese, todos os extratos hidroalcodlicos de Bixa orellana L. (urucum)
estudados, apresentaram capacidade de inibicdo e/ou inativagao seletivas, in vitro,
sobre o0s cinco indculos bacterianos de interesse em alimentos estudados. As
bactérias mais sensiveis a atividade antibacteriana dos extratos independente do
tipo de extracao foram Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes, justificando-
se novamente, a inclusdo deste importante patégeno nesta pesquisa considerando-
se que o grupo nado tem incluido este agente transmissivel em suas triagens. Por
outro lado enquanto que Escherichia coli apresenta menor sensibilidade ao extrato

de Bixa orellana L. (urucum) obtido por extragéao hidroalcodlica.
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APENDICE A - Intensidade da Atividade de Inibicao Bacteriana /bacteriostasia (IINIB) e
Intensidade da Atividade Inativacao Bacteriana/bactericidia (IINAB) de diferentes extratos a
50% de Bixa orellana L. (urucum) segundo diferentes tempos de exposicao e a presenca ou

auséncia de desinibidores bacterianos, observados em triplicata.

Sincrese da Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana /bacteriostasia (lINIB) e Intensidade da Atividade
Inativagao Bacteriana/bactericidia (IINAB) de diferentes extratos a 50% de Bixa orellana L. (urucum) segundo
diferentes tempos de exposicao e a presenga ou auséncia de desinibidores bacterianos, observados em triplicata.

Forma de extragcao: Hidroetandlica

Acesso: Listeria Salmonella
- Staphylococcus aureus  Enterococcus fecalis monocytogenes Enteritidis Escherichia coli
Tempo(h) IINIB IINAB IINIB IINAB IINIB IINAB IINIB IINAB IINIB IINAB
ARROIO DO
MEIO/RS 24 7 7 71 11 8 8 8111 5 5 40002222222 22°5000
48 4 4 4 0 0O 8 8 8 00O0O 7 7 7 00O0O0O0OO0O0OO0ODO0ODO0ODO0OOO0OO0OTO
72 4 4 4 000 9 9 9000 7 7 7111 00O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0
144 4 4 4 0 00 9 9 9000 7 7 7 8 8 8 0 0O0O0O0OO0OO0OO0ODO0OO0ODO0TO0
ELDORADO/RS 24 7 7 7 333 8 8 8222 6 6 600055544411 1100
48 10 10 10 3 3 3 10 10 1O O OO 7 7 7 0002 22 00O0O0O0O0OO0O0TO0
72 10 10 10 0 0 0 12 12 12 0 0 0O 8 8 8 1 1 1 2 2 2 0 0 O O OOOOO
144 10 10 10 0 0 0 12 12 12 0 0 0O 8 8 8 8 8 8 0 O O OO O O OOOTU OO
MARINGA/PR 24 7 7 7 333 8 8 83 33 8 8 8222662644 42 22111

48 10 10 10 3 3 3 9 9 9 3 3 3 12 12 12 1 1 1 6 6 6 4 4 4 2 2 2 0 0 O

72 10 10 10 2 2 2 12 12 12 0 0 0 12 12 12 0 0 0O 6 6 6 3 3 3 0 0 0 0 O O

144 10 10 10 0 O 0 12 12 12 0 0 0 12 12 12 8 8 8 56 5 5 3 3 3 0 0 0 0 O O
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Sincrese da Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana /bacteriostasia (lINIB) e Intensidade da Atividade

Inativagao Bacteriana/bactericidia (IINAB) de diferentes extratos a 50% de Bixa orellana L. (urucum) segundo

diferentes tempos de exposicao e a presenga ou auséncia de desinibidores bacterianos, observados em triplicata.

Forma de extracao: Decoccao

Acesso:

ARROIO DO
MEIO/RS

ELDORADO/RS

MARINGA/PR

Tempo(h)

24

48

72

144

24

48

72

144

24

48

72

144

1

0

Staphylococcus aureus

IINAB

0

Enterococcus fecalis

[INIB

IINAB

1000

1

Listeria

monocytogenes

IINIB

1

1

0

IINAB

0

Salmonella

Enteritidis
IINIB IINAB

0000O00O0

Escherichia coli

[INIB IINAB

0000O0O
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continua

Sincrese da Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana /bacteriostasia (lINIB) e Intensidade da Atividade
Inativagao Bacteriana/bactericidia (IINAB) de diferentes extratos a 50% de Bixa orellana L. (urucum) segundo
diferentes tempos de exposicao e a presenga ou auséncia de desinibidores bacterianos, observados em triplicata.

Forma de extracao: Infusao

Acesso: Listeria Salmonella
— Staphylococcus aureus  Enterococcus fecalis monocytogenes Enteritidis Escherichia coli
Tempo(h) IINIB IINAB IINIB IINAB IINIB IINAB IINIB IINAB IINIB IINAB
ARROIO DO
MEIO/RS 24 0 0 0O0OO0O0O 0 O OOOO OO OOOOOOOOOOOOOODOO
48 0 0O OO0OO0O O O OOOO O 0O OOOOOOOOOOOOOOOO
72 0 00000 0O O OOOO O 0O OOOOOODOOODOOOOOOO
44 0 0 OO0O0O0 0 0O OOOO O O OOOOOOOOOOOOOOOO
ELDORADO/RS o4 11 1000 1 1 1000 1 1 100000000000000O00O
48 0 0O OOOO0O O O OOO0CO1T1 100000OO0COOOCOOOOOO
72 0 0 00O0OO0O 0O O OOOO OO OOOOOOOOOOOOOOOO
44 0 0 OO0O0O0O 0O 0O OOOO O O OOOOOOOOOOOOOOOO
MARINGA/PR 24 0 0 0O0O0O0O0O 0O O OOOO0O O O OOOOOOOOOOOOOODOO

48 0 0O OOO0O O O OOOO OO OOOOOOOOOOOOOOOO

72 0 0O 0OOOO0 O O OO0OO0O O O OCOOOOOOOOOOOOOOO

44 0 0O OO0O0O O O OOOO O O OOOOOOOOOOOOOOOO

12 a 1= valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 3 repetigoes)
0= néo atividade
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APENDICE B - Laudo de Identificacdo botanica - Bixa orellana L.

(BIXACEAE)
Famillia
L Nome cientifico | Nome popular Habito Habitat Origem N°ICN
Botanica
o 18642,
América
BIXACEAE | Bixa orellana L. urucum arbustivo ruderal ] 18643 e
tropical 18644

Fonte: Marodin (2009)
MATERIAL EXAMINADO:
Nome cientifico: Bixa orellana L.

Material examinado: Bixa orellana: BRASIL. MARANHAO, A.Pinheiro, Zé Doca
(estrada carrocavel), 8.VI.1979, A.J.Castro et E.Nunes ICN (066046). PARANA,
Maringa, Fazenda Maringa, 21.VI1.2009, /.Majolo ICN (189642). RIO GRANDE DO
SUL, Arroio do Meio, 5.VI.2009, C.Majolo ICN (189643); Eldorado, sitio em
Parque Eldorado, 10.VII.2009, J.M.Wiest ICN (189644); Porto Alegre, horto
municipal, 21.X11.1939, Irm&o Augusto ICN (18782).
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Silvia Maria Marodin
(Bidloga, mestre em Boténica, area de taxonomia)




