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RESUMO

Através de Testes de Diluicdo em Sistema de Tubos Multiplos determinou-se in vitro a
Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB/bacteriostasia) e a Intensidade
de Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB/bactericidia) de soluges contendo
extratos etandlicos a 50% de diferentes acessos in natura de rizomas (alcoolaturas), bem
como diferentes amostras comerciais de po de rizomas (hidroalcoolaturas) de acafréo-
da-terra (Curcuma longa L.), sobre indculos bacterianos padrbes de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Enterococcus faecalis
(ATCC 19433) e Escherichia coli (ATCC 11229). Os extratos hidroalcoolicos
apresentaram baixa atividade de inibicdo/inativacdo entre as quatro bactérias testadas,
enquanto que a forma de extracdo alcodlica sem reidratagdo (extrato bruto) apresentou
atividade antibacteriana seletiva e significativamente mais intensa. Salmonella
Enteritidis e Enterococcus faecalis foram as bactérias mais sensiveis, frente a ambos 0s
extratos (hidroalcodlico e alcodlico), enquanto que Escherichia coli e Stahphylococcus
aureus apresentaram a menor sensibilidade. Houve diferenca positiva significativa para

0s extratos ndo reconstituidos (bruto) quando comparados aos reconstituidos.

Palavras-chave: atividade antibacteriana, inibicdo bacteriana, inativacdo bacteriana,

acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.); extratos reconstituidos e ndo reconstituidos.



ABSTRACT

Through Test Dilution System in Multiple Tubes were determined in vitro the intensity
bacterial inhibition activity (IINIB/bacteriostasys) and the Intensity of bacterial
inactivation activity (IINAB/bactericidie) solutions containing 50% ethanol extracts of
different accessions fresh root (alcoholic preparations) as well as commercial samples
of powdered root (hidroalcoolaturas) from ground-saffron (Curcuma longa L.).
patterns of bacterial inocula of Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella
Enteritidis (ATCC 11076), Enterococcus faecalis (ATCC 19433) and Escherichia coli
(ATCC 11229). The hydroalcoholic extracts showed low activity inhibition/inactivation
among the four tested bacteria, while the form of alcohol extraction without rehydration
(crude extract) showed selective antibacterial activity and significantly more intense.
Salmonella enteritidis and Enterococcus faecalis bacteria were more sensitive,
compared to both extracts (hydroalcoholic and alcohol), while Escherichia coli and
Staphylococcus aureus Stahphylococcus showed the least sensitivity. There was a
significant positive difference to the extracts not rehydrated (raw) when compared to

rehydrated.

Key words: antibacterial activity, bacterial inhibition, bacterial inactivation, ground-

saffron (Curcuma longa L.) extracts rehydrated and not rehydrated.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es iniciais

As dificuldades enfrentadas pela seguranca alimentar baseiam-se na
diversificacdo dos consumidores com diferentes graus de sensibilidade e estilos de vida.
Além disso, alimentos com altos niveis de conservantes para reducdo da carga
microbiana sdo indesejaveis. A pressdo dos consumidores se volta para uma producéo
maior de alimentos frescos, que possuam conservantes naturais e com uma garantia de
seguranca absoluta (FORSYTHE, 2002).

A Portaria n® 540/97 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude,
define aditivo alimentar como qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos
alimentos, sem propdsito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas
fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento,
preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou
manipulacdo, dentre eles os condimentos (BRASIL, 1997).

Os condimentos naturais séo utilizados com a finalidade de realcar ou repor
caracteristicas, como a cor e 0 sabor, que com o processamento podem ser perdidas.
Existem varios condimentos diferentes, cultivados e utilizados em todo o mundo. Varios
estudos (LIMA, 2002; SANTUARIO et al., 2007; AQUINO, 2010) sobre os
condimentos tém demonstrado que eles apresentam propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e medicinais e existem evidéncias de que o aumento do consumo de
condimentos pode levar a uma mudanca na microbiota intestinal, reduzindo a incidéncia
de céancer. Sabe-se do efeito inibidor de determinados condimentos no crescimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos veiculados por alimentos (MAIA et al.,
2004).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais, condimentares e aromaticas

Segundo Lima (2008), a revalorizagéo de plantas medicinais, condimentares e
aromaticas € uma reagdo logica ao abuso indiscriminado de produtos quimicos e
substancias sintéticas. O mesmo autor afirma que com a criacdo da Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, por meio do Decreto Presidencial N° 5.813, de 22 de
junho de 2006, o Brasil, torna-se um produtor em potencial, dono da maior diversidade
genética do mundo, com 55 mil espécies vegetais conhecidas e um patriménio imaterial
relacionado as plantas medicinais dos mais abrangentes pela confluéncia de varios
sistemas etnofarmacoldgicos, esta se preparando para assumir papel de destaque no
cenario mundial.

A planta medicinal como todo vegetal contém em um ou em varios de seus
Orgdos substancias que podem ser empregadas para fins terapéuticos. Medicinal é a
parte usada do vegetal na qual essas substancias ocorrem em quantidades maiores e, por
esta razdo, sdo empregadas como matéria-prima de medicamento. Sendo a droga vegetal
a planta, ou suas partes, que ap6s sofrerem processo de coleta, preparo e conservagdo
(secagem) justifiquem sua utilizacdo na preparacdo de medicamentos (OLIVEIRA,
1997).

Na epidemiologia e profilaxia de doencgas transmissiveis, a pesquisa de fatores
de protecdo sustentaveis, mormente entre recursos naturais renovaveis como plantas
com indicativo medicinal, condimentar ou aromatico, constitui prioridade segundo a
orientacdo da Organizacdo Mundial da Saude/ Conferéncias Mundiais de Salde, com
énfase aos aspectos culturais tradicionais envolvidos e sua relagdo com a atencédo basica
em saude (AKERELE, 1993, 1988; ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD, 1984, 1985, 1990).

2.2 Emprego do acafrao-da-terra (Curcuma longa L.)

O Agafrdo-da-terra (Curcuma longa L.) representada na Figura 1, também

conhecido como curcuma, tem como caracteristica geral ser uma planta herbacea, anual,
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aromatica, de folhas grandes e longamente pecioladas da familia Zingiberaceae. Flores
amareladas, pequenas, dispostas em espigas compridas. A planta possui sistema
radicular composto de um rizoma priméario, o bulbo central ou pido e 0s rizomas
secundarios, os dedos. Estes medem cerca de 10 cm comprimento (central) e 4 - 6 cm
(secundarios), quando cortados mostram superficie de cor vermelha alaranjada. Tem
cheiro forte e agradavel e sabor aromatico e picante. Originaria da India é cultivada em
todo o mundo tropical. O uso do acafrdo-da-terra € milenar na medicina tradicional da
india e da China. No Brasil estes rizomas vém sendo utilizados como tempero de
alimentos. Sendo incluido tanto na medicina popular como na fitoterapia cientifica,
utilizada por ter propriedades anti-hepatotoxica, anti-hiperlipidémica e antiinflamatoria,
todas reconhecidas internacionalmente. Os rizomas desta planta tém despertado grande
interesse nas industrias de alimentos e farmacéuticas (LORENZI e MATQOS, 2008).

Figura 1. Acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.)

Fonte: http://plantarecultivar.blogspot.com/2009/03/acafrao-curcuma-longa.html

A utilizacdo dos aditivos sintéticos na melhoria das caracteristicas sensoriais dos
alimentos, e na sua preservacao, contribuindo para expansdo das agroindustrias.
Entretanto, nunca se deixou escapar as vistas de pesquisadores e da sociedade como um
todo a necessidade da substituicdo progressiva parcial ou total desses sintéticos por
substancias naturais, com intuito, principalmente, de melhorar a qualidade do alimento a
ser consumido. Nesse sentido, diferentes pesquisadores, entre eles Oliveiraet al. (2010);
Giraldi e Hanazaki (2010), tém estudado uma gama de espécies cultivadas e silvestres,
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na tentativa de que, em curto espaco de tempo, possa-se dispor de uma variedade de
substancias com caracteristicas tais que possam, economicamente, atender as exigéncias
mercadoldgicas. Dentre vérias espécies estudadas em nivel mundial, tem-se o acafréo-
da-terra (Curcuma longa L.) com grande potencial de emprego em varios segmentos da
economia (CECILIO FILHO et al., 2000).

O acafrdo-da-terra, conhecido no mercado internacional como turmeric, tem sua
importancia econdmica devida as peculiares caracteristicas de seus rizomas. Com a
busca por alternativas naturais, dentre as quais se vislumbra a possibilidade de sua
participacdo neste atraente e crescente mercado de aditivos naturais de alimentos. Além
de sua substéncia corante - a curcumina, contém Oleos essenciais de excelentes
qualidades técnicas e organolépticas, com caracteristicas antioxidante e antimicrobiana,
que juntos possibilitam estender sua utilizacdo aos mercados de perfumaria, medicinal,
téxtil, condimentar e alimenticio. Neste ultimo, crescente € a participa¢do da curcuma,
como por exemplo, amido para confeccdo de bolos, e, principalmente, como corante em
macarrdes, mostardas, molhos (curry), queijos, ovos, salgadinhos tipo “chips”,
margarinas e carnes. Nestes dois ultimos alimentos, além de conferir cor, a curcuma
podera, num futuro proximo, ser utilizada com finalidade antioxidante (VOLP et al.,
2009).

A sua aplicacdo na &rea medicinal ocorre principalmente na medicina tradicional
da india, China e Japdo, como aromaético, analgésico e Tsukeiyaku, droga contra
distarbios microcirculatorios, tal como trombose (CECILIO FILHO et al., 2000).

O mesmo autor descreve que outras propriedades medicinais da cldrcuma
reconhecidas pela farmacopéia asiatica sdo: estomaquico, estimulante, carminativa,
expectorante, anti-helmintico, antiinflamatério e dermatolégico. O uso terapéutico da
cdrcuma como tdnico, aromatico e estimulante de funcdes digestivas. No entanto, o
consumo mundial de ctrcuma, ndo é conhecido. Acredita-se, contudo, que a india seja o
pais maior produtor e consumidor. A crescente utilizacdo da curcuma na industria de
alimentos tem despertado interesse na expansao dessa cultura e obtencdo de produto de
melhor qualidade e mais competitivo no mercado.

Essa cultura tem sido conduzida por pequenos produtores e, normalmente,
empregando mao-de-obra familiar, constituindo importante fonte de renda para
populacéo local (SILVA, 2004).
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2.3 Microorganismos

As doencas transmitidas por alimentos (DTAS) constituem um dos problemas de
salde publica mais freqlientes do mundo contemporaneo. S8o causadas por agentes
etioldgicos, principalmente microorganismos, 0s quais penetram no organismo humano
através da ingestdo de &gua e alimentos contaminados (AMSON et al., 2006). A grande
maioria dos surtos de DTAs sdo causados por virus e bactérias (JAY, 2005).

No Brasil os dados do Ministério da Salude mostram que de 1999 a 2004
ocorreram 3.737 surtos com 73.517 casos (BRASIL, 2005), o que resultou em uma
meédia de 623 surtos e 12.253 casos por ano no pais.

De fato, o nimero de surtos notificados de DTAs representa apenas a ponta de
um iceberg, se comparado com o total de ocorréncias (FORSYTHE, 2002). O mesmo
autor relata que a maioria dos casos de DTA, porém, ndo é notificada, pois muitos
microrganismos patogénicos presentes nos alimentos causam sintomas brandos, fazendo

com que a vitima ndo busque auxilio médico.

2.3.1 Escherichia coli

O nome dado a esta bactéria, no final do século X1X, foi Bacterium Coli devido
ao fato de ser encontrada no colon (GERMANO e GERMANO, 2003).

A Escherichia coli encontra-se largamente difundida na natureza, tendo como
habitat principal o trato intestinal de animais de sangue quente, integrando as bactérias
do grupo coliforme, subdividindo-se em varios bidtipos e sorotipos, alguns dos quais
patogénicos em potencial para o homem, constituindo-se os alimentos e a d4gua sua
principal fonte de infecgdo (FRAZIER e WESTHOFF, 1993).

Todas as pessoas estdo expostas ao risco da infec¢do, notadamente, as quem tém
por habito de consumir carnes cruas ou mal cozidas, principalmente, bovinas ou de aves
(GERMANO e GERMANO, 2003).

A Dbactéria € referenciada ainda como indicador de contaminacdo fecal
(coliforme fecal), em alimentos, pela facilidade de sua comprovagdo diagnostica
(FORSYTHE, 2002).

Na atualidade, dentre os agentes de doencas transmitidas por alimentos,

diferentes sorotipos (enterohemorragico, enterotoxigeno, enteroinvasor, enteropatégeno
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e enteroagregativo) de Escherichia coli foram identificados e vem merecendo crescente
atencdo epidemioldgica, considerando 0s riscos para 0s humanos expostos a esta
zoonose considerada emergente (ACHA e SZYFRES, 2003).

Segundo Brasil (2005) cerca de 5,5% dos surtos de DTAs sdo caudados por
bactérias do grupo coliforme dentre elas o agente etiologico mais freqliente é
Escherichia coli, sendo o terceiro maior causador de surtos alimentares.

Segundo Germano e Germano (2003) os sinais e 0s sintomas das infecc¢oes
causadas por Escherichia coli dependem da cepa e de suas patogenicidade e viruléncia,
bem como da idade e do estado imune dos pacientes.

Possui uma incubacéo de 12 a 72 horas, com diarréia, vémito, febre, célica, mal estar e
calafrios (SILVA JR, 2005).

2.3.2 Enterococcus

Os enterococos sdo um grupo novo, antes um sub grupo do género
Streptococcus, a partir de 1984 passaram a pertencer ao género Enterococcus, com 22
espécies reconhecidas atualmente (JAY, 2005).

Segundo Franco e Landgraf (2005) antes de 1984, os estreptococcus fecais eram
chamados genericamente de enterococos, e consistiam de duas espécies: Streptococcus
faecalis e Streptococcus faecium. Sdo atualmente denominados Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium. Os mesmos autores citam que sdo bactérias gram-positivas,
comensais do aparelho digestivo (intestino) e urinario, sendo a transmissdo de infecgdes
causadas por essas bactérias de origem enddgena, alimentar ou através da agua.

Segundo Jay (2005) utilizacdo dos enterococos como indicadores de
contaminacdo fecal nos alimentos apresenta algumas restrigdes, pois também sédo
encontrados em ambientes diferentes do trato gastrointestinal. Além disso, apresentam
uma sobrevida maior do que os patdgenos no solo, vegetais e em alimentos,
principalmente naqueles submetidos a desidratacdo, acdo de desinfetantes e a flutuagGes
de temperatura por serem mais resistentes. Apesar das limitacbes do uso desses
microrganismos como indicadores de contaminagdo fecal, sua presenca em ndmeros
elevados em alimentos indica praticas sanitarias inadequadas ou exposi¢do do alimento

a condicdes que permitam a multiplicacdo de microrganismos indesejaveis.
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2.3.3 Staphylococcus

No contexto das doencas transmissiveis em saude coletiva, a importancia do
género Staphylococcus permanece em evidéncia, considerando que o portador humano
constitui a sua principal fonte de infeccdo, estimando-se que 30 a 35 % das pessoas
sadias albergam esta bactéria na nasofaringe ou na pele, destacando-se dentre elas o S.
aureus. Por sua vez, boa parte dos suinos e aves podem albergar este agente zoonotico
em sua pele ou trato respiratorio superior. Sob o olhar epidemioldgico, seu
envolvimento na mastite bovina sub-clinica constitui outra preocupacdo constante,
podendo os animais produtores de carne e de leite contribuir, significativamente, na
contaminacéo das diferentes cadeias alimentares (ACHA e SZYFRES, 2003).

Os estafilococos existem no ar, na poeira, no esgoto, na agua, no leite e nos
alimentos ou nos equipamentos de processamento de alimentos, nas superficies expostas
aos ambientes, nos seres humanos e nos animais, sendo estes dois Ultimos os principais
reservatorios do agente (FORSYTHE, 2002).

Segundo Germano e Germano (2008), em saude publica, “em particular na area
de vigilancia sanitaria de alimentos, Staphylococcus aureus é considerado como um dos
mais freqientes causadores de surtos de toxinfecccdo, devido ao importante papel
desempenhado pelos manipuladores”, ainda cita que durante etapas de processamento
dos alimentos, somado aos riscos de contaminacdo das matérias-primas desde sua
origem e as temperaturas inadequadas de conservacdo pds-cocgao.

Segundo Brasil (2005) cerca de 11,7% dos surtos de DTAs séo caudados por
Staphylococcus aureus, demonstrando ser o segundo agente etioldgico mais freqlientes.

Os sintomas variam com o grau de suscetibilidade, concentracdo de enterotoxina
no alimento e na quantidade ingerida. O periodo de incubacdo de 1 a 6 horas,
predominando vémitos e nauseas, rarissimas diarréias e sem febre na maioria dos casos
relatados (FRANCO e LANDGRAF, 2005).

2.3.4 Salmonella

A importancia do género Salmonella em salde coletiva permanece em

evidéncia, considerando sua resisténcia no meio externo, mais especificamente em

residuos, dejetos, alimentos para consumo humano e animal, solo e &guas de
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abastecimento, manifestando-se tanto individualmente como em centenas de individuos
por meio de surtos. Sua verdadeira incidéncia é dificil de ser avaliada, considerando as
deficiéncias da vigilancia epidemioldgica e de sua relacdo com a notifica¢do, o que nao
impede o aumento significativo do nimero de focos constatados (ACHA e SZYFRES,
2003). O mesmo autor relata que o reservatério das salmonelas zoondticas sdo 0s
animais. Praticamente qualquer alimento de origem animal pode ser fonte de infecgéo
para 0 homem. Os veiculos mais comuns s8o as carnes contaminadas de aves, bovinas,
ovos, leite e seus derivados. As vezes também sdo indicados alimentos de origem
vegetal como veiculos de salmonelas humanas, por transferéncia da contaminacdo de
produtos de origem animal, falta de higiene nas plantas processadoras ou na cozinha
(por contaminacéo pro fezes humanas e o uso de utensilios contaminados).

Segundo Brasil (2005), 34,7% dos surtos de DTAs identificados, sdo causados
por Salmonella spp. Caracterizando este agente etiolégico como o de maior destaque

epidemiol6gico em surtos toxinfectivos alimentares notificados nos Gltimos anos.

2.4 Exposicéo do problema

Considerando o crescente emprego da Acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.)
como parte de formulacGes alimentares como coadjuvantes de cor, aliada a sua relativa
atividade antibacteriana relatada pela literatura, pergunta-se:

Qual é a atividade antibacteriana de diferentes amostras comerciais de p6é do
rizoma de acafrdo-da-terra frente a bactérias causadoras de surtos através de alimentos?

Qual ¢é a atividade antibacteriana de diferentes acessos de rizoma in natura, de
acafrdo-da-terra, frente a bactérias causadoras de surtos através de alimentos?

Existe diferenca entre as técnicas de obtencdo dos extratos brutos,
especificamente, partindo de rizomas recém colhidos e de p6 comercial de rizomas de

acafrdo-da-terra?

2.5 HipoOteses

Parte-se da hipoOtese de que as diferentes amostras comerciais e os diferentes

acessos de acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.) apresentardo diferentes atividades



19

antibacterianas. Por sua vez, os diferentes extratos de rizomas recém colhidos e de po
comercial de rizomas apresentardo, outrossim, atividade antibacteriana seletiva sobre as
bactérias testadas, com indicativos quantitativos e qualitativos de inibicdo e ou

inativacdo de determinadas dose infectante em determinados tempos de exposicao.

2.6 Objetivos

2.6.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo da atividade antibacteriana do
extrato hidroalcodlico e do extrato alcoolico, reidratados, bem como de extrato
alcoolico ndo rehidratado, de acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.) obtido de diferentes

origens.

2.6.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade bacteriostatica/inibicdo e bactericida/inativacdo in vitro de
extratos hidroalcotlicos de amostras comercias de pd de rizomas de acafrdo-da-terra,
através de testes de diluicdo em sistema de tubos multiplos, sobre os seguintes
microrganismos: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e
Salmonella Enteritidis.

Avaliar a atividade bacteriostatica/inibi¢do e bactericida/inativa¢do “in vitro”de
extratos hidroalcodlicos com reidratacdo final e de extratos alcodlicos com ou sem
reidratacdo final de acessos de rizomas (in natura) de acafrdo-da-terra recém colhidos;
através de testes de diluicdo em sistema de tubos maltiplos, destes diferentes extratos,
sobre o0s seguintes microrganismos: Escherichia coli, Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis.
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3. Metodologia

Foram feitas, inicialmente, hidroalcoolaturas do p6 de rizomas de agafrdo-da-
terra (Curcuma longa L.) de diferentes amostras comerciais, as quais em sua quase
totalidade apresentaram contaminacfes, provavelmente provenientes do processo de
industrializagdo, impossibilitando a seqliéncia dos estudos. Testou-se entdo outras duas
hidroalcoolaturas do po6 de acafrdo-da-terra de uma mesma amostra comercial, nacional
proveniente de dois Lotes diferentes, sendo estes tratamentos denominados de T1 e T2,
respectivamente.

Foi observado que, quanto maior o tempo de repouso das hidroalcoolaturas, o0s
extratos se tornavam menos contaminados. Considerando ser necessario, segundo a
metodologia seguida, um tempo superior a 15 dias de repouso, para entdo se extrair 0s
compostos antibacterianos, utilizou-se esta estratégia com o objetivo de diminuir ou
mesmo inativar a contaminagao prevalente nestas hidroalcoolaturas.

Apos a analise da atividade antibacteriana do pd comercial e tendo em vista a
utilizacdo popular de amostras agro-ecoldgicas, dos rizomas de acafrdo-da-terra, ndo
industrializados, decidiu-se entdo trabalhar com o rizoma da planta em seu estado
natural. Para tal foram coletadas e adquiridas, respectivamente, rizomas frescos de
acafrdo-da-terra constituindo-se dois diferentes acessos, a saber: um deles em
propriedade agro-ecoldgica particular em Porto Alegre,RS, outro na Feira de
Agricultores Ecologistas (FAE/POA), cultivada através de agricultura familiar em
Canela,RS. Estas foram manipulados experimentalmente na forma de extratos
alcodlicos reconstituidos a 50% (Avancini, 2002). Estes tratamentos foram chamados de
tratamentos T3 e T4.

Apbds a andlise antibacteriana dos extratos reconstituidos (T3 e T4) e
comparando-se com a atividade antibacteriana descrita segundo Farmacopéia Brasileira
(1987), Cruz e Pereira (2010), Goncalvez (2005) e Louguercio et al (2005), que
utilizaram extratos alcodlicos ndo reconstituidos (brutos) a 50%, resolveu-se entéo,
considerando a disponibilidade de material para pesquisa, testar a atividade
antibacteriana diretamente no rizoma recém colhido de acgafdo-da-terra, novamente
oriundo da Feira de Agricultores Ecologistas (FAE/POA), cultivado atraves de
agricultura familiar em Canela/RS, utilizando-se extrato ndo reconstituidos (bruto) a
50%, chamado de T5.
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RESUMO

Através de Testes de Diluicdo em Sistema de Tubos Multiplos determinou-se in vitro a
Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB/bacteriostasia) e a Intensidade
de Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB/bactericidia) de solucBes contendo
extratos etandlicos a 50% de diferentes acessos in natura de rizomas (alcoolaturas), bem
como diferentes amostras comerciais de p6 de rizomas (hidroalcoolaturas) de acafréo-
da-terra (Curcuma longa L.), sobre indculos bacterianos padrbes de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Enterococcus faecalis
(ATCC 19433) e Escherichia coli (ATCC 11229). Os extratos hidroalcoolicos
apresentaram baixa atividade de inibicdo/inativacdo entre as quatro bactérias testadas,
enquanto que a forma de extracdo alcodlica sem reidratacdo (extrato bruto) apresentou
atividade antibacteriana seletiva e significativamente mais intensa. Salmonella
Enteritidis e Enterococcus faecalis foram as bactérias mais sensiveis, frente a ambos o0s
extratos (hidroalcodlico e alcodlico), enquanto que Escherichia coli e Stahphylococcus
aureus apresentaram a menor sensibilidade. Houve diferenca positiva significativa para
0s extratos ndo reconstituidos (bruto) quando comparados aos reconstituidos.

Palavras-chave: atividade antibacteriana, inibicdo bacteriana, inativagdo bacteriana,
acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.); extratos reconstituidos e ndo reconstituidos.

ABSTRACT

Through Test Dilution System in Multiple Tubes were determined in vitro the intensity
bacterial inhibition activity (IINIB/bacteriostasys) and the Intensity of bacterial
inactivation activity (IINAB/bactericidie) solutions containing 50% ethanol extracts of
different accessions fresh root (alcoholic preparations) as well as commercial samples
of powdered root (hidroalcoolaturas) from ground-saffron (Curcuma longa L.).
patterns of bacterial inocula of Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella
Enteritidis (ATCC 11076), Enterococcus faecalis (ATCC 19433) and Escherichia coli
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(ATCC 11229). The hydroalcoholic extracts showed low activity inhibition/inactivation
among the four tested bacteria, while the form of alcohol extraction without rehydration
(crude extract) showed selective antibacterial activity and significantly more intense.
Salmonella enteritidis and Enterococcus faecalis bacteria were more sensitive,
compared to both extracts (hydroalcoholic and alcohol), while Escherichia coli and
Staphylococcus aureus Stahphylococcus showed the least sensitivity. There was a
significant positive difference to the extracts not rehydrated (raw) when compared to
rehydrated.

Key words: antibacterial activity, bacterial inhibition, bacterial inactivation, ground-
saffron (Curcuma longa L.) extracts rehydrated and not rehydrated.

INTRODUCAO

As dificuldades enfrentadas pela seguranca alimentar baseiam-se na
diversificacdo dos consumidores com diferentes graus de sensibilidade e estilos de vida.
Além disso, alimentos com altos niveis de conservantes para reducdo da carga
microbiana sdo indesejaveis. A pressdo dos consumidores se volta para uma producao
de alimentos frescos, que possuam conservantes naturais (FORSYTHE, 2002).

O Acafrdo-da-terra (Curcuma longa L) tem como caracteristica geral ser uma
planta herbacea anual aromaética, de folhas grandes e longamente pecioladas da familia
das Zingiberaceae. Flores amareladas, pequenas, dispostas em espigas compridas. Tem
cheiro forte, agradavel e sabor aromatico e picante. O uso do acafrdo-da-terra € milenar
na medicina tradicional da india, de onde é originaria, como também na china sendo
cultivada em todo mundo tropical. No Brasil, esta planta vem sendo utilizada como
tempero de alimentos (finalidade de realcar ou repor caracteristicas, como a cor e 0
sabor). Sendo incluido tanto na medicina popular como na fitoterapia cientifica,
utilizada por ter propriedades anti-hepatotdxica, anti-hiperlipidémica e antitumoral,
todas reconhecidas internacionalmente. Os rizomas desta planta tém despertado grande
interesse na industria de alimentos abrindo novas perspectivas de uso, devido também
ao seu potencial como pigmento natural, pois o principal componente extraido do
acafrdo-da-terra é a curcumina substancia corante utilizada em substituicdo a pigmentos
sintéticos (LORENZI e MATOS, 2008).

Além do corante, a curcumina € um potente antioxidante, antiinflamatorio e
possui atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
patogénicas (LORENZI e MATQOS, 2002).
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O uso medicinal do acafrdo-da-terra, e a sua atividade antibacteriana, vem sendo
documentado por diferentes autores, entre eles Volp et al., (2009), afirmando o efeito
positivo do 6leo essencial de Curcuma longa, in vitro suprimindo bactérias como
Staphylococcus aureus e Streptococcus.

Na epidemiologia e profilaxia de doencas transmissiveis, a pesquisa de fatores
de protecdo sustentdveis, alternativos, dirigida a recursos naturais renovaveis como
plantas com indicativo medicinal, condimentar ou aromatico, constitui prioridade
segundo a orientacdo da Organizacdo Mundial da Saude/Conferéncias Mundiais de
Saude, com énfase aos aspectos culturais tradicionais envolvidos e sua relacdo com a
atencdo basica em salide (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD,
1990).

Além da propriedade aromatizante, os condimentos vegetais poderiam aumentar
a vida util dos alimentos por sua atividade bacteriostatica e bactericida, retardando o
comeco da deterioracdo e o crescimento de microrganismos indesejaveis, interferindo
significativamente na epidemiologia e profilaxia de surtos toxinfectivos alimentares
(SOUZA, 2003).

As doencas transmitidas por alimentos (DTAS) constituem um dos problemas de
salde publica mais freqlientes do mundo contemporaneo. Sdo causadas por agentes
etioldgicos, principalmente microrganismos, 0s quais penetram no organismo humano
através da ingestdo de agua e alimentos contaminados (AMSON et al., 2006). A grande
maioria dos surtos de DTASs sdo causados por virus e bactérias (JAY, 2005).

No Brasil os dados do Ministério da Salde mostram que de 1999 a 2004
ocorreram 3.737 surtos com 73.517 casos (BRASIL, 2005), o que resultou em uma
média de 623 surtos e 12.253 casos por ano no pais.

A Escherichia coli encontra-se largamente difundida na natureza, tendo como
habitat principal o trato intestinal de animais, integrando as bactérias do grupo
coliforme, alguns dos quais patogénicos em potencial para 0 homem, constituindo-se 0s
alimentos e a agua sua principal fonte de infeccdo (FRAZIER e WESTHOFF, 1993). A
bactéria é referenciada ainda como indicadora de contaminacao fecal, normalmente em
alimentos, pela facilidade de sua comprovacéo diagndstica e por sua representatividade
(FORSYTHE, 2002). No contexto das doencas transmissiveis em saude coletiva, a
importancia do género Staphylococcus permanece em evidéncia, considerando que o
portador humano constitui a sua principal fonte de infecgédo, estimando-se que 30 a 35

% das pessoas sadias albergam esta bactéria na nasofaringe ou na pele. Sob o olhar
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epidemioldgico, seu envolvimento em infeccbes alimentares constitui outra
preocupacdo constante, podendo os animais produtores de carne e de leite contribuir,
significativamente, na contaminagdo das diferentes cadeias alimentares (ACHA e
SZYFRES, 2003). Os estafilococos existem no ambiente, nos alimentos e nos
equipamentos processadores, nos seres humanos e animais, sendo estes 0s principais
reservatorios do agente (FORSYTHE, 2002). O mesmo autor relata a importancia do
género Salmonella em toxinfecgBes alimentares é relevante, pois, considerando sua
resisténcia no meio externo, mais especificamente em residuos, dejetos, alimentos para
consumo humano e animal, solo e aguas de abastecimento, manifestando-se tanto
individualmente como em centenas de individuos por meio de surtos. Segundo Brasil
(2005), 34,7% dos surtos de DTAs identificados, sdo causados por Salmonella spp.,
caracterizando este agente etiolégico como o de maior importancia em surtos
alimentares.

Os enterococos sdo um grupo novo, antes um subgrupo do género Streptococus,
0s quais, a partir de 1984 passaram a pertencer ao género Enterococus, com 22 espécies
reconhecidas atualmente (JAY, 2005).

Conforme Franco e Landgraf (2005) o uso desses microrganismos como
indicadores de contaminacdo fecal, torna-se relevante, pois se observa a presenca em
nameros elevados nos alimentos indicando préaticas sanitarias inadequadas ou exposi¢do
do alimento a condi¢des que permitam a multiplicacdo de microrganismos indesejaveis.

Os veiculos mais comuns dessas bactérias sdo as carnes contaminadas de aves,
bovinas, ovos, leite e seus derivados, também por passagem da contaminacdo pela falta
de higiene nas plantas processadoras ou na cozinha (pela contaminagdo de utensilios ou
fezes humanas) (ACHA e SZFRES, 2003).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade bacteriostatica/inibicdo e
bactericida/inativacdo in vitro de extratos hidroetandlicos (p6 comercial do rizoma) e
etandlicos (rizoma recém colhido) reconstituidos ou ndo, obtidos de diferentes acessos
de acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.), frente a indculos bacterianos padrdes
internacionais de interesse em alimentos: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076), Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e
Escherichia coli (ATCC 11229), atividade esta, expressa como Intensidade de
Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB/bacteriostasia) e a Intensidade de Atividade de
Inativacdo Bacteriana (IINAB/bacteriocidia). Em sintese, manipularam-se as variaveis:

bactérias; diferentes tipos de extracdo, diferentes amostras e acessos do condimento;
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presenca ou auséncia de desinibidores bacterianos; reidratagdo ou ndo do extrato;
permanecendo constante a 50% a concentracgdo final do uso dos diferentes extratos nas
denominadas solugdes conservantes; dentro de linha de pesquisa do Grupo “Alimentos

de Origem Animal”, Diretorio de Grupos de Pesquisa de CNPg/UFRGS.

MATERIAL E METODO

Caracterizacéo das amostras vegetais

O material de estudo constitui-se de:

Amostra 1 - P do rizoma seco, de origem comercial - Lote: F3L-BOIV); Amostra 2
- P6 do rizoma seco, de origem comercial nacional (Lote: FAL-B9GS); Acesso 1 - Rizomas
frescos colhidos em propriedade agro-ecol6gica particular localizada na regido
metropolitana de Porto Alegre,RS (coordenadas 30° 01' 58" S 51° 13" 48" O). Acesso 2 -
Rizomas frescos, adquiridos na Feira de Agricultores Ecologistas (FAE) Porto Alegre, RS
(coordenadas 29° 21' 57" S 50° 48' 57" O), cultivados sob sistema organico, no contexto
da agricultura familiar em Canela,RS;

A planta em estudo (Acesso 1-Porto Alegre,RS) incluindo rizomas, folhas e flor
foi herborizada segundo Ming (1996) e posteriormente identificada botanicamente
(ANEXO 1), sendo encaminhada para registro e depdsito junto ao herbario do
Departamento de Botéanica, Instituto de Biociéncia, da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, recebendo o nimero de registro ICN 165037.

Extrato vegetal

Os rizomas secos e frescos de acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.) foram
submetidos aos processos de extracdo alcodlica (rizomas in natura), extracdo
hidroalcoolica (p6 de rizoma seco) para obtencdo das solucBes conservantes ou
antibacterianas, de acordo com Farmacopéia (1987), Lorenzi e Matos (2002), Avancini
(2002), Souza e Wiest (2007) e Avancini e Wiest (2008).

A planta verde recém colhida foi colocada em alcool etilico, de cereais (da
FARMAQUIMICA S.A.®, Lote: 085-01-10) a 96°GL, na proporcdo de 400g de rizoma
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in natura para 1000mL de alcool, para a extracdo alcodlica. Para a extracdo
hidroalcoodlica, o p6 comercial do rizoma foi colocado em &lcool etilico, de cereais, a
70°GL, utilizando-se na proporcéo de 100g para 1000mL de &lcool.

Apos o periodo de quinze dias, os macerados foram filtrados e submetidos a
destilacdo fracionada sob pressdo reduzida em sistema rota vapor (da Fisaton 802D®),
desprezando-se a porgdo alcodlica.

Para avaliagdo antibacteriana estes extratos foram divididos em extrato
reconstituido, onde o volume alcodlico desprezado foi substituido por igual volume com
agua destilada estéril (AVANCINI, 2002), bem como em extrato ndo reconstituido
(bruto), no qual ndo houve reposicdo com agua destilada estéril da parte alcodlica
desprezada anteriormente segundo Farmacopéia Brasileira (1987); Cechinel et al.
(1998); Balbi-peria et al. (2006) e Pansera et al. (2003).

Para o controle permanente da assepsia destes procedimentos de extracdo e
reconstituicdo, foi determinada a esterilidade de todos os extratos, retirando-se aliquota
de 5 mL, semeada em tubos de Caldo BHI (Brain Hearth Infusion, HIMEDIA®,
Lote:WA187), incubados aerobicamente a 37 °C por até 48 horas, confirmando-se, por
plagueamento em Agar Nutriente (Nutrient Agar, ACUMEDIA®, Lote: 0310-148), a

esterilidade.

Avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro

Os ino6culos bacterianos testados foram os padrdes American Type Culture
Colletion (ATCC), Enterococcus faecalis (19433), Escherichia coli (11229),
Salmonella Enteritidis (11076) e Staphylococcus aureus (25923) da colecéo-
bacterioteca do Laboratério de Higiene do ICTA/UFRGS. Os in6culos foram reativados
em meio de cultura BHI a 37°C por um periodo de 18 a 24 horas de incubacédo aerdbica,
com o objetivo de atingir uma concentragdo > 1,0 x 10® UFC/mL para confrontagdo
com os diferentes extratos a 50% de acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.), através de
diluices seriais logaritmicas (AVANCINI, 2002).

A avaliacdo da concentracéo inicial foi realizada através da técnica da microgota
segundo Romeiro (2007) e a contagem de microrganismos viaveis concretizou-se em
placas de Petri contendo meio de cultura BHI. Foram realizadas dilui¢fes seriadas, a

partir do indculo inicial, transferindo-se 1 mL deste para tubos de ensaio contendo 9 mL
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de agua peptonada 0,1% (da HIMEDIA®, Lote: 40379) para obter a diluicdo 10, e
assim sucessivamente até a diluicdo 102 De cada diluicdo foram transferidas trés gotas
para placas de Petri utilizando micropipetas de 15 pL e a leitura realizada em 24 horas
de incubacdo aerdbia a 37°C. O valor final considerado constituiu-se da média das
contagens das gotas triplicadas, avaliadas biometricamente segundo Cavalli-Sforza
(1974).

Para a determinacédo da atividade antibacteriana dos extratos de acgafrdo-da-terra
(Curcuma longa L.), os resultados foram lidos como Intensidade de Atividade de
Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Atividade de Inativacédo
Bacteriana/bactericidia (IINAB), através de leituras por plagueamentos, em intervalos
de 24, 48, 72 e 144 horas de incubacdo aerdbica a 36°C. Foi utilizado o Teste de
Diluicdo segundo Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft/Sociedade Alema de
Medicina Veterinaria (DVG, 1981) com base na técnica do sistema de tubos multiplos,
modificada por Avancini (2002), retomada por Souza & Wiest (2007), Avancini &
Wiest (2008), Wiest et al., (2009), Carvalho et al., 2005, confrontando-se cinco
diferentes tipos de extratos com 12 diluicBes seriais logaritmicas (10 a 10™? UFC/mL)
com quatro indculos bacterianos padroes.

Os cinco extratos foram delineados da seguinte maneira:

Tratamento 1 (T1) - Extrato hidroalcodlico do pé comercial de rizomas de
acafrdo-da-terra (curcuma longa L.) Lote comercial: F3L-BOIV;

Tratamento 2 (T2) - Extrato hidroalcodlico do p6é comercial de rizomas de
acafrdo-da-terra Lote comercial: F4AL-B9GS;

Tratamento 3 (T3) - Extrato Alcodlico reconstituido de rizomas in natura de
acafrdo-da-terra proveniente de propriedade agro-ecolégica particular em Porto
Alegre,RS.

Tratamento 4 (T4) - Extrato Alcodlico reconstituido de rizomas in natura de
acafrdo-da-terra adquirido da Feira de Agricultores Ecologistas (FAE/Porto Alegre,RS)
produzido em propriedade agro-ecoldgica particular em Canela,RS;

Tratamento 5 (T5) - Extrato Alcoolico ndo reconstituido (bruto) de rizoma in
natura de agafrdo-da-terra proveniente da Feira de Agricultores Ecologistas (FAE/Porto
Alegre,RS) cultivados sob sistema organico, no contexto da agricultura familiar em
propriedade agro-ecoldgica particular em Canela,RS.

Foi denominado como IINIB/bacteriostasia, o resultado do confronto da bactéria

com a solugdo antibacteriana em meio especifico, o BHI, e por IINAB/ bactericidia, o
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mesmo resultado, porém sob a influéncia de desinibidores (desestressantes) bacterianos,
representados no presente trabalho por Tween 80 (da REACAO QUIMICA®, Lote:
21044/04), L-histidina (da SYNTH®, Lote: 18051) e Lecitina de soja (da NEON®, Lote:
716244R), acrescidos ao mesmo BHI segundo DVG (1981); Avancini (2002); Souza e
Wiest (2007); Wiest, et al.,(2009) e Carvalho et al.(2005).

Segundo Andrade e Macédo (1996) estes desinibidores (desestressantes) tem a
funcdo de inativar a solucdo antibacteriana em teste, além de fornecer substrato para as
bactérias, facilitando seu crescimento. S&o atribuidos valores da atividade biologica
inibitéria/bacteriostasia  ou inativadora/bactericidia de  diferentes  solucbes
antibacterianas sobre diferentes microrganismos, em testes de sensibilidade
(AVANCINI, 2002).

Os resultados de Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia
(IINIB) e Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) foram
representados por varidveis ordinais arbitrarias, que assumiram valores de 12 a 0, sendo
que o valor de 12 (doze) representa atividade maxima e 0 (zero) a ndo-atividade, como

demonstra a Tabela 1 a seguir:

Tabela 1 - Representacdo dos valores ordinais arbitrarios de intensidade de atividade
atribuidos as variaveis de Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia
(IINIB) e Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) e suas
correspondentes dilui¢Bes e doses infectantes dos indculos.

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 Variaveis ordinérias de
intensidade de atividade
10 10% 10® 10" 10° 10° 107 10® 10° 10" 10™ 10™ na UFC/mL - diluicdes de
inoculo inibidas ou

inativadas

10" 10° 10° 10* 10° 10® 10* 1 10" 10% 10® 10* na UFC/mL -  doses
infectantes inibidas ou
inativadas

n.a: auséncia de atividade antibacteriana;
UFC/mL.: unidades formadoras de col6nias por mL.

Analise Estatistica da atividade antibacteriana

Ao nivel de significancia de 5%, foram avaliados os resultados obtidos nas

variaveis IINIB, 1INAB segundo o acesso, tempo de confrontacdo e a condigdo de
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extrato reconstituido ou bruto, através da Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de

Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apartir da planta em estudo, verificou-se que nao houve diferenca significativa a
nivel de 5%, tanto entre as trés repeticdes independentes praticadas para cada
tratamento, quanto entre os tempos de incubagdo dos padrfes bacterianos frentes aos
extratos vegetais de 24, 48, 72 e 144 horas, nas condi¢cdes do experimento. Como 0s
valores para os diferentes tempos foram repetitivos, as analises centraram-se entdo na
média aritmética simples de todos os tempos.

Quando avaliados os tratamentos T1 e T2 atuando sobre os indculos bacterianos
padrdes, levando-se em consideracdo a presenca ou auséncia de desinibidores ou
desestresantes bacterianos (Tween 80, L-histidina e lecitina de soja), independentes das
demais varidveis manipuladas, os resultados demonstram que ha diferenca significativa
(p<0,05) na utilizacdo ou ndo dos desestressantes, observado também por Girolometto
et al. (2009) e Wiest et al.,( 2009) testando outras plantas, enquanto que as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli apresentaram-se menos sensiveis ao extrato
no Tratamento 2, nao diferindo significativamente (p>0,05), nas condigdes do
experimento.

Na tabela 2 A Intensidade de Inibicdo Bacteriana (IINIB/bacteriostasia)
apresenta resultado superior ao de Intensidade de Inativacdo Bacteriana
(IINAB/bacteriocidia) para todas as espécies bacterianas com excecdo da bactéria
Escherichia coli da Amostra 1 do p6 do rizoma comercial; que apresentou 0 mesmo
valor para IINIB (bacteriostasia/inibicdo pela auséncia de desinibidores) e para IINAB
(bactericidia/inativacdo pela presenca de desinibidores), ou seja, a acdo bacteriostatica
de acafrdo-da-terra é superior a acdo de bactericida. Passos et al. (2009), Souza & Wiest
(2007) e Girolometto et al. (2009) testando outras plantas e aplicando metodologia
semelhante também obtiveram resultados superiores para IINIB em relagdo ao I1INAB.

Analisando diretamente 0s numeros absolutos arbitrarios, os dois maiores
valores de sensibilidade antibacteriana ao extrato em estudo sdo encontrados, em ordem
decrescente Salmonella Enteritidis (valor arbitréario 7,16) e Enterococcus faecalis(valor
arbitrario 2,66).
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Salmonella Enteritidis, segundo Brasil (2005), apresenta-se como destaque
epidemioldgico dos surtos toxinfectivos alimentares notificados nos ultimos anos.

Apesar de provenientes da mesma marca comercial, mas de Lotes diferentes,
uma possivel hipotese para estas diferencas entre atividade antibacteriana pode ser
atribuida a obtencdo a partir de matéria-prima de baixa qualidade ou outra possibilidade
de explicacdo para este evento conforme cita Girolometto et al.(2009), perda de
componentes antibacterianos fitoquimicos volateis durante a sua industrializacdo e

armazenamento.

Tabela 2 - Andlise da sensibilidade em valores arbitrarios” (média de trés repeticdes
independentes entre si) de indculos bacterianos padr@es frente a diferentes extratos de
p6 comercial de rizomas de acafrdo-da-terra (curcuma longa L.) na presenca e auséncia
de desinibidores bacterianos, independente do tempo de confrontacéo.

Extratos de p6 comercial

Indculos Bacterianos T1 T2

IINIB IINAB p-value [1INIB [1INAB p-value

Staphylococcus aureus

(ATCC 25923) 0,91 0 0,0010 1 0,08  0,1415

Salmonella Enteritidis

(ATCC 11076) 7,16 4,41 0,0002 2,58 1 0,0016

Enterococcus faecalis

(ATCC 19433) 2,66 0 0,0001 1 0,25  0,0017

Escherichia coli

(ATCC 11229) 0 0 - 0,16 0 0,1327

"12 a 1= valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 3
repeticdes); 0= ndo atividade; p-value < 0,05 indica diferenca significativa entre os valores de IINIB e
IINAB pelo teste Anova, considerando espécies bacterianas e tratamentos;

IINIB = Intensidade de Atividade de Inibicdo/bacteriostasia; IINAB = Intensidade de Atividade de
Inativacdo/bactericidia.

T1 - Extrato hidroalcodlico do pé comercial de rizoma de acafrdo-da-terra p6 comercial do rizoma de
acafrdo-da-terra (curcuma longa L.) Lote comercial: F3L-BOIV;

T2 - Extrato hidroalcodlico do pé comercial de rizoma de acafrdo-da-terra p6 comercial do rizoma de
acafrdo-da-terra (curcuma longa L.) Lote comercial: F4L-B9GS;

Quando analisada a sensibilidade das quatro espécies bacterianas desafiadas
frente aos dois extratos, na concentracdo 50%, de po dos rizomas de acafrdo-da-terra,

provenientes de diferentes amostras comerciais independentes dos fatores, tempo de
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confrontacdo e presenca ou auséncia de desinibidores bacterianos, houve diferenca
significativa (p<0,05) entre as bactérias confrontadas, como mostra a Tabela 3. As
bactérias que apresentaram maior sensibilidade a atividade antibacteriana foram
Salmonella Enteritidis (valor arbitrario 7,57) e Enterococcus faecalis (valor arbitrario
1,95), respectivamente. Resultados semelhantes também foram encontrados por Péret-
almeida et. al., (2008) que testando o 0Oleo essencial de Curcuma longa constataram
atividade antibacteriana frente a Salmonella Enteritidis, ndo testando frente a
Enterococcus faecalis. Por outro lado, Maia et al. (2004) observaram uma reducao
consideravel do ndmero de Escherichia coli em aproximadamente dois ciclos

logaritmicos , testando o extrato alcodlico de agafrdo-da-terra.

Tabela 3 - Analise da sensibilidade em valores arbitrarios” (média de trés repeticées
independentes entre si) de indculos bacterianos padrdes frente a extratos de po de
rizomas de acafrdo-da-terra (curcuma longa L.) independentes do lote de amostra, da
6presenca e auséncia de desinibidores bacterianos e do tempo de confrontacéo.

Indculos Bacterianos Valores Arbitrérios”
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0,99 2
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) 7,57 °¢
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) 1,95 b

Escherichia coli (ATCC 11229) 0,081

*12 a 1= valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de 3
repeticdes); 0= ndo atividade; Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Analisando a Tabela 4 é possivel destacar a seletividade de acdo dos extratos
alcodlicos reconstituidos e ndo reconstituidos (bruto), tanto em relacdo aos diferentes
indculos bacterianos quanto a presenca ou auséncia dos desinibidores, Loguercio et al.
(2005); Cruz e Pereira (2010) trabalhando com outras plantas e com formas de extracao
semelhantes também constataram este fenbmeno. Os resultados apontam uma maior
atividade bactericida (IINAB/com desinibidores) e bacteriostatica (IINIB/sem
desinibidores) para o tratamento T5 quando comparado aos tratamentos T3 e T4,
indicando que o grande diferencial negativo, no sentido de menor eficécia, tenha sido o

processo de reidratagdo. Sugere-se que o tipo de extracdo influencia a eficacia
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antibacteriana do extrato, pela possivel perda de componentes bioativos na pré-secagem
da planta antes da confecgéo da hidroalcoolatura, o que parece ndo ser tdo agravante na
alcoolatura sem reidratacdo (extrato bruto).

No Tratamento 5 nota-se a alta intensidade inibitoria e inativadora (média 11,43)
pela a acdo do extrato ndo reconstituido (bruto) em relacdo a dose infectante
aproximada de 10°UFC/mL. Passos et al. (2009) e Souza & Wiest (2007) testando
outras plantas e aplicando metodologias parecidas, também obtiveram resultados de
inativacdo Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis e inibicdo sobre Escherichia

coli e Staphylococcus aureus.

Tabela 4 - Anélise da sensibilidade em valores arbitrarios (*), de in6culos bacterianos
padrdes frente a diferentes tratamentos com rizomas de acafrao-da-terra (curcuma longa
L.) na presenca e auséncia de desinibidores bacterianos, independente do tempo de
confrontacao.

Inéculos T3 T4 T5

Bacterianos
IINIB 1INAB p-value IINIB [IINAB p-value [IINIB [I1INAB p-value

Staphylococcus

aureus 0,25 0 0,609 0,8 0,16 >0,05 11,55 9,41 0,042
(ATCC 25923)

Salmonella

Enteritidis 1,41 1,33 0,154 4,42 4,22 0,22 12 11,93 0,24
(ATCC 11076)

Enterococcus

faecalis 0,41 0,25 0,008 4,0 0,2 0,025 12 12 p=>0,05
(ATCC 19433)

Escherichia

coli 0,16 0 0,578 1,33 0,75 0,005 11,16 11,41 p>0,05
(ATCC 11229)

*12 a 1 = valores arbitrarios que representam a atividade antibacteriana (média de trés repetigdes)

0 = ndo atividade; p<0,05 na linha indicam diferenga significativa a nivel de 5% de probabilidade para
andlise de variancia (ANOVA);IINIB = Intensidade de Atividade de Inibi¢do/bacteriostasia; IINAB =
Intensidade de Atividade de Inativacdo/bactericidia;

T3 - Extrato Alcodlico reconstituido de rizomas in natura de acafrdo-da-terra proveniente de propriedade
agro-ecologica particular em Porto Alegre,RS;

T4 - Extrato Alcodlico reconstituido de rizomas in natura de acafrdo-da-terra proveniente da Feira de
Agricultores Ecologistas (FAE/Porto Alegre,RS) de propriedade agro-ecoldgica particular em Canela,RS;
T5 - Extrato Alcodlico ndo reconstituido (bruto) de rizomas in natura de acafrdo-da-terra proveniente da
Feira de Agricultores Ecologistas (FAE/Porto Alegre,RS) de propriedade agro-ecoldgica particular em
Canela,RS.

Considerando os valores arbitrarios absolutos observa-se novamente uma maior

acao anti-salmonella nos tratamentos T3, T4 e T5, mostrada na Tabela 4, sendo que 0s
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valores arbitrarios atribuidos ao tratamento T5 o destacam quanto a eficécia frente a

todos os indculos confrontados.

Tabela 5 - Anélise da sensibilidade em valores arbitrarios(*) das espécies padrdes
bacterianas frente aos tratamentos de rizomas de acafrdo-da-terra (curcuma longa L.),
oriunda da Feira de Agricultores Ecologistas (FAE) considerando o0 extrato
reconstituido ou ndo, independente do tempo de confrontacéo e presenca ou auséncia de
desinibidores bacterianos.

In6culos T4 T5
Bacterianos Extrato com Reidratagdo ~ Extrato sem Reidratacéo p-value
Staphylococcus 152 105 ° 0,002
aureus (ATCC 25923)
Salmonella Enteritidis b b 0.0018
(ATCC 11076) 4.3 12 ’
Enterococcus faecalis c c
(ATCC 19433) 2,0 12 0,0045
Escherichia coli 1,04 d 11,28 d 0,0028

(ATCC 11229)

"12 a 1 = valores arbitrérios que representam a atividade antibacteriana (média de trés repeticdes)

0 = ndo atividade; p<0,05 na linha indicam diferenga significativa a nivel de 5% de probabilidade para
anélise de variancia (ANOVA); Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey;

T4 - Extrato Alcoolico reconstituido de rizomas in natura de acafrdo-da-terra proveniente da Feira de
Agricultores Ecologistas (FAE/Porto Alegre,RS) de propriedade agro-ecoldgica particular em Canela,RS;
T5 - Extrato Alcodlico ndo reconstituido (bruto) de rizomas in natura de acgafrdo-da-terra proveniente da
Feira de Agricultores Ecologistas (FAE/Porto Alegre,RS) de propriedade agro-ecoldgica particular em
Canela,RS.

Quando analisada a sensibilidade das espécies bacterianas desafiadas frente aos
dois tratamentos de extrato de acafrdo-da-terra a 50%, independentes do tempo de
confrontacdo e presenca ou auséncia de desinibidores bacterianos, houve diferenca
significativa p<0,05 entre os dois tipos de extratos, como podem ser observados na
Tabela 5. Salmonella Enteritidis, nas condi¢cdes deste experimento, apresenta a maior
sensibilidade antibacteriana em relacdo aos outros indculos testados. Essas observacdes
foram confirmadas por Souza et al. (2000) estudando Tagetes minuta L. - Compositae
(“chinchilo”), excluindo Escherichia coli,esta praticamente resistente, e por Carvalho et
al.(2005), estudando 12 diferentes plantas, entre elas: Alho nira (Allium tuberosum R.),
Mangerona preta (oreganum x applii D.), Pimenta dedo-de-moga (Capsicum baccatum

L.) e salvia (cultivada) (Salvia officinalis L.). Para estes autores salmonella Enteritidis
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também demonstrou sempre a maior sensibilidade aos diferentes tipos de extratos, nas
condigdes de seus experimentos.

O extrato reconstituido (T4) apresenta valores arbitrarios inferiores indicando
novamente que a diluicdo tem uma grande influéncia na atividade antibacteriana.

Em nameros absolutos, na forma de extracdo alcodlica (rizoma in natura) nao
reidratada (T5), Salmonella Enteritidis, Enterococcus faecalis e Escherichia coli
apresentaram os maiores valores de sensibilidade antibacteriana, em ordem decrescente.

E recomendada a combinac&o do uso de acafrdo-da-terra como aditivo natural na
reducdo de bactérias causadoras de surtos alimentares, associada a outras técnicas com a
finalidade de conservacdo de alimentos. Os resultados sugerem a continuidade de
estudos objetivando a aplicacdo de diferentes métodos de obtencdo dos extratos de po
de rizomas e de rizomas in natura de acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.), tanto para
serem utilizados como solucBes conservantes ou como condimentos, na perspectiva de

qualidade, seguranca e sensorialidade alimentar.
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5 Discusséao geral

A seguranca alimentar vem merecendo destaque nos meios cientificos, pois tem
influéncia direta sobre a saude humana. A alimentacdo € fator primordial na rotina
didria da humanidade, ndo apenas por ser necessidade béasica, mas principalmente
porque a sua obtengdo tornou-se um problema de satde publica, uma vez que a falta de
alimentos ou ingestao de alimentos contaminados podem causar doencas.

Os condimentos também tém sua significacdo na historia da alimentacdo
humana. O homem primitivo, como o atual, desejava algo além do alimento em si;
tendo sido o sabor que desenvolveu a arte de comer e a de beber.

Desta forma, estudam-se novos agentes que venham auxiliar na racional
substituicdo dos conservantes quimicos, constantemente utilizados no controle do
crescimento bacteriano. A adicdo de condimentos naturais, em especial plantas
condimentares e aromaticas e seus produtos derivados, aparecem com relevante
importancia no seu possivel uso como potenciais agentes inibitorios do crescimento
bacteriano. Assim, estes condimentos que antes apresentavam, principalmente, como
agentes vetores de aromas, coloracdo e gostos caracteristicos aos alimentos, apresentam

agora uma nova perspectiva de uso.

Nas condig¢des do experimento permite-se concluir que:

1) A atividade antibacteriana de extratos de rizomas de acafrdo-da-terra
(Curcuma longa L.) apresentou-se seletiva para bactérias, sendo as bactérias mais
sensiveis Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis, enquanto que Escherichia coli
e Stahphylococcus aureus apresentaram a menor sensibilidade

2) Independente da forma de extracdo, das amostras e do acesso, inclusive da
classificacdo bacteriana (Gram-positiva ou negativa), em principio, a Intensidade de
Inibicdo bacteriana/bacteriostasia (IIN1B) prevalece sobre a Intensidade de Inativacéo
bacteriana/bactericidia (IINAB) nos diferentes extratos de acafrdo-da-terra a 50%. Em
outras palavras os extratos de acafrdo-da-terra mais inibem do que inativam as bactérias

nas condicdes do estudo.
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3) Diferentes amostras de p0 de rizomas de acafrdo-da-terra apresentam
atividade antibacteriana “in vitro” distintas, provavelmente relacionadas a perda de
componentes antibacterianos durante a sua industrializacdo, armazenamento ou
obtencdo a partir de matéria-prima de baixa qualidade. E possivel, também, que a
desidratacdo aplicada industrialmente aos condimentos ndo destrdi, mas diminui a agdo
dos constituintes que exercem efeito antimicrobiano.

4) Pode-se observar que: diferentes rizomas in natura de acafrdo-da-terra
também apresentam atividade antibacteriana diferenciada, possivelmente devido as
condicdes do solo, clima, disponibilidade de fitonutrientes, genética e selecéo,
influenciando os teores antimicrobianos da planta.

5) A forma de extracdo que utiliza a metodologia de reidratacdo da solugéo
conservante pode estar interferindo na eficacia antibacteriana destas soluc@es, 0 que ndo
diminui a importancia estratégica da utilizacdo dessas substancias conservantes no
controle de doengas de origem alimentar.

6) Apesar de se evidenciar uma reducdo nas concentracbes do indculos
bacterianos padr@es testados, o acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.) ndo devera ser o
unico meio preservativo em alimentos, considerando certa ineficacia, de acordo com a
forma de extrag&o, principalmente frente & Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

A combinacgdo do uso de acafrdo-da-terra como aditivo natural na reducdo de
bactérias causadoras de surtos alimentares, associada a outras técnicas com a finalidade
de conservacao de alimentos, € recomendada.

Os resultados sugerem a continuidade de estudos objetivando a aplicacdo de
diferentes métodos de obtencao dos extratos de pé de rizomas e de rizomas in natura de
acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.), tanto para serem utilizados como solucdes
conservantes ou como condimentos, na perspectiva de qualidade, seguranca e

sensorialidade alimentar.
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Anexo 1

Laudo de Identificacdo Botanica de Curcuma cf. longa L. (ZINGIBERACEAE):

Identificacio botinica de Curcuma cf. longa L. (ZINGIBERACEAE)

Material ¢ métodos: as coletas do material boténico foram realizadas em trés locais, com a
obtengfio das partes vegetativas e reprodutivas (Martin, 1995). Apos, cada material foi herborizado,
com o auxilio de prensa e jornal e catalogado conforme metodologia aplicada em taxonomia vegetal
(Min, In: Di Stasi, 1996).

Para a identificagio das espécies (Penso, 1980) foi utilizado um microscopio
esteroscopico “Zeiss aus Jena” e consulta a literatura especializada: Parodi, L.R.(ed.) 1959
“Enciclopedia Argentina de Agricultura y Jardineria”; além de comparagio com exsicatas do
herbério do Departamento de Botanica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN).
Posteriormente, o material foi incorporado ao ICN.

Caracteristicas botdnicas: planta herbaceae, rizomatosa e tuberosa. Folhas largamente pecioladas,
lanceoladas, acuminadas eglabras. Flores amarelas, reunidas em espigas protegidas por brécteas,
sendo as inferiores verdes e as superiores violaceas.

Origem e distribuigiio geogrifica: espécie nativa da Asia (Dimitri, 1959).

Material examinado: Curcuma cf. longa: BRASIL. RIO GRANDE DO SUL. Porto Alegre,
bairro Boa Vista, rua 14 de Julho, II1.2010, J M. Wiest ICN (165037).

Referéncias bibliograficas:

DIMITRI, M.J. 1959. Zingiberaceas. In: PARODI, L.R. (ed.) Enciclopedia Argentina de

Agricultura y Jardineria. Buenos Aires: S.A.C.I. v.1.

MARTIN, G.J. 1995. Ethnobotany — 'a people and plants' conservation manual. London:
Chapman & Hall. 268p.

MING, L.C. 1996. Coleta de Plantas Medicinais. In: DI STASI, L.C. (ed.) Plantas medicinais:

arte e ciéncia — um guia de estudo interdisciplinar. Séo Paulo: Ed. da UNESP. p.69-86.

PENSO, G. 1980. The role of WHO in the selection and characterization of medicinal plants

(vegetables drugs). Journal of Ethnopharmacology, Limerick,v.2. p.183-188.

Observagio:

A inclusdo da sigla “cf.” (conferatum) diz respeito ao fato de ndo me ter sido possivel
comparar esta exsicata com outras ja incorporadas no herbario ICN. Deste modo, esta sigla indica
que posteriormente, com a comparagdo com outras exsicatas do género Curcuma, serd possivel
confirmar se a espécie ¢ realmente a Curcuma longa.
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Porto Alegre, 23 de setembro de 2010.



