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RESUMO

As disfuncdes metabdlicas causadas pelo desequilibrio da microbiota intestinal estdo
sendo associadas ao consumo de alimentos industrializados. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar espécies de bactérias probioticas e a acao in vitro
de aditivos alimentares usados como conservadores e edulcorantes, bem como
possiveis substitutos destes aditivos, como cascas de frutas e 6leos essenciais. A
acao sobre o crescimento das bactérias foi investigada atraves de teste turbidimétrico
e pelas determinacbes das concentracdes minima inibitéria (MIC) e bactericida
minima (MBC). Em seguida, as culturas probiéticas foram expostas aos compostos
de maior acdo antimicrobiana e submetidas a cultivo em meio com inulina para
investigacdo da producdo de acidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato e
butirato), que foram analisados por cromatografia liquida. Os resultados obtidos
mostraram que 0s conservadores sorbato de potassio (25 mg/mL), benzoato de sddio
(5 mg/mL), bissulfito de sodio (0,7 mg/mL) e 1,5 mg/mL dos 6leos essenciais de canela
(Cinnamomum zeilanicum), cravo (Eugenia caryophyllata), orégano (Origanum
vulgare) e capim-limdo (Cymbopogon citratus) apresentaram maior acao
antimicrobiana sobre as espécies estudadas. Lacticaseibacillus rhamnosus foi
avaliada quanto a atividade metabdlica por citometria de fluxo na presenca de sorbato
de potéassio, sacarina e 0leo essencial de canela, o que demonstrou que o sorbato de
potassio causou injuria e morte em 35% da populacao e reducdo da producdo de
acidos graxos de cadeia curta. A sacarina, um dos edulcorantes avaliados, apresentou
acao antimicrobiana na concentracdo de 5 mg/mL, e reduziu a producéo de acidos
graxos de cadeia curta pelas espécies Lactococcus lactis, Lactobacillus acidophilus e
Lacticaseibacillus rhamnosus. O 6leo essencial de canela apresentou o menor valor
de MIC, de 0,31 mg/mL, para Bifidobacterium longum. Este 6leo essencial causou
injaria em 27% das células e diminuicao da producédo de acidos graxos de cadeia curta
em Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus e Lactococcus lactis. Em
relacéo aos extratos, a casca de melancia (Citrullus lanatus) agiu sobre Lactobacillus
acidophilus, Lacticaseibacillus rhamnosus e Bifidobacterium longum com inibicdes,
avaliadas pelo teste turbidimétrico, de 13, 10 e 24%, e na produc¢éo de acido acético
de 62, 90 e 17%, respectivamente. Assim, este extrato foi selecionado para
identificacdo de sua composicdo quimica. Por fim, o 6leo essencial de cravo
apresentou maior concentragdo de compostos fendlicos, com 902,6 mg EAG / ¢
amostra. A analise quimica do extrato etandlico de casca de melancia mostrou a
presenca de 19 compostos fenolicos dentre 49 moléculas principais encontradas, com
um valor de 11,7 mg EAG/g de amostra.



ABSTRACT

Metabolic dysfunctions caused by the imbalance of the gut microbiota have been
associated with the consumption of processed foods. Thus, this study aimed to
evaluate probiotic bacteria species and the in vitro effects of food additives used as
preservatives and sweeteners, as well as their substitutes, such as fruit peels and
essential oils. The inhibition of bacterial growth was evaluated by turbidimetric
detection, minimal inhibitory concentration (MIC), and minimum bactericidal
concentration (MBC). Then, the probiotic cultures were exposed to the compounds
with greater antimicrobial properties and subjected to cultivation in an inulin-based
medium for the production of short-chain fatty acids (acetate, propionate, and
butyrate), which went analyzed by liquid chromatography. The results showed that
potassium sorbate (25 mg/mL), sodium benzoate (5 mg/mL), sodium bisulfite (0,7
mg/mL), and 1,5 mg/mL of cinnamon (Cinnamomum zeilanicum), cloves (Eugenia
caryophyllata), oregano (Origanum vulgare), and lemongrass (Cymbopogon citratus)
essential oils exhibited greater antimicrobial power on the species studied. The
metabolic activity determined by flow cytometry with Lacticaseibacillus rhamnosus, in
the presence of potassium sorbate, saccharin and cinnamon essential oil,
demonstrated that potassium sorbate led to 35% of cell damage, and death, and lower
production of short-chain fatty acids. An antimicrobial effect was observed for
saccharin at 5 mg/mL, and lower production of short-chain fatty acids for the
Lactococcus lactis, Lactobacillus acidophilus, and Lacticaseibacillus rhamnosus
species. Cinnamon essential oil had the lowest MIC (0,31 mg/mL) for Bifidobacterium
longum, and caused damage in 27% of the Lacticaseibacillus rhamnosus cells, with
lower production of short-chain fatty acids for the Lacticaseibacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus, and Lactococcus lactis species. Concerning the extracts
studied, the watermelon peel (Citrullus lanatus) ethanolic extract presented a higher
inhibitory effect on Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus rhamnosus, and
Bifidobacterium longum, with 13, 10, and 24% inhibition, and 62, 90, and 17%
reduction of acetic acid production, respectively. The clove essential oil showed a
higher amount of phenolic compounds, with a 902,6 mg GAE/g sample. Finally, 49
compounds were identified in the chemical characterization of the watermelon peel
ethanolic extract, of which 19 were phenolic compounds, with a value of 11,7 mg
GAE/g of sample.
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1. INTRODUCAO GERAL

Estudos sobre a microbiota intestinal humana tém sido um dos desafios
atuais, pois existe a necessidade de uma melhor compreensdo de como 0s micro-
organismos podem influenciar a vida das pessoas e de como a presencga ou auséncia
de grupos microbianos especificos podem beneficiar a saude (RAY, 2012). Assim,
estudos relacionados a este tema aumentaram, principalmente para entendimento da
composicdo da microbiota e dos mecanismos de simbiose entre 0s micro-organismos
nela presentes (ORIACH et al., 2016).

No intestino se encontram micro-organismos sacaroliticos e proteoliticos
representados pelos Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Propionibacterium,
Escherichia, Enterococcus, Peptostreptococcus, Fusobacteria, Streptococcus,
Staphylococcus, Proteus, Clostridium, Bacillus e espécies pertencentes aos 25
géneros, subdivididos do antigo taxon, Lactobacillus (KASHTANOVA et al., 2016;
ZHENG et al., 2020).

Culturas probidticas como Lactococcus, Lactobacillus, Lacticaseibacillus,
Enterococcus e Bifidobacterium regulam muitos aspectos da fisiologia do hospedeiro,
incluindo funcd@o imunoldégica, estimulacdo da multiplicacdo de bactérias benéficas,
homeostase metabdlica e metabolismo de carboidratos, incluindo fibras (WONG et al.,
2019, MARKOWIAK & SLIZEWSKA, 2017). A hidrélise das fibras gera acidos graxos
de cadeia curta, que sdo produtos que regulam as células epiteliais do célon
(crescimento, proliferacéo e diferenciacéo), e atuam como substratos energéticos para
0 metabolismo da glicose, colesterol e lipidios (QUIGLEY 2010, HIRAYAMA &
RAFTER, 2012). Por outro lado, os alimentos in natura estdo sendo substituidos pelos
industrializados, devido a maior durabilidade e praticidade (FERREIRA, 2015). O uso
de aditivos nos alimentos industrializados causa preocupac¢do a saude do consumidor,
como também se a presenca destes ingredientes, quando ingeridos, podem causar
desequilibrio na microbiota intestinal, e com isso problemas como obesidade, diabete,
cancer, infeccbes, doencas cardiovasculares e psiquiatricas (FERREIRA, 2015;
ORIACH et al., 2016).

Os estudos sobre o aumento da vida de prateleira dos alimentos geraram
dados da acdo antimicrobiana dos conservadores sobre bactérias patogénicas e

deteriorantes de alimentos, mas ha poucos relatos sobre a acdo destas substancias
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em culturas probioticas (MIRZA et al., 2017). Vinderola et al. (2002) descreveram a
acao de aditivos e suas principais dosagens utilizadas na formulacdo de produtos
lacteos em bactérias probioticas, com o propésito de averiguarem se um produto para
consumo, adicionado de micro-organismos, teria reducdo da populacdo devido a
presenca destes ingredientes.

A busca por novos métodos de preservacao, com o proposito de diminuir o
uso de substancias sintéticas, toxicas e agressivas ao organismo, incentivou 0s
estudos sobre a utilizacdo de extratos de cascas de frutas e 0leos essenciais como
conservadores em alimentos (BERTINI et al., 2005; SIRAJUDIN et al., 2014). Dados
sobre acdo destes substitutos em bactérias probiéticas sao informagdes importantes,
pois ha relatos de ac¢Bes modulatérias dos compostos fendlicos na microbiota
intestinal, agindo em bactérias como Clostridium perfringens, Clostridium difficile e
Escherichia coli, favorecendo a competicdo de géneros como Lactobacillus e
Bifidobacterium (LAPARRA & SANZ, 2010; SELMA et al., 2009).

A preocupacao com a alimentacao e o uso de aditivos néo se limita apenas
aos conservadores. Suez et al. (2014), descreveram, através de testes in vivo,
problemas na ingestdo de adocantes e sua acdo sobre a composicdo da microbiota
intestinal, causando problemas metabdlicos no organismo, relacionados a absor¢céo
de glicose.

Diversos aditivos utilizados na industria de alimentos podem agir em micro-
organismos benéficos, sendo necessarios estudos adicionais sobre a acdo dos
edulcorantes, conservadores, 0leos essenciais e subprodutos de processos, como
extratos etandlicos de cascas de frutas, no crescimento e injaria bacteriana (EVERIS,

2001), o que foi proposto no presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a acao de conservadores, adogantes, 6leos essenciais e extratos
etandlicos de cascas de frutas sobre bactérias probidticas, verificando, através de
teste in vitro, o efeito sobre a populacdo e sobre a producdo de &cidos graxos de

cadeia curta.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito de conservadores, adocantes, 0leos essenciais e extratos
etandlicos de cascas de frutas sobre o crescimento das bactérias probidticas, através
da determinacéo da atividade antimicrobiana;

Avaliar a producao de acidos graxos de cadeia curta pelas bactérias apos
exposicdo ao benzoato de sédio, sorbato de potassio, sacarina, 6leo essencial de
canela e extrato etandlico de casca de melancia;

Avaliar a atividade metabdlica e danos celulares causados pelas amostras
de maior atividade antimicrobiana, elencando, para isto, uma das bactérias;

Estimar a concentracdo de compostos fendlicos dos 6leos essenciais e
extratos etandlicos de cascas de frutas e verificar a composi¢do quimica do extrato de

maior efeito inibitério sobre as bactérias.



17

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Probioticos

O sistema digestoério contém diferentes espécies microbianas que, quando
em equilibrio, favorecem o bom funcionamento do organismo (BIELECKA et al., 2002).
Uma das formas de manter este equilibrio é através da ingestdo de probidticos,
prebioticos e simbiodticos (BIELECKA et al., 2002; SAAD, 2006; SLAVIN, 2013).

Culturas probidticas sdo micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude (WHO,
2002).

No Brasil, conforme Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
estes micro-organismos, para serem selecionados e utilizados, precisam ter histérico
de uso seguro, auséncia de resisténcia aos antibioticos, adesao as células intestinais,
sobreviver a sais biliares e ambiente gastrico (NUENO-PALOP & NARBAD, 2011,
BRASIL, 2018). Em outros paises e continentes, eles necessitam atender aos seus
respectivos 0Orgaos reguladores como, por exemplo o FDA (Food and Drug
Administration) nos Estados Unidos e EFSA (European Food Safety Authority) na
Europa (SIMON, 2005; ANADON, 2006; GAGGIA et al., 2010; REID, 2016;
MARKOWIAK & SLIZEWSKA, 2017; WONG et al., 2019).

Géneros como Bifidobacterium (Filo Actinobacteria), Lactobacillus,
Lacticaseibacillus (e outros dos novos géneros provindos dos Lactobacillus),
Lactococcus e Enterococcus (Filo Firmicutes), sdo os principais probidticos utilizados
em alimentos por poderem ser isolados do sistema gastrintestinal de humanos
saudaveis (SAAD, 2006; BONGAERTS & SEVERIIJNEN, 2016; MARKOWIAK &
SLIZEWSKA, 2017; KERRY et al., 2018).

Alguns exemplos de espécies utilizadas como probidticas foram citadas por
Kerry et al. (2018), Markowiak & Slizewska (2017) e Saad (2006), sendo estas
Bifidobacterium bifidum, B. breve, B. animalis, B. longum e B. catenulatum, assim
como Lactobacillus helveticus, L. acidophilus, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L.
johnsonii, Lactococcus lactis, Limosilactobacillus fermentum, Lacticaseibacillus

rhamnosus, Ligilactobacillus salivarius e Enterococcus faecium.
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3.1.1 Firmicutes

O filo Firmicutes possui 3 classes, Bacilli, Clostridia e Erysipelotrichia, estas
classes sdo constituidas de 26 familias (VOS et al., 2011) e 246 géneros devido a
nova classificacdo do antigo tdxon dos Lactobacillus, dividindo este em 25 géneros
conforme seus clados (ZHENG et al., 2020).

Bactérias deste filo podem ser esféricas, retas, curvas e helicoidais, com
ou sem flagelos, aerdbias, anaerdbias e anaerdbias facultativas (VOS et al., 2011,
ZHENG et al., 2020).

A parede celular das espécies deste filo € composta por acido muramico
ou por &cido teicdico, conferindo rigidez. As bactérias, na sua maioria sdo Gram-
positivas, mas familias como Veillonellaceae e Syntrophomonadaceae coram como
Gram-negativas (VOS et al., 2011).

Alguns Firmicutes sdo termofilos e/ou halofilos. A maioria é
guimiorganotrofico, existindo também os fotoheterotréficos e os anoxigénicos. As
condicdes de multiplicacdo, para grande parte das espécies, sao favorecidas em pH
neutro, mas algumas bactérias sao aciddfilas ou se desenvolvem em pH alcalino (VOS
etal., 2011).

31.1.1 Enterococcus faecium

Género Enterococcus pertence a familia Enterococcaceae, que possuli
também os géneros Atopobacter, Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter,
Tetragenococcus e Vagococcus, Sdo cocos isolados, em pares ou em cadeias curtas
(DEVRIESE et al., 2006; VOS et al., 2011).

Espécies desse género, tais como E. faecalis e E. faecium sé&o isoladas de
alimentos e também de amostras clinicas (DEVRIESE et al., 2006).

A bactéria E. faecium ndo produz esporos e € oxidase negativa, anaerébia
facultativa e considerada do grupo acido lactica, por possuir caracteristicas como de
ser Gram-positiva, catalase negativa e pela capacidade de converter glicose em &cido
lactico como principal produto do metabolismo primario (FACKLAM et al., 1995;
HARDIE & WHILEY, 1997).

Culturas de E. faecium possuem o tempo de geracdo rapido em

comparagdo as outras bactérias acido lacticas e produzem compostos aromaticos
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como diacetil, acetoina e 2,3 butanodiol em queijos através da fermentacé&o do citrato
(CENTENO et al., 1999; AMARAL et al., 2017), enzimas como lipase e proteases
(GHRAIRI et al., 2008; RAMAKRISHNAN et al., 2016; CARDENAS et al., 2016;
KORDESEDEHI et al., 2018), capacidade de producdo de bacteriocinas
(ACHEMCHEM et al., 2005; BHARDWAJ et al.,, 2010; REHAIEM et al., 2010; AL-
HASHEDI et al., 2019; QIAO et al., 2020), assimilam e reduzem os niveis de colesterol
produzindo &cidos graxos de cadeia curta, como o propionato (HLIVAK et al., 2005;
ZHANG et al., 2017; ALBANO et al., 2018; MISHRA et al., 2019).

3.1.1.2 Lactococcus lactis

Bactérias do género Lactococcus sdo Gram-positivas, microaerdfilas, que
crescem entre 10 °C a 45 °C, produzem &cido lactico a partir da glicose e sdo cocos
gue se arranjam na forma individual, pares ou em cadeia (VOS et al., 2011).

Lactococcus lactis subsp. lactis consegue utilizar citrato na produgéao de
diacetil, mas esta capacidade € mediada por plasmideo por isso muito instavel
(SAMARZIJA et al., 2001). Bactérias desta espécie no séo formadoras de esporos,
nao possuem flagelos e algumas cepas sdo capazes de excretarem polissacarideos
extracelulares (SAMARZIJA et al., 2001).

O metabolismo da lactose de L. lactis acontece com assimilacao simultanea
da glicose e galactose, outra etapa intermediada por plasmideo (SONG, 2017,
SAMARZIJA et al., 2001). Esta espécie tornou-se um dos modelos genéticos de
bactérias acido lacticas por possuir um genoma pequeno (SONG, 2017).

Como Enterococcus, bactérias da espécie L. lactis, possuem enzimas
produtoras de compostos volateis (diacetil, acetaldeido e acetato) conferindo sabor
aos queijos (SONG 2017; CADINANOS et al., 2019). S&o, também, produtoras de
bacteriocinas (TODOROV et al.,, 2007; TURGIS et al.,, 2016; LOZO et al., 2017;
ACUNA et al., 2020) e peptideos com atividades na reducdo da pressdo arterial e
antitumorais (AYYASH, 2018; BELTRAN-BARRIENTOS et al., 2018; TANHAEIAN et
al., 2019; JACOUTON et al., 2019; JASKULSKI et al., 2020).
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3.1.1.3 Lactobacillus acidophilus

Género Lactobacillus detinha o maior numero do grupo de bactérias acido
lacticas, mas em abril de 2020, ele foi dividido em 25 novos géneros (ZHENG et al.,
2020).

Muitas espécies que pertenciam ao antigo género Lactobacillus possuem a
capacidade de produzir acidos graxos de cadeia curta através da fermentacdo de
carboidratos (LEBLANC et al., 2017; ZHENG et al., 2020).

Lactobacillus acidophilus séo bastonetes curtos, Gram-positivos, crescem
em temperatura 6tima de 37 °C a 42 °C (ALTERMANN et al., 2005), sdo pouco
tolerantes ao oxigénio (CLAESSON et al., 2007; VOS et al., 2011), incapazes de
sintetizar riboflavina, piridoxina, nicotinamida, biotina e acido félico (ALTERMANN et
al., 2005) sendo por isso necessario 0 uso de meios como o MRS-Man, Rogosa e
Sharpe (BULL et al., 2013).

Culturas de L. acidophilus, isoladas da microbiota intestinal, inclusive a
estirpe ATCC 4356 (BULL et al., 2013), possuem como principais caracteristicas,
resisténcia a bile (PFEILER & KLAENHAMMER, 2009; KHALEGHI et al., 2010)
tolerancia ao pH baixo, aderéncia a células do colon (PAN et al., 2009; BOTH et al.,
2010), producao de agentes antimicrobianos (TABASCO et al., 2009; SAAD et al.,
2015) e enzimas como B-galactosidase (ISMAIL et al., 2010; AHMAD et al., 2014).

Hé& estudos, sobre a capacidade de L. acidophilus mediar a resposta imune
(KLEIN et al., 2008; BRON et al., 2012; MAROOF et al., 2012) e reduzir o colesterol
sérico no organismo (SHAH, 2007; HUANG et al., 2014; TOMARO-DUCHESNEAU et
al., 2014; SHAO et al., 2017).

3114 Lacticaseibacillus rhamnosus

Lacticaseibacillus rhamnosus (ZHENG et al., 2020) é uma bactéria acido
lactica e possui formato de bastonete curto, sendo Gram-positiva, hdo esporulada,
anaerdbia facultativa e com temperatura 6tima de crescimento de 30 °C a 40 °C (VOS
etal., 2011).

A capacidade heterofermentativa facultativa possibilita a espécie utilizar
pentoses para produzir acido acético (OLIVEIRA et al., 2012). Lacticaseibacillus

rhamnosus € encontrada em derivados de leite, cavidade vaginal e no trato



21

gastrointestinal, com caracteristica transitéria neste local (REUTER, 2001, SUCCI et
al., 2005; LEAO et al., 2015).

Douillard et al. (2013), utilizaram como comparacdo a cultura de L.
rhamnosus GG, principal espécie probiotica e analisaram geneticamente o
comportamento de 100 variedades de L. rhamnosus, isolados de alimentos e seres
humanos. As espécies isoladas de humanos foram as que se aproximaram das
caracteristicas do L. rhamnosus GG, concluindo que o local de origem pode influenciar
nas caracteristicas metabdlicas, sistema de resisténcia a fagos, reacdes ao estresse
e comportamento de colonizagao.

Lacticaseibacillus rhamnosus é produtor de enzimas como proteases e (3-
galactosidase (AZARNIA et al., 2010; PITHVA et al.,, 2014) e exopolissacarideos
(BLEAU et al., 2010; SHAO et al., 2014).

3.1.2 Actinobacteria

O filo Actinobacteria € dividido em 6 classes, denominadas de
Actinobacteria, Acidimicrobidiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria e
Thermoleophilia, 21 ordens, 54 familias e 246 ¢géneros (LUDWIG, 2012,
GOODFELLOW, 2015).

Bactérias deste filo sdo Gram-positivas ou variaveis, aerobias, anaerébias
facultativas ou anaerdbias. A composicdo da parede celular varia entre as espécies,
apresentando acido muramico e acido teicéico (LUDWIG, 2012). Os géneros séo
guimiorganotroficos e crescem em pH neutro, mas também existem os grupos dos
acidofilos e os que toleram pH alcalino (LUDWIG, 2012; GOODFELLOW, 2015). As
células podem ser no formato de cocos ou bastonetes em filamentos parecidos com
micélios (LUDWIG, 2012; GOODFELLOW, 2015).

Actinobacteria é saprofito e algumas espécies sdo patogénicas para
plantas e animais. Este filo esta presente em ambientes aquéaticos, terrestres e
organismos (GOODFELLOW, 2015).
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3.1.21 Bifidobacterium longum

Bifidobacterium longum é encontrada em ambiente gastrointestinal de
adultos e criancas, tem por caracteristica possuir uma grande variedade de
plasmideos, formato de bastonete, Gram-positiva, anaerdbica, microerotolerante,
catalase negativa (SGORBATI et al., 1995; REUTER, 2001; BIAVATI & MATTARELLI,
2015; MATTARELLI et al., 2017).

Género Bifidobacterium é fastidioso e sensivel a algumas condicbes
ambientais como umidade, temperatura, acidos estomacais e sais biliares (KLEIN et
al., 1998; LIEVIN et al., 2000).

Bifidobacterium longum é capaz de hidrolisar fruto-oligossacarideos a
acidos graxos de cadeia curta, (LEAHY et al., 2005; MATTARELLI et al., 2008), e a
sintese destes produtos € regulada pela quantidade de carboidratos presentes no
meio (MACFARLANE & MACFARLANE, 2003; LEBLANC et al., 2017).

Bactérias probidticas da espécie B. longum sdo importantes por serem
capazes de colonizar o trato gastrointestinal humano, gerarem equilibrio (WONG et
al., 2019), modularem a resposta imunoldgica (LAPARRA et al., 2012; AKATSU et al.,
2013), melhorarem o metabolismo dos lipidios (XIAO et al., 2003; AN et al., 2011) e
auxiliarem na acao antioxidante (LIN & CHANG, 2000; YEUNG et al., 2016; BIANCHI
et al., 2018).

3.1.3 Mecanismos de atuagcdo de micro-organismos probioticos

As culturas probidticas agem no organismo interagindo com o sistema
imunoldgico, aderindo e realizando a manutencgéo da integridade da barreira epitelial
do intestino e produzindo importantes metabdlitos, como vitaminas do complexo B,
enzimas, coenzimas, agentes antimicrobianos e anticancerigenos (NG et al., 2009;
BERMUDEZ-BRITO et al., 2012; BUTEL, 2014; ALMADA et al., 2015; REID, 2016).

O trato gastrointestinal possui 70% das células envolvidas no sistema
imunoldgico e bactérias probidticas podem estimular a imunidade, através do aumento
dos linfocitos T e B e da atividade dos macrofagos (HIRAYAMA & RAFTER, 2012).

A barreira fisica contra agentes estranhos que existe no intestino € mantida
por células que produzem muco, peptideos antimicrobianos e lisozimas (ALMADA et

al., 2015). Os micro-organismos probi6ticos, ao aderirem nesta barreira, estimulam a
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producdo de muco e assim agem na manutencéo e integridade da mesma (NG et al.,
2009, BERMUDEZ-BRITO et al., 2012; ALMADA et al., 2015).

A competicdo pelos nutrientes e espago é outra caracteristica importante
da acdo das culturas probioticas, assim como também a capacidade de produzir
agentes antimicrobianos, criando um ambiente hostil para bactérias patogénicas e
carcinogénicas, produtoras, por exemplo, de nitrosaminas (ELMUNZER et al., 2012).

No ambiente de crescimento de culturas probidticas ha formacao de
bacteriocinas (DRIDER et al., 2016; HEGARTY et al., 2016), espécies reativas de
oxigénio (LIN et al., 2009), conjugados de acidos biliares (BERMUDEZ-BRITO et al.,
2012) e acidos organicos, reduzindo o pH (BUTEL, 2014; ALMADA et al., 2015;
LEBLANC et al., 2017).

Os principais acidos graxos de cadeia curta envolvidos sdo acido aceético,
acido butirico e acido propidnico, produtos da quebra de fibras ndo digeriveis como
celulose e oligossacarideos. Os &cidos organicos promovem o crescimento das
células epiteliais da mucosa do colon controlando a diferenciacéo, inflamacéao e o
estresse oxidativo (QUIGLEY, 2010).

O acetato é produzido a partir do piruvato via acetil-CoA e também pela via
Wood-Ljungdahl. O butirato € sintetizado a partir de duas moléculas de acetil-CoA,
produzindo acetoacetil-CoA, que é posteriormente convertido em butiril-CoA via [3-
hidroxibutiril-CoA e crotonil-CoA. O propionato pode ser formado a partir da
fosfoenolpiruvato, através da via do succinato ou da via do acrilato, na qual o lactato

€ reduzido a propionato (KOH et al., 2016).

3.2 Aditivos em alimentos — Conservadores e Edulcorantes

Aditivos alimentares séo substancias que podem ou néo ter valor nutritivo
e sao adicionados intencionalmente para fins tecnoldgicos (incluindo os
organolépticos) nas fases de preparacgédo, tratamento, acondicionamento, transporte e
armazenamento do alimento (FAO/WHO; POLONIO & PERES, 2009; GAVA et al.,
2009; NEELAM & MISHRA, 2018).

Os aditivos sdo controlados e avaliados através da IDA (Ingestdo Diaria
Aceitavel), parametro desenvolvido pelo JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives) (FAO/WHO; GAVA et al., 2009; BRASIL, 1997).
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O aumento da ingestdo de aditivos, principalmente conservadores e
edulcorantes, esta sendo discutida atualmente devido as associacbes com problemas
de saude relacionados a alergias, alteragbes comportamentais e surgimento de
canceres (POLONIO & PERES, 2009; RAPOSA et al., 2016; SHARIATI et al., 2016;
XIE et al., 2016).

Por estes motivos, produtos extraidos, por exemplo, de vegetais, com
acOes similares aos aditivos sintéticos estdo sendo estudados (SEETARAMAIAH et
al., 2011; TAKWA et al., 2018; SCHLOSSER & PRANGE, 2019).

3.2.1 Conservadores (conservantes)

Os conservadores sdo substancias que, quando adicionadas, agem
evitando a deterioragdo microbiana e/ou enzimatica do alimento, aumentando a
estabilidade, vida de prateleira e obtencédo de alimentos seguros (SHARIATI et al.,
2016; MIRZA et al., 2017; NEELAM & MISHRA, 2018).

Existem mais de 3000 aditivos disponiveis no mercado e alguns deles séo
usados como antioxidantes e agentes antimicrobianos (MIRZA et al., 2017).

Antimicrobianos como benzoatos, sulfitos, nitratos e sorbatos sdo muito
utilizados em alimentos, agindo em bactérias e fungos, mas também no organismo
humano (PEREIRA et al., 2008; SHARIATI et al., 2016).

3211 Benzoato de sédio INS 211

O sal de benzoato de sodio é produzido pela neutralizacdo do &cido
benzoico e este conservador pode ser usado em dosagem de até 0,1% em alimentos
acidos, como suco de frutas, picles, conservas, geleias e refrigerantes (BRASIL, 2013;
NOORAFSHAN et al., 2014, MIRZA et al., 2017, NEELAM & MISHRA, 2018).

A industria vem usando o acido benzoico e seus sais por aproximadamente
um século para conservar alimentos e, mais recentemente, na fabricagcdo de
cosmeéticos (NOORAFSHAN et al., 2014; MIRZA et al., 2017).

O &cido benzoico é um &acido organico fraco que pode ser sintetizado a

partir do tolueno, e que também existe em ameixas e amoras (WAWASE et al., 2008).
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A FAO/WHO (JECFA) determinou a IDA do benzoato de s6dio e potassio
em 5 mg/kg (ZENGIN et al., 2011).

O benzoato de sddio é metabolizado nas mitocdndrias e eliminado na forma
de hipurato pelos rins (LENNERZ et al., 2015). Ha relatos de efeito genotoxico em
linfécitos, nas concentragcfes de 6,25 a 100 ug/mL (ZENGIN et al., 2011), formacao
de benzenos através de reacdes com acido ascorbico, catalisada por metal e reacdes
alérgicas (BONACCORSI et al., 2012; MIRZA et al., 2017).

3.21.2 Sorbato de potassio INS 202

O sorbato de potassio € um dos sais do acido soérbico utilizado como
conservador, principalmente contra fungos, e permitido nas concentragdes de 0,03%
em bebidas lacteas, 0,02% em carnes e 0,1% em produtos vegetais, sendo também
utilizado em medicamentos e cosméticos (BRASIL, 2005; MAMUR et al., 2012;
ANAND & SATI, 2013; BRASIL, 2013). Os niveis aceitaveis de ingestdo diaria,
recomendados pela FAO/WHO (JECFA) sao de 25 mg/kg. O sorbato, em solugbes
aquosas, se decompdem por oxidacdo e essa reagdo pode ser acelerada em
condi¢cBes de pH baixo, temperatura alta e luz (MIRZA et al., 2017). Piper & Piper
(2017) descreveram que o produto gerado da oxidacdo tem efeito genotoxico.

O sorbato de potéassio é absorvido por difusdo no estbmago e se dissocia
em potéssio, acido sorbico e sorbitol. Apos a dissociacao, o acido sorbico é absorvido
pelo intestino delgado, onde 85% é metabolizado em dioxido de carbono, 2%
eliminado na urina, 0,4% nas fezes e a parte restante se mantém no organismo
(DEHGHAN et al., 2018).

3.2.13 Nitrito de s6dio INS 250

Nitritos e nitratos, além da acdo contra a bactéria Clostridium botulinum,
sao utilizados em alimentos, geralmente em embutidos carneos, como fixadores de
cor (ESKIN & SHAHIDI, 2015).

O nitrito pode agir sobre a hemoglobina, oxidando o ferro, produzindo a
metamioglobina e impedindo a funcao normal do transporte de oxigénio, causando no

organismo um aumento da pressao arterial e doencas cardiacas (BRUNING-FANN &
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KANEENE, 1993; POLONIO & PERES, 2009). No intestino, através da fermentacéo
por bactérias Gram-negativas, nitritos formam nitrosaminas, um composto
cancerigeno, sendo bem mais téxico que o nitrato, porém o nitrato se reduz a nitrito
na corrente sanguinea (CAMMACK et al., 1999; ESKIN & SHAHIDI, 2015; XIE et al.,
2016).

A FAO/WHO estabeleceu para nitrito a IDA maxima de 0,06 mg/kg e para
o nitrato IDA, de 3,7 mg/kg, proibindo o uso de nitrito em alimentos infantis para
menores de trés meses. A legislacédo permite o limite maximo de 0,015% de nitrito de
sédio em produtos carneos (BRASIL, 2019).

3.214 Bissulfito de s6dio INS 222

Os sulfitos, incluindo o diéxido de enxofre e seus sais de sodio, potassio e
célcio, sdo aditivos de acdo antimicrobiana, agindo em bactérias e leveduras, como
também sdo antioxidantes inibindo escurecimento em sucos, néctares, frutas secas,
frutos do mar, compotas, bebidas gaseificadas e alcodlicas (MACHADO et al., 2006;
FERREIRA, 2015). O bissulfito de sodio apresenta IDA de 0,7 mg/kg (FAO/WHO) e
pode ser adicionado em produtos de frutas e vegetais nas concentracfes até 0,005%
para a acédo antioxidante, e 0,01% como conservador (BRASIL, 2013).

Pessoas com problemas pulmonares e respiratorios devem evitar este
aditivo (FAVERO et al., 2011; FERREIRA, 2015). Os sulfitos apresentam acéo
carcinogénica e provocam hiperatividade em criancas (MACHADO et al., 2006;
FAVERO et al., 2011; FERREIRA, 2015).

Os sulfitos, grande parte, sdo absorvidos no intestino, transformados em
sulfato no figado e excretados na urina. Sulfitos ingeridos podem, por acdo da
microbiota intestinal, se transformar em sulfeto de hidrogénio (H.S) (EFSA, 2016;
GARCIA-FUENTES et al., 2015).

3.2.2 Edulcorantes

Edulcorantes ou adocantes como sacarina, aspartame, ciclamato e
esteviosideos sdo produtos que podem atribuir sabor doce aos alimentos em
substituicdo a sacarose (GAVA et al., 2009; SILVA, 2016).
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O consumo de adogcantes vem aumentando por causa da reducdo de
custos e demanda da populagcéo em ingerir menos calorias, e/ou normalizar o nivel de
acucar no sangue (FITCH & KEIM, 2012; GARDNER et al., 2012; SUEZ et al., 2014).

Recentemente, estudos relatam que o0s edulcorantes estdo sendo
associados a alguns problemas de saude pelo fato de desequilibrarem a microbiota
intestinal, causando doencas como diabete tipo 2 (ANTON et al., 2010; SUEZ et al.,
2014; PEPINO, 2015; SILVA et al., 2016).

A maioria dos edulcorantes passa pelo trato gastrointestinal humano intacto
e entra em contato com a microbiota intestinal (ROBERTS et al., 2000; CLAESSON
etal., 2012; MUEGGE et al., 2011; SUEZ et al., 2014; PEPINO, 2015).

Os efeitos antimicrobianos e bacteriostaticos dos edulcorantes, sacarina,
sucralose, aspartame e estévia, em micro-organismos orais, foram demonstrados por
Prashant et al., (2012). Esta agdo ndo se limita somente as bactérias orais, podendo
estender-se a microbiota intestinal (PALMNAS et al., 2014; SUEZ et al., 2014;
PEPINO, 2015; DALY et al., 2016).

3221 Estévia — Glicosideo de esteviol INS 960

O adocante estévia € origindrio de um arbusto (Stevia rebaudiana)
encontrado na América Latina em paises como o Paraguai, Brasil e Argentina (GOYAL
et al., 2010, YADAYV et al.,, 2011). Essa planta é conhecida e usada por muitas
geracOes de povos indigenas destas regides, para fins terapéuticos e atribuicdo de
sabor em bebidas (GOYAL et al., 2010, YADAV et al., 2011; SAMUEL et al., 2018).

O esteviosideo, composto em maior quantidade, € um tipo de glicosideo
esteviol primario, ndo caldrico, responsavel pelo sabor doce de 50 a 350 vezes a mais
gue a sacarose (GOYAL et al., 2010, YADAV et al., 2011; SAMUEL et al., 2018).
Existem atualmente mais de 40 glicosideos de esteviol identificados (PURKAYASTHA
et al., 2016).

O metabolismo da estévia demonstra que o glicosideo esteviol chega
intacto até o intestino onde a parte da molécula referente ao agucar é consumida pelos
micro-organismos, enquanto a outra é absorvida, sendo metabolizada no figado e
excretada pelo rim (GEUNS et al., 2007; PURKAYASTHA et al., 2016; MAGNUSON
etal., 2016; SAMUEL et al., 2018).
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A FAO/WHO (JECFA) determinou a ingestao diéria aceitavel de glicosideo
esteviol de 4 mg/kg e a legislacdo brasileira permite a adicdo de até 0,06% em
alimentos e bebidas (BRASIL, 2008).

3.2.2.2 Sacarina INS 954

A sacarina foi descoberta acidentalmente em 1878 por Remsen & Fahlberg
e era utlizada como remédio para controlar doencas como diabete
(CHATTOPADHYAY et al., 2014; MAGNUSON et al., 2016).

A caracteristica acida da sacarina dificulta a solubilidade em agua e a
mesma necessita ser convertida em sal, com hidréxido de sédio ou calcio. Este
edulcorante aceita uma ampla faixa de pH, mas € menos estavel em temperaturas
acima de 125 °C. O poder adogante da sacarina é 300 a 500 vezes maior que o da
sacarose, sendo a IDA de 5 mg/kg (DUBOIS, 2012; CHATTOPADHYAY et al., 2014;
MAGNUSON et al.,, 2016). Em alimentos e bebidas, o0 maximo permitido pela
legislacdo € de 0,015% (BRASIL, 2008).

A sacarina é absorvida no intestino e eliminada em grande parte na urina.
Quando absorvida liga-se reversivelmente as proteinas plasmaticas e € distribuida
pelo sangue para os 06rgdos do corpo, inclusive placenta e tecidos fetais de ratos,
macacos e seres humanos (MAGNUSON et al., 2016; BIAN et al., 2017). Ha relatos
de alteracéo da microbiota intestinal por causa de seu consumo ( SUEZ et al., 2014,
MAGNUSON et al., 2016; BIAN et al., 2017).

3.2.23 Ciclamato INS 952

O ciclamato, sal de acido N-ciclo-hexil-sulfamico é soluvel em &agua,
principalmente na presenca de sais de calcio, sendo 30 vezes mais doce que a
sacarose, possui um sabor residual amargo e por causa das duas Ultimas
caracteristicas, é utilizado em conjunto com outro adogante, geralmente a sacarina,
aspartame e/ou acessulfame K (DUBOIS, 2012; CHATTOPADHYAY et al., 2014).

No intestino, uma parte da molécula do ciclamato é absorvida e a outra

parte pode ser metabolizada por bactérias a ciclohexilamina, composto cancerigeno.
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Por isso, a IDA de 11 mg/kg foi determinada pela toxicidade deste produto da
fermentacdo (CHATTOPADHYAY et al., 2014; MEDINA et al., 2019).

O ciclamato ndo se concentra nos tecidos, sendo eliminado pela urina
(DUBOIS, 2012). Em formulac@es de alimentos e bebidas o limite maximo de adi¢ao
é de 0,04% (BRASIL, 2008).

3.2.24 Sucralose INS 955

A sucralose é um edulcorante derivado da sacarose, com a diferenca de
possuir atomos de cloro no lugar de grupos hidroxilas na molécula. Esta alteracdo
causa o0 aumento de 600 vezes no poder de docura (MAGNUSON et al., 2016).

Ha& relatos de que a sucralose pode produzir, em altas
temperaturas, substancias prejudiciais como cloropropandis e dioxinas (RAHN &
YAYLAYAN, 2010; DONG, et al., 2013; SCHIFFMAN & ROTHER, 2013; EISENREICH
et al., 2020).

A sucralose é soluvel em agua, tolera ampla faixa de pH e néo é digerida
em monossacarideos, saindo praticamente intacta pelo intestino e urina. Sua IDA foi
determinada pela JECFA em 15 mg/kg (MAGNUSON et al., 2016). A legislacéo
permite a adicdo méxima de 0,04% para alimentos e 0,025% para bebidas (BRASIL,
2008).

Estudos descrevem que, em altas concentracdes, ocorre efeito inibitério em
bactérias orais (BOWEN et al., 1990; OMRAN et al., 2013).

3.2.25 Aspartame INS 951

O aspartame € uma molécula cristalina branca, 200 vezes mais doce que
a sacarose e pouco soluvel em agua (3 g/100 mL em pH 3). Sua estrutura € composta
por éster metilico, L-aspartico e L-fenilalanina (CHATTOPADHYAY et al., 2014). O
FAO/WHO (JECFA) estabeleceu IDA de 40 mg/kg e no Brasil o limite maximo para
ser adicionado em alimentos e bebidas é de 0,075% (BRASIL, 2008).

O aspartame € metabolizado em metanol, acido aspértico e fenilalanina.
Estes compostos sdo absorvidos no intestino chegando a corrente sanguinea
(BUTCHKO et al.,, 2002; MAGNUSON et al., 2016). Por causa da conversdo no
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organismo a fenilalanina, pessoas fenilcetonuricas ndo podem consumir alimentos
com este edulcorante (CHATTOPADHYAY et al., 2014).

3.3 Fitoquimicos

Fitoquimicos séo classificados conforme o papel que exercem no
metabolismo das plantas, podendo ser compostos primarios e secundarios (SAXENA
et al., 2013).

Os compostos priméarios sdo os polissacarideos, acucares, proteinas e
gorduras, substancias essenciais a sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas
(SAXENA et al., 2013).

Os constituintes secundarios, responsaveis por caracteristicas de cor,
aroma e protecdo a planta, sdo os alcaloides, terpenos, esteroides, saponinas,

compostos fendlicos e seus respectivos glicosideos (HARITH et al., 2018).

3.3.1 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos possuem em suas estruturas, anéis aromaticos com
grupos hidroxila, existindo mais de 8.000 estruturas conhecidas, variando de
moléculas simples a polimerizadas (LATTANZIO et al., 2008; DAl & MUMPER, 2010).

Os principais compostos fendlicos vegetais sdo os polifendis, acidos
fendlicos e taninos. Os estilbenos e lignanas aparecem em algumas espécies, mas
em menores concentracdes (DAl & MUMPER, 2010; SAXENA et al., 2013).

Os acidos fendlicos se apresentam no vegetal, principalmente nas formas
insollveis ou ligadas na forma de glicosideos ou ésteres ligados a compostos
organicos (SAXENA et al., 2013). Estes acidos séo classificados em derivados do
acido benzoico (acido galico como exemplo) e derivados do acido cinamico (acido
cafeico e ferdlico, por exemplo) (RODRIGUEZ et al., 2009; DAl & MUMPER, 2010).

Ja os flavonoides se apresentam como glicosideos com moléculas de
acucares ligadas por meio do grupo OH (O-glicosideos) ou por ligacdes carbono-
carbono (C-glicosideos) (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).

Os polifendis mais importantes na area de alimentos sao os flavonoides,

gue possuem como estrutura um nucleo com flavana, contendo 15 atomos de carbono
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dispostos em trés anéis (C6-C3-C6), denominados de A, B e C, divididos em seis
subgrupos: flavonas, flavondis (catequinas e proantocianidinas), flavanonas,
isoflavonas e antocianinas, de acordo com a oxidagdo do anel C e ao grau de
hidroxilacdo, metoxilacdo, prenilacdo ou glicosilacdo (ANDERSEN et al., 2005;
RODRIGUEZ et al., 2009; DAl & MUMPER, 2010), e os taninos que podem ser
hidrolisaveis e condensados.

Os taninos hidrolisaveis sdo compostos contendo um nudcleo central de
glicose ou outro poliol esterificado com acido galico, chamado de galotaninos, ou com
acido hexa-hidroxidifénico, elagitaninos. Os tipos condensados, pro-antocianidinas,
séo oligbmeros ou polimeros de flavan-3-ol (DAl & MUMPER, 2010; SAXENA et al.,
2013).

A diversidade estrutural dos taninos € resultado da variagdo na
hidroxilacdo, padrdo estereoquimico dos trés centros quirais e na localizag¢éo e tipo
de ligacao inter-flavana, bem como no grau de metoxilacdo, glicosilacdo e galoilagéo
(DAl & MUMPER, 2010).

3.3.2 Alcaloides

Os alcaloides receberam esta denominacéo pelo fato de serem compostos
de carater basico, mas com o tempo esta definicdo foi alterada pela presenca de
nitrogénio em um sistema de anel heterociclico (KUKULA-KOCH & WIDELSKI,
2017).

As plantas sao as principais fontes de alcaloides com aproximadamente
27.000 compostos descritos, onde geralmente estdo nas formas ligadas aos acidos
organicos, ésteres, taninos ou acucares (KUKULA-KOCH & WIDELSKI, 2017).

A nomenclatura ndo foi sistematizada e a maioria dos nomes se originou
das plantas das quais foram isolados, ou por suas caracteristicas fisiolégicas
(SAXENA et al., 2013).

Os parametros utilizados na classificacdo se baseiam na estrutura quimica
(aminas priméarias, secundarias, terciarias ou quaternarias), atividade biologica, via de
biossintese e ocorréncia (KUKULA-KOCH & WIDELSKI, 2017).

Conforme Aniszewski (2007), baseado na estrutura existem 3 tipos de

alcaloides, os verdadeiros, derivados de aminoacidos heterociclicos, os
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protoalcaldides aminoacidos, mas nd&o heterociclicos e o0s pseudoalcaloides,

derivados de precursores de aminoacidos.

3.3.3 Terpenos

Os terpenos sao hidrocarbonetos insaturados, lipidios derivados de
unidades de isopreno, que possuem férmula molecular CsHs, volateis e aromaticos
(BREITMAIER, 2006; KANDI et al., 2015). A quantidade conhecida, desta classe de
compostos chega ao nimero de 55.000 (GUIMARAES et al., 2014).

As estruturas dos terpenos sdo muito diversificadas (GUIMARAES et al.,
2014). A maioria das moléculas é diferenciada pelos grupos funcionais ligados aos
anéis e pelo esqueleto de carbono, sendo chamadas de terpenoides, quando ha
diferentes grupos funcionais e pelo grupo metila que se locomove em varias posi¢cdes
(PERVEEN & AL-TAWEEL, 2018).

A classificacao dos terpenos e terpenoides ocorre através da quantidade
de unidades de isopreno: hemiterpeno (1), monoterpenos (2), sesquiterpenos (3),
diterpenos (4), sesterterpenos/sesterpenos (5) triterpenos (6), tetraterpenos (8) e
politerpenos (muitas unidades) (SAXENA et al., 2013; KANDI et al., 2015, SILVA et
al., 2020).

Entre os metabdlitos secundarios de plantas, os terpenoides apresentam
funcdes diversificadas como sinalizadores de fito-hormonios e fitoalexinas (compostos
volateis que atrai polinizadores), como também podem dar o sabor amargo e/ou
toxicos, quando os compostos sdo menos volateis (SAXENA et al., 2013; PERVEEN
& AL-TAWEEL, 2018).

3.33.1 Esterois

Os esterodis sao lipidios encontrados nos seres vivos, quando estdo em
animais sdo chamados de colesterol, e fitoesterdis quando estdo presentes em
vegetais terrestres (ITO et al., 2017).

Os fitoesterdis pertencem a familia de triterpenos e possuem as estruturas

em anéis, de 27 a 30 carbonos, com grupos hidroxila (ISLAM et al., 2017).
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Os principais fitoesterdis sao estigmasterol, B-sitosterol e campesterol
(DUESTER, 2001; MARTINS et al., 2004; ITO et al., 2017).

Os esterdis podem ser encontrados como uma mistura (ITO et al., 2017),
livres, ligados com ésteres (acidos graxos ou fendlicos) ou na forma de glicosideo
(ISLAM et al., 2017). Uma dessas intera¢des é com fosfolipidios, ajudando as células
vegetais a manter a fluidez e a permeabilidade da membrana plasmatica
(ABOOBUCKER & SUZA, 2019).

3.3.4 Saponinas

As saponinas sdo moléculas com um alto peso molecular, contendo 27 a
30 atomos de carbono nas por¢cdes denominadas de genina, sapogenina ou agliconas
(SINGH et al., 2017; AZIZ et al., 2019). A classificagdo da saponina, ocorre a partir
desta parte apolar, em trés grupos: glicosideos triterpenoides, esteroides glicosilados
e alcaloide esteroidal glicosilado (HOSTETTMANN & MARSTON, 2005; SAXENA et
al., 2013).

A combinacdo de moléculas apolares com polares explica a formacéo de
espuma em solucdes aquosas (VINCKEN et al., 2007; KHARKWAL et al., 2012).

Os acucares mais usuais que fazem ligacdo glicosidica, sédo glicose,
galactose, xilose, arabinose, ramnose ou acido glucurénico (SAXENA et al., 2013;
SINGH et al., 2017).

As saponinas sao divididas também em relacdo a ligacéo glicosidica, em
monodesmosidicas (uma cadeia de acucar ligada ao carbono 3 da aglicona) e
bidesmosidicas (duas cadeias de agucares ligadas separadamente ao carbono 3 e 22
da aglicona) (SINGH et al., 2017).

A estrutura quimica da aglicona segrega os grupos em A, B e E. O grupo A
possui 0 grupo hidroxila no carbono 21, o grupo B possui hidrogénio e o grupo E é a

oxidacao do grupo B por possuir um grupo carboxila no carbono 22 (SALGADO, 2017).
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3.3.5 Glicosideos

Os (glicosideos sdo uma classe de derivados de carboidratos
caracterizados pela substituicdo do grupo hidroxila anomeérico por O-glicosideos, N-
glicosideos, S-glicosideos (CAREY, 2011).

Os compostos fendlicos, terpenos, alcaloides, saponinas entre outros
fitoquimicos podem se apresentar na forma de glicosideos (BIERNAT et al., 2018).

Theilmann et al. (2017) e Biernat et al. (2018) discutiram em seus trabalhos
que a biodisponibilidade e bioatividade de compostos glicosilados sdo modulados pela
microbiota intestinal.

Bactérias &cido lacticas isoladas do intestino, sendo uma delas o L.
acidophilus, possuem genes capazes de metabolizar glicosideos vegetais, gerando
agliconas bioativas, compostos energéticos para células epiteliais humana e bactérias
(THEILMANN et al., 2017).

34 Oleos essenciais e Extratos etandlicos de cascas de frutas

Os Oleos essenciais sao sintetizados durante o metabolismo secundario de
plantas aromaticas e armazenados em células secretoras, epidérmicas, cavidades e
canais, sendo compostos organicos, aromaticos, volateis, complexos e com baixo
peso molecular (BAKKALI et al., 2008; BURT, 2004).

Oleos essenciais séo liquidos & temperatura ambiente e com propriedades
hidrofébicas (HYLDGAARD et al., 2012).

Os compostos que estdo presentes em Oleos essenciais e cascas de frutas
apresentam as funcbes de protecdo (acdo bactericida e fungicida) e mensageiros
guimicos, atraindo, por exemplo, insetos polinizadores (BASER & BUCHBAUER,
2015; BAKKALLI, et al., 2008; LEE & PAIK 2016).

Quanto a acdo na célula microbiana, os 06leos essenciais e extratos
etandlicos de cascas de frutas sdo capazes de danificar a sintese de proteinas
(incluindo enzimas, paredes e membranas celulares), interferem na produgédo de
energia celular e na replicacao e transcricdo de DNA / RNA (LEE & PAIK 2016).

Os produtos de origem vegetal apresentam como compostos ativos

hidrocarbonetos, alcoois, terpenos/terpenoides, aldeidos, cetonas, fendlicos
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(flavonoides, quinonas, taninos e cumarinas), ésteres, oOxidos, peroxidos
e alcaloides em diferentes concentracdes (BAKKALI et al., 2008; HYLDGAARD et al.,
2012; BASER & BUCHBAUER, 2015; GYAWALI & IBRAHIM, 2014).

Selma et al. (2009) e Chacar et al. (2018) relataram gque compostos
fendlicos presentes em produtos de origem vegetal podem modular a microbiota
existente no organismo, devido a acao sobre o crescimento microbiano. Lee et al.
(2006) demonstraram que compostos fendlicos de Camellia sinensis (cha preto)
favoreceram o crescimento de algumas bactérias do ambiente intestinal como
Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp., e inibiram patégenos como E. coli, Salmonella
sp., Pseudomonas sp., Clostridium sp. e Bacteroides sp.

Compostos antimicrobianos de varias origens, tais como plantas
(polifendis, Oleos essenciais e peptideos vegetais), animais (lisozimas,
lactoperoxidase, lactoferrina, ovotransferrina, peptideos de animais, quitosana e
outros) e metabdlitos microbianos (nisina, natamicina, pululano, e-polilisina, acidos
organicos e outros) estdo sendo estudados como substituto dos conservadores
sintéticos (GYAWALI & IBRAHIM, 2014; HINTZ et al., 2015; LEE & PAIK, 2016).

Residuos de processamento de alimentos, como cascas de frutas sao
subprodutos que necessitam ser investigados para diversos fins em alimentos, pois
sao fontes de compostos fendlicos e muitos outros componentes bioativos (GYAWALI
& IBRAHIM 2014; HINTZ et al., 2015).

A FAO/WHO aprovou o 0Oleo essencial de circuma e a curcumina como
corante em alimentos, estabelecendo IDA de 2,5 e 0,1 mg/kg, respectivamente. Os
anicos preservantes de origem vegetal, animal ou microbiolégico regulamentados séo
a natamicina e a nisina (LEE & PAIK, 2016).

3.4.1 Oleo Essencial de Canela - Cinnamomum zeylanicum

A canela é uma planta tropical comum. Partes da planta como folhas,
cascas, frutos, raizes e flores sdo utilizadas ndo somente na culinaria, mas também
para fins farmacéuticos e medicinais (RANASINGHE et al., 2013; KUMAR & KUMARYI,
2019).

Cinnamomum zeylanicum € uma das espécies de canela que cresce nas
regides de Sri Lanka, Madagascar, india e Indochina (UNLU et al., 2010,
RANASINGHE et al., 2013; KUMAR & KUMARI, 2019). Tepe & Ozaslan (2020)
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analisaram o 6leo essencial da casca de C. zeylanicum por cromatografia gasosa e
foram detectados 81,3% de cinamaldeido, seguido de acetato de cinamila (4,2%).
Unlu et al. (2010) constataram como principais constituintes o cinamaldeido (68,95%),
benzaldeido (9,94%), acetato de cinamila (7,44%), limoneno (4,42%), eugenol
(2,77%), a-pineno (1,64%), 1,8 cineol ou eucaliptol (1,55%), linalol (1.38%) e &acido
cinamila (1,15%).

O cinamaldeido é o composto majoritario encontrado tanto no Oleo
essencial da folha como da casca da canela (ELUMALAI et al., 2011).

Os compostos presentes na canela apresentam atividades antimicrobiana
(PRABUSEENIVASAN et al., 2006; AL-BAYATI & MOHAMMED, 2009; EL-BAROTY
etal., 2010; BARDAJI et al., 2015; ZHANG et al., 2016), inseticida (PRAJAPATI et al.,
2005; AL-BAYATI & MOHAMMED, 2009; JEON et al, 2017) e antioxidante
(JAYAPRAKASHA et al., 2007; EL-BAROTY et al., 2010; TEPE & OZASLAN, 2020).

A atividade antimicrobiana esta sendo estudada para que o 0leo essencial
de canela possa ser utilizado como conservador na indastria de alimentos e
farmacéutica (SALEEM et al.,, 2015). Bactérias como Enterococcus faecalis, E.
faecium e E. coli foram inibidas a valores de MIC de 1,12 mg/mL; Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Enterobacter aerogenes de 0,56
mg/mL; Salmonella enterica sorovar Typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Clostridium
perfringens, Proteus mirabilis a 0,14 mg/mL (UNLU et al., 2010).

Zainol et al. (2017) encontraram a concentragdo minima de 1,3 mg/mL
contra E. faecalis e Streptococcus salivarius e 0,63 mg/mL para Streptococcus

mutans.

3.4.2 Oleo Essencial de Orégano - Origanum vulgare

O orégano, que ocorre comumente na Asia, Europa e norte da Africa, é
uma planta utilizada nas industrias de alimentos, farmacéutica e cosmética por ser
aromatico (FIGIEL et al., 2010, TEIXEIRA et al., 2013). Seu 6leo essencial possui
propriedades antimicrobiana (TEIXEIRA et al., 2013, PEZZANlet al., 2017),
antioxidante (SARIKURKCU et al., 2015; AL-HIJAZEEN et al., 2016; PEZZANI et al.,
2017; STANOJEVIC et al., 2018) e inseticida (GOVINDARAJAN et al., 2016).

Através de andlises dos compostos quimicos do orégano fresco foram

constatados como grupos de constituintes volateis os monoterpenos/terpenoides
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(89,3%), alcoois (8,1%) e outros sesquiterpenos, aldeidos, cetonas e éteres (2,2%)
(FIGIEL et al., 2010).

O dleo essencial analisado por cromatografia gasosa no trabalho de
Teixeira et al. (2013) apresentou a concentracdo de monoterpenos/terpenoides de
80,2%, sendo os principais o carvacrol, timol, alcool B-fenilico, y-terpineno, d-terpineol
e a-o-terpineno.

O oleo essencial comercial analisado por Fratini et al. (2017) apresentou
monoterpeno/terpenoides na concentracdo de 93,7%, com o carvacrol em maior
concentragéo, seguido de p-cimeno e y-terpineno.

O carvacrol e o timol sdo antimicrobianos e antioxidantes, como o y-
terpineno e o linalol (ENGEL et al., 2017; MEMAR et al., 2017; FLORES et al., 2019).

Os valores da MIC para o6leo essencial de orégano encontrados na
literatura sao variados como, por exemplo, Souza et al. (2006) determinaram 20
uL/mL para as bactérias Bacillus cereus, B. subtilis e S. aureus, 40 uL/mL para E. coli
e 80 uL/mL para L. monocytogenes. Moshayedi et al. (2013) analisaram a MIC para
E. faecalis e 0 valor encontrado foi de 8 mg/mL. Teixeira et al. (2013) encontraram
para S. Typhimurium e L. monocytogenes o valor de concentra¢cdo minima inibitoria
de 2,2 mg/mL.

Para Pseudomonas aeruginosa o resultado de MIC (mg/mL) obtido foi >
18,88, para E. coli 4,72 e para Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, E.
faecalis e B. subtilis o valor foi de 2,36 (FIKRY et al., 2019). Souza et al. (2006)
encontraram os valores de 40 uL/mL para Aeromonas hydrophila, E. aerogenes, K.
pneumoniae, S. enterica e Shigella flexneri e 20 uL/mL para B. subtilis, Shigella

sonnei, Yersinia enterocolitica.

3.4.3 Oleo Essencial de Cravo - Eugenia caryophyllata

Eugenia caryophyllata conhecida como cravo da india, pertence a familia
Myrtaceae e € uma planta aroméatica nativa da Indonésia. Por ser utilizada como
tempero € cultivada em lugares como Tanzania, Madagascar, Sri Lanka, india, China,
Malasia, Brasil, Jamaica e Guiné (SINGH et al., 2012).

O uso medicinal e farmacéutico do cravo abrange tratamentos para

verminoses, dores, doencas do sistema digestivo e respiratério, assim como, esta
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planta é também utilizada em cosméticos e perfumarias, por causa do aroma (SINGH
etal., 2012).

Quimicamente, o 6leo essencial de cravo possui como maior constituinte o
eugenol na concentracdo de 70 a 89%, seguido do acetato de eugenila (4 a 15%) e
B-cariofileno (1 a 21%) (POLITEO et al., 2010; CUNHA et al.; 2012; ATANASOVA-
PANCEVSKA et al., 2017). Chaieb et al. (2007), aléem do eugenol como principal
fitoquimico, encontraram a vanilina como segundo maior composto, seguido de
chavicol e alcool benzilico.

O dleo essencial de cravo possui atividades antioxidante (CHAIEB et al.,
2007, SILVESTRI et al., 2010), antifungica (VESALTALAB et al., 2012, ESTRADA-
CANO et al., 2017), anti-inflamatéria (HAN & PARKER, 2017), citotoxica (KOUIDHI et
al., 2010), inseticida (MAHAKITTIKUN et al., 2014), analgésica (HOSSEINI et al.,
2011) e antibacteriana (CHAIEB et al., 2007; NUNEZ & D'AQUINO, 2012).

Silvestri et al. (2010) apresentaram os seguintes valores de MIC (mg/mL)
para o 0leo essencial de cravo para S. mutans (0,6), S. aureus (0,3), P. aeruginosa
(0,8), S. epidermidis (0,2) e Salmonella enterica sorovar Choleraesuis, Enterobacter
cloacae e Serratia sp. (0,5). Zainol et al. (2017) também estudaram este composto e
os valores de MIC foram de 1,3 mg/mL para S. mutans, E. faecalis, Streptococcus
salivarius. Mahboubi & Mahboubi (2015) obtiveram valores de MIC de 1 uL/mL para
S. aureus, B. cereus e K. pneumoniae, 2 uL/mL para E. faecalis e E. coli e 4 uL/mL

para P. aeruginosa.

3.4.4 Oleo essencial de Capim-lim&o - Cymbopogon citratus

O capim-limédo, também conhecido como erva cidreira, € uma planta
perene, larga, caracterizada pelo sabor e odor de liméo, devido a concentracao de
citral (NAIK et al., 2010).

O género possui 120 espécies que se encontram em regides tropicais e
subtropicais, sendo C. citratus comumente usado na medicina popular para distirbios
nervosos, gastrointestinais, como também possui efeito antiespasmaodico, analgésico,
antipirético, diurético e sedativo (HANAA et al., 2012).

O Oleo essencial possui propriedades anti-inflamatoria (GBENOU et al.,
2013; BOUKHATEM et al., 2014) antifngica (IRKIN & KORUKLUOGLU, 2009),
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antibacteriana (NAIK et al., 2010; BASSOLE et al., 2011) antioxidante (VAZQUEZ-
BRIONES et al.,, 2014) e aromatica, sendo utilizado em cosméticos, industria de
alimentos e farmacéutica (GBENOU et al., 2013; POONPAIBOONPIPAT et al., 2013).

Os principais compostos encontrados no 6leo essencial do capim-limao sao
monoterpenos citral, dividido em isémeros geranial (30 a 48%) e neral (20 a 36%),
seguido do B-mirceno (10 a 27%) (BLANCO et al., 2009, BASSOLE et al., 2011,
POONPAIBOONPIPAT et al., 2013, GBENOU et al., 2013).

Monoterpenos como citronelol, Z- B-ocimeno, limoneno, 1,8-cineol, a-
terpineol, borneol, elemicina e acetato de geranila, assim como eugenol, fumesol,
furfural, isopulegol, aldeido isovalérico, linalol, B-cariofileno e éster valérico também
foram encontrados no 6leo essencial do capim-limdo (EKPENYONG & AKPAN,
2017).

O a-citral (geranial) e B-citral (neral) sdo os principais compostos com agao
antibacteriana (HANAA et al., 2012).

A acdo antimicrobiana do Oleo essencial do capim-limdo pode ser
comprovada através da MIC como, por exemplo para S. aureus que foram
encontrados valores que variaram de 0,6 a 2,5 mg/mL, enquanto para E. coli foram de
1,2 a 10 mg/mL (NAIK et al., 2010, BASSOLE et al., 2011). Para B. cereus e B. subtilis
os valores foram de 0,6 mg/mL e para K. pneumoniae de 5 mg/mL (NAIK et al., 2010).
Bassolé et al. (2011) analisaram também a MIC (mg/mL) para E. aerogenes (13,3), E.
faecalis (1), L. monocytogenes (8,3), P. aeruginosa (> 80), S. Typhimurium (2,5) e
Shigella dysenteriae (8,3).

3.4.5 Oleo Essencial de Gengibre - Zingiber officinale

O oleo essencial do gengibre é retirado do rizoma da planta, e tem por
caracteristica ser amarelo, pungente e aromatico (BELLIK, 2014).

Gengibre € originario da China e é utilizado ha anos para fins terapéuticos
e temperos (ALl et al., 2008; MALU et al., 2009; SASIDHARAN et al., 2012). O cultivo
da planta abrange a india, sudeste Asiatico, Africa Ocidental e Caribe (MALU et al.,
2009).

O género Zingiber pertence a familia Zingiberaceae e possui cerca de 85

espécies de ervas aromaticas (SASIDHARAN et al., 2012). Zingiber officinale € uma



40

planta perene, com caule aéreo e flores roxas (chegando a 1 m de altura) (MALU et
al., 2009).

Em 2017, o 6leo essencial de gengibre, oleorresinas (sem solventes) e
extratos naturais receberam o status de GRAS (Generally Recognized as Safe) pela
Food and Drug Administration (FDA).

Os compostos responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do gengibre
sdo monoterpenoides, sesquiterpenoides, compostos fendlicos e seus &lcoois,
esteres, aldeidos, lactonas e cetonas, destacando-se os volateis sesquiterpenoides
(a-zingibereno, B-sesqui felandandeno, B-bisaboleno, a-farneseno, a-curcumeno,
zingiberol) e uma pequena quantidade de monoterpenoides (B-felandreno, canfeno,
cineol, geraniol, curcumeno, citral, terpineol e borneol) (MALU et al., 2009;
BERISTAIN-BAUZA et al., 2019).

Sharma et al. (2016) analisaram o 6leo de gengibre e quantificaram 67%
de sesquiterpenos, 17% de monoterpenos e 14% de compostos alifaticos. O
sesquiterpeno predominante foi o zingibereno (47%), seguido pelo valenceno (8%).
Os principais monoterpenos foram caracterizados como butirato de citronelila
(19,34%) e B- felandreno (3,70%).

O oleo essencial possui propriedades antitumoral, citotéxica (JEENA et al.,
2015), antioxidante e antimicrobiana (MALU et al., 2009; BELLIK, 2014; HOFERL et
al., 2015; NOORI et al., 2018). A atividade antimicrobiana, de acordo com Beristain-
Bauza et al. (2019) é devida aos compostos fendlicos (eugenol, shogaols, zingerone,
gingerdiols, gingerols) e sua relagdo sinérgica com (3-sesquifelandreno, cis-cariofileno,
zingibereno, a-farneseno e a- e B-bisaboleno.

Os valores de MIC foram determinados frente ao 6leo essencial de
gengibre para B. subtilis (86,9 mg/mL), S. aureus (8,7 mg/mL) e E. coli (173, 8 mg/mL)
(BELLIK, 2014). Bacillus licheniformis (0,16 mg/mL), Bacillus spizizenii (0,24 mg/mL),
K. pneumoniae (0,47 mg/mL) e Pseudomonas stutzeri (0,63 mg/mL) (SIVASOTHY et
al., 2011). Lopez et al. (2017) obtiveram concentra¢cdes minimas inibitérias de 0,5
mg/mL para S. epidermidis, 0,75 mg/mL para Serratia marcescens, 2 mg/mL para E.
aerogenes e 1 mg/mL para as demais bactérias testadas (E. faecalis, Klebsiella
oxytoca e K. pneumoniae). Debbarma et al. (2013) encontraram valores de 31,3 uL/mL
para Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Yersinia enterocolitica, A. hydrophilla,
P. aeruginosa, 62,5 uL/mL para S. Typhimurium e por fim 15,6 uL/mL para L.

monocytogenes.
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3.4.6 Oleo Essencial de Pitanga - Eugenia uniflora

Pitanga € uma planta arbérea da familia Mirtaceae, nativa do Suriname,
Guiana Francesa, Brasil, Uruguai, Argentina, Venezuela, Colombia e os Estados
Unidos (LIM, 2012; SANTOS et al., 2018).

O género Eugenia se destaca por apresentar cerca de 1.000 espécies e as
folhas da E. uniflora sdo usadas no tratamento de dor de garganta, diarreia,
reumatismo, coélica, dor de cabeca e no controle da hipertensdo (MARQUES et al.,
2018; FIGUEIREDO et al., 2019).

O 6leo essencial extraido das folhas possui propriedades antioxidantes,
citotoxica (VICTORIA et al.,, 2012; FIGUEIREDO et al., 2019) e antimicrobiana
(VICTORIA et al., 2012; THAMBI et al., 2013; OBUOTOR et al., 2017).

O aroma € outra propriedade importante na pitanga, sendo a planta
utilizada em perfumes e cosméticos (LIM, 2012; VICTORIA et al., 2012; MARQUES et
al., 2018).

Os sesquiterpenos séo os principais compostos isolados do 6leo essencial
de suas folhas. Em dois estudos recentes o terpeno encontrado em maior quantidade
foi aselina-1,3,7(11)-trien-8-ona, aproximadamente 30% (SANTOS et al., 2018;
MARQUES et al., 2018).

Ogunwande et al. (2005) analisaram o 6leo essencial das folhas e
encontraram curzereno (19,7%), selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (17,8%), atractilona
(16,9%) e furanodieno (9,6%). Compostos como germacreno B (7,95%) e
biciclogermacreno (4,76%) foram encontrados no estudo de Santos et al. (2018).

A agcdo antimicrobiana do 6leo essencial de pitanga tem sido avaliada
através da determinacdo da MIC em bactérias como S. aureus (25 mg/mL), P.
aeruginosa e K. pneumoniae (50 mg/mL) (OBUOTOR et al., 2017); E. coli (307,9
mg/mL) (SOUZA et al., 2018); L. monocytogenes (1,04 mg/mL) (VICTORIA et al.,
2012); B. cereus (39 ug/mL) (OGUNWANDE et al., 2005); S. mutans (0,05 mg/mL)
(STEFANELLO et al., 2008) e S. epidermidis (153,9 mg/mL) (SOUZA et al., 2018).
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3.4.7 Oleo Essencial de Laranja Doce - Citrus sinensis

Citrus sinensis, ou popularmente laranja doce, é um dos Citrus originario
da Asia (KASALI et al., 2011; FERREIRA, 2019). O principal produtor mundial é o
Brasil (NJOROGE et al., 2005; FERREIRA, 2019).

A casca (residuo agroindustrial), assim como as folhas podem ser a fonte
de extracdo do Oleo essencial da laranja doce, sendo um produto aplicado
comercialmente em alimentos, perfumes e cosméticos (KASALI et al., 2011).

O dleo essencial possui atividades antimicrobiana (EKWENYE & EDEHA,
2010), inseticida (VERA et al., 2014; EL-AKHAL et al., 2015) e antioxidante (SINGH et
al., 2010; CHl et al., 2019).

Njoroge et al. (2005) e Singh et al. (2010) afirmam que o limoneno é o
principal composto presente no Oleo essencial de C. sinensis. Outros estudos
identificaram o sabineno na proporcéo de 16 a 49% e 4 a 21% de linalol (FLEISHER
& FLEISHER 1990; KASALI et al., 2011). Druzic et al. (2016) encontraram sabineno
(30%), limoneno (5%), linalol (6%), terpineno-4-ol (3%), (E) -nerolidol (10%) e cis-
farnesol (6,5%). Eldahshan & Halim (2016) segregaram os grupos de compostos nas
proporcdes de monoterpenos (78%), alcoois (12%), aldeidos (5%), sesquiterpeno
(1%), destacando o sabineno (aproximadamente 35%) como principal monoterpeno.

Chi et al. (2019) também encontraram sabineno, mas na propor¢éo de 5%,
sendo o composto majoritario o B-pineno (17%) seguido de limoneno (14%).

Em relacdo a atividade antimicrobiana, a concentra¢cdo minima inibitoria do
O0leo de laranja doce foi avaliada por Debbarma et al. (2013) frente a V.
parahaemolyticus, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, Salmonella
enterica sorotipoTyphi, S. Typhimurium, Y. enterocolitica, A. hydrophila, com resultado
de >1000 pL/mL, V. vulnificus e B. subtilis com 125 uL/mL e 500 pL/mL,
respectivamente.

Eldahshan & Halim (2016) encontraram sabineno como monoterpeno em
maior quantidade e também investigaram a MIC do 6leo essencial frente a S. aureus
(62,5 puL/mL), E. coli (125 uL/mL), como em outras bactérias, S. pyogenes (31,25
pL/mL), E. faecalis (125 uL/mL), K. pneumonia (250 uL/mL) e S. Typhimurium (31,25

puL/mL). O limoneno foi encontrado em maior quantidade no trabalho de Chi et al.
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(2019), onde o 6leo essencial de laranja doce inibiu o crescimento de S. aureus a 5,25

mg/mL, B. cereus a 10,5 mg/mL e S. Typhi a 21 mg/mL.

3.4.8 Banana Prata - Musa sapientum

A banana é um fruto tropical pertencente a familia Musaceae e partes da
bananeira, como flores, polpa, caule e folhas possuem ac¢des benéficas ao organismo
(IMAM & AKTER, 2011; KAPADIA et al., 2015; CHABUCK et al., 2013).

Compostos bioativos como flavonoides, taninos, alcaloides, glicosideos e
terpenoides estdo presentes na casca de banana, exercendo efeitos farmacoldgicos
como antidiabético, anti-inflamatério (IMAM & AKTER, 2011; CHABUCK et al., 2013;
KAPADIA et al., 2015; GUIL-GUERRERO et al., 2016), antioxidante (GONZALEZ-
MONTELONGO et al., 2010) e antimicrobiano (CHABUCK et al., 2013; KAPADIA et
al., 2015; ABOUL-ENEIN et al., 2016).

Cerca de 300 variedades de bananas sédo encontradas nos paises tropicais
e subtropicais, tais como india, Filipinas, China, Equador, Brasil, Indonésia, México,
Costa Rica, Colombia e Tailandia (IMAM & AKTER, 2011).

A banana prata Musa sapientum, originaria do Sudeste da Asia, produto do
cruzamento entre Musa acuminata e Musa balbisiana (VILAS BOAS et al., 2001,
SOUSA et al., 2012) é um dos frutos mais consumidos pela populacdo brasileira por
causa da facilidade de producgéao e durabilidade (LICHTEMBERG & LICHTEMBERG,
2011; SOUSA et al., 2012).

Os principais compostos responsaveis pela agdo antimicrobiana da casca
da banana sédo os fenodlicos e o grau de maturacéo esta relacionado a concentracéo
destes componentes na casca, podendo haver uma reducdo de 45% em frutos
maduros (VU et al., 2018).

A andlise da casca permitiu detectar compostos fendlicos como acido
galico, catequina, epicatequina, taninos e antocianinas; aminas biogénicas como
serotonina, dopamina, noradrenalina e fitoester6is como ciclo-eucalenona,
cicloeucalenol, cicloartenol, estigmasterol, campesterol e B-sitosterol (SINGH et al.,
2016).

As concentra¢des minimas inibitorias observadas para o extrato de casca
da banana prata foram de 143,5 pg/mL para Staphylococcus sp. e 183,1 ug/mL para
Pseudomonas sp. (ALISI et al., 2008). Karadi et al. (2011) obtiveram os valores de
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MIC de 65 pl/mL para S. aureus, 75 pl/mL para E. coli, 85 yl/mL para P. aeruginosa e
55 ul/mL para B. subtilis.

Saleem & Saeed (2020) analisaram a acéo do extrato da casca de banana
em diversas bactérias e relataram valores de inibicdo (ug/mL) de: 410 para P.
aeruginosa, 370 para K. pneumoniae, 500 para S. marcescens, 520 para E. coli, 300
para P. vulgaris, 310 para S. Typhi, 790 para S. aureus, >1000 para E. faecalis, 670
para A. hydrophila, 720 para Streptococcus pyogenes, 670 para L. monocytogenes e
570 para Lactobacillus casei.

Sirajudin et al. (2014) escolheram bactérias contaminantes de alimentos
para verificarem a acao antimicrobiana do extrato da casca da banana e obtiveram
valores de MIC de 50 mg/mL para B. cereus, E. coli e P. aeruginosa, 100 mg/mL para

E. faecalis, 25 mg/mL para V. parahaemolyticus e 12,5 mg/mL para S. aureus.

3.4.9 Maca Gala - Malus domestica

A maca é uma fruta de zona temperada pertencente a familia Rosaceae e
€ um fruto consumido ao redor do mundo por causa das caracteristicas de sabor,
aroma, crocancia e propriedades nutricionais (FENG et al., 2014; RAPHAELLI et al.,
2019).

Os metabdlitos primarios e secundarios da maca incluem carboidratos,
acidos organicos, aminoacidos e compostos fendlicos (HYSON, 2011; FENG et al.,
2014).

Os compostos fendlicos presentes na casca incluem acido clorogénico
(composto do grupo dos acidos, encontrado em maior quantidade), acido cafeico,
acido p-coumarico, acido protocatecuico, catequina, epicatequina, procianidinas,
glicosideos de quercetina, rutina, cloridzina, florizina e glicosideos de cianidina
(FRATIANNI et al., 2007; LATA et al., 2009; FENG et al., 2014; LEE et al., 2017,
RAPHAELLI et al., 2019).

Lee et al. (2017) detectaram pela primeira vez os compostos fendlicos
galato de metila, galato de etila, &cido hidroxifenilacético, isbmeros de &cido
fenilacético, acido 3- (4-hidroxifenil) propiénico e acido homoveratrico na casca de

magca.
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O extrato da casca e seus compostos fenélicos possuem acao antioxidante
e antimicrobiana (LUO et al., 2016; PIRES et al., 2018; RAPHAELLI et al., 2019),
assim como alguns terpenos podem agir inibindo bactérias (SELIM & LITINAS, 2015).

Pires et al. (2018) avaliaram a maca seca e obtiveram valores de MIC de 5
mg/mL para S. aureus, L. monocytogenes, E. coli e E. faecalis, e > 20 mg/mL para P.
aeruginosa e K. pneumoniae. Luo et al. (2016) determinaram a MIC com oS compostos
fendlicos extraidos da casca de maca e o subproduto apds esta extracdo, e os valores
para S. aureus, L. monocytogenes, E. coli foram de 5 mg/mL para a casca sem

compostos fendlicos e 1,25 mg/mL para os compostos fendlicos extraidos da casca.

3.4.10 Manga Tommy - Mangifera indica

A Mangifera indica pertence a familia Anacardiaceae, sendo a popularidade
da manga no mundo maior, que a de outras frutas tropicais como banana, abacaxi,
maméo e abacate. E cultivada principalmente nos paises tropicais, chegando a ocupar
3,7 milhdes de hectares (JAHURUL et al., 2015).

A casca da manga comp®de de 7 a 24% do peso total do fruto e possui
compostos fitoquimicos, polifendis, carotenoides, fibras, enzimas e vitaminas (AJILA
et al., 2007; KIM et al., 2010).

Os compostos fendlicos presentes no extrato de casca de manga sao o
acido sérico, quercetina, mangiferina pentosideo, &cido elagico, acido galico
glicosilado e carotenoides tais como B-caroteno, a luteina e a violaxantina (RIBEIRO
et al., 2008; AJILA et al., 2010; ARAUJO et al., 2014).

O extrato da casca da variedade Tommy foi analisado por Barreto et al.
(2008), que detectaram o penta-O-galoil-glucosideo, seguido de galato de metila e
mangiferina, sendo que o0s dois primeiros compostos possuem propriedades
antioxidantes (JAHURUL et al., 2015).

Chun-Ping et al. (2014) obtiveram a concentracdo minima inibitéria do
composto mangiferina, de 1,3 mg/mL para E. coli e S. aureus. Falusi et al. (2017)
determinaram a atividade antimicrobiana pelo método do halo de inibicéo, utilizando
400 mg/mL de extrato etandlico de casca madura de manga Tommy, obtendo halos

de 18 a 22 mm para E. faecalis, S. aureus, E. coli, B. subtilis e B. cereus.
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3.4.11 Melancia - Citrullus lanatus

A familia Cucurbitaceae contém 120 géneros e, aproximadamente, 825
espécies distribuidas em regides tropicais e temperadas (DESHMUKH et al., 2015).

Abdbora (Cucurbita pepo), meldo (Cucumis melo), pepino (Cucumis sativa)
e melancia (C. lanatus) sao alguns exemplos de espécies utilizadas como alimentos
(DESHMUKH et al., 2015).

Melancia € uma fruta com grande quantidade de agua, podendo chegar a
92% do peso (PATRA & BAEK, 2015). A producao é internacional, atingindo o nimero
de 93.700 milhdes de toneladas (ROMDHANE et al., 2017).

A casca da melancia, que corresponde a 30% do residuo gerado
(ROMDHANE et al., 2017), apresenta componentes como celulose, citrulina, pectina,
proteinas e carotenoides (PATRA & BAEK, 2015).

Andlises por cromatografia gasosa e deteccdo por espectrometria de
massas do extrato etandlico da casca mostraram a presenca de hidrocarbonetos,
aldeidos, cetonas, compostos fendlicos, derivados de antocianina e acidos graxos
como ésteres saturados e insaturados (ASGHAR et al., 2013).

Outros estudos detectaram compostos como terpenos, saponinas,
flavonoides, carotenoides, antraquinonas, glicosideos e alcaloides (EGBUONU, 2015;
SULTAN et al., 2017; NJOYA et al., 2019).

A proporcéo de saponina foi de 6,2%, seguida de alcaloides (4,4%), fenol
(2,1%) e flavonoides (2,6%), componentes que, de acordo com a equipe de pesquisa
de Kumar et al. (2018), podem justificar os efeitos antioxidante, antimicrobiano e
modulador imunoldgico do extrato.

O extrato de casca de melancia foi submetido a testes antimicrobianos e
apresentou valores de minima inibicdo de 50 ug/mL para B. cereus e S. Typhimurium
(PATRA & BAEK, 2015) e 20 mg/mL para S. epidermidis (HARITH et al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismos

Os seguintes micro-organismos probiéticos foram adquiridos junto a
Colecao de Culturas Tropical (CCT) da Fundacéo André Tosello, Campinas/SP/Brasil:
Bifidobacterium longum CCT 1934 (ATCC 35183); Lactobacillus acidophilus CCT
3258 (ATCC 4356); Lacticaseibacillus rhamnosus (Lactobacillus rhamnosus) CCT
5838 (ATCC 7469); Lactococcus lactis CCT 0360 (ATCC 7962); Enterococcus
faecium CCT 6646 (ATCC 6569).

4.2 Manutencéo e cultivo das bactérias

As bactérias foram ativadas conforme instru¢des da colecéo de culturas de
origem. Os meios de cultura utilizados, tanto na forma liquida quanto sélida foram o
Man Rogosa Sharpe - MRS, sendo que para o crescimento do género Bifidobacterium,
0 MRS foi suplementado (MRSs) com 0,5 g/L de Cloridrato L-Cisteina, 0,2 g/L de
Tioglicolato de sodio e 0,1 g/L de CaCl2.2H20 (LI et al., 2008; MORO et al., 2018).

As culturas foram armazenadas em 15% de glicerol em ultra freezer a - 70
°C. Antes dos testes, 0s micro-organismos foram adicionados ao meio de crescimento
liquido, seguido de incubacao a 37 °C/18 h sob anaerobiose, utilizando Kit Probac (LI
et al.,, 2008; MORO et al., 2018). Para o teste de determinagdo da MIC houve
padronizagdo da suspenséao de células em 1,5 x 108 UFC/mL, através da leitura em
espectrofotometro DU 730 Beckmam Coulter a 625 nm, ajustando-se a absorbancia
entre 0,08 e 0,10 (MORY et al., 1998; CLSI, 2012).

4.3 Oleos essenciais e extratos etanélicos de cascas de frutas -

método de extracdo

Os 6leos essenciais utilizados nas analises estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Oleos essenciais utilizados nos ensaios de atividade antimicrobiana com bactérias

probidticas.
Nome cientifico Nome Parte do _
Origem
popular vegetal
) _ _ Legee Oleos Essenciais
Eugenia uniflora Pitanga Folha o
e Compostos Eireli-ME
. . ) Laranja .
Citrus sinensis Casca RHR Cosmeticos
doce
Cymbopogon citratus Capim-limdo  Folha CPMA - 503
Origanum Vulgare Orégano Folha  CPMA - 2518
Zingiber officinale Gengibre Raiz RHR Cosméticos
_ Cravo da »
Eugenia caryophyllata i Folha  RHR Cosméticos
india
Cinnamomum zeilanicum Canela Folha  RHR Cosmeéticos

A extracao dos 0Oleos essenciais obtidos das plantas da Colecao de Plantas
Medicinais e Aromaticas — CPMA, do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas - CPQBA/UNICAMP foi realizada na Divisdo de Microbiologia
do CPQBA, através da técnica de hidrodestilagdo em sistema tipo Clevenger. Uma
amostra de 100 g de folhas frescas foi pesada em baldo de fundo redondo e 700 mL
de agua destilada foram adicionados. A solucéo foi submetida a destilacdo por 3 h. O
Oleo essencial recuperado da destilacdo foi submetido a secagem com sulfato de
sédio anidro, filtrado sob algodao e armazenado em frasco ambar em freezer a - 20
°C (MING et al., 1995).

Os extratos etandlicos de cascas de frutas utilizados no presente estudo
estdo listados na Tabela 2. As frutas foram obtidas junto a supermercado local da

cidade de Campinas, SP, Brasil.
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Tabela 2. Frutas cujos extratos etandlicos foram utilizados quanto a agdo sobre o crescimento

das bactérias probiéticas.

Nome cientifico Nome popular Parte da fruta
Malus domestica Maca Gala Casca - madura
Musa sapientum Banana Prata Casca - verde
Mangifera indica Manga Tommy Casca - madura
Citrullus lanatus Melancia Casca - madura

Para a extracdo, as frutas foram higienizadas com &agua destilada,
descascadas e despolpadas. As cascas foram fracionadas em tamanho menores e
secas em estufa de circulacdo de ar a 40 °C por 3 dias, até atingir o aspecto
guebradico. Apés esta etapa, o material foi submetido a trituragéo em liquidificador até
a forma de pé. Para cada 20 g de material em p6 foram adicionados 150 mL de etanol
absoluto, homogeneizados em ultra-turrax T25 Ika por 10 min e filtrados em papel de
filtro qualitativo. O residuo da filtracdo foi novamente extraido em etanol,
homogeneizado e filtrado. Por fim, o residuo final foi lavado com 50 mL de etanol. O
material recolhido das filtracdes foi seco a vacuo em rotaevaporador T211 Tecnal, a
temperatura de 30 °C (BREDA, 2015). Para os ensaios de determinacéo da atividade
antimicrobiana, o extrato seco foi adicionado em solucdo etandlica de
polivinilpirrolidona (PVP) com concentracdo de 0,016 g/mL, na proporgao 1:4 (extrato:
solucédo de PVP) m/v. Ap6s homogeneizacao, o material foi submetido a evaporacéo
a vacuo a 30 °C (BREDA, 2015). Os extratos foram acondicionados em freezer a - 20
°C até o momento do uso.

A concentracao utilizada no teste de turbidimetria de 6leos essenciais e
extratos etandlicos de cascas de frutas foi de 1,5 mg/mL, dosagem baseada na IDA

dos dleos essenciais de curcuma e curcumina, com modificagdes.

4.4 Conservadores, edulcorantes e inulina

As concentracbes dos conservadores e edulcorantes para o teste de
turbidimetria estdo descritos na Tabela 3. As dosagens utilizadas foram baseadas na
IDA, com modificagdes, com excecdo do aspartame, para o qual foi utilizada a

solubilidade.
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Tabela 3. Conservadores, adocantes e as concentracdes utilizadas para verificar a acao sobre

0 crescimento das bactérias probiéticas.

Aditivo Concentragao Classe Marca
(mg/mL)

Benzoato de Sédio 5 Conservador Synth

Sorbato de Potassio 25 Conservador Vetec

Nitrito de Sodio 0,06 Conservador Ecibra

Bissulfito de Sédio 0,7 Conservador Vetec
Sacarina 5 Edulcorante PolyStar
Ciclamato de Sdédio 11 Edulcorante PolyStar

Estévia - Glicosideo de esteviol 4 Edulcorante Linea

Aspartame* 10* Edulcorante Synth

Sucralose 15 Edulcorante Hela

*concentracao baseada na solubilidade do composto

Ainulina de raiz de chicéria (ORAFTI GR/ Beneo - SweetMix) foi adicionada
ao meio de cultura para verificacdo da atividade prebiética e producédo de acidos
graxos de cadeia curta, na concentracao de 1,5% (PYLKAS et al., 2005; BEARDS et
al., 2010; BHARDWAJ et al., 2018).

45 Efeito dos conservadores, edulcorantes, extratos etanodlicos de
cascas de frutas, 6leos essenciais e inulina sobre o crescimento das

bactérias probidticas

A avaliagéo do crescimento bacteriano pelos conservadores, edulcorantes,
extratos etandlicos de cascas de frutas, 6leos essenciais e inulina foi realizada por
método turbidimétrico, conforme Li et al. (2008) e Moro et al. (2018), com
modificacdes. Em quatro tubos contendo 5 mL de meio de cultura com amostra e 0
controle (somente meio de cultura), foram inoculados 50 pL de suspensao bacteriana
na concentragdo de 108 UFC/mL. Em seguida, o material foi incubado a 37 °C durante
24 h, sob anaerobiose, utilizando o Kit Probac. Apés crescimento, as culturas foram

centrifugadas (4000 g, 10 min, 4 °C), lavadas em solucédo salina, e o pellet foi
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novamente suspendido com 25 mL da mesma solug&o de lavagem. Em seguida foi

realizada leitura em espectrofotdmetro a 625 nm para determinacéo da absorbancia.

4.6 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) e

Concentracao Bactericida Minima (MBC)

As concentragfes iniciais dos compostos em estudo para o teste de MIC
foram de 20 a 200 mg/mL. A metodologia utilizada foi a de Microdiluicdo em Caldo,
segundo a Norma CLSI (2012), com modificagdes, em triplicata. A quantidade de 100
ML de caldo MRS ou MRSs foram adicionados em 96 pogos ou compartimentos de
uma microplaca com tampa e estéril. Na primeira linha, denominada linha A, foram
adicionados mais 100 pL de meio contendo a substancia em estudo, totalizando 200
ML de solugdo com concentragao inicial do teste. Com o auxilio de uma micropipeta
multicanal, 100 pL do conteudo do orificio da linha A foram homogeneizados e
transferidos para o orificio da linha seguinte, e assim sucessivamente, desprezando-
se os 100 pL finais. O processo se repetiu para os demais pogos. Em seguida, 5 uL
da suspensdo bacteriana (in6culo) foram adicionados (concentragéo final 10° a 10°
UFC/mL). Foram incluidos controles para verificacdo da esterilidade do meio de
cultura e de viabilidade dos micro-organismos. As microplacas foram incubadas a 37
°C por 24 h, sob anaerobiose utilizando-se Kit Probac (CLSI, 2012, HASTEY et al.,
2017). Apos o periodo de incubacao, a MIC foi determinada através da leitura do
crescimento bacteriano nos pocos, sendo equivalente a concentracdo do primeiro
poco onde houve inibicdo do crescimento.

Para determinagédo da MBC, 10 pL do material contido nos po¢os onde néao
houve crescimento microbiano visivel foram inoculados em placas contendo meio de
cultura MRS ou MRSs sdélido, que foram incubadas a 37 °C durante 24 h, sob
anaerobiose, utilizando Kit Probac. A concentracdo bactericida minima - MBC
correspondeu a concentracdo das amostras plaqueadas que ndo apresentaram

crescimento microbiano apés incubacao (HAFIDH et al., 2011).
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4.7 Estimulacdo da producdo de &cidos graxos de cadeia curta —

acetato, butirato e propionato

A partir dos valores obtidos dos pocos imediatamente anteriores aos da
concentragdo minima inibitéria, foram preparados tubos com 5 mL da solucdo
contendo meio de cultura e benzoato de sddio, sorbato de potassio, sacarina, 0leo
essencial de canela e extrato etanolico de casca de melancia. As culturas foram
preparadas e inoculadas nos tubos conforme CLSI (2012), e incubadas a 37 °C por
24 h, sob anaerobiose utilizando Kit Probac. ApGs o crescimento, a populacédo foi
novamente inoculada (250 pL) em tubo contendo 5 mL de meio de cultura com a
amostra, e incubada na mesma condi¢do anterior, totalizando dois repiques. O
controle foi feito com as bactérias utilizadas no teste, inoculadas em meio de cultura
sem agente antimicrobiano. Apds o segundo crescimento, 10 uL de células foram
transferidas para meio de cultura enriquecido com 1,5% de inulina, visando estimular
a producédo dos acidos graxos de cadeia curta, e incubadas novamente a 37 °C por
24 h. As amostras foram preparadas em triplicata e as coletas do caldo para
determinacdo do perfil de acidos graxos de cadeia curta (acetato, butirato e
propionato) ocorreram no tempo inicial (0) e apos 24 h de crescimento (PYLKAS et
al., 2005; BEARDS et al., 2010).

A metodologia de andlise dos acidos organicos foi baseada em Mesquita et
al. (2013). As amostras coletadas foram centrifugadas (4000 g, 10 min, 4 °C) e filtradas
em membrana de acetato de celulose (porosidade de 0,45 ym), para remoc¢ao de
sélidos suspensos. Uma aliquota de 10 uL foi injetada em Cromatégrafo Liquido de
Alta Eficiéncia (CLAE - Shimadzu), equipado com coluna de troca iGnica Aminex HPX-
87H (Bio-Rad, 300,0 x 7,8 mm), a 55 °C, fase mével de solucéo de acido sulfarico 0,01
mol/L, modo isocratico com uma vazao de 0,6 mL/min. Os acidos graxos de cadeia
curta passaram em detector UV-Vis com arranjo de diodo com comprimento de onda
de 210 nm. As curvas de seis pontos para quantificagao, foram preparadas para cada
bactéria e 4cido do estudo.

A quantificagdo dos acidos graxos de cadeia curta foi realizada em
colaboracdo com o Dr. Adilson Sartoratto, da Divisdo de Quimica Organica e
Farmacéutica (DQOF), do CPQBA/UNICAMP.
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4.8 Avaliacdo da atividade metabdlica do L. rhamnosus através de

citometria de fluxo

A analise de citometria de fluxo foi realizada em equipamento multiusuério
da Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA) /UNICAMP, em colaboracdo com a Profa.
Dra. Adriane Elisabete Antunes de Moraes, do Laboratorio de Lacteos, Probidticos e
Prebioticos (LLPP).

A partir dos valores obtidos dos pocos imediatamente anteriores aos da
concentragdo minima inibitéria, foram preparados tubos com 5 mL da solucdo
contendo caldo MRS com sorbato de potassio, sacarina e 6leo essencial de canela
(WITKOWSKA et al., 2013). A cultura foi preparada e inoculada, conforme CLSI
(2012), e os tubos incubados a 37 °C por 24 h, sob anaerobiose utilizando Kit Probac.
A populagéo de L. rhamnosus foi ajustada em 0,5 + 0,1 de absorbancia (Abs) a 625
nm, conforme Herrero et al. (2006). As amostras foram colocadas (1 mL) em microtubo
e centrifugadas (13.000 g, 5 min, 4 °C), seguida da etapa de lavagem com solugéo
salina fosfato tamponada (PBS), repetindo a centrifugacdo conforme a metodologia
de Rault et al. (2007) e Chen et al. (2012). O sobrenadante foi removido e diacetato
de carboxifluoresceina (cFDA), na concentracéo de 50 uM foi adicionado (10 pL de
cFDA e 990 pL PBS) seguido de incubacao dos tubos a 37 °C por 10 min. O cFDA
agiu na atividade da esterase intracelular (RAULT et al., 2007; CHEN et al., 2012). As
amostras foram centrifugadas, o sobrenadante removido, lodeto de propidio (PI) 10
pg/mL foi adicionado em conjunto com PBS, seguido de uma nova incubacéao 37 °C
por 15 min e do procedimento de centrifugacdo. As células com a membrana
comprometida absorvem o iodeto e este liga-se ao DNA para formar um complexo
vermelho (RAULT et al., 2007).

As bactérias foram ressuspendidas em PBS e analisadas em triplicata. O
controle de células mortas foi feito submetendo a populacdo bacteriana ao tratamento
térmico a 80 °C por 10 min. A atividade metabdlica foi determinada em Citdmetro BD
Accuri C6 (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA), onde o equipamento foi ajustado,
para 20.000 eventos. As medidas adquiridas para cada amostra incluiram os canais
de disperséo direta (FSC), disperséo lateral (SSC) e os canais de fluorescéncia verde
(FL1 — cFDA a 533 nm) e vermelha (FL3 — Pl a 670 nm). Os graficos de pontos de
FL1 X FL3 foram divididos em quatro quadrantes definidos no sentido horario como
Q1, Q2, Q3 e Q4, onde Q1 (cFDA + / PI-) populacao intacta (viva), Q2 (cFDA + / PI
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+) populacéo injuriada/estressada, Q3 (cFDA-/ Pl +) populag¢ao danificada (morta) e
Q4 (cFDA - / PI-) artefatos. A contagem em placas do L. rhamnosus, apos
padronizacdo da populacgéo, foi feita em triplicata em dgar MRS e incubadas 37 °C por

48 h sob anaerobiose.

4.9 Estimativa do teor de compostos fendlicos dos 6leos essenciais e

extratos etandlicos de cascas de frutas

O teste foi realizado conforme Singleton et al. (1999), onde em tubos, com
5 mL de agua destilada foram adicionados 0,1 mL de amostra na concentragéo de 40
mg/mL e 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu, em triplicata. Apds 3 min, 1,5 mL de
carbonato de sodio (15%) e 2,9 mL de agua destilada foram acrescentados a mistura,
seguido de repouso por 2 h. Apds repouso, as amostras foram submetidas a leitura
em espectrofotdmetro a 765 nm e o resultado expresso em mg EAG/g Amostra (EAG
- Equivalente Acido Galico). Uma curva de acido géalico com 7 pontos (150 até 750

HL/mL) e um branco com agua destilada foram incluidos no teste.

4.10 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e deteccado por

MS/MS (ESI +) do extrato de casca de fruta de maior ag&o antimicrobiana

A metodologia utilizada, com modificacbes para amostra vegetal, foi
baseada nos trabalhos de Belinato et al. (2019) e Costa et al. (2019).

O extrato etandlico de casca de melancia foi diluido em metanol e 3 pL
foram injetados em CLAE com espectrOmetro de massas Thermo Scientific
QExactive® Hybrid Quadrupole-Orbitrap no modo positivo, com faixa m/z de 133 a
2000, tenséo capilar de 3,5 kV, temperatura capilar de entrada de 250 °C, lente S 50
V. Foram utilizados no CLAE a coluna Thermo Scientific Accucore, C18, 2,6 um (2,1
mm x 100 mm) e a fase moével com os solventes de acido formico a 0,1% (A) e
acetonitrila (B), com gradiente de eluicdo nas propor¢cdes A/B em 95/5 até 2/98 em 15
min, espera de 5 min e 2/98 até 95/5 em 1,2 min e espera de 7,8 min, totalizando 29
min, com vazdo 0,2 mL/min. A deteccdo em MS/MS foi através de dissociacao
induzida por colisédo (CID) com faixa de m/z de 100 a 1950 e a energia de colisdo de

30 V, com as amostras sendo infundidas diretamente por eletro-pulverizagdo. Os
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dados foram processados em software Xcalibur (versdo 3.0.63) - Thermo Fisher
Scientific. Apos a geracdo do grafico este foi adicionado ao banco de compostos

guimicos online GNPS (http://gnps.ucsd.edu). Os dados foram filtrados removendo

todos os picos de MS/MS dentro da faixa de +/- 17 Da do precursor m/z, escolhendo
apenas 6 picos superiores no parametro +/- 50 Da em todo o espectro e entdo
agrupados utilizando tolerancia de massa original de 0,2 Da e fragmentos de ions 0,1
Da para criar espectros de consenso (espectros de consenso com menos de 2
espectros foram descartados). Uma rede foi criada onde as arestas filtradas
obtivessem pontuacao de cosseno acima de 0,7 em mais de 6 picos correspondentes.
Os espectros na rede foram entdo pesquisados nas bibliotecas espectrais do GNPS

(http://gnps.ucsd.edu), gerando a tabela com os compostos quimicos encontrados no

extrato etandlico de casca de melancia. Informac¢ées como IUPAC, sindnimo, formula,

massa e estrutura, foram retiradas do site https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/.

A andlise da composicdo quimica do extrato etandlico de casca de
melancia foi realizada no laboratério da Profa. Dra. Taicia Pacheco Fill, Laboratorio
de Biologia Quimica Microbiana do Instituto de Quimica (IQ) / UNICAMP.

411 Anédlise estatistica

Os dados do teste turbidimétrico, &cidos graxos de cadeia curta e avaliagdo
metabdlica foram apresentados como média + desvio padrédo, submetidos a ANOVA
monovariada e testados por Tukey post-hoc pelo programa Statistical Package for the
Social Science (SPSS, EUA), versdo 17.0. O nivel de significancia adotado foi p <0,05
e os resultados com diferengas significativas foram simbolizados com as letras do
alfabeto, na forma minuscula, obedecendo a ordem. As representacdes graficas foram

feitas com o software GraphPad Prism (GraphPad software, EUA).


http://gnps.ucsd.edu/
http://gnps.ucsd.edu/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos conservadores, 6leos
essenciais, extratos etanolicos de cascas de frutas e adocantes sobre o

crescimento das bactérias probidticas

As cinco bactérias estudadas foram submetidas ao teste de acéo
antimicrobiana comparando-se, por turbidez, o crescimento em meio de cultura
contendo as amostras de conservadores, 0leos essenciais, extratos de cascas de
frutas e adocantes. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 1 a 4,
respectivamente.

Os resultados apresentados na Figura 1 (1A e 1C) mostram que o nitrito de
sodio ndo inibiu o crescimento das espécies L. lactis e E. faecium na concentragédo de
0,06 mg/mL, ocorrendo promocao de crescimento (Abs. 0,55) na populacdo de E.
faecium. Neste caso, 0 crescimento foi estatisticamente significativo em relagdo ao
controle (Abs. 0,52; p<0,05).

J& o sorbato de potassio foi 0 conservador que apresentou o maior efeito
inibitério sobre o crescimento de L. lactis e L. rhamnosus na concentracdo de 25
mg/mL. O bissulfito de sddio e o sorbato de potassio obtiveram efeito similar sobre E.
faecium e B. longum. Lactobacillus acidophilus sofreu maior inibicdo pelo bissulfito de
sédio na concentracao de 0,7 mg/mL (Figura 1D).

O sorbato de potéssio € utilizado na industria de alimentos principalmente
para inibir leveduras (MAMUR et al., 2012; ANAND & SATI, 2013), mas foi observado
através dos resultados que o mesmo foi capaz de inibir o crescimento de E. faecium,
L. lactis, L. rhamnosus, L. acidophilus e B. longum (Figura 1). De acordo com trabalhos
anteriores, diferentes autores relataram que esta inibicdo bacteriana causada pelo
sorbato de potassio pode ser resultado de alteracdes ocorridas na membrana celular,
ou pela inibicdo dos sistemas de transporte enzimatico, mudancas no efluxo de
prétons da célula, ou ainda por combinacdo desses diferentes mecanismos de acéo
(BRUL & COOTE, 1999).
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Figura 1. Efeito dos conservadores benzoato de sédio (5 mg/mL), sorbato de potassio (25
mg/mL), nitrito de sédio (0,06 mg/mL) e bissulfito de sodio (0,7 mg/mL) sobre o crescimento
de: 1A - E. faecium; 1B — L. rhamnosus; 1C — L. lactis; 1D - L. acidophilus; 1E — B. longum.
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Avaliando o comportamento da B. longum quando exposta aos
conservadores, esta espécie foi totalmente inibida na presenca do bissulfito de sddio
e do sorbato de potéssio.

As bactérias anaerdbias L. acidophilus e B. longum foram as espécies que
apresentaram menor crescimento na presenca de 0,7 mg/mL de bissulfito. De acordo
com Maia et al. (2006), um dos mecanismos de inibicdo do bissulfito na célula € a
interferéncia na cadeia respiratéria, fato que ndo explicaria a acdo entre as espécies
anaerobias estudadas. Os autores destacaram mais dois mecanismos de acéo deste
conservador, que seriam a reducao de ligacdes dissulfidicas em enzimas e a formagéo
de compostos de adi¢cdo que interferem em reacfes com aminoacidos, pirimidinas e
nucleosideos.

Os efeitos dos conservadores sobre o crescimento de micro-organismos
dependem do tipo de molécula, das espécies e dosagem (STANOJEVIC et al., 2009).
Os aditivos sdo empregados em dosagens variadas devido a toxicidade e aspectos
tecnolégicos, por isso € importante verificar se a presenca deles, em concentracdes
acima do limite maximo poderia interferir no crescimento das bactérias probidticas
(LENNERZ et al., 2015; XIE et al., 2016; DEHGHAN et al., 2018; GARCIA-FUENTES
et al., 2019).

Na literatura pertinente, os dados sobre os conservadores estdo
determinados principalmente frente a micro-organismos que demonstram risco ao
consumidor, como por exemplo Salmonella sp., S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis,
E. coli, Candida albicans e Aspergillus flavus (STANOJEVIC et al., 2009; QUOC,
2018). A tendéncia mundial € a elaboracédo de alimentos com ingredientes menos
nocivos, com uma certa especificidade e garantindo a seguranca. Estudos
demonstraram que extratos derivados de plantas possuem acado seletiva frente a
micro-organismos, devido a presenca de diversos compostos quimicos que lhes sao
peculiares (LEE et al., 2006; SELMA et al., 2009; CHACAR et al., 2018). Assim, no
presente trabalho foram avaliados 6leos essenciais e extratos etandlicos de cascas
de frutas como possiveis candidatos a substituicdo de aditivos antimicrobianos em
alimentos.

Os resultados dos efeitos dos 0leos essenciais e extratos etanodlicos de
cascas de frutas sobre o crescimento das bactérias estudadas estao apresentados

nas Figuras 2 e 3. Os 0leos e extratos foram adicionados ao meio de crescimento na
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concentragédo de 1,5 mg/mL, valor baseado na IDA recomendada pela FAO/JEFCA

para o 6leo essencial de curcuma e para a curcumina, com modificacoes.
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Figura 2. Efeito de 1,5 mg/mL dos 6leos essenciais de orégano, pitanga, gengibre, laranja
doce, canela, cravo e capim-limdo, sobre o crescimento de: 2A - E. faecium; 2B — L.

rhamnosus; 2C — L. lactis; 2D - L. acidophilus; 2E — B. longum.
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Figura 3. Efeito de 1,5 mg/mL dos extratos etandlicos de casca de maca gala, manga Tommy,
melancia e banana prata, sobre o crescimento de: 3A - E. faecium; 3B — L. rhamnosus; 3C —

L. lactis; 3D - L. acidophilus; 3E — B. longum.
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De acordo com os resultados das Figuras 2 e 3, a presenca dos 6leos
essenciais ou extratos etandlicos de cascas de frutas no meio de crescimento inibiu,
foi indiferente ou promoveu o crescimento das bactérias probioticas.

Os Oleos essenciais de canela, inibiu totalmente o crescimento das
bactérias avaliadas, enquanto o 6leo de laranja doce inibiu por completo o crescimento
de L. rhamnosus e B. longum. Ao contrério, o 6leo de orégano sé néo teve este efeito
inibitorio total sobre o crescimento de B. longum. E. faecium foi a Unica bactéria que
obteve crescimento na presenca dos 6leos essenciais de capim-limdo e cravo, as
demais espécies foram inibidas totalmente por estas amostras.

Ainda em relagdo ao efeito dos 6leos essenciais sobre o crescimento da B.
longum, esta sofreu algum tipo de inibicdo por quase todos os 0leos, exceto pelo 6leo
de gengibre, que aumentou significativamente seu crescimento (Abs. 0,78; p<0,05)
em relacdo ao controle (Abs. 0,69), mostrando um efeito estimulante sobre esta
bactéria. Lacticaseibacillus rhamnosus também foi inibida pela maioria dos 6leos
essenciais e apenas parcialmente pelo 6leo de gengibre.

Os resultados demonstram que a acdo dos Oleos essenciais variou de
acordo com a espécie de bactéria probitdtica estudada. Este fato pode estar
relacionado tanto as diferencas nas composi¢cdes quimicas dos 6leos empregados,
como também as caracteristicas morfolégicas e fisiol6gicas das bactérias, o que as
tornam mais ou menos suscetiveis aos compostos presentes nos 6leos. Os 6leos
essenciais sao ricos em diferentes classes de substancias quimicas, sendo os
terpenos/terpenoides 0s principais compostos antimicrobianos encontrados neste
metabdlito secundario (ATANASOVA-PANCEVSKA et al., 2017; EKPENYONG &
AKPAN, 2017; FRATINI et al., 2017; SANTOS et al., 2018; MARQUES et al., 2018;
BERISTAIN-BAUZA et al., 2019; TEPE & OZASLAN, 2020).

Considerando os extratos etandlicos avaliados, nenhum dos extratos de
cascas de frutas inibiu totalmente o crescimento das bactérias probitticas na
concentracdo de 1,5 mg/mL (Figura 3). Ainda, os extratos de cascas de maca, manga,
melancia e banana promoveram o crescimento de L. lactis (p <0,05), enquanto
nenhum efeito foi observado para E. faecium, quando comparado ao controle.

Os efeitos inibitorios dos extratos etandlicos de cascas de frutas foram mais

pronunciados em B. longum, que foi inibida principalmente pelo extrato de casca de
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manga (Abs. 0,12), seguido do extrato de casca de melancia (Abs. 0,52). Porém,
houve um aumento no crescimento desta bactéria na presenca do extrato de casca
de maca (Abs. 0,76), em relagéo ao controle (Abs. 0,69 — p<0,05).

O extrato de casca de melancia causou diminuicdo na populacédo de trés
das bactérias probioticas, ou seja, B. longum, L. acidophilus e L. rhamnosus, sendo
entdo selecionado para a analise de determinagcédo da composi¢cao quimica por CLAE
(Cromatografia Liquido de Alta Eficiéncia).

Os resultados referentes ao crescimento das bactérias probidticas
cultivadas na presenca dos adocgantes estéo ilustrados na Figura 4. O edulcorante néo
tem a fungdo de preservar alimento, mas existem relatos de que este tipo de
ingrediente causa desequilibrio na microbiota intestinal por apresentar efeito
antimicrobiano (ANTON et al., 2010; SUEZ et al., 2014; PEPINO, 2015; SILVA et al.,
2016).

Neste trabalho foram testados cinco adocantes. A estévia, um edulcorante
derivado da planta Stevia rebaudiana agiu inibindo as populacdes das espécies L.
acidophilus, L. rhamnosus e B. longum, mas néo teve efeito inibitdério no crescimento
das bactérias E. faecium e L. lactis.

Por outro lado, a sacarina apresentou efeito inibitério pronunciado sobre o
crescimento de todas as bactérias avaliadas, que se refletiu em diferencas
significativas nas absorbancias das culturas em relagéo ao controle, sendo (Abs): E.
faecium 0,34 - controle 0,52; L. lactis 0,45 - controle 0,64; L. rhamnosus 0,46 - controle
1,18; L. acidophilus 0,23 - controle 0,83 e B. longum 0,22 - controle 0,74 (p<0,05).

Estudos da acdo de adocantes como a sacarina, sobre a microbiota
intestinal, foram realizados in vivo e por analise metabolémica de fezes (SUEZ et al.,
2014; PALMNAS et al., 2014; CLAUS et al., 2016; BIAN et al., 2017), diferentemente
deste trabalho, cujo efeito sobre o crescimento bacteriano foi avaliado in vitro. Assim,
podemos inferir que in vitro, L. lactis e E. faecium foram as bactérias que sofreram
menores efeitos inibitérios dos adocantes, sendo mais inibidas pela sacarina e
aspartame. Adicionalmente, L. acidophilus sofreu acdo de todos os edulcorantes,
enquanto o aspartame nao inibiu o L. rhamnosus e a sucralose e o aspartame nao

inibiram B. longum.
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Figura 4. Efeito dos adocgantes sacarina (5 mg/mL), estévia (4 mg/mL), sucralose (15
mg/mL), aspartame (10 mg/mL) e ciclamato (11 mg/mL), sobre o crescimento de: 4A - E.

faecium; 4B — L. rhamnosus; 4C — L. lactis; 4D - L. acidophilus; 4E — B. longum.
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Resultados similares aos encontrados no presente trabalho foram relatados
por Vinderola et al. (2002), que testaram a acédo de diversos aditivos comumente
utilizados em produtos lacteos sobre bactérias probidticas. Um destes ingredientes foi
0 aspartame na concentracdo de 0,12%, que reduziu a populacdo de culturas
comerciais de L. acidophilus (A3, A9, 08, 53, 5, CSL) , mas nao agiu sobre B. longum
(Al, A7, BL) e L. rhamnosus (Al15, Al16, LS).

Abou-Donia et al. (2008) inseriram sucralose na alimentacdo de ratos,
baseados na IDA. Apos avaliarem as contagens de Bifidobacterium, Lactobacillus e
Bacteroides nas fezes dos animais, as populagfes destes grupos de bactérias foram
reduzidas em 40%, 39% e 68%, respectivamente. Também no presente trabalho, E.
faecium, L. rhamnosus e L. acidophilus foram inibidas por este edulcorante.

Os conservadores, adocantes, O0leos essenciais e extratos etandlicos de
cascas de frutas que incorreram em menor crescimento das bactérias no teste
turbidimétrico (Figura 1, 2, 3 e 4) foram selecionados para determinacdo da MIC e
MBC. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.

A sacarina, adogante sem finalidade antibacteriana, apresentou MIC e MBC
similares ou menores que as observadas para conservadores como benzoato de sodio
e sorbato de potéssio para algumas das espécies avaliadas.

O bissulfito de sédio inibiu as bactérias probidticas a valores de MIC que
variaram de 2,5 mg/mL (E. faecium, L. rhamnosus e L. lactis), 1,25 mg/mL (L.
acidophilus) e 0,63 mg/mL (B. longum) (Tabela 4). Para exemplificar o quanto micro-
organismos reagem a este conservador, Quoc (2018) determinou a MIC do bissulfito
de sédio para bactérias Gram-positivas, como B. subtilis e S. aureus, e obteve valores
de 3,13 mg/mL e 6,25 mg/mL, respectivamente.

O benzoato de sodio e o sorbato de potassio atuaram de forma semelhante
sobre B. longum, inibindo o crescimento a MIC de 25 mg/mL, ou seja, valores
superiores aos observados para esta espécie. Ainda, o sorbato de potassio precisou
de uma menor concentracdo (MIC 25 mg/mL) em comparacao ao benzoato de sodio
(MIC 50 mg/mL), para inibir L. acidophilus e L. lactis.

Enterococcus faecium foi inibido a MIC de 50 mg/mL de benzoato de sddio

e 100 mg/mL de sorbato de potassio.
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Tabela 4. Concentracdo minima inibitéria e concentragdo bactericida minima (MIC e MBC - mg/mL) dos conservadores, edulcorantes, 6leos

essenciais e extratos etandlicos de cascas de frutas sobre as bactérias probibticas estudadas.

Amostra E. faecium L. lactis L. rhamnosus L. acidophilus B.longum

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Benzoato 50 >100 50 >100 50 100 50 100 25 50
Bissulfito 2,50 5 2,50 2,50 2,50 5 1,25 2,50 0,63 1,25

Sorbato 100 100 25 50 50 100 25 100 25 50
Sacarina 100 100 50 >100 25 100 25 100 6,25 12,50
Pitanga 50 >100 50 >100 50 100 12,50 50 50 100
Orégano 2,50 5 2,50 5 2,50 5 0,63 1,25 1,25 2,50
Canela 2,50 5 1,25 5 10 10 2,50 2,50 0,31 0,63
Cravo 5 5 2,50 2,50 5 5 1,25 1,25 1,25 2,50
Capim- limao 12,50 12,50 3,13 6,25 6,25 12,5 3,13 3,13 1,56 3,13

Melancia >20 >20 20 >20 20 >20 20 >20 10 >20
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Em um estudo anterior, bactérias como S. aureus e B. subtilis foram menos
resistentes que as bactérias probiéticas utilizadas no presente trabalho, com valores
de MIC de 10 mg/mL para o sorbato de potassio e benzoato de sédio (STANOJEVIC
et al., 2009).

A comparacédo da agdo dos 6leos essenciais, extratos etandlicos de cascas
de frutas, edulcorantes e dos conservadores sobre as bactérias probidticas indica que
a B. longum foi a bactéria mais sensivel aos 6leos e ao extrato etandlico de casca de
melancia (Tabela 4), com destaque para o0 Oleo essencial de canela, cuja
concentracdo minima de inibigdo foi de 0,31 mg/mL, menor que a do bissulfito de sodio
(0,63 mg/mL). Esses resultados demonstram que foi possivel encontrar um produto
natural com acado superior & de um conservante empregado em alimentos.

O odleo essencial de pitanga apresentou efeito inibitério semelhante ao do
benzoato de sédio com as bactérias E. faecium, L. lactis, L. rhamnosus, com valores
da MIC em 50 mg/mL.

Para a maioria das bactérias e amostras testadas, os valores das
concentracBes bactericidas minimas (MBC) observadas foram cerca do dobro dos
valores da MIC determinados nos testes. Um exemplo, séo os resultados encontrados
para o Oleo essencial de cravo, que apresentou a MIC de 1,25 mg/mL contra B.
longum e MBC de 2,5 mg/mL (Tabela 4).

A sacarina, para ter a acdo bactericida em L. rhamnosus, precisou de duas
concentragfes acima (100 mg/mL) da MIC encontrada de 25 mg/mL. Esse resultado
também foi obtido para a bactéria L. acidophilus, para a sacarina e o sorbato de

potassio.

5.2 Estimulacdo da producdo de acidos graxos de cadeia curta —

acetato, butirato e propionato

Algumas culturas probidticas possuem a capacidade de utilizar fibras, como
a inulina, quebrando-a em acucares menores que favorecem o0 crescimento
microbiano e a producgédo de acidos graxos de cadeia curta, compostos importantes
para o organismo, por regularem as células epiteliais do célon e serem substratos
energéticos (QUIGLEY, 2010, HIRAYAMA & RAFTER, 2012; PEKMEZ et al., 2019).
Os produtos da fermentacéo, por exemplo, lactato e acetato, podem ser usados como
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substratos pelas bactérias para producdo de mais tipos de acidos graxos de cadeia
curta (QUIGLEY, 2010; MOENS et al., 2017, PEKMEZ et al., 2019).

Assim, foi realizado cultivo das bactérias na presenca de inulina, sendo que
os resultados ilustrados na Figura 5 demonstram esta caracteristica probiética das
cepas utilizadas, uma vez que algumas linhagens podem ter a capacidade de
fermentar a inulina e outras nao.
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Figura 5. Promocéo de crescimento das bactérias probioticas pela inulina 1,5%. Ensaios em

meio de cultura MRS apds 24 h de cultivo. 5A - E. faecium; 5B — L. rhamnosus; 5C — L. lactis;

5D - L. acidophilus; 5E — B. longum.

Com base nos valores de concentracdo dos pocos imediatamente

anteriores aos de MIC (Tabela 4), as bactérias probidticas foram submetidas a
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crescimento em meio contendo benzoato de sddio, sorbato de potéssio, sacarina, 6leo
essencial de canela e extrato etandlico de casca de melancia, a fim de causar “injaria”
celular. Apos crescimento, uma amostra da cultura de células “injuriadas” foi
transferida para novo meio de cultura, desta vez contendo inulina. Apds o tempo de
incubacdo, o caldo fermentado foi analisado quanto ao teor dos &cidos acético,
propidnico e butirico.

A Figura 5A demonstra que, das cinco bactérias estudadas, somente E.
faecium ndo utilizou a inulina, pois apresentou 0 mesmo crescimento no caldo de
cultura sem a fibra (Abs 0,56 sem inulina e 0,56 com inulina; p<0,05).

Os resultados da Figura 6 mostram que quando E. faecium foi cultivado
somente no meio de cultura original (controle), ndo foram detectados os acidos
aceético, propidnico e butirico. Porém, quando crescido na presenca do benzoato,
sorbato, sacarina e O6leo essencial de canela, &acido acético foi detectado,
respectivamente, nas concentracdes de 522 ug/mL, 289 ug/mL, 227 ug/mL e 120
pug/mL.
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Figura 6. Producédo de acido acético por E. faecium, apos exposi¢cdo ao benzoato de sddio
(25 mg/mL), sorbato de potassio (50 mg/mL), sacarina (50 mg/mL), 6leo essencial de canela
(1,25 mg/mL) e extrato etandlico de casca de melancia (20 mg/mL), e as células serem

recuperadas, apos 24 h de cultivo, em meio contendo 1,5% de inulina.
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A cultura controle de L. acidophilus, ou seja, nao cultivada na presenca dos
conservadores e demais amostras avaliadas (Figura 7) produziu 5789 pug/mL de acido
aceético, 77 pg/mL de acido propidnico e 69 ug/mL de &cido butirico. Porém, o acido
butirico ndo foi mais detectado no meio de cultivo apds exposicdo ao benzoato,
sorbato, sacarina, O0leo essencial de canela e extrato etandlico de casca de melancia.
Houve também uma diminuicdo da produc¢do dos demais &cidos graxos quantificados
(Figura 7).

Soldavini & Kaunitz (2013) e Puertollano et al. (2014) observaram que a
microbiota intestinal, principalmente o género Bifidobacterium, quando na presenca
de fruto-oligossacarideos e galacto-oligossacarideos € estimulada a produzir acido
aceético, o que corrobora com os resultados, pois este foi 0 acido mais produzido pelas
bactérias avaliadas na condi¢cdo controle. Por outro lado, L. acidophilus teve a
producdo de acido acético diminuida em comparacdo ao controle (5789 ug/mL;
p<0,05), quando as células foram expostas ao extrato etandlico de casca da melancia
(2414 png/mL), 6leo essencial de canela (3368 ug/mL), sacarina (3846 ug/mL), sorbato
de potassio (4045 pug/mL) e benzoato de sddio (4556 ug/mL).

A producao de &cido propidnico pela bactéria de L. acidophilus (77 pug/mL
na amostra controle; p<0,05) também foi reduzida na presenca dos conservadores
sorbato (16 ug/mL), benzoato (22 ng/mL), sacarina (12 ug/mL) e do 6leo essencial de
canela (21 pg/mL), ndo sendo detectado apos a exposi¢cdo ao extrato etandlico de

casca de melancia (Figura 7B).



70

L.acidophilus

3 Controle
E3 Benzoato
E3 Sorbato
[0 Sacarina
Canela

Melancia

L.acidophilus

3 Controle
B3 Benzoato
E3 Sorbato
@D Sacarina
Canela
Melancia

ug/mL

(2] Controle
B3 Benzoato
E3 Sorbato
@O Sacarina
Canela

Y Melancia

C

Figura 7. Producdo de acido acético (7A), acido propidnico (7B) e acido butirico (7C) L.

acidophilus, ap6s a exposicdo ao benzoato de sédio (25 mg/mL), sorbato de potassio (12,5

mg/mL), sacarina (12,5 mg/mL), éleo essencial de canela (1,25 mg/mL) e extrato etandlico de

casca de melancia (10 mg/mL), e as células serem recuperadas, ap6s 24 h de cultivo, de meio

contendo 1,5% de inulina.
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A bactéria L. lactis produziu acido acético e propiénico, mas ndo acido
butirico apés o crescimento em inulina, 1,5% por 24 h. J4 o extrato de casca de
melancia e o benzoato de sodio ndo alteraram a producao de &cido propidnico por L.
lactis. Porém, o sorbato de potassio, a sacarina e o 6leo essencial de canela alteraram
a producao dos acidos acético e propibnico pela bactéria (Figura 8 - 8A e 8B).
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Figura 8. Producéo de acido acético (8A) e acido propibnico (8B) L. lactis, apds a exposicéo
ao benzoato de sédio (25 mg/mL), sorbato de potassio (12,5 mg/mL), sacarina (25 mg/mL),
Oleo essencial de canela (0,63 mg/mL), e extrato etandlico de casca de melancia (10 mg/mL)

e as células serem recuperadas, ap6s 24 h de cultivo, de meio contendo 1,5% de inulina.

Acidos graxos de cadeia curta, observados na presenca de inulina, em
testes in vitro, sdo pouco estudados para L. lactis. No trabalho de De Marco et al.
(2015), os autores demonstraram a producdo in vitro de acido acético na presenca de
1% de inulina, apos 24 h de fermentacéo, para as bactérias L. lactis e L. acidophilus

e encontraram, respectivamente, 500 ppm e 100 ppm.
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Bifidobacterium longum foi a maior produtora de acido acético, entre as
cinco bactérias avaliadas, apresentando 7051 ug/mL na amostra controle (Figura 9A).
Acido propibnico também foi observado no controle (62 pg/mL). Apds exposicdo ao
sorbato de potassio e ao extrato etandlico de casca de melancia houve reducéo da
producdo de acido acético por B. longum (5664 ug/mL e 5534 pug/mL,
respectivamente) e acido propiénico, (39 ug/mL e 38 ug/mL, respectivamente;
p<0,05).
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Figura 9. Producéo de acido acético (9A) e acido propidnico (9B) B. longum, ap0s a exposi¢ao

ao benzoato de sédio (12,5 mg/mL), sorbato de potassio (12,5 mg/mL), sacarina (3,1 mg/mL),
6leo essencial de canela (0,16 mg/mL) e extrato etandlico de casca de melancia (5 mg/mL), e

as células serem recuperadas, apos 24 h de cultivo, de meio contendo 1,5% de inulina.



73

O extrato etandlico da casca de melancia foi uma das amostras que alterou
a producao de acidos graxos de cadeia curta nas bactérias L. acidophilus, B. longum
e L. rhamnosus. Sultan et al. (2017) avaliaram a atividade anti-plasmideo do extrato
etanolico de casca de melancia sobre as bactérias como E. coli e S. mutans, e
identificaram a presenca de compostos fendlicos no extrato (flavonoides e taninos),
terpenoides, saponinas, glicosideos e alcaloides. Alguns destes constituintes também
foram encontrados no extrato etanolico de casca de melancia utilizado neste trabalho.

Os resultados obtidos para L. rhamnosus estéo apresentados na Figura 10.
Esta bactéria deixou de produzir acido propidnico apds cultivo na presenca de
benzoato de sodio, sorbato de potassio, sacarina e extrato etandlico de casca de
melancia. Houve reducao de aproximadamente 50% (13 pug/mL) de &cido propibnico,
apos a exposicdo em Oleo essencial de canela, em relagcdo ao controle (24 pg/mL;
p<0,05). Em relacdo ao &cido acético, houve aumento de sua producdo apos
exposicdo ao oleo essencial de canela (396 ug/mL) quando comparada ao controle
(221 pg/mL; p<0,05). Houve também reducdo na presenca dos demais compostos
(benzoato, 18 ug/mL; sorbato, 88 ug/mL; sacarina, 113 pg/mL e melancia, 21 ug/mL;
p<0,05).

Lacticaseibacillus rhamnosus (Figura 10A) foi a bactéria que menos
produziu 4cido acético na presenca de inulina (221 ug/mL). Oliveira et al. (2012)
realizaram teste com L. rhamnosus em leite enriquecido com 4% de inulina e
encontraram 1500 pug/mL de acido acético, apds o processo fermentativo atingir o pH
4,5. Os resultados encontrados neste trabalho mostram que, nas condi¢cdes
estudadas, L. rhamnosus ndo foi um grande produtor de acido acético quando
comparado a B. longum, L. acidophilus e L. lactis.

O acetato age como subproduto para a formacao do butirato pelos géneros
presentes na microbiota intestinal, como Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia spp.,
Anaerostipes caccae, Eubacterium hallii e Eubacterium retale (sinbnimo B. longum)
(RIVIERE et al., 2015; FERNANDEZ et al., 2016; BAXTER et al., 2019). No entanto,
ndo houve deteccdo deste 4cido graxo de cadeia curta para a cepa de B. longum
analisada neste experimento. Puertollano et al. (2014) descreveram que o prebiotico
influencia a formacao do acido graxo de cadeia curta e que a inulina ajuda a formacao

de acetato, mas néo estimula a producéo de propionato e butirato em Bifidobacterium.
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Figura 10. Producao de acido acético (10A) e acido propiénico (10B) L. rhamnosus, apés a
exposicao ao benzoato de sédio (25 mg/mL), sorbato de potassio (25 mg/mL), sacarina (12,5

mg/mL), 6leo essencial de canela (5 mg/mL) e extrato de casca de melancia (10 mg/mL), e as

células serem recuperadas, apés 24 h de cultivo, de meio contendo 1,5% de inulina.
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Frente aos resultados apresentados, é possivel inferir que a B. longum
poderia produzir butirato utilizando o acetato derivado da inulina, e a ndo deteccao de
acido butirico pode ter sido causada pelo fato de o tempo de fermentacéo de 24 h ter
sido insuficiente. No momento da retirada da aliquota para a analise por cromatografia,
0 4cido acético encontrava-se em alta concentracdo na amostra (7051 pg/mL),
sugerindo que o mesmo ainda ndo estava sendo utilizado para a formacéo de outros
acidos.

Moens et al. (2017) submeteram bactérias B. longum e L. acidophilus a
fermentacdo em meio com aproximadamente 1% de inulina, durante 24 h. A produgéo
de &cido acético para B. longum foi de 1830 pg/mL, ndo havendo detecgédo deste
composto para L. acidophilus. Também Kajiwara et al. (2002) pesquisaram a producéo
de acido acético por B. longum na presenca de 5% de inulina e encontraram 4260
ug/mL, apos 48 h. A linhagem de L. acidophilus utilizada neste trabalho foi capaz de
produzir todos os acidos pesquisados e B.longum produziu acido acético e propiénico

na presenca de 1,5% de inulina.

5.3 Avaliagcao da atividade metabolica do L. rhamnosus através de

citometria de fluxo

Baseado nos resultados obtidos nos ensaios anteriores de producao de
acidos graxos de cadeia curta e atividade antimicrobiana por turbidimetria, onde L.
rhamnosus foi mais susceptivel aos conservadores, edulcorantes, 6leos essenciais e
extratos etandlicos de frutas, esta bactéria foi selecionada para investigacao dos
efeitos do sorbato de potassio, sacarina sodica e 6leo essencial de canela sobre a
atividade da esterase (cFDA) e a integridade da membrana (PI), apos crescimento na
presenca dessas substancias.

As analises foram realizadas por citometria de fluxo que utiliza luz e
fluorescéncia, detectando células conforme o estado estrutural, fisiolégico e genético
(MULLER & NEBE-VON-CARON, 2010; WILKINSON, 2018). O resultado, em
porcentagem, foi calculado a partir dos 20 mil eventos detectados pelo equipamento.

Este tipo andlise esta sendo atualmente utilizada para bactérias probioticas,
pelo fato destes micro-organismos serem fastidiosos e estruturalmente estarem vivos,

mas por razdes adversas ndo conseguem, se multiplicar em meio de cultura
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(LAHTINEN et al., 2008; SAID et al., 2010; KERRY et al., 2018; BODOR et al., 2020;
KIESER & BUDOWLE, 2020).

Através de analise por citometria de fluxo foi possivel observar que na
presenca de 25 mg/mL de sorbato ocorreu 15% de injdria celular (Figura 11), e a maior
porcentagem de células mortas (20%), em comparagcdo a sacarina (1%) e canela
(12%). Este valor de células mortas foi metade do valor encontrado por Kennedy et al.
(2011), que realizaram um estudo similar, expondo as bactérias Gram-positivas S.

aureus e L. monocytogenes a presenca de 0,1% de sorbato, por 30 min.
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Figura 11. Analise por citometria de fluxo com cultura de L. rhamnosus crescida na presenca
de 25 mg/mL de sorbato de potassio, acompanhado de controle (amostra sem exposicao) e
controle 80°C (controle de células mortas - tratamento térmico de 80°C/ 10 min). Porcentagem

de células vivas, injuriadas, mortas e artefatos.

Células crescidas na presenca de sacarina apresentaram um
comportamento demonstrando variagdes entre os controles e os valores de células
mortas (controle de 9% e sacarina 1%; p<0,05), injuriadas (controle obtendo 7% e
sacarina 1%; p<0,05), e principalmente artefatos (controle 13% e sacarina 36%;
p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Andlise por citometria de fluxo com cultura de L. rhamnosus crescida na presenca
de 12,5 mg/mL de sacarina, acompanhada de controle (amostra sem exposi¢éo) e controle
80°C (controle de células mortas - tratamento térmico de 80°C/ 10 min). Porcentagem de

células vivas, injuriadas, mortas e artefatos.

O PI age se a membrana sofreu algum dano, mas este rompimento nao
pode permitir que o corante extravase e impec¢a a interagdo com o DNA da célula
(ZHANG et al., 2019). As células tratadas com a sacarina apresentaram menos
bactérias injuriadas e mortas que o controle, mas apresentaram maior porcentagem
de artefatos, o que pode sugerir, conforme Sunny-Roberts & Knorr (2008) e Ananta et
al. (2004), serem um grupo de células com a membrana intacta e sem atividade de
esterase ou, de acordo com Amor et al. (2002) e Paparella et al. (2008), lise completa
da membrana, impedindo o PI de ficar retido.

Sacarina e sorbato de potassio apresentaram as porcentagens de células
vivas de 63% e 51%, respectivamente, com o controle em 72%. O 6leo essencial de
canela obteve as porcentagens de células injuriadas de 27% e células vivas em 38%
para L. rhamnosus (Figura 13), a contagem da populagdo (Figura 14), para esta
amostra, apresentou uma queda em relacdo ao controle (controle, 7,6 log UFC/mL;
canela 6,8 log UFC/mL; p<0,05). Este resultado pode explicar a menor concentracao
de células vivas como também, que uma parte destas células injuriadas poderia ter
perdido a capacidade de se multiplicar. Células ndo lesadas sdo mais facilmente
detectadas e enumeradas pelo método microbioldgico tradicional (EVERIS, 2001).

Paparella et al. (2008) analisaram a acdo do Oleo essencial de canela em L.
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monocytogenes, na dosagem de 0,20%, e verificaram que a metade populacdo das
bactérias apresentaram injaria e a contagem em placas houve uma reducédo de 5

ciclos logaritmicos.
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Figura 13. Andlise por citometria de fluxo com cultura de L. rhamnosus crescida na presenca
de 5 mg/mL de 6leo essencial de canela, acompanhado de controle (amostra sem exposi¢ao)
e controle 80°C (controle de células mortas - tratamento térmico de 80°C/ 10 min).

Porcentagem de células vivas, injuriadas, mortas e artefatos.
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Figura 14. Contagem de células (log UFC/mL) das suspens@es padronizadas em 0,5 + 0,1

(Abs), analisadas por citometria de fluxo.

A Figura 15, ilustra os dot plots (graficos biparamétricos - quatro

guadrantes) que foram observados durante a analise por citometria de fluxo
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Figura 15. Dot-plots observados durante a analise por citometria de fluxo com L. rhamnosus:
15A Controle positivo (sem acédo dos conservadores), 15B Controle negativo (tratamento
térmico), 15C 6leo essencial de canela, 15D sacarina, 15E sorbato de potassio. UL “vivas”;

UR “injuriadas”; LL “artefatos”; LR “mortas”.
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5.4 Teor de compostos fendlicos nos Oleos essenciais e extratos

etandlicos de cascas de frutas estudados

Os extratos de cascas de frutas e 0Oleos essenciais estudados foram
avaliados quanto ao teor de compostos fendlicos. Os resultados estao apresentados

na Tabela 5.

Tabela 5. Teor de compostos fendlicos dos 6leos essenciais e extratos etandlicos de cascas

de frutas estudados.

EC (extrato de casca) /

Amostra Mg EAG/g Amostra
OE (6leo essencial)
Maca Gala EC 10,5
Manga Tommy EC 21,0
Melancia EC 11,7
Banana Prata EC 20,4
Laranja Doce OE 55
Capim-limao OE 7,4
Canela OE 55
Gengibre OE 7,4
Pitanga OE 28,0
Orégano OE 239,9
Cravo OE 902,6

De acordo com os resultados da Tabela 5, o 6leo essencial de cravo
apresentou a maior quantidade de compostos fendlicos (902,6 mg EAG/g amostra). O
eugenol é um dos principais constituintes deste 6leo essencial, conforme Cunha et al.
(2012).

O segundo produto com maior concentracdo de fendlicos foi o Oleo
essencial de orégano (239,9 mg EAG/g amostra), sendo que a B. longum foi a Unica
bactéria capaz de crescer na presenca deste 6leo (Figura 2).

Bernstein et al. (2009) analisaram compostos fenolicos em Gleo essencial
de orégano e encontraram 60 mg EAG/g. Conforme a analise cromatografica de
Martins et al. (2014), o 6leo essencial de orégano obtido por hidrodestilagédo continha,
aproximadamente, 23 mg/g de acidos fendlicos e 70 mg/g de flavonoides, destacando-

se como principais o acido rosmarinico e o flavonoide O-glucurénico de luteolina.
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Parkar et al. (2013), apos fermentarem fezes humanas com polifendis,
analisaram por PCR (Polymerase Chain Reaction) a presenca dos grupos de bactérias
nas amostras e constataram que houve aumento da populacéo de Bifidobacterium,
mostrando que este género possui afinidade com compostos fendlicos.

O 6leo essencial das folhas de pitanga pode ser destacado em seguida,
com teor de compostos fendlicos de 28,0 mg EAG/g amostra. Costa et al. (2009)
atribuiram taninos e flavonoides como os principais compostos fendélicos encontrados
em Oleo essencial de folhas de pitanga.

Os 6leos essenciais de canela e laranja doce foram os 6leos com menores
concentragdes de fendlicos, 5,5 mg EAG/g amostra. Eldahshan & Halim (2016) e Chi
et al. (2019) analisaram os componentes do 6leo essencial de laranja doce e
encontraram como maiores constituintes os monoterpenos, enquanto o principal
composto do 6leo essencial de canela € o cinamaldeido (Unlu et al., (2010).

Os teores de compostos fendlicos encontrados nas cascas de frutos
variaram de 11 a 21 mg EAG/g amostra, sendo que as cascas com maiores
concentragdes foram as de manga (21 mg EAG/g amostra) e banana prata (20,4 mg
EAG/g amostra). De acordo com a literatura disponivel, a casca de banana pode
conter compostos como acido galico, catequina, epicatequina, taninos e antocianinas
(SINGH et al., 2016), enquanto a casca de manga apresenta geralmente em sua
constituicdo acido sérico, quercetina, mangiferina pentosideo, acido elagico, acido
galico glicosilado e dos grupos dos carotenoides, B-caroteno, luteina e violaxantina
(RIBEIRO et al., 2008; AJILA et al., 2010; ARAUJO et al., 2014). Kim et al. (2010)
encontraram para a casca da manga Tommy 70 mg EAG/g amostra, valor maior do
gue o encontrado neste trabalho. Esta diferenca pode ser atribuida ao método de
extracao utilizado pelos autores, que incluiram a liofilizacdo da casca seca antes da
extracdo por etanol, além de diferencas de cultivo e maturacéo dos frutos (VU et al.,
2018).

5.5 Composicado quimica do extrato etandlico de casca de melancia

O extrato etandlico de casca de melancia foi analisado por cromatografia
liguida de alta eficiéncia com deteccao por MS/MS (ESI +). Os principais compostos
encontrados neste extrato estdo apresentados na Tabela 6 e foram comparados com

0 banco de dados no site GNPS (http://gnps.ucsd.edu), complementando as
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informagdes como IUPAC, sindnimo, massa, formula e estrutura, utilizando o site

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.

Tabela 6. Compostos encontrados no extrato de casca de melancia através de analise por

CLAE, com deteccdo MS/MS (ESI+). Resultados comparados com o banco de dados GNPS.

Massa
IUPAC Sindénimo Tipo Férmula g/mol Estrutura
E/D*
3-[(2)-10-
3-[(2)-heptadec-10- . 346.5/
_ Heptadecenyllcat Fendlicos
enyllbenzene-1,2-diol Ca23H3s02  369.3
echol
V-
1S,3R,4R,5R)-1,3-dihydroxy- 5o
( -) ydroxy 3.4-i-O- .__‘,I_ AN
4,5-bis[(3,4,5- o . 496.4/ o
) galloylquinic Fendlicos  C21H20014 o .
trihydroxybenzoyl)oxy]cyclohe ” 519.1 g
aci
xane-1-carboxylic acid
5,7-dihydroxy-3-(4- - “.-.._|_.n..
hydroxyphenyl)-8-[3,4,5- T
Y Yp ¥)-81 3-Genistein-8-C- . 432.4 >
trihydroxy-6- _ Fendlicos  C21H20010 o
glucoside 4331 L L
(hydroxymethyl)oxan-2- N
yllchromen-4-one
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7- .
dihydroxy-8- PNEN
[(2S,3R4R,5S 6R)-3,4,5- o N 4484/ o LT 1|
. Orientin Fendlicos  C21H20011 i [
trihydroxy-6- 449.1 - ™ o
(hydroxymethyl)oxan-2- S
yllchromen-4-one
2-[4-[4-[hydroxy-(4-hydroxy-3- s §
ol
methoxyphenyl)methyl]-3- K
hydroxymethyl)oxolan-2-yl]- 538.5/
(hy Y Y 2 NA Fendlicos  C26H34012
2-methoxyphenoxy]-6- 556.2

(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-
triol
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IUPAC Sinénimo

Tipo

Massa
Formula g/mol
E/D*

Estrutura

[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-
ylloxyphenyllmethyl 2-[(E)-3-
(4-hydroxyphenyl)prop-2- NA
enoyl]oxy-3-methyl-3-
[(2S,3R,4S,5S5,6R)-3,4,5-
trinydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-

ylJoxybutanoate

5,7-dihydroxy-6-methoxy-2-[4-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

. Hispidulin 4'-
trihydroxy-6-

lucoside
(hydroxymethyl)oxan-2- J

ylloxyphenyllchromen-4-one

7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-
dihydroxy-3-
[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-
trinydroxy-6-methyloxan-2-
ylloxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)- NA
3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-
ylJoxymethylloxan-2-yl]oxy-6-
methoxychromen-2-one
(2S,3R,4S,5S,6R)-2-[4-
[(3S,3aR,6S,6aR)-3-(4-
hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)-
1,3,3a,4,6,6a-
hexahydrofuro[3,4-c]furan-6-

Acanthoside B

yl]-2,6-dimethoxyphenoxy]-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-
triol

Fenolicos

Fenolicos

Fendlicos

Fendlicos

710.7/
728.3

Ca3H42017
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Massa
IUPAC Sinbénimo Tipo Formula g/mol Estrutura
E/D*
2-(hydroxymethyl)-6-[4-
[(2S,3S)-3-(hydroxymethyl)-5-
[(E)-3-hydroxyprop-1-enyl]-7- -~
methoxy-2,3-dihydro-1- B 520.5/ Yl
benzofuran-2-yl]-2- NA Fendlicos  Caz6H32011 503.2 .1.21!

methoxyphenoxy]oxane-3,4,5-

triol

6-[(2S,3R,4S,55,6R)-4,5-
dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-
3-[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-

trihydroxy-6-methyloxan-2-  Isovitexin 2"-O- _ 5785/ ofl

] Fendlicos C27H30014 RO
ylloxyoxan-2-yl]-5,7- rhamnoside 579.8 . o L1

dihydroxy-2-(4- Ty

hydroxyphenyl)chromen-4-

one
2-[4-[(3S,3aR,6S,6aR)-6-[3-
methoxy-4-[3,4,5-trihydroxy-6- DD_[',.”__[e.
(hydroxymethyl)oxan-2- [ ‘_-;T °
ylloxyphenyl]-1,3,3a,4,6,6a- NA Fendlicos  CasHeOue 682.7 / 1'”
hexahydrofuro[3,4-c]furan-3- 700.3 -y
yl]-2-methoxyphenoxy]-6- Hgl
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-
triol
3-Hydroxy-1-(3-
(2R,3R,4S,5S,6R)-2-[3- hydroxy-4-
hydroxy-1-(3-hydroxy-4-  methoxyphenyl)- e
methoxyphenyl)-2-[4-[(E)-3-  2-{4-[(1E)-3- Od
hydroxyprop-1-enyl]-2- hydroxy-1- Fenodlicos  Cz6H34012 >38.5/ 0o L2 ":-"'o
521.2 | H f

methoxyphenoxy]propoxy]-6- propen-1-yl]-2-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5- methoxyphenoxy
triol }propyl beta-D-
glucopyranoside
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Massa
IUPAC Sinbénimo Tipo Formula g/mol Estrutura
E/D*
[4-[(2S,3R,4S,5S5,6R)-3,4,5- 4-(beta-D-
Trihydroxy-6- Glucopyranosylo
(hydroxymethyl)oxan-2- xy)benzyl 2,3- Fendlicos  CisH26010 10241 .Y
ylloxyphenylmethyl 2,3- dihydroxy-3- oo \ .‘.: ’
dihydroxy-3-methylbutanoate methylbutanoate )
2-[[5-(4-hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)-6,7- y “
bis(hydroxymethyl)-1,3- W\
dimethoxy-5,6,7,8- . 582.6/ [ ||" _
tetrahydronaphthalen-2- NA Fenolicos  CzeHseOus 600.3 o ‘I';' I
ylloxy]-6- g
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-
triol
2-[3-[4-[1,3-dihydroxy-1-(4-
hydroxy-3- S
methoxyphenyl)propan-2- JORN S
ylloxy-3- NA Fendlicos  CasacOrz — 00/ "1 . Ie L
558.3 .t Lo
methoxyphenyl]propoxy]-6- uo
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-
triol
(E)-3-(4-hydroxy-3- ' ll'
methoxyphenyl)prop-2-enoic  Ferulic acid Fendlicos C10H1004 142/ \ ‘ |
cid 177.1 . ‘
Pentonic acid, oH
[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5- 4,5-dideoxy-3-C- —~_
trihydroxy-6- methyl-, [4-(beta- 416.4/ [‘U ‘l
(hydroxymethyl)oxan-2- D- Fendlicos  CigH28010 439.2 ( f"‘\'
ylloxyphenyllmethyl 2,3-  glucopyranosylox F

dihydroxy-3-methylpentanoate y)phenyllmethyl

ester



Massa
IUPAC Sinbénimo Tipo Formula g/mol Estrutura
E/D*

(2)-3-[4-methoxy-2-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5- 2-beta-D- --||"'- .
trihydroxy-6- Glucopyranosylo Fendlicos T 356.3/ 5 \ . ]’ \
(hydroxymethyl)oxan-2- Xy-4-methoxy- 374.1 o A
ylloxyphenyl]prop-2-enoic  cis-cinnamic acid
acid
(1R,3aR,5aR,5bR,7aR,9R,11
aR,11bR,13aR,13bR)-
3a,5a,5b,8,8,11a-hexamethyl-
1-prop-1-en-2-yl- 3.Eoi 42671 ] [] \
12,34567,729,101111p,1 o Pupeol - Terpeno - CaofldO o 0 LT
2,13,13a,13b-
hexadecahydrocyclopenta[a]c
hrysen-9-ol
dimethyl
(1S,4S,5R,6S,7S,8R,11S,12R
,14S,15R)-12-acetyloxy-4,7-
dihydroxy-6-
[(1S,2S,6S,85,9R,11S)-2-
hydroxy-11-methyl-5,7,10-
trioxatetracyclo[6.3.1.02,6.09, Azadirachtin Terpeno C35H44016
11]dodec-3-en-9-yl]-6-methyl-
14-[(E)-2-methylbut-2-
enoyl]oxy-3,9-
dioxatetracyclo[6.6.1.01,5.011
,15]pentadecane-4,11-

720.7/
759.2

dicarboxylate
(2R,3S,4S,5R,6R)-2-
[[(2R,3R,4R,5S)-3,4-
dihydroxy-5- 8o :
(hydroxymethyl)oxolan-2-  Rosiridoside B Terpeno  Ca1HzsO11 46457 ""'—‘""M”H_.,f{ :
ylJoxymethyl]-6-[(2E)-3, 7- 4003
dimethylocta-2,6-

dienoxy]oxane-3,4,5-triol
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Massa
IUPAC

Sinbénimo Tipo Formula g/mol Estrutura

E/D*

(2R,3R,4S,5S,6R)-2-0ctoxy-6- e,
[[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5- 4245/ L)

) NA Terpeno C19H36010 Lo,_u0
trihydroxyoxan-2- 442.3 1 . f
ylJoxymethylloxane-3,4,5-triol .

7b,9-Dihydroxy-
3-
(hydroxymethyl)-
1,1,6,8-

[1,14-dihydroxy-8- tetramethyl-5-

(hydroxymethyl)-4,12,12,15-

0XO- ‘
tetramethyl-5-ox0-13- 1,1a,1b,4,4a,5,7a Terpeno C22H3006 3905/ ' B
tetracyclo[8.5.0.02,6.011,13]p ,7b,8,9- 4322 )
entadeca-3,8-dienyl] acetate decahydro-9aH-
cyclopropa[3,4]b
enzo[1,2-
elazulen-9a-yl
acetate
(2E,4E)-5-(1-hydroxy-2,6,6- {’
trimethyl-4-oxocyclohex-2-en- o . 264.3/ M*:;_,,
1y1)-3-methylpenta-2,4- Abscisic acid Terpeno C15H2004 o471 > :«:__‘|_
dienoic acid !
(1S,3R,8R,10S,11R,12S,14S,
16R)-12-acetyloxy- %
5,11,15,15-tetramethyl-6-oxo-

2,7-
dioxapentacyclo[8.8.0.01,3.04
,8.011,16]octadec-4-en-14-yl]

Gelomulide N

4324 - . L
Terpeno C24H3207 :

415.2

acetate

(6S,7aR)-6-hydroxy-4,4,7a-
trimethyl-6,7-dihydro-5H-1-

benzofuran-2-one

L 196.2/
Loliolide

Terpeno C11H1603 )
P 1971 e I
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Massa
IUPAC Sinbénimo Tipo Formula g/mol Estrutura
E/D*
o ] ) ] Acido 188.2/ "7y "
Nonanedioic acid Azelaic acid i CoH1604 ° :
carboxilico 227.1
1,2- . P
o ) Acido 166.1/ 0 NN
Phthalic acid Benzenedicarbox - CsHeO4 I
) ) carboxilico 149.0 ‘
ylic acid
Cyclopentaneace
2-[(1R,2R)-3-0x0-2-[(2)-5- tic acid, 2-[(22)- \ '
[3,4,5-trihydroxy-6- 5- o
Acido 3884/ .. b
(hydroxymethyl)oxan-2-  (hexopyranosylo . C18H2809 Lo b
carboxilico 406.2 T ]
ylJoxypent-2- Xy)-2-penten-1- e
enyl]cyclopentyl]acetic acid yl]-3-oxo0-,
(1R,2R)
13Keto-97,11E- oL
(92,11E)-13-oxo00ctadeca- o Acido 294.4/ 1
o ) octadecadienoic Ci8H3003 '
9,11-dienoic acid ] graxo 277.2
acid
, 12(13)-Epoxy- o |
(2)-11-(3-pentyloxiran-2- ) Acido 296.4/ -
. ) 9Z-octadecenoic C18H3203
yl)undec-9-enoic acid ) graxo 297.2
acid
12(S)-Hydroxy-
(12S)-12-hydroxyheptadec- 16- Acido 28241
] ) ] C17H3003
16-ynoic acid heptadecynoic graxo 265.2

acid
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Massa
IUPAC Sinbénimo Tipo Formula g/mol Estrutura
E/D*
J
_ Erucamide, 13- Acido C22H43NO  337.6/
(2)-docos-13-enamide ) b A
Docosenamide graxo 338.3 ° '
13S-Hydroxy- ~AA
97,11E,13S,152)-13- o {
97,11E,15Z- Acido 294.4/ '
hydroxyoctadeca-9,11,15- o CisH300s3 N
o ] octadecatrienoic graxo 277.2 0
trienoic acid )
acid
9,12- . .
Lo . o Acido 276.4 | T e et
octadeca-9,12-diynoic acid Octadecadiynoic Ci18H2802
. graxo 277.2
Acid
, oY
(10E,127)-9-oxooctadeca- Acido 294.4 ] | I
o _ 9-OxoODE Ci8H3003 |
10,12-dienoic acid graxo 263.2
(10E,127,157)-9- . Ty e
o Acido 292.41
oxooctadeca-10,12,15-triencic ~ 9-OxoOTrE CisH2803 |
. graxo 275.2
acid
(9S,10E,127,157)-9- o )
Acido 2944/ 1L, .
hydroxyoctadeca-10,12,15-  9(S)-HOTrE C18H3003 LA A,
graxo 293.2

trienoic acid
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Massa
IUPAC Sinbénimo Tipo Formula g/mol
E/D*
(62,92,127,15Z)-octadeca- S Acido 276.4/
. ] Stearidonic acid CisH2s802
6,9,12,15-tetraenoic acid graxo 277.2
8-[(1S,5R)-4-0x0-5-[(Z2)-pent- 9s,13r-12- )
K ) (@yp Acido 292.4/
2-enyl]cyclopent-2-en-1-  Oxophytodienoic CisH2803
. _ _ graxo 203.2 .~
ylJoctanoic acid Acid
[(2R)-2-hydroxy-3-[(2)- 1-(92-
octadec-9-enoylJoxypropyl] 2- Octadecenoyl)- 521.7/
. y]. ypropyl Y Glicerofosfato C26Hs2NO7P
(trimethylazaniumyl)ethyl sh-glycero-3- 522.4
phosphate phosphocholine
[(2R)-3-hexadecanoyloxy-2- ]
1-Palmitoyl-sn-
hydroxypropyl] 2- _ 495.6/
. ] glycero-3-  Glicerofosfato C2aHsoNO7P
(trimethylazaniumyl)ethyl _ 518.3
phosphocholine
phosphate
1-hexadecanoyl-
sn-glycero-3-
[(2R)-3-[2- phosphoethanola
aminoethoxy(hydroxy)phosph mine , 1- o 453.5/
Fosfolipidio C21HasNO7P
orylloxy-2-hydroxypropyl] hexadecanoyl- 454.3
hexadecanoate sh-glycero-3-
phosphoethanola
mine
[(2R)-3-[2- 1-octadecanoyl-
aminoethoxy(hydroxy)phosph  sn-glycero-3-
vy yphosp i Fosfolipidio C23H4sNO7P
orylloxy-2-hydroxypropyl]  phosphoethanola 482.3

octadecanoate

mine

Estrutura

4816/
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Massa
IUPAC Sinbénimo Tipo Formula g/mol Estrutura
E/D*
(2S,3S,4R)-2- Phytosphingo- o 317.5/ W -
] ] . Fosfolipidio CisH3sNOs3 ’
aminooctadecane-1,3,4-triol sine 300.3
2,3-dihydroxypropyl (E)- 356.5/ !
Y ypropyl (E) Monoelaidin Glicerideo  Ca2Hs0Os
octadec-9-enoate 357.3
. ")
[2-hydroxy-3-[3,4,5-trihydroxy- §° U
6-(hydroxymethyl)oxan-2- o 514.6/ A
NA Glicolipidio  C27H460s p ‘
ylloxypropyl] (92,127,157)- 532.4 L Ji
S
octadeca-9,12,15-trienoate W
3-[(3R,21S,22S)-16-ethenyl-
11-ethyl-4-hydroxy-3-
methoxycarbonyl-
12,17,21,26-tetramethyl- —
7,23,24,25- Pheophorbide B 592.7/ i o
Porfirina  CssH3sN4Os M e &
tetrazahexacyclo[18.2.1.15,8. a 593.3 PN T

110,13.115,18.02,6]hexacosa
1,4,6,8(26),9,11,13(25),14,16,
18(24),19-undecaen-22-

yl]propanoic acid

Observagédo: os nomes foram colocados em inglés conforme o banco de dados pesquisado.

*E/D — Estimada/Detectada

No presente trabalho, o extrato etandlico de casca de melancia apresentou
136 compostos. Apés uma selecdo baseada em espectros com padrdo ouro, prata e

porcentagem de semelhanca acima 94%, a Tabela 6 mostra que o0 mesmo apresenta
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como principais constituintes 19 compostos fendlicos, 11 acidos graxos, 8 terpenos e
11 outros tipos de constituintes, sendo dificil concluir quais foram os compostos que
agiram inibindo o crescimento das bactérias ou na producéo de acidos graxos pelas
bactérias probidticas testadas.

De acordo com dados da literatura, os efeitos inibitérios conferidos pelos
extratos etandlicos de cascas de frutas sobre o crescimento das bactérias estéo
relacionados a presenca de compostos fendlicos, sendo que cada espécie de fruta
possui um conjunto diferenciado destes e de outros compostos (LUO et al., 2016;
PIRES et al., 2018; RAPHAELLI et al., 2019).

O teor de compostos fendlicos encontrado no extrato etandlico de casca de
melancia foi de 11,7 mg EAG/g de amostra (Tabela 5) e a identificagdo dos compostos
(Tabela 6) acusou a presenca de flavonas e isoflavonas (3,4-di-O-galloylquinic acid,
3-Genistein-8-C-glucoside; Hispidulin  4'-glucoside; Isovitexin 2-O-rhamnoside,
Orientin), lignina (Acanthoside B) e acido fendlico (ferulic acid - &cido ferulico).

Asghar et al. (2013) analisaram quimicamente quatro tipos de extratos de
casca de melancia e encontraram uma grande diversidade de compostos, como
fendlicos, acidos graxos, carboidratos, ésteres, alcanos, entre outros. A analise foi
realizada por cromatografia gasosa e a quantificagcdo de compostos fendlicos mostrou,
gue estes, se encontravam entre 1 a 1,5 mg EAG/g de amostra. Cabe salientar que
0s pesquisadores nao utilizaram etanol como solvente extrativo.

Alguns dos principais compostos encontrados no extrato de casca de
melancia utilizado neste trabalho, também foram isolados a partir de outros produtos
vegetais e microbianos. Diversos autores relataram suas acdes sobre micro-
organismos, como Kondo et al. (2006), que isolaram quatro compostos de acidos
guinolinicos de uma espécie de vagem, um destes o acido 3,4-di-O-galoilquinico (3,4-
di-O-galloylquinic) apresentou acdo sinérgica com o antibiético oxacilina frente a S.
aureus. Também a orientina (orientin), pertencente ao grupo das flavonas, isolada de
folhas de bambus e maracuja, foi descrita como um composto de agdo antimicrobiana
e antiviral (LAM et al., 2016).

Acanthoside B foi relatado, pelos autores Mishra et al. (2014), como um
composto imunossupressor e imunoestimulador. Ainda, Zhao et al. (2020) e Yu et al.

(2020) descreveram que Herba pogostemonis, com porcentagens altas de
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acanthoside B em sua composicdo, obteve efeito contra o virus e a pneumonia
causada pela COVID-19.

O é&cido ferulico possui acdo antimicrobiana, causando alteracbes na
membrana (carga, permeabilidade intra e extracelular e propriedades fisico-quimicas),
ruptura ou formacdo de poros com vazamento de contetdo intracelular em L.
monocytogenes e E. coli (BORGES et al., 2013).

O tetranortriterpendide azadiractina (azadirachtin), extraido das folhas de
neem, e 0 monoterpeno loliolide (metabdlito de carotenoides), apresentaram atividade
antimicrobiana nos estudos de Vaideki et al. (2008), Grabarczyk et al. (2015);
Sarawaneeyaruk et al. (2015) e Kankariya et al. (2016).

O acido azelaico e a fitosfingosina (phytosphingosine) sdo compostos
utilizados na industria de cosmeéticos contra bactérias relacionadas a acne (HAN et al.,
2005; DEL ROSSO, 2008; GAMBLE et al., 2012). Ja o &cido ftalico (phthalic acid) tem
funcbes antitumorais, anti-inflamatoérias e antibacterianas em patdégenos como V.
cholerae, M. luteus e S. aureus (JOEL & BHIMBA, 2013; GE et al., 2015).

Saravanakumar et al. (2018) extrairam metabdlitos do fungo Trichoderma
e descreveram gque a acao antimicrobiana em E. coli, P. mirabilis e E. aerogenes é
devido a presenca de &cidos graxos como 13-Docosenamide.

A mostarda, de acordo com Yun et al. (2007), possui acido estearidbnico e
acidos graxos do grupo do linolénico como o acido 3,6,9,12-octadecatetriendico. De
acordo com o estudo, estes seriam 0s principais compostos com acao antimicrobiana
em S. mutans.

Finalmente, o feoforbideo (Pheophorbide), produto da degradacédo da
clorofila, tem ac&o nos agentes modificadores da resisténcia microbiana,
principalmente o mecanismo de bomba de efluxo (movimento de expulsdo do agente
antimicrobiano pela célula) em bactérias (KRAATZ et al., 2014).

A Figura 16 ilustra os gréaficos referentes ao tempo de retencédo e os
espectros de massa encontrados durante a analise do extrato etandlico de casca de

melancia.
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6. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho permitiram concluir que:

- A inibicdo do crescimento e da producao de acidos graxos de cadeia curta pelas
bactérias probidticas estudadas variaram conforme a espécie e amostra de
conservador, edulcorante, 6leo essencial ou extrato de casca de fruta aos quais foram

expostas.

- Apesar do efeito inibidor observado para a maioria das amostras sobre as espécies
de bactérias probioticas estudadas, ocorreu de uma mesma amostra exercer efeito
inibidor sobre uma bactéria e estimular o crescimento de outra. Isto foi observado para
o nitrito de sédio, que inibiu L. rhamnosus, L. acidophilus e B. longum, mas promoveu
o crescimento de E. faecium, bem como para o 6leo essencial de gengibre que
promoveu B. longum e inibiu as demais espécies do estudo e o extrato etandlico da
casca de melancia que promoveu L. lactis e inibiu L. rhamnosus, L. acidophilus e B.

longum.

- Edulcorantes e conservadores como sacarina, sorbato de potéssio, benzoato e
bissulfito de sddio nas concentracbes de 0,7 a 25 mg/mL agiram sobre todas as

bactérias probidticas, inibindo o crescimento.

- Pode ser inferido que os 6leos essenciais de canela, cravo, capim-liméo, pitanga e
orégano foram os principais 6leos que inibiram o crescimento de E. faecium, L. lactis,
L. acidophilus, L. rhamnosus e B. longum. O 6leo essencial de canela pode ser
destacado, pois inibiu B. longum a baixas concentracfes (inibitoria e bactericida),
apesar de ter apresentado o menor teor de compostos fenélicos, demonstrando que
a acao antimicrobiana pode ter sido exercida por outras moléculas presentes neste

6leo.

- Em relacdo a suscetibilidade das bactérias probioticas as diferentes amostras, B.

longum e L. acidophilus foram inibidas e mortas com as mais baixas concentragdes
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de sorbato, benzoato, bissulfito, sacarina, 6leos essenciais de orégano, canela, cravo,

capim-limao e extrato etandlico de casca de melancia.

- As amostras de sorbato, benzoato, sacarina, 6leo essencial de canela e extrato
etanolico de casca de melancia foram capazes de reduzir a producéo de 4cidos graxos
de cadeia curta pelas bactérias probiéticas, sendo as mais afetadas a L. acidophilus

e a L. rhamnosus.

- A presencga do sorbato de potassio ocasionou a maior porcentagem de células

mortas, e o0 0leo essencial de canela de células injuriadas em L. rhamnosus.

- Em relacdo aos extratos, a analise da composi¢cao quimica do extrato etandlico de
casca de melancia demonstrou a presenca de compostos como &cido azelaico,
fitosfingosina, acido ferulico, orientina, entre outros que, de acordo com a literatura,

possuem acao antimicrobiana.

- Os dados levantados neste trabalho demonstram o potencial antimicrobiano dos
Oleos essenciais e extratos etandlicos de cascas de frutas estudados, sendo ainda
necessarias maiores investigacdes no sentido da substituicAo dos conservadores

sintéticos por naturais.
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