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RESUMO

SANTANA, Thiago Coelho de. USO DO EXTRATO DE FOLHAS DO JATOBA
(Hymenaea martiana Hayne) NA REDUCAO DAS CONTAGENS DE Salmonella spp.,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus EM LEITE CRU. S&o Cristovado: UFS, 2015.
52p. (Dissertacdo — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

Hymenaea martiana Hayne é uma espécie arborea conhecida como “Jatoba” ou “Jatoba-da-
mata”. E uma planta tipica dos biomas cerrado e caatinga, sendo este tltimo o unico bioma
exclusivamente brasileiro e grande parte do seu patrimonio bioldgico ndo pode ser encontrado
em nenhum outro lugar do planeta. As plantas do género Hymenaea sao comumente utilizadas
na medicina tradicional brasileira para o tratamento de processo inflamatorio, infecgdes
bacterianas, reumatismo e anemia. Os extratos vegetais possuem substancias produzidas pelo
metabolismo secundéario, com capacidade de inibir bactérias e outros micro-organismos. As
moléculas presentes nos extratos vegetais, como o0s compostos fendlicos, alcaloides,
flavondides e terpenos sdo ativos contra virus, bactérias e fungos. Um dos principais desafios
da producdo tradicional de alimentos € garantir a seguranca dos mesmos. O leite ndo
pasteurizado tem sido um veiculo de doengas de origem alimentar. Este produto e seus
derivados tém sido frequentemente implicados na intoxicacdo alimentar por Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella spp. O objetivo desse estudo foi usar extrato de jatoba,
identificar os compostos presentes e avaliar sua atividade antimicrobiana. O material
bioldgico foi coletado e a seguir preparado o extrato etandlico, o qual foi analisado por meio
CLAE-DAD. A partir da analise de CLAE-DAD, foi possivel identificar a rutina (106 pg/mg)
como um dos compostos majoritarios do extrato de folhas do jatoba. Para o extrato etandlico
das folhas de H. martiana houve atividade antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus
aureus ATCC® 25923, E. coli ATCC® 35218 e S. enterica subsp. enterica serovar
Choleraesuis ATCC® 10708 sendo a concentracdo bacteriana minima de 125,3 pg/mL,
781,2 pg/mL e 1.562,5 pg/mL respectivamente. Para os testes antimicrobianos in vivo
observou-se que 0 extrato possui poder bactericida na concentracio de 10> UFC/mL. Dessa
forma o extrato de folhas do Jatob& possui potencial para o uso na reducdo da carga
microbiana do leite para a producdo de queijo coalho, visando a reducdo de doencas
veiculadas por alimentos.

Palavras-chave: Extrato alcoélico, antimicrobiano, CLAE-DAD .

* Comité Orientador: Roberta Pereira Fernandes Miranda — UFS (Orientador), Mateus Matiuzzi da Costa —
UNIVASF (Coorientador).



ABSTRACT

SANTANA, Thiago Coelho de. USE OF JATOBA (Hymenaea martiana Hayne) LEAVES
EXTRACT IN REDUCTION OF Salmonella spp., Escherichia coli AND Staphylococcus
aureus COUNTS IN RAW MILK. S&o Cristévao: UFS, 2015. 52p. . (Thesis - Master of
Science in Agriculture and Biodiversity).*

Hymenaea martiana Hayne is an arboreal species known as "Jatoba" or "Jatoba-da-mata". It is
a typical plant of Cerrado and Caatinga biomes, the latter being the only exclusively Brazilian
biome and much of its biological heritage can not be found anywhere else on the planet. The
plants Hymenaea genus are commonly used in Brazilian traditional medicine for the treatment
of inflammation, bacterial infections, rheumatism and anemia. The plant extracts have
substances produced by the secondary metabolism, with ability to inhibit bacteria and other
microorganisms. The molecules present in plant extracts, such as phenolic compounds,
alkaloids, flavonoids and terpenes are active against viruses, bacteria and fungi. One of the
main challenges of traditional food production is to ensure the safety. The unpasteurized milk
has been a vehicle of foodborne diseases. This product and its derivatives have often been
implicated in food poisoning Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Salmonella spp.
The aim of this study was to use Jatoba extract, identify compounds and evaluate their
antimicrobial activity. The organic material was collected, and then the ethanolic extract
prepared, which was analyzed by HPLC-DAD. From the HPLC-DAD analysis, it was
possible to identify rutin (106 pug/mg) as one of the major compounds of the locust tree leaf
extract. For the ethanol extract of H. martiana sheets were antimicrobial activity against
strains of Staphylococcus aureus ATCC® 25923, E. coli ATCC® 35218 and S. enterica
subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC® 10708 being the minimal bacterial
concentration of 1253 pg/mL, 781.2 pg/mL and 1562.5 pg/mL respectively. For
antimicrobial tests in vivo it was observed that the extract possesses bactericidal power in the
concentration of 10?2 CFU/mL. Thus the leaf extract of Jatob4 has potential for use in reducing
microbial load of milk for the production of cheese curds, in order to reduce diseases
transmitted by food.

Keywords: Alcoholic extract, antimicrobial, HPLC-DAD.

* Supervising Committee: Roberta Pereira Fernandes Miranda — UFS (Supervidor), Mateus Matiuzzi da Costa —
UNIVASF (Co-supervisor).
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1. INTRODUCAO GERAL

O interesse na busca de compostos bioativos de origem natural nas Ultimas décadas
deve-se a demonstracdo cientifica da eficacia de tais compostos contra varias doencas.
Diferentes fontes de compostos bioativos tém sido estudadas ao longo dos anos, sendo as
plantas as mais promissoras com o objetivo de se encontrar novas moléculas com potencial
antimicrobiano (HERRERO et al., 2013).

Diversas plantas medicinais da Caatinga sdo utilizadas para tratar muitas doencas,
incluindo doengas do sistema gastrointestinal, tuberculose e infec¢des. Porém, muitos estudos
etnobotanicos ainda ndo tiveram sua eficacia cientificamente comprovada, 0 que gera a
necessidade de estudos etnofarmacoldgicos que possam comprovar as indicacdes populares. O
Brasil possui 0 maior indice de biodiversidade do mundo, mas, apesar disso, o potencial
econdmico e terapéutico de muitas plantas medicinais ainda € pouco conhecido (OLIVEIRA,
2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 25% dos
medicamentos hoje utilizados séo derivados direta ou indiretamente do legado sobre o uso de
plantas medicinais, sendo esta porcentagem ainda maior atingindo 60% se consideradas
classes especificas de medicamentos como, por exemplo, antimicrobianos e antitumorais
(PROBST, 2012).

A segunda maior familia em importancia medicinal é a Leguminosae destacando-se
osgéneros Hymenaea courbaril, Hymenaea stigonocarpa e Hymenaea martiana. Hymenaea
martiana Hayne, ¢ uma espécie arborea conhecida como “Jatoba” (CIPRIANO et al., 2014).

Os extratos de partes do Jatoba possuem atividade antimicrobiana, e vém sendo
estudados como agentes antimicrobianos para serem utilizados em alimentos.

O leite ndo pasteurizado tem sido um veiculo de doencgas de origem alimentar ao longo
da historia da industria de laticinios (D’AMICO et al., 2010). Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli O157: H7 séo patdgenos de grande preocupacao
para a industria de laticinios (OULAHAL et al., 2008).

Em um leite cru, contaminado com uma contagem superior a 10° UFC/mL de S.
aureus, pode ocorrer a producdo de enterotoxinas, e mesmo que a pasteurizacdo mate as
células de S. aureus, as enterotoxinas produzidas mantem a sua atividade, pois sao
termotolerantes. Além disso, a pasteurizacdo elimina também enzimas e o microbioma
indigena, que sdo, em partes, responsaveis pelo desenvolvimento do sabor e textura tipicos de
queijo elaborados com leite cru (MEDVED'OVA & VALIK, 2012).

Queijos artesanais, como o de coalho, sdo tipicos da regido Nordeste. A producdo de
queijo de coalho artesanal, a partir de leite cru, é uma atividade tradicional em varios
municipios. Os queijos sdo fabricados em pequenas propriedades rurais ou em pequenas
industrias que ndo adotam as Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), ndo apresentam seguranca
microbioldgica e padronizacdo da qualidade. Essa atividade, além de ser uma das principais
geradoras de renda dessa regido, caracteriza a identidade sécio-cultural regional. Como 0s
queijos de coalho artesanais sdo fabricados a partir de leite cru e este ndo é submetido a
tratamento térmico, o risco do produto ser veiculador de micro-organismos patogénicos
resulta em uma importante questdo de saude publica. Esse procedimento irregular € um dos
principais motivos das DTA’s (Doengas Transmitidas por Alimentos), provocando nos
consumidores intoxicagdo alimentar e danos a sua saude (WELKER et al., 2010).

Uma vez que o extrato de Jatoba possui um potencial antimicrobiano este pode ser
utilizado na formulacdo do queijo de coalho produzido com leite cru, reduzindo a niveis
aceitaveis a carga microbiana desse alimento. Por se tratar de uma planta nativa, o Jatoba é
uma ferramenta em potencial e de baixo custo para a elaboracdo e comercializacdo desse
produto, garantindo assim uma maior seguranga de quem 0 consome 0 queijo.
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Esse extrato além de trazer beneficios aos pequenos produtores de leite e derivados
pode ser futuramente utilizado em grande escala na reducdo microbiana de outros alimentos,
reduzindo custos operacionais, agregando valor ao produto e contribuindo para a preservacao
e disseminacdo dessa especie que esta em extincdo, ja que as folhas ao serem retiradas
crescem novamente, reduzindo o impacto biolégico das arvores e sendo a quantidade utilizada
de extrato minima para a formulacéo.

Dessa forma, o0 objetivo desse estudo foi preparar o extrato, identificar os compostos
presentes e avaliar a atividade antimicrobiana de jatoba.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

O Reino vegetal desempenha um importante papel na vida de seres humanos e animais
por produzir extratos vegetais para a elaboracdo de medicamentos. Segundo a Organizagédo
Mundial da Saide (OMS), cerca de trés quartos da populacdo do mundo atualmente usam
extratos de plantas e outras formas de medicamentos tradicionais, tais como partes de animais
e minerais para o tratamento de doencas, sejam respiratdrias, circulatorias, infeccdes e
inflamacdes. Tem sido também reportado que mais de 50% de todos os medicamentos
modernos, em uso clinico sao derivadas de produtos naturais (GOVIND et al., 2009).

O uso de plantas no tratamento de enfermidades € t&o antigo quanto a espécie humana,
existindo varios registros historicos sobre a utilizacdo das plantas para o tratamento de
doencas desde 4000 a.C. Os 6rgdos das plantas como as raizes, caules, folhas e frutos, para
uso medicinal sdo, em algumas comunidades, as Unicas fontes disponiveis de recursos
terapéuticos. As observacbes populares sobre o uso e a eficicia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais,
mantendo o habito do consumo dessas prepara¢fes naturais (SOUZA, 2008).

Planta Medicinal segundo a ANVISA é toda planta ou partes dela que contenham as
substancias ou classes de substancias responséveis pela acéo terapéutica (BRASIL, 2010). A
fitoterapia é caracterizada pelo tratamento com o uso de plantas medicinais e suas diferentes
formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de principios ativos isolados permitindo que o ser
humano se reconecte com o0 ambiente, acessando o0 poder da natureza para ajudar o0 organismo
a normalizar funcgdes fisioldgicas prejudicadas, restaurar a imunidade enfraquecida, promover
a desintoxicacdo e o rejuvenescimento (FIRMO et al., 2011)

O grande potencial da biodiversidade brasileira estimula o desenvolvimento de novos
produtos, como produtos quimicos, medicamentos e alimentos (ASSIS et al., 2015). No Brasil
0os estudos de plantas medicinais com atividade antimicrobiana tém aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, mas esse nimero ainda é baixo quando se leva em
consideracdo a biodiversidade brasileira. A atividade antimicrobiana decorre de componentes
presentes nas plantas, como: terpendides, 6leos essenciais, alcaloides, lectinas, polipeptideos,
substancias fendlicas e polifendis (ALENCAR, 2015).

Um dos maiores desafios na determinacéo do efeito farmacoldgico de um extrato tem
sido a elucidagcdo de compostos ativos. As plantas contém inimeros constituintes em seus
extratos. Quando testados podem apresentar efeitos sinérgicos ou antagbnicos e isso se deve a
presenca de inimeros e diferentes compostos quimicos nesse extrato (SANTOS, 2011).

2.2 Jatoba

Ocupando quase 10% do territdrio nacional, a caatinga € 0 Unico bioma
exclusivamente brasileiro, onde grande parte do seu patriménio bioldgico ndo pode ser
encontrado em nenhum outro lugar do planeta. Rica em biodiversidade e espécies endémicas,
a Caatinga abriga animais e plantas adaptados a escassez de dgua. (CAVALCANTE, 2009).
Esse bioma continua passando por um extenso processo de alteracdo e deterioracdo ambiental
provocado pelo uso insustentavel dos seus recursos naturais, o que esta levando a rapida perda
de espécies Unicas, a eliminacdo de processos ecologicos chaves e a formacdo de extensos
nacleos de desertificagdo em varios setores da regido (CARDOSO, 2011).

O impacto da agdo humana pode elevar ou reduzir a biodiversidade. Nesse sentido, 0s
esforcos de conservagdo devem identificar e promover sistemas locais de conhecimento e
manejo do ambiente que permitam as comunidades locais conservar e aumentar a diversidade
biolégica como parte de seus modos de vida (GIRALDI & HANAZAKI, 2010). Como
destaque desse bioma, podemos citar a Hymenaea martiana Hayne.
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Hymenaea martiana Hayne é uma &rvore tipica dos biomas cerrado e caatinga, sendo
essa espécie um dos representantes utilizados na medicina popular, assim como os de outras
espécies do género (SILVA et al., 2012).

A segunda maior familia em importancia econdmica, medicinal, alimenticia,
ornamental e madeireira ¢ a Leguminosae. (CIPRIANO et al., 2014). Dentre seus géneros,
destaca-se 0 Hymenaea, considerado predominantemente neotropical e constituido de 16
espécies, das quais 13 dessas espécies sdo encontradas no Brasil (KODAMA et al., 2007).

Hymenaea é um dos poucos géneros com mais de dez espécies que ndo recebe revisdo
taxondmica ha mais de trés décadas (PESTANA, 2010). A delimitacdo dos t&dxons em
Hymenaea € baseada principalmente em caracteres biométricos e reprodutivos que
sesobrepdem, sobretudo de folhas, estruturas florais e frutos (LEE & LANGENHEIM, 1975),
tornando assim uma identificacdo precisa muito dificil.

As plantas de Hymenaea, popularmente conhecidas como “jatobas”, sdo
arvores que possuem de 8 a 20 metros de altura, troncos retos e cilindricos, de suber liso e de
coloragéo cinza. As folhas sdo compostas, bifolioladas, de filotaxia alterna com estipulas e
peciolo livre do lado interno. A floracdo e a frutificacdo tém inicio entre oito e doze anos de
idade da planta, e ndo séo necessariamente anuais. No Brasil, florescem durante os meses de
dezembro a fevereiro e os frutos amadurecem entre 0os meses de agosto e setembro. Suas
flores sdo hermafroditas, diclamideas e pentdmeras, com cdalice gamossépalo e corola
dialipétala, com 10 estames e um pistilo (BARROSO, 1991; PESTANA, 2010; SOUZA et al.,
2014).

O fruto possui formato de vargem unicarpelar, apresentando sabor e aroma
adocicados, aspecto farinaceo, polpa amarelada, alto teor de fibra alimentar, além de
expressivas quantidades de potassio, magnésio, zinco e calcio, e sdo muito utilizados na
alimentacdo humana (fabricagdo de pées, bolos, biscoitos, mingaus e licores) e animal
(BATISTA et al., 2011).

Outra peculiaridade do jatobd sdo as baixas exigéncias nutricionais e hidricas
requeridas pela espécie em ambientes naturais, sendo observada sua presenca em terrenos que
apresentam solos distroficos e bem drenados (NASCIMENTO et al., 2011).

As plantas do género Hymenaea sdo comumente utilizadas na medicina tradicional
brasileira para o tratamento de processo inflamatdrio, infecgdes bacterianas, reumatismo e
anemia (SILVA, 2009). As espécies deste género de maior importancia econdmica e
medicinal sdo a Hymenaea courbaril, Hymenaea stigonocarpa e Hymenaea martiana,
encontradas principalmente em vegetacdo de cerrado (CIPRIANO et al., 2014).

O Jatoba é uma das plantas medicinais brasileiras de maior destaque, seja pelo uso da
casca, da entrecasca, das folhas ou do fruto, que sdo utilizados na forma de ch4, infusdo,
decoccdo, lambedor e xarope como indicacdo terapéutica da gripe, béquico, anemia e
depurativo (SILVA, 2015).

Hymenaea martiana Hayne, é uma espécie de arvore conhecida como “Jatoba” ou
“Jatoba-da-mata” (CIPRIANO et al., 2014; ALMEIDA et al., 2012), encontrada no Brasil
(Alagoas, Bahia, Ceard, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e Pernambuco) e no Paraguai. Ela
€ uma espécie do género Hymenaea, pertencente a familia: Fabaceae (alt. Leguminosae),
subfamilia: Caesalpinioideae e tribo: Detarieae, (THE PLANT LIST, 2015; USDA, 2015;
ILDIS, 2015).

Hymenaea martiana Hayne pode ser empregada na arborizagdo urbana e em
programas de recuperacdo de areas naturais degradadas (LORENZI et al., 2005; PESTANA,
2010).

2.3 Composigdo Quimica do Jatoba

O género Hymenaea é reconhecido como fonte de compostos fendlicos. Estudos
sugerem que a sua atividade antioxidante esteja relacionada & presenca de polifendis e
flavonoides. Os compostos fenolicos possuem atividade antioxidante relacionada
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principalmente com suas propriedades redutoras e estrutura quimica, que contém anel
benzénico com grupos hidroxilas associado diretamente a estrutura ciclica, agindo através da
doacgdo de 4tomos de hidrogénio ou de elétrons, o que transforma os radicais em substancias
estaveis (MIRANDA, 2014).

Dentre os compostos fendlicos destacam-se os flavonoides, que estdo amplamente
distribuidos nas folhas, sementes, cascas e flores das plantas. De acordo com as substitui¢des
em sua estrutura eles podem ser divididos em varias classes tais como, flavonois (quercetina),
flavonas (rutina), flavanois (catequina), flavanonas (naringenina), isoflavonas (genisteina) e
antocianinas (cianidina). Muitos estudos tém demonstrado os efeitos dos flavonoides sobre os
sistemas biologicos, tais como atividade antiinflamatoria, vasodilatadora, antiplaquetaria e
antimicrobiana (FIGUEIREDO, 2014; COSTA et al., 2014; ALMEIDA et al.,2012).

As espécies deste género sdo conhecidas por produzirem resinas, muito utilizada na
fabricagdo de vernizes, cola, incenso e remédios caseiros (BEZERRA et al., 2013;
MARANHAO et al., 2013). Estas resinas sdo ricas em terpenos e estes sdo encontrados de
acordo com o0 6rgdo de producdo. Sesquiterpenos sdo encontrados na resina presente nas
folhas, enquanto no tronco e raizes de arvores maduras a resina é constituida principalmente
por diterpenoides. O extrato hidroetandlico da semente de H. courbaril apresentou maior
contetido de fendis totais (464,34mg Equivalente Acido Galico/g de extrato seco) e
flavonoides totais (442,25mg Equivalente Rutina/g de amostra) (FIGUEIREDO, 2014).

A seiva do Jatoba apresenta as mesmas propriedades que o cha elaborado a partir da
casca, sendo um fortalecedor do sistema imunoldgico. O extrato hidroceténico de suas folhas
apos particdo, fracionamento e analise cromatografica, mostrou-se rico em flavonoides
(canferol, quercetina, quercitrina e rutina). Foi observado que a fragdo organica apresentou, in
vitro, atividade antifungica para Candida clodosporiodes e Candida spherospermum e
atividade anticolinesterasica. Estudos fitoquimicos detectaram a presenca de diterpenos na
resina exsudada pelo tronco e em extratos da casca de Jatoba. Apds ser analisado
cromatograficamente o 6leo essencial extraido da resina de H. courbaril, foi possivel a
identificacdo de 83,5% de sua composicdo quimica. Sendo observados o0s seguintes
constituintes: p—cariofileno (60,5%), Oxido cariofileno (20,7%) e o-Humuleno (2,3%). Neste
mesmo estudo, o 6éleo essencial apresentou atividade antimicrobiana frente a Salmonella
thiphimurium, S. aureus, E. coli, Streptococus haemolyticus e Pseudomonas aeruginosa
(FIGUEIREDO, 2014; COSTA et al., 2014; ALMEIDA et al.,2012).

Estudos avaliando a atividade antimicrobiana de trés espécies vegetais obtiveram
resultados positivos em relacdo ao extrato hidroalcodlico de H. martiana contra Bacillus
stearothermophylus (ATCC 1262), Micrococcus luteus (ATCC 9341), S. aureus (ATCC
6538), S. aureus (ATCC 2722) e S. aureus (ATCC 10495). Observou-se que para a cepa
MRSA, o jatoba apresentou CBM de 10.417 pug/mL, e em relagdo aos demais isolados de S.
aureus, também apresentou atividade antimicrobiana, com inibicdo de 99,4%. Em relacdo a
atividade antimicrobiana de Hymenaea courbaril: frente a E. coli (CBM de 104,2 mL),
Salmonella spp. (CBM de 145,8 mL), S. aureus (CBM de 104,2 mL), Yersinia enterocolitica
(CBM de 62,5 mL), Listeria spp. (CBM de 291 mL) e Vibrio spp. (CBM de 67,71 mL)
(FIGUEIREDO, 2014).

2.4 Rutina

A avaliacdo do potencial antimicrobiano de substancias presentes em extratos e 6leos
essenciais (de caules, raizes, folhas e frutos), tem sido objeto de incessantes estudos. Os
compostos fendlicos, alcaldides e flavondides e os terpenos sao ativos contra virus, bactérias e
fungos. A concentracdo dos constituintes ativos e a proporc¢édo relativa dos componentes da
mistura dos metabolitos secundarios podem sofrer influéncia de fatores como clima,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutricdo, altitude, poluicéo
atmosférica, tipo de solo, indice pluviométrico e época de coleta, bem como a idade e o
desenvolvimento da planta (SOUZA, 2008).
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Na natureza ha um grande namero de diferentes tipos de compostos antimicrobianos.
Derivado da estrutura de base fenol (Hidroxibenzeno), o termo "fenolicos" refere-se a
qualquer composto com uma estrutura do tipo fenol. Existem trés classes de compostos
fenolicos em termos de estruturas quimicas, que vao desde uma estrutura relativamente
simples até as mais complexas: ndo-flavonoides, flavonodides e taninos. Os compostos
fenolicos podem afetar o crescimento e metabolismo de bactérias. Eles podem ter um efeito
ativador ou inibidor sobre o crescimento microbiano em funcdo da sua constituicdo e
concentracdo (VAQUERO et al., 2007).

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos, encontrados somente em plantas. Estes
compostos sdo absorvidos no trato gastrintestinal de homens e animais e sdo excretados
intactos ou como metabolitos na urina e fezes (SILVA et al., 2001).

Durante séculos, preparacdes que contém flavonoides como principais constituintes
fisiologicamente ativos foram utilizados por médicos e curandeiros leigos na tentativa de
tratar doencas humanas. Os flavondides também tém atividade inibidora contra uma variedade
de virus. Por exemplo, a rutina possui atividade contra até sete tipos de virus, incluindo o
virus do herpes simples (CUSHNIE & LAMB, 2005).

A rutina é um flavonol glicosidico pertencente a uma importante classe de
flavonoides, sendo extensamente encontrados na natureza. Ela apresenta uma importancia
terapéutica em virtude de determinar a normalizacdo da resisténcia e permeabilidade das
paredes dos vasos capilares, além de inibir o processo de formacdo de radicais livres em
varios estagios. A sua aplicacdo em formas farmacéuticas para o uso externo é muito limitada
devido a sua baixa solubilidade em agua. As principais fontes de rutina sao Sophora japonica
L., uma arvore encontrada no norte e centro da China (de seus botdes e flores sdo extraidos 15
a 20% de rutina) e Fagopyrum esculentum, conhecido como o trigo sarraceno (suas folhas
apresentam 2-8% de rutina dependendo de suas variagdes). Aqui no Brasil a principal fonte é
a Dimorphandra mollis, o fruto do faveiro (contém rutina na proporcao de 8 g para 100 g de
pericarpo) (PEDRIALI, 2005).

A rutina é um composto fendlico da classe dos flavondides, que apresenta potente
atividade antioxidante, prevenindo ou sendo utilizada no tratamento da insuficiéncia venosa
ou linfatica e da fragilidade ou permeabilidade capilar, na prevencao aos danos causados pela
radiacéo ultravioleta (VELASCO et al., 2008).

A rutina foi identificada em uma amostra de mel com a mais elevada atividade
antimicrobiana. Este flavondide tem sido previamente identificado como o responsavel pela
atividade antibacteriana. Verificou-se que a rutina apresenta atividade inibitdria contra S.
aureus, P. vulgaris, K. pneumoniae, E. cloacae, P. aeruginosa, E. coli, S. Typhi e E. aerogens
(PIMENTEL et al., 2013).

2.5 Leite Cru

O leite é definido como o produto da secrecdo mamaria de mamiferos, sendo
constituido por proteinas, gorduras, carboidratos, vitaminas, sais minerais e agua. A
composicdo do leite o transforma em um alimento altamente nutritivo e de facil assimilacgéo,
condicdo que o torna adequado para o consumo humano. Devido as suas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas, o leite € um produto delicado e altamente perecivel, sendo
facilmente alterado pela acdo de microrganismos (MALDANER, 2011). Assim, o leite e
produtos lacteos podem levar a surtos de toxinfeccGes alimentares, causados por uma
variedade de microrganismos que encontram um meio ideal de crescimento (WINCK et al.,
2010).

Leite e produtos lacteos tém sido frequentemente implicados na intoxicacao alimentar
estafilococica e o leite cru contaminado é muitas vezes o envolvido. Manipuladores,
equipamentos de ordenha, o ambiente, Ubere e tetas dos animais sdo outras possiveis fontes de
contaminagdo, assim como o atraso no processamento, refrigeracdo inadequada, ma higiene
pessoal e contaminacéo pos-processo (KHIABANI et al., 2014).
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O consumo de leite cru e queijo produzido a partir de leite cru constitui um risco para
a saude, em particular quando as criangas ou membros de outras populacGes sensiveis estdo
envolvidos (JOHLER et al., 2015a). Problemas de saude publica associados ao consumo de
leite ndo pasteurizado e produtos de leite cru sdo bem documentados (PENG et al., 2011).

No leite ordenhado adequadamente, as contagens tipicas de S. aureus s&o de 100-200
UFC/mL. No caso de um ubere contaminado (EX.: mastite), as contagens podem aumentar
para 10 UFC/mL (MEDVED'OVA & VALIK, 2012). Abuso térmico, isto é, & temperatura
de refrigeracdo acima de 4°C durante a armazenagem de leite, pode promover um aumento da
concentragédo de S.aureus (SPANU et al, 2014), assim como de E. coli e Salmonella spp.

O uso do extrato do Jatoba visa reduzir a carga microbiana do leite, sendo uma
alternativa contra a resisténcia da utilizacdo da pasteurizacdo lenta do leite pelo produtor.
Vale salientar que o uso do extrato no leite ndo exclui a necessidade das boas praticas de
fabricacdo durante a ordenha.

2.6 Queijo Coalho

Queijos de leite cru produzido em uma éarea limitada, usando o conhecimento
tradicional transmitida ao longo de geragdes, sdo legitimamente incluidos na definicdo de
alimentos tradicionais. Um dos principais desafios da producdo tradicional de alimentos é
garantir a seguranca dos alimentos (MILIONI et al., 2015). A utilizac8o de leite cru para a
producdo de queijo tradicional pode ser entendido como uma pratica de alto risco (D’AMICO
et al., 2008).

A seguranca e qualidade dos alimentos crus fermentados sdo geralmente determinadas
pela presenca de micro-organismos patogénicos e deteriorantes, sua interacdo com bactérias
do &cido lactico, intrinsecas, fatores extrinsecos e tecnoldgicos. A falta de medidas de higiene
adequadas durante o processamento de alimentos aumenta as contagens de S. aureus,
especialmente em alimentos preparados manualmente. Portanto, S. aureus pode contaminar
também leite tratado termicamente e pode, posteriormente, estar presente em queijos
preparados a partir de leite cru e pasteurizado. Geralmente, queijos sdo considerados como um
dos alimentos mais seguros atualmente consumidos. No entanto, bactérias patogénicas que
podem ser transmitidas por produtos lacteos ndo podem ser subestimadas. Historicamente,
houve varios surtos relacionados com o consumo de queijos. Os organismos responsaveis
predominantemente relatados sdo L. monocytogenes, E. coli, Salmonella spp. e S. aureus.
(MEDVED'OVA & VALIK, 2012; HUNT et al., 2012).

Queijos elaborados a partir de leite cru sdo geralmente caracterizados por possuirem
um sabor mais forte e mais rico em comparacdo com queijos produzidos a partir leite
pasteurizado (FUKA et al., 2013).

A obtencdo do leite cru com o extrato do Jatoba permitira a elaboracdo do queijo
coalho sem perdas das caracteristicas organolépticas do produto provocados pela
pasteurizacao.

2.7 Intoxicacdo Alimentar

2.7.1 Staphylococcus aureus

O rastreio de microorganismos ao longo da cadeia alimentar tornou-se um instrumento
indispensavel na seguranca dos alimentos nos Gltimos anos (STESSL et al., 2014).

Staphylococcus aureus é uma bactéria patogénica, cuja doenca transmitida por
alimentos (DTA) € classificada pela International Commission on Microbiological
Specifications for Foods — ICMSF, no grupo de risco III, que inclui as doengas “de perigo
moderado, usualmente de curta duracdo e sem ameaca de morte ou sequelas, com sintomas
auto limitados, mas que causam severo desconforto”. A ingestdo de uma dose menor que 1pg
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de toxina pode provocar sintomas da intoxicacdo e essa quantidade é atingida quando a
populacdo de S. aureus alcanca valores acima de 10° UFC/g de alimento (SILVA, 2010).

S. aureus subsp. aureus (S. aureus) pertence ao género Staphylococcus e a familia
Staphylococcaceae. O S. aureus foi primeiramente descrito por Sir Alexander Ogston em
1882 e dois anos mais tarde, Rosenbach isolou em uma cultura pura e introduziu o nome S.
aureus. O nome do organismo € derivado a partir das palavras gregas staphyle (um cacho de
uvas) e cocos (graos ou baga). S. aureus € uma bactéria gram-positiva, anaerobia facultativa,
catalase-positiva, oxidase-negativa, sem motilidade e ndo formam esporos. Os principais
substratos utilizados por este organismo sdo os agucares (glucose, frutose, galactose, manose,
ribose, maltose, sacarose, trealose), alcoois (manitol), acidos organicos (acetato), e em
algumas condic¢des aminoacidos (glutamina, arginina). Uma caracteristica que distingue o S.
aureus de outras bactérias patogénicas é a sua elevada tolerancia a baixos valores de atividade
de &gua e concentragdes de NaCl até 20% (halotolerantes). Sdo meséfilos com temperatura
Otima de crescimento entre 37°C a 40°C, e temperatura minima para o crescimento de cerca
de 7,0°C. Séo capazes de crescer numa faixa de pH 4,0-9,8, com um pH 6timo entre 6-7. S.
aureus sobrevive ao congelamento em carne em -18°C sobrevivendo durante pelo menos seis
meses, sem qualquer alteracdo nas contagens de UFC. Por outro lado, uma temperatura
superior a 46°C ndo é aceitadvel para a maioria das estirpes, com algumas excep¢des que
crescem até 50°C. O aquecimento provoca danos para a célula. Enterotoxinas podem resistir
tanto ao processo de pasteurizacdo quanto ao de esterilizacdo de leite e de alimentos
enlatados, e ndo sdo afetados mesmo que por uma dose de esterilizacdo de radiacdo
(MEDVED'OVA & VALIK, 2012; HUNT et al., 2012; FRANCO & LANDGRAF, 2008).

S. aureus é uma das principais causas de intoxicacdo alimentar. Ele produz muitas
toxinas e pode facilitar o ataque de bactérias e a proliferacdo no organismo do hospedeiro.
Algumas cepas podem produzir enterotoxinas estafilocécicas (SES) que podem causar
intoxicacdo alimentar, caso os alimentos ingeridos contenham a SE pré-formada (KHIABANI
et al., 2014). Dentro de duas a seis horas apos a ingestdo de alimentos que contenham SEs, 0s
pacientes apresentam sintomas de gastroenterite aguda, incluindo vomitos e diarreia violenta
(JOHLER et al., 2015b). Os tipos de alimentos associados com intoxicacdo alimentar
estafilococica variam muito entre os paises e incluem leite, creme, queijos, presunto,
salsichas, saladas, cogumelos e refei¢cbes cozidas. O controle e reducdo de S. aureus em
produtos lacteos ndo s6 evita perdas econdmicas na fazenda como também melhora a
segurancga dos queijos produzidos a partir de leite cru (HUMMERJOHANN et al., 2014).

2.7.2 Escherichia coli

Escherichia coli é muitas vezes considerado como um membro comensal da
microbioma intestinal no homem e em animais, podendo causar infec¢fes intestinais e extra-
intestinais e € o agente mais comum de diarreia bacteriana em humanos e animais
(BONYADIAN et al., 2014).

Os principais agentes de infecgdes intestinais sdo representados por membros da
familia Enterobacteriace. Sdo capazes de fermentar a lactose com producéo de gas, quando
incubados a 35-37° C, por 48 horas. Sao bacilos gram-negativos e ndo formadores de esporos.
Dentre esses, tém destaque fundamental as categorias diarreiogénicas de Escherichia coli.
Elapode ser classificada por mecanismos de patogenicidade (toxinas, adesinas,
invasibilidade), danos a animais de laboratorio e padrbes de adesdo a células eucaridticas em
cultura, e seus patétipos incluem: i) E. coli enteropatogénica (EPEC); ii) E. coli
enteropatogénica atipica (A-EPEC); iii) E. coli enterotoxigénica (ETEC); iv) E. coli
enterohemorragica (EHEC); v) E. coli enteroinvasiva (EIEC); vi) E. coli de adeséo difusa
(DAEC); vii) E. coli enteroagregativa (EAEC) (SOUSA, 2006; FRANCO & LANDGRAF,
2008).
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2.7.2 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriace e compreendem bacilos
gram-negativos, ndo produtores de esporos e anaerobios facultativos. A maioria é movel,
através de flagelos. A temperatura ideal para multiplicacdo é 35-37°C, sendo a minima de 5°C
e a maxima 47°C. As salmoneloses caracterizam-se por sintomas que incluem diarreia, febre,
dores abdominais e vomitos. Os sintomas aparecem, em média, 12 a 36 horas ap0s o contato
com o micro-organismo, durando entre um e quatro dias (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

A ampla distribuicdo de Salmonella spp. entre os animais e sua capacidade de
sobreviver por longos periodos no meio ambiente contribuem para seu destacado papel em
salude publica (BONA et al., 2010). Surtos de salmonelose tém sido associados com o
consumo de leite cru e queijo. O isolamento de Salmonellas de alimentos pode ser dificil
quando estao presentes em numeros baixos (D’AMICO et al., 2014).

O método de rotina para a deteccdo de Salmonella spp. envolve a utilizagdo de um pré-
enriquecimento ndo seletivo, o enriquecimento seletivo e subsequente a cultura em meios
seletivos. A identificacdo é baseada nas provas bioquimica seguido por testes de serotipagem.
Estes métodos sdo demorados e trabalhosos, muitas vezes levando até seis dias para um
resultado positivo definitivo, e, portanto, ndo é uma solucdo rapida e eficaz para lidar com o
ritmo de producdo de alimentos atual e redes de distribuicdo, dessa forma, estratégias
preventivas tais como Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), pode
melhorar significativamente a seguranca em toda a cadeia alimentar (RODRIGUEZ-
LAZARO et al., 2014).
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4. ARTIGO 1: USO DO EXTRATO DE FOLHAS DO JATOBA (Hymenaea martiana
Hayne) NA REDUCAO DAS CONTAGENS DE Salmonella spp., Escherichia coli E
Staphylococcus aureus EM LEITE CRU.
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RESUMO

Hymenaea martiana Hayne, ¢ uma espécie arborea conhecida como “Jatoba” ou “Jatoba-da-
mata”. Tipica dos biomas cerrado ¢ caatinga, as plantas do género Hymenaea sdo comumente
utilizadas na medicina tradicional brasileira para o tratamento de processo inflamatorio,
infeccOes bacterianas, reumatismo e anemia. O grande potencial da biodiversidade brasileira
estimula o desenvolvimento de produtos inovadores como 0s extratos vegetais, 0s quais tém
sido recentemente estudados. Algumas plantas produzem em seu metabolismo secundario,
substancias com a capacidade de inibir a atividade de bactérias e outros micro-organismos. Um
dos principais desafios da producdo tradicional de alimentos é garantir a seguranca dos
alimentos. O Leite e produtos lacteos tém sido frequentemente implicados na intoxicacédo
alimentar por S. aureus, E. coli e Salmonella spp. Dessa forma o objetivo desse estudo foi
preparar 0 extrato de jatoba, identificar os compostos presentes e avaliar a atividade
antimicrobiana. A partir da anélise de CLAE-DAD, foi possivel identificar a rutina como um
dos compostos majoritarios do extrato de folhas do jatobd e ela tem sido previamente
identificada como uma das responsaveis pela atividade antibacteriana pelo seu efeito sinérgico
junto as demais substancias presentes nesse extrato. A concentracdao de rutina no extrato € de
aproximadamente 106 pg/mg de extrato bruto. A partir do método de microdiluicdo foi
possivel obter as CBM do extrato. A concentracdo bacteriana minima (CBM) do extrato
etandlico das folhas de H. martiana, mostrou atividade antimicrobiana nas cepas de
Staphylococcus aureus ATCC® 25923, Escherichia coli ATCC® 35218 e Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC® 10708 que foi de 125,3 pg/mL, 781,2 pg/mL e
1.562,5 pg/mL respectivamente. Os testes microbianos in vivo mostrou que o extrato possuli
um poder bactericida nas cepas testadas na concentracdo de 10° UFC/mL. Diante dos dados
obtidos, podemos entdo dizer que o extrato etandlico de Hymenaea martiana Hayne atuou
como agente antimicrobiano, dentro dos padrdes estabelecidos pelos 6rgdos de fiscalizacdo e
controle do leite cru, sendo uma alterativa para a reducdo da carga microbiana do leite, visando
a producao de queijo coalho, diminuindo assim os casos de DTA’s (Doengas Transmitidas por
Alimentos) em derivados do leite.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, CLAE-DAD, Laticinio e Rutina.
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ABSTRACT ]

USE OF JATOBA (Hymenaea martiana Hayne) LEAVES EXTRACT IN REDUCTION
OF Salmonella spp., Escherichia coli AND Staphylococcus aureus COUNTS IN RAW
MILK
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Hymenaea martiana Hayne, is an arboreal species known as "Jatobd" or "Jatoba-da-mata".
Typical of the Cerrado and Caatinga biomes, the Hymenaea genus of plants are commonly used
in traditional Brazilian medicine for the treatment of inflammation, bacterial infections,
rheumatism and anemia. The savanna is the only exclusively Brazilian biome and much of its
biological heritage can not be found anywhere else on the planet. The great potential of
Brazilian biodiversity encourages the development of innovative products. Although the studies
are still fresh plant extracts can be shown that some plants produce on its secondary
metabolism, substances with the ability to inhibit the activity of bacteria and other micro-
organisms. The Hymenaea genus is recognized as a source of phenolic compounds. Among the
phenolic compounds are flavonoids include, as rutin, which are widely distributed in the leaves,
seeds, bark and flowers of the plants. Rutin was identified in a honey sample with the highest
antimicrobial activity. This flavonoid has previously been identified as responsible for the
antibacterial activity of other plant extracts. It was found that the default routine has inhibitory
activity against S. aureus, E. coli and Salmonella spp. One of the main challenges of traditional
food production is to ensure food safety. Milk and dairy products have often been implicated in
food poisoning by S. aureus, E. coli and Salmonella spp. Thus the aim of this study was to
prepare the Jatoba extract, identify compounds and evaluate the antimicrobial activity. From
the HPLC-DAD analysis, it was possible to identify the routine as one of the major compounds
of jatoba leaves extract and it has previously been identified as one reason for the antibacterial
activity by its synergistic effect with the other substances present in this extract. The
concentration of rutin in the extract is approximately 106 pg/mg of crude extract. From the
microdilution method it was possible to obtain the MBC extract. The minimum bacterial
concentration (MBC) of the leaves ethanol extract of Hymenaea martiana Hayne, showed
antimicrobial activity in strains of Staphylococcus aureus ATCC® 25923, Escherichia coli
ATCC® 35218 and Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC® 10708
which was 125.3 pg/mL, 781.2 ug/mL and 1562.5 pg/mL respectively. Microbial testing in
vivo showed that the extract has a bactericidal power in strains tested at concentrations of 10°
CFU/mL. In our data, we can then say that the ethanol extract of Hymenaea martiana Hayne
served as antimicrobial agent within the standards established by the organs of supervision and
control of raw milk, being an alterative to reduce the microbial load of milk, aimed at
producing curd cheese, thus reducing cases of DTF's (Diseases Transmitted by Food) in dairy
products.

Keywords: Antimicrobial activity, HPLC-DAD, Dairy e Rutin.
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4.1. Introducéo

A caatinga é o unico bioma exclusivamente brasileiro e grande parte do seu patriménio
bioldgico ndo pode ser encontrado em nenhum outro lugar do planeta (CAVALCANTE, 2009).
O grande potencial da biodiversidade brasileira estimula o desenvolvimento de produtos
inovadores, como produtos quimicos, medicamentos e alimentos (ASSIS et al.,, 2015).
Hymenaea martiana Hayne, é uma espécie arborea conhecida como “Jatoba” ou “Jatoba-da-
mata” (CIPRIANO et al., 2014; ALMEIDA et al., 2012). E uma espécie do género Hymenaea,
pertencente a familia: Fabaceae (alt. Leguminosae), subfamilia: Caesalpinioideae e tribo:
Detarieae (THE PLANT LIST, 2015; USDA, 2015; ILDIS, 2015). Tipica dos biomas cerrado e
caatinga (SILVA et al., 2012), as plantas do género Hymenaea sdo comumente utilizadas na
medicina tradicional brasileira para o tratamento de processo inflamatorio, infeccGes
bacterianas, reumatismo e anemia (SILVA, 2009).

Embora os estudos com extratos vegetais ainda sejam recentes, ja pdde ser evidenciado
que algumas plantas produzem em seu metabolismo secundério, substancias com a capacidade
de inibir bactérias e outros micro-organismos (SOUZA, 2010). Um dos maiores desafios na
determinacdo do efeito farmacoldgico de um extrato tem sido a elucidacdo de seus compostos
ativos. As plantas contém indmeros constituintes em seus extratos. Quando testados, podem
apresentar efeitos sinérgicos ou antagdnicos e isso se deve a presenca de diferentes compostos
(SERPELONI, 2008). A avaliacdo do potencial antimicrobiano de substancias presentes em
extratos tem sido objeto de incessantes estudos. Os compostos fendlicos, alcalides e
flavonoides e os terpenos sao ativos contra virus, bactérias e fungos (SOUZA, 2010).

O género Hymenaea é reconhecido como fonte de compostos fendlicos (MIRANDA,
2014). Dentre os compostos fenolicos destacam-se os flavonoides, como a Rutina, que estdo
amplamente distribuidos nas folhas, sementes, cascas e flores das plantas (HEIM et al, 2002).
Este flavonoide tem sido previamente identificado como o responsavel pela atividade
antibacteriana de outros extratos vegetais. Verificou-se que o padréo rutina apresenta atividade
inibitdria contra S. aureus, E. coli e Salmonella spp. (PIMENTEL et al., 2013).

Um dos principais desafios da producéo tradicional de alimentos é garantir a seguranca
dos alimentos (MILIONI et al., 2015). O leite e produtos lacteos tém sido frequentemente
implicados na intoxicagdo alimentar por S. aureus, (KHIABANI et al., 2014) E. coli e
Salmonella spp. A utilizacdo de leite cru para a producdo de queijo tradicional pode ser
entendido como uma préatica de alto risco (D’AMICO et al., 2008). O consumo de leite cru e
queijo produzido a partir de leite cru constitui um risco para a saude, em particular quando as
criangas ou membros de outras populagdes sensiveis estdo envolvidos (JOHLER et al., 2015).
Problemas de saude publica associados ao consumo de leite ndo pasteurizado e produtos de
leite cru sdo bem documentados (PENG et al., 2011). Bactérias patogénicas que podem ser
transmitidas por produtos lacteos ndo podem ser subestimadas. Historicamente, houveram
varios surtos relacionados com o consumo de queijos. Os organismos responsaveis
predominantemente relatados sdo Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella spp. e
Staphylococcus aureus. (MEDVED'OVA & VALIK, 2012; HUNT et al., 2012).

O objetivo desse trabalho € reduzir as contagens a niveis aceitaveis de Salmonella spp.,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus com o extrato de folhas do jatoba (Hymenaea
martiana Hayne) visando a producéo de queijo coalho com leite cru.
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4.2. Material e Métodos

4.2.1. Coleta do Material Vegetal

A coleta das folhas da arvore Hymenaea martiana Hayne ocorreu nas margens do rio
Séo Francisco, localizado na Vila Caatinguinha, cidade de Petrolina-PE, 25 km do centro da
cidade, nas coordenadas: 09°27'24.6"S 040°40'54.3"W, 342 metros; 09°27'25.1"S
040°40'52.6"W, 377 metros; 09°27'25.4"S 040°40'51.6"W, 376 metros. A coleta foi realizada
no més de dezembro e a exsicata foi depositada no herbario da EMBRAPA SEMIARIDO com
0 nimero de tombamento: HTSA 6149. Coletor e n° A.P. Fontana 8922, T.C. Santana e L. A.
da Silva. Foram escolhidos de forma aleatoria 10 individuos de uma mesma populacdo e
coletados folhas jovens de cada arvore, com o auxilio do podao.

As folhas foram submetidas a secagem em estufa de circulacao de ar forcada a 50°C por
72 horas até completa desidratacdo. ApOs desidratadas, as folhas foram reduzidas a pé
utilizando um moinho de facas, e em seguida armazenadas em sacos de papel até 0 momento da
extragdo.

4.2.2. Preparacao do extrato etanolico

O po das folhas de H. martiana foi submetido a extracdo repetidamente por trés vezes a
72 horas com etanol a 95% a 25°C. A solucdo extrativa foi concentrada a vacuo, obtendo-se
apos a destilacdo do solvente aproximadamente 1 Kg do extrato bruto etanélico (ALMEIDA et
al., 2012).

4.2.3. Analise por CLAE-DAD de Rutina

O método analitico foi desenvolvido por CLAE - DAD, em equipamento Shimadzu®
equipado com um sistema quaternario de bombas modelo LC - 20ADVP, degaseificador
modelo DGU - 20A, detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP,
injetor automéatico modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP, e os dados
foram analisados através do software Shimadzu® LC solution 1.0 (Japao).

Os solventes utilizados na cromatografia liquida de alto desempenho foram de grau
cromatografico da J.T.Barker®. O desmineralizador de agua MOD. 670Fisatom® foi utilizado
para desminerilizar a 4gua e posteriormente foi utilizado o ultrapurificador da Heal Force®,
modelo Smart Series para a obtencdo da dgua ultrapurificada.

O extrato (250 pg/mL) foi analisado em uma coluna de fase reversa: Ascentis®C18
(250 mm x 4,6 mm DI, 5 um) marca Sulpelco®. A fase mdvel era composta de solvente (A)
H,O/C,HF302 a 0,01% e solvente (B) Acetonitrila. O gradiente de solvente foi composto de A
(100-60%) e B (0-40%) durante 40 min, em seguida manteve-se a concentracao de 60% de A e
40% de B, durante 10 min. depois retorna para a condicGes iniciais, (100% de A e 0% B)
durante 10 min. Uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min foi usada em um forno de 37°C, e 40 uL de
cada amostra foi injetada em triplicata. As amostras foram filtradas através de um filtro 0,20
um CHROMAFIL®Xtra PVDF-20/25 antes da injecdo. Os dados espectrofotométricos foram
registrados entre 200 a 400 nm, durante toda a execugdo, com cromatogramas registrados em
350 nm (ALMEIDA et al., 2012).

Para anélise quantitativa foi utilizado um padrdo analitico de Rutina (Sigma Aldrich®,
com pureza superior a 99%) nas concentragdes de 1,44 a 2,16 pg/mL, conforme Figura 2.

4.2.4. Método de microdiluicao

Realizou-se a pesagem de 0,25g do extrato que foi novamente diluido em 10 mL de
etanol, obtendo-se uma solucdo estoque na concentracdo de 25 mg/mL. A determinacdo da
Concentracdo Bacteriana Minima (CBM) foi realizada pela adicdo de 200uL de caldo Muller-
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Hinton em placas de microtitulacdo; a seguir, 200pL da solucdo estoque do extrato foram
acrescidos ao primeiro poco e, apos homogeneizacéo, foi transferido 200uL para o segundo e
assim sucessivamente, sendo obtidas as seguintes concentracgdes finais: 12.500; 6.250; 3.125;
1.562,5; 781,2; 390,6; 195,3 e 97,6 pg/mL.

Na preparacdo do indculo, colonias obtidas em Agar MH (Muller-Hinton), foram
utilizadas na obtencdo de uma suspensdo bacteriana com turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da
escala de MacFarland (ou 10® UFC/mL), obtidas de colénias frescas de bactérias. S. aureus
ATCC 25923, E. coli ATCC 35218, Salmonella ssp. ATCC 10708 foram as cepas de bactérias
testadas. Cada cepa foi inoculada em nove mL de solucéo fisiolégica de modo a se obter uma
concentracéo de 1,5 x 10® UFC/mL (0,5 MacFarland). Desta suspenséo foi inoculado 10pL nos
pogos de microplacas contendo a diluicdo do extrato etandlico. O material foi incubado a 37°C
por 24h, em condicdes de aerobiose. Determinou-se a concentracdo inibitoria minima (MIC)
que corresponde a menor concentragcdo do extrato capaz de causar inibicdo do crescimento
bacteriano. Para a determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM), foi retirada uma
aliquota de 10uL, semeando-se na superficie do agar MH e incubou-se a 35°C por 48 horas. Foi
determinada a concentracdo bactericida minima, a menor concentracdo do extrato etandlico
capaz de causar a morte do indculo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata (CLSI,
2012).

4.2.5. Contaminacao do leite

Foram utilizadas trés concentragbes de S. aureus, E. coli e Salmonella ssp.: 102, 10,
10®, determinadas através de espectrofotometria. Cada concentracdo foi utilizada para
contaminar uma caixa leite UHT de 1 L, tornando-se a amostra a ser analisada. Foram
realizados também os controles positivo e negativo, branco do meio de cultura e branco do leite
UHT. As analises foram realizadas nos tempos 0, 12 e 24 horas.

4.2.6. Andlise de S. aureus

Em placas de Agar Baird-Parker (BP), para cada concentracdo, foram inoculadas em
quatro placas de petri, com os seguintes volumes cada: 0,3 mL, 0,3 mL, 0,3 mL e 0,1 mL. Os
inéculos foram espalhados com auxilio de uma alca de Drigalski até a absorcao total do liquido,
incubadas invertidas a 35-37°C/45-48 horas. Ap6s incubacdo dos cultivos em aerobiose, nas
placas com 20 a 200 colénias, foram contadas as tipicas de S. aureus (col6nias circulares,
pretas ou cinzas escuras, pequenas, lisas, convexas, bordas perfeitas, com halo transparente),
dessas, cinco foram selecionadas para o teste da coagulase em tubos. Para realizacdo desta
prova, em bancada devidamente sanitizada, selecionou-se cinco col6nias e com o auxilio de
alca de platina cada coldnia foi inoculada em tubos contendo cinco mL da cultura em Caldo
Infusdo Cérebro Coracdo (BHI). Os tubos foram incubados em estufas a 35-37°C, por 18-24
horas.

Para a prova de coagulase, apds a incubacdo, transferiu-se 0,2 mL de cada tubo de
cultivo em BHI para tubos estéreis, contendo 0,5 mL de Coagulase Plasma-EDTA (plasma de
coelho com EDTA). Incubou-se a 35-37°C por 6 horas.

Para a prova de Catalase, com o auxilio de alca de platina, bastdo de vidro ou pipeta de
Paster, estéreis, retirou-se uma aliquota do cultivo em &gar estoque e transferiu-se para uma
lamina ou placa de vidro contendo uma gota e peroxido de hidrogénio a 3%. Misturou-se o
indculo ao perdxido e observou a reacdo. A ndo formacédo de borbulhas indicada prova negativa
para catalase. Staphylococcus aureus é a catalase positiva.

O resultado final foi determinado pela soma dos resultados de coldnias tipicas e atipicas
confirmadas. O resultado foi expresso em: Contagem de S. aureus: X x 10 UFC/g ou mL.
Contagem de S. aureus coagulase positiva: X x 10¥ UFC/g ou mL. (MAPA, 1993; SIQUEIRA,
1995; SILVA, 2010).
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4.2.7. Analise de E. coli

Transferiu-se de cada diluicdo, aliquotas de um mL para placas de Petri esterilizadas.
Verteu-se de 15 a 20 mL do &gar VRB, recém-preparado, a uma temperatura de 45°C, nas
placas inoculadas. Foi homogeneizado com movimentos em oito e posteriormente esperou-se a
solidificacdo do meio. Adicionou-se mais uma camada de 4gar VRB (3 a 5 mL) sobre 0 meio
solidificado. Apo0s a solidificacao total, incubou-se as placas em posicéo invertida a 32+1°C por
24+2 horas.

Contaram-se todas as col6nias vermelho parpura, com 0,5mm ou mais em diametro,
rodeadas por um halo avermelhado de precipitacdo de sais biliares. Para avaliagdo do teste
foram utilizadas placas com 15 a 150 col6dnias e determinado o ndmero de UFC/g ou mL
multiplicando o ndmero de colbnias tipicas pelo inverso da diluicdo. (MAPA, 1993,
SIQUEIRA, 1995; SILVA, 2010).

4.2.8. Analise de Salmonella spp.

As amostras foram incubadas na estufa bacteriolégica a 35°C £ 2°C por 18-24 + 3 horas
para o pré-enriquecimento.

Apos o periodo de incubagdo do pré-enriquecimento, a amostra foi retirada da estufa e
encaminhada para o fluxo laminar previamente sanitizado e estéril. Transferiu-se
simultaneamente, com auxilio de uma pipeta automatica de 5 ou 10 mL, aliquotas de 0,1mL da
amostra para tubos contento 10 mL de caldo Rappaporte Vassiliadis e 1 mL para 10 mL de
caldo Selenito Cistina (caldos de enriquecimento seletivo - meios liquidos). Incubou-se o
suporte com caldo Rappaporte Vassiliadis na estufa bacteriologica a 42°C £ 0,2°C por 24 + 2
horas e o caldo Selenito Cistina na estufa bacterioldgica a 43°C + 0,2°C por 24 + 2 horas.

Apds o periodo de incubacdo retirou-se da estufa o suporte com os tubos de ensaio dos
caldos de enriquecimento seletivo e o encaminhamos para a capela de fluxo laminar
previamente sanitizada/estéril. Semeou-se com auxilio de alca de platina de caldo selenito
cistina para placas contendo BG e SS e do meio rappaport vassiliadis também para placas
contendo meio BG e SS. Incubaram-se todas as placas na estufa, a 37°C + 1°C por 24 + 3
horas.

Transcorrido o periodo de incubacdo do plaguamento seletivo, foram retiradas as placas
contendo BG e SS, da estufa e foram levadas para a bancada previamente sanitizada da sala de
repique. Caso haja crescimento, seleciona-se de trés a cinco coldnias tipicas (suspeitas) por
amostra de Salmonella spp. levando-se em conta as seguintes caracteristicas para cada meio:
No meio agar BG as colbnias apresentam-se de vermelho a rosadas com halo vermelho. No
meio agar SS, as colbnias apresentam-se com a mesma cor do meio, transparentes e as vezes
com centro negro.

Apbs realizacdo das analises das caracteristicas das coldnias tipicas suspeitas de
Salmonella spp., transferiu-se com auxilio de alca de platina 3 a 5 coldnias suspeitas de
Salmonella spp. fazendo estrias, no bisel e inocular em profundidade nos meios agar TSl e LIA,
incubando os tubos em estufa a 35°C + 2°C por 24 horas * 2 horas. Para as provas bioquimicas
complementares com as culturas suspeitas de Salmonella spp., proceder as inoculagdes nos
seguintes meios: caldo malonato, caldo KCN, caldo vermelho de metila-Voges-Proskauer,
caldo indol, agar citrato SIMMONS, é&gar fenilalanina, agar lisina-descaboxilase, caldo
carboidrato (glicose,lactose e dulcitol), vermelho difenol, meio sim, meio agar gelatina e caldo
uréia. Incubando os tubos em estufa a 35°C + 2°C por 48 horas + 2 horas.

Para expressdo dos resultados: Presenca/25g ou mL de Salmonella; Auséncia/25g ou
mL de Salmonella (MAPA, 1993; SIQUEIRA, 1995; SILVA, 2010).



37

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Obtencéo do Extrato Bruto
Foi obtido 1 kg de extrato bruto etandlico a partir dos 5 kg das folhas de Hymenaea
martiana Hayne, obtendo-se um rendimento médio de 20% desse extrato.

4.3.2. Analise Cromatogréafica em CLAE-DAD

A partir da analise cromatografica do extrato de H. martiana (250ug/mL) foi possivel
identificar a presenca de compostos fenolicos, dentre esses compostos foi identificada e
quantificada a partir de padrdo analitico a Rutina, por meio da semelhanga entre tempos de
retencdo (28,55+1,3min.) e espectros de absor¢ao no ultravioleta (AMax. 255,74 e 353,44),
conforme pode ser observado nas Figuras 1 e 2.

A curva analitica obtida esta demonstrada na Figura 2, em que se pode observar um
coeficiente de concentracdo linear 0,98. A partir desses resultados foi possivel calcular a
quantidade de Rutina presente no extrato sendo observado 106,25+10,84 ug de rutina/mg de
extrato. Em 200 pL de extrato a quantidade de rutina é 531,35 pg. Devido a semelhanca no
perfil de absorcdo no UV, podemos sugerir que outros picos majoritarios que nao foram
possiveis identificar, faca parte do mesmo grupo bioldgico: flavonoides, corroborando com
ALMEIDA et al (2012) que relata a presenca desses compostos ap0os analise cromatogréafica de
folhas de H. martiana.

Atividade antimicrobiana frente a patdgenos gram positivos de extrato de propolis
contendo rutina j& foi descrito por BARRIENTOS et al. (2013).

4.3.3. Método de microdiluicao

A partir da metodologia de microdiluicdo, foi possivel obter a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) de cada cepa testada. As cepas obtveram as seguintes CBM’s: S. aureus
ATCC® 25923 (125,3 pg/mL), E. coli ATCC® 35218 (781,2 pug/mL) e S. enterica subsp.
enterica serovar Choleraesuis ATCC® 10708 (1.562,5 pug/mL). De acordo com os resultados
in vitro, 0 extrato conseguiu em baixas concentragcbes obter um potencial antimicrobiano
adequado. Em testes realizados por MOURA (2013), em material vegetal de H. martiana, a
CBM de S. aureus foi entre 12.500 - 195,3 pg/mL e a CBM de Salmonella spp. foi de 12.500 -
6.250 pg/mL. Nos isolados de E. coli ndo foi verificado efeito antimicrobiano. Varias plantas
do género Hymenaea apresentam importantes atividades antimicrobianas, especialmente sobre
patdgenos gram positivos (DIMECH et al., 2013; PEIXOTO et al., 2015).

4.3.4. Analise Microbioldgica

Por apresentar atividade antimicrobiana, o extrato etanélico de H. martiana foi utilizado
no leite cru contaminado. Baseado nos resultados da CBM in vitro, era esperado que o extrato
etanolico de H. martiana fosse eliminar o crescimento bacteriano das cepas testadas in vivo,
visto que a concentragcdo do extrato utilizada nas amostras eram superiores aos resultados da
CBM. Porém, apds a realizacdo dos ensaios microbioldgicos realizados no leite UHT,
contaminado com as concentraces: 102, 10°, 10% foi possivel observar que somente a
concentragdo 102, apresentou atividade antimicrobiana frente as cepas de S. aureus, E. coli e
Salmonella spp. nos tempos 0, 12 e 24 horas. Varios fatores estdo relacionados aos resultados
in vivo obtidos, dentre eles esta a interacdo do extrato com o leite UHT, j& que os compostos
biologicos do leite podem ter reagido com os compostos bioativos do extrato, reduzindo o seu
potencial bacteriostatico, ja que o leite € um agente complexante. KASSAIF et al. (2007) ao
avaliarem a sensibilidade de diferentes desinfetantes em propriedades leiteiras verificaram que
muitos destes compostos podem ser inibidos pela presenca do leite. O mesmo foi descrito para
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extrato vegetal frente a isolados de Staphylococcus aureus e Escherichia coli (HAMMER et al.,
1999). Outro fator a ser analisado € a interacdo das cepas com 0 meio biologicamente rico em
nutrientes do leite UHT, que pode potencializar a capacidade de multiplicacdo das mesmas.
Vale salientar que as amostras foram deixadas a temperatura ambiente durante o tempo 0, 12 e
24 horas.

A Tabela 1 apresenta a dindmica de crescimento bacteriano no leite apds a aplicacédo do
extrato de H. martiana. A cepa de S. aureus na concentragdo 10 foi inibida nos tempos 0, 12 e
24 horas, enguanto que na concentracao 10%, houve o crescimento no tempo zero de 46
UFC/mL e nos tempos 12 e 24 horas de incontaveis coldnias.

Em relacéo a E. coli, a concentragdo 10* apresentou atividade antimicrobiana no tempo
zero, sendo que no tempo de 12 horas houve o crescimento de 8 UFC/mL. No tempo 24 horas,
o resultado foi incontavel. Na concentracdo 10% houve o crescimento de 1,3x10*> UFC/mL no
tempo zero e nos tempos 12 e 24 horas nao foi possivel contar o nimero de coldnias presentes
nas placas.

Em relacdo & cepa de referéncia de Salmonella spp. tanto nas com concentracdes 10* e
10%, nos tempos 0, 12 e 24 horas houve a presenca do patégeno, conforme a Tabela 1.

Na amostra de leite utilizada como controle ndo se verificou o crescimento bacteriano,
comprovando assim que 0 mesmo estava indcuo. Os controles positivos e negativos dos meios
de cultura apresentaram os resultados esperados, comprovando que 0s mesmos estavam aptos
para a realizacdo dos ensaios microbioldgicos.

A presenca de S. aureus, E.coli e Salmonella spp. em leite cru é muito comum e esta
relacionada a grandes surtos de intoxicacdo alimentar associados a derivados lacteos como o
queijo (GOUOLD et al., 2014). Muitas vezes ndo somente a presenca de bactérias, como a de
suas toxinas é associadas as enfermidades (ONO et al., 2015). Em particular para S. aureus
contagens superiores a 10° UFC/mL sdo associadas & producéo de toxinas termoestaveis, que
podem contaminar o leite e ocasionar enfermidade, mesmo apds o tratamento térmico
(SCHELIN et al., 2011). Desta forma, o uso de estratégias que minimizem a multiplicacéo
destes micro-organismos sao muito importante. O efeito antimicrobiano observado no leite in
natura € muito importante, pois pode servir a este fim. Mesmo sem uma reducdo total, a
diminuicdo nas contagens bacterianas pode garantir uma maior seguranca alimentar para 0s
produtos lacteos. Contudo em relagdo a Escherichia coli e Salmonella spp. o efeito descrito no
presente estudo ndo é significante, uma vez que estes patdgenos devem ser completamente
eliminados (MAPA, 1993).

Diante dos dados obtidos, podemos entdo dizer que o extrato etanélico de H. martiana
atuou como agente antimicrobiano e possui uma agdo mais ativa sobre 0s micro-organismos
gram positivos, ja que de acordo com QUINN et al. (2005) esta resisténcia pode estar associada
a presenca de uma barreira de permeabilidade na membrana exterior de bactérias gram-
negativas, que limita o acesso dos agentes antimicrobianos, sendo estas tipicamente mais
resistentes a agentes antimicrobianos do que as gram-positivas. Segundo DIMECH et al. (2013)
alteracdes na parede celular de Staphylococcus aureus foram evidenciadas apds a incubacéo
com extrato hidroalc6lico de H. stigonocarpa.

Pode-se afirmar também que dentro dos padrbes estabelecidos pelos 6rgdos de
fiscalizacdo e controle do leite cru 0 mesmo teve uma atividade antimicrobiana siginificativa,
sendo uma alternativa para a reducdo da carga microbiana do leite visando a producgdo de
queijo coalho, diminuindo assim os casos de DTA’s (Doencgas Transmitidas por Alimentos) em
derivados do leite.
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4.4 Conclusao

O extrato de H. martiana apresenta atividade antimicrobiana frente as cepas de S.
aureus, E. coli e Salmonella spp. Esses resultados abrem perspectivas para utilizacdo de um
produto natural de baixo custo a base de Jatobd como alternativa medicinal contra patégenos
humanos. Portanto, podemos sugerir 0 uso do extrato de Jatoba como alterativa para a reducao
das contagens do leite cru visando a produgdo de queijo coalho.
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Tabela 1. Contagem de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp. no leite UHT apds a contaminagéo das concentracdes 10, 10* e 108
nos tempos zero, doze e vinte e quatro horas.

Contagem de Staphylococcus aureus no leite UHT

Concentragéo Tempo Oh Tempo 12h Tempo 24h

10° 0 UFC/MI 0 UFC/mL 0 UFC/mL

10* 0 UFC/MI 0 UFC/mL 0 UFC/mL

10° 46 UFC/MI Incontavel Incontavel
Contagem de Escherichia coli no leite UHT

Concentracao Tempo Oh Tempo 12h Tempo 24h

10° 0 UFC/MI 0 UFC/mL 31 UFC/mL

10* 0 UFC/mL 8 UFC/mL Incontéavel

10° 1,3x10% UFC/mL Incontavel Incontavel
Contagem de Salmonella spp. no leite UHT

Concentracao Tempo Oh Tempo 12h Tempo 24h

10° Auséncia/25mL Auséncia/25mL Auséncia/25mL

10* Presenga/25mL Presenca/25mL Presenca/25mL

10° Presenga/25mL Presenca/25mL Presenca/25mL

Incontavel = Contagem superior a 300 UFC

UFC = Unidade Formadora de Colbnias
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Legendas das Figuras

Fig. 1. Cromatogramas em funcéo do tempo de retencdo. a. Cromatograma Padrdo da Rutina
(28,55+1,3min.) b. Cromatograma do extrato de folhas do Jatoba (Hymenaea martiana
Hayne) com a presenca da Rutina (28,55+1,3min.) por espectros de absorcéo de ultravioleta e
a presenca de outros compostos majoritarios nao identificados.

Fig. 2. a. Espectro de absor¢ao de ultravioleta (AMax. 255,74 e 353,44) da rutina por meio do
comprimento de onda (nm) e absorbancia (mAU). b Gréfico referente a curva de calibraco
do padrdo analitico rutina, com o R? de 0,9813. O padréo analitico RUT foi avaliado nas
concentragdes de 1,44 a 2,16 pg/mL para construcdo da curva de calibracdo demonstrada. A
partir desses resultados foi possivel calcular a quantidade de Rutina presente no extrato sendo
observado 106,25+10,84 ug de rutina/mg de extrato.

Fig. 3. Extrato etanolico das folhas de Hymenaea martiana Hayne. Em 200 pL de extrato a
quantidade de rutina é 531,35 ug.

Fig. 4. Material vegetal das folhas de Hymenaea martiana Hayne. a Presenca do fruto e folhas
em estado de maturacdo. b Presenca das flores em estado de maturacéo.

Fig. 5. Arvore de Hymenaea martiana Hayne (Jatob4) com a presenca de toda a estrutura
vegetativa.
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Fig. 1. Cromatogramas em funcdo do tempo de retencdo. a. Cromatograma Padrdo da
Rutina (28,55+1,3min.) b. Cromatograma do extrato de folhas do Jatoba (Hymenaea martiana
Hayne) com a presenca da Rutina (28,55+1,3min.) por espectros de absorcdo de ultravioleta e
a presenca de outros compostos majoritarios ndo identificados.



46

1,44

] . a
1,24 Rutina

1,04
0,8
0,6

0,4

Absorbancia (mAU)

0,2

0,0

¥ T x T ¥ T T T y T ¥ 1
200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

28000 -
y = 13762x - 3231,4 ,i b
26000 - R*=0,9813 0 %

] 4
24000 - é *

=
22000 - .,

Area
N\

20000 - 757
18000 - .

16000

14 16 18 2,0 2.2
Concentragao (ug/mL)

Fig. 2. a. Espectro de absor¢ao de ultravioleta (AMax. 255,74 e 353,44) da rutina por meio do

comprimento de onda (nm) e absorbancia (mAU). b Gréfico referente a curva de calibracédo

do padrdo analitico rutina, com o R? de 0,9813. O padréo analitico RUT foi avaliado nas

concentracdes de 1,44 a 2,16 pg/mL para construcdo da curva de calibracdo demonstrada. A

partir desses resultados foi possivel calcular a quantidade de Rutina presente no extrato sendo
observado 106,25+10,84 g de rutina/mg de extrato.
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Fig. 3. Extrato etandlico das folhas de Hymenea martiana Hayne. Em 200 pL de extrato a
quantidade de rutina é 531,35 ug.
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Fig. 4. Material vegetal das folhas de Hymenaea martiana Hayne. a Presenca do fruto e folhas
em estado de maturacdo. b Presenca das flores em estado de maturacéo.
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Fig. 5. Arvore de Hymenaea martiana Hayne (Jatob4) com a presenca de toda a estrutura
vegetativa.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O composto identificado no presente trabalho € um agente antimicrobiano eficaz. A
presente investigacdo representa uma triagem preliminar para atividade antimicrobiana e
aponta para a necessidade de profunda investigacdo fitoquimica e bioldgica, ja que esta
espécie possui um grande potencial para produzir produtos biologicamente ativos. Em um
estudo mais aprofundado serd possivel identificar e quantificar novas substancias. Esses
resultados abrem perspectivas para utilizacdo de produtos naturais a base de plantas como
alternativa medicinal na guerra contra patdgenos humanos. Os estudos até entdo realizados,
com objetivos de identificar e caracterizar as potencialidades das espécies deste género
precisam ser ampliados e receber uma maior atencdo dos 6rgdos de fomento a pesquisa.
Portanto, podemos sugerir 0 uso do extrato de Hymenaea martiana Hayne como alterativa
para a reducdo a carga microbiana do leite visando a producéo de queijo coalho.
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ANEXOS

Figura A - Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (E. coli ATCC®
35218)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Diluigdes
A + 12.500 pg/Ml
B + 6.250 pg/Ml
C + 3.125 pg/mL
D + 1.562,5 pg/Ml
E + + 781,2 pg/mL
Fl+ |+ + |+ + 390,6 png/mL
G|+ |+ | + |+ + 125,3 pg/mL
H|+ | +]| + | + + 97,6 pg/mL
Legenda:

4 - Controle Positivo: Caldo MH + bactéria
5 - Controle Negativo: somente caldo MH
6 - Controle Diluente: Diluente + bactéria

Figura B - Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (S. aureus ATCC®
25923)

o
o
~
o
©

10 11 12 Diluigdes
12.500 pg/mL
6.250 pug/mL
3.125 pg/mL
1.562,5 pug/mL
781,2 ug/mL
390,6 pg/mL
125,3 pg/mL
97,6 pg/mL

IOTMMOoOO >
+|+H [+ |+ |+ |[+H]|+]|+ P

+ 4|+ |+ |+ +

+ [+ |+

Legenda:

4 - Controle Positivo: Caldo MH + bactéria
5 - Controle Negativo: somente caldo MH
6 - Controle Diluente: Diluente + bactéria



52

Figura C - Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (Salmonella sp.

ATCC® 0507028)

ol
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10

11

12

IOTMMmMmOoOOm>
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
|+ [+ |+ |+ [+H|+]|+ P
+ |+ |+ + ]|+

Legenda:

4 - Controle Positivo: Caldo MH + bactéria
5 - Controle Negativo: somente caldo MH
6 - Controle Diluente: Diluente + bactéria

Diluicdes
12.500 pg/mL
6.250 pug/mL
3.125 pg/mL
1.562,5 pg/mL
781,2 ug/mL
390,6 pg/mL
125,3 pg/mL
97,6 pg/mL



