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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas observa-se uma mudanca no perfil alimentar da
populacado, cada vez mais preocupada como uma alimentacdo saudavel e livre de
compostos com potencial carcinogénico, tais como nitritos e nitratos. Em razéo disto,
estudos tem se voltado para o desenvolvimento de novas alternativas a estes
conservantes quimicos tradicionalmente utilizados para o controle microbiano, como
0s sistemas naturais presentes em extratos e 6leos vegetais (TASSOU et al., 1995;
CARVALHO et al., 2006).

Os compostos antimicrobianos sao substancias que podem eliminar ou
impedir o desenvolvimento dos microrganismos, podendo ser sintéticos ou naturais
oriundos de bactérias ou fungos. A maioria das plantas também sintetizam
compostos antimicrobianos que os protegem de microrganismos (RAMOS et al.,
2007).

O mirtilo (Vaccinium ashei Reade) pertence a familia Ericaceae e € originario
da Europa Central e do Norte sendo introduzido no Brasil no Rio Grande do Sul em
1983 na regido de Pelotas, RS (KIM et al., 2014). E conhecida como a fruta da
longevidade por ser rica em fendis, taninos, flavondis e antocianinas que possuem
diversos beneficios a saude, tais como atividade antioxidante, anti-hipertensiva, anti-
inflamatdria e antimicrobiana, por este motivo tém sido amplamente estudados
(Wang et al., 2012; SILVA et al., 2013).

Diante disto, o objetivo do presente estudo é avaliar o potencial
antimicrobiano de extrato de mirtilo frente as bactérias de trés espécies associadas a
doencgas transmitidas por alimentos, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

2. METODOLOGIA

2.1 Aquisicdo da amostra e preparo do extrato

Os genotipos de mirtilo (Vaccinium ashei Reade) da variedade O’neal foram
adquiridos no Campo Experimental da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS.
Para o preparo dos extratos as amostras foram liofilizadas e trituradas em moinho de
bolas. Os extratos foram obtidos seguindo a metodologia proposta por Scherer e
Godoy (2014) com algumas modificagcdes. Na extracdo utilizou-se o solvente
metanol, que foi evaporado e o extrato obtido foi ressuspendido em agua destilada
estéril na concentracéo final de 2000 mg/mL.
2.2 Avaliacédo da atividade antimicrobiana
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Para a realizacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padréo
de Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e
Staphylococcus aureus (ATCC 10832) previamente reativadas (de um cutivo recente
em caldo Soja Tripticaseina - TSB incubado por 24 horas a 37°C). A partir da
reativacdo, foi extraida uma alcada e ressuspendida em solucdo salina (NacCl
0,85%), a qual foi padronizada na concentragcdo 0,5 na escala de McFarland
(equivalente a 1,5 x 108 UFC mL™Y).
2.2.1 Disco difuséo

A analise de disco difusdo foi realizada de acordo com protocolo proposto
pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2015a) com
pequenas modificacdes. A solucdo salina padronizada contendo o inéculo foi
semeada com auxilio de um swab estéril na superficie de placas com agar Muller-
Hinton, em seguida foram adicionados discos de papel filtro esterilizados com
didmetro de 6 mm. Apds, 5 UL do extrato foram impregnados sobre os discos de
papel e as placas incubadas por 24 h a 37 °C. Logo apés este periodo foi efetuada a
medicdo dos halos de inibicdo, sendo os resultados expressos em centimetros.
2.2.2 Concentracgéo inibitéria minima

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de acordo com o
protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI
(2015b) com pequenas modificacdes. Para isto foram utilizadas placas de
microtitulacdo de 96 pocos contendo caldo BHI ( Brain Heart Infusion), in6culo
bacteriano e o extrato de mirtilo puro e diluido em dimetilsulféxido (DMSO) nas
concentraces 3,33 e 0,33 mg mLt. Apds o preparo da amostra, as placas de
microtitulacdo foram avaliadas em espectrofometro a 620 nm. Em seguida,
procedeu-se a incubacdo por 24 h a 37 °C, e apos, foi realizada nova leitura em
espectrofotometro. A CIM foi considerada como a menor concentragdo em que nao
houve crescimento bacteriano no meio de cultura.
2.2.3 Concentracéo bactericida minima

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi realizada de acordo com o
método descrito por Cabral et al. (2009) com pequenas modificacdes. Apos a
realizacdo da CIM, foram retirados 15 pL dos pogos das amostras que tiveram
inibicdo e estriados em placas de Petri com agar PCA (Plate Count Agar) e
incubados por 24 h a 37 °C. Foi considerada a minima concentracdo bactericida as
placas onde ndo houve crescimento bacteriano.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Disco difuséo
A presenca e o tamanho dos halos de inibigdo indicam a suscetibilidade das
bactérias frente a uma amostra; halos menores que 0,7 cm sédo considerados nao-
ativos frente a bactéria enquanto superiores a 1,2 cm apresentam efeito inibitorio
satisfatorio (ARORA & KAUR, 1999), deste modo pode-se observar que as bactérias
testadas foram suscetiveis ao extrato, conforme resultado expresso na tabela 1.

Tabela 1. Halos de inibicdo obtidos pelo método de disco difusdo por aplicagcao de extrato de mirtilo
frente as bactérias Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Bactérias Halo de inibicdo (cm)
Staphylococcus aureus 0,85+0,07
Escherichia coli 0,73+0,03
Listeria monocytogenes 0,75+0,03

*Média das triplicatas
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Estes resultados corroboram com a faixa de inibicdo encontrada na literatura,
onde os halos formados frente a S. aureus variaram de 0,16 a 1,20 cm; E. coli entre
0,20 a 0,80 cm e L. monocytogenes entre 0,16 e 0,80 cm (SANTOS & SANTANA,
2016; PERVIN et al., 2013; LACOMBE et al., 2012).

3.2 Concentracao Inibitéria minima e Concentrac&o Bactericida Minima

Uma amostra deve apresentar CIM de até 0,5 mg mL* para ter uma forte
atividade antimicrobiana; entre 0,6 a 1,5 mg mL* para moderada e acima de 1,6 mg
mL! para fraca atividade (DUARTE et al., 2007). Em razéo disto pode-se observar
que o extrato de mirtilo possui uma forte atividade antimicrobiana frente as bactérias
testadas, conforme expresso na tabela 2. Os resultados do presente trabalho
corroboram com os encontrados na literatura que demostram a forte atividade
antimicrobiana do extrato de mirtilo, Khalifa et al. (2015) observaram CIM para E. coli
de 0,0025 mg mL™, para L. monocytogenes de 0,00125 mg mL* e para S. aureus de
0,005 mg mL*%, Shen et al. (2014) verificaram CIM de 300 mg mL? para L.
monocytogenes, e Lacombe et al. (2012) encontraram 0,001 mg mL™* para E. coli e
L. monocytogenes.

Tabela 2. Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) do extrato
de mirtilo a frente as bactérias Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Concentracdo* (mg mL?)

Bactérias CIM CBM
Staphylococcus aureus 0,33 +
Escherichia coli 0,33 -
Listeria monocytogenes 0,33 +

*Concentragéo diluida com dimetilsulféxido; + presenca de crescimento microbiano ; - auséncia de
crescimento microbiano

Quando avaliada a CBM observou-se que ocorreu morte bacteriana apenas
para as cepas de E. coli na concentracdo de 0,33 mg mL, Khalifa et al. (2015) e
Lacombe et al (2012) verificaram que o extrato possui atividade bactericida frente a
E. coli e L. monocytogenes em concentracdes variando de 0,0025 a 0,002 mg mL* e
S. aureus de 0,01 mg mL.

As diferengas encontradas entre os valores de CIM e CBM do presente com o
encontrado na literatura podem ser em razdo do tipo de cultivo da amostra,
concentracdes das substancias e diferencas de métodos de extracdo e analise da
atividade antimicrobiana (RIOS & RECIO, 2005).

4. CONCLUSOES
Pode-se concluir que o extrato de mirtilo possui efeito antimicrobiano frente a
E. coli, S. aureus e L. monocytogenes podendo ser utilizado como alternativa viavel
natural em substituicdo aos conservantes quimicos, entretanto novas estudos devem
ser realizados para avaliar concentracfes para aplicagcdo em alimentos, bem como
avaliar seu potencial in situ.
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