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RESUMO

Costa, M. C. Perfil de resisténcia a antimicrobianos em especiarias e 0 uso

de revestimento com prépolis nareducdo da carga microbiana

O objetivo deste trabalho foi analisar a qualidade microbiol6gica das especiarias
comercializadas em trés feiras livres do Recéncavo Baiano, verificar o perfil de
resisténcia das cepas isoladas e testar o efeito do extrato hidroalcodlico da
propolis marrom no controle microbioldégico da pimenta-do-reino. Foram
realizadas andlises microbiolégicas para coliformes a 45 °C, Bacillus spp., B.
cereus, Staphylococcus spp., S. aureus, Salmonella spp. e Escherichia coli. Para
a atividade antimicrobiana da propolis marrom foi verificada a concentracéo
inibitéria minima e posteriormente a pimenta-do-reino foi submetida ao Controle e
aos seguintes tratamentos: T1 (AS1% + 2,5% de propolis), T2 (AS1% + 5% de
propolis), T3 (AS1% + 10% de propolis) e T4 (AS 1% + 15% de prépolis) com
armazenamento durante 30 dias a temperatura de 25 °C. A contagem microbiana
da pimenta-do-reino foi maior (4,66 log UFC g™) e B. cereus apresentou maior
contagem (4,52 log UFC g™). E. coli e Salmonella spp. foram isoladas na pimenta-
do-reino em 89% e 67% das amostras, respectivamente. B. cereus e S. aureus
apresentaram maior resisténcia a penicilina, E. coli a ampicilina e Salmonella spp.
ao &cido nalidixico, ampicilina e ceftriaxona. Todos 0s microrganismos
apresentaram cepas multirresistentes com Salmonella spp. resistente até 11
antimicrobianos (indice MAR 0,91). Em ordem crescente a propolis marrom foi
mais eficiente na inibicdo de S. aureus (CIM, 0,1 mg mL™), B. cereus (CIM 0,5 mg
mL™) e E. coli (CIM, 18 mg mL™). No tratamento da pimenta-do-reino o tratamento
T1 inibiu 100% dos coliformes a 45 °C. De acordo com o coeficiente de regresséo
0 aumento em 5% da proépolis reduziu aproximadamente 7 vezes a contagem de
B. cereus, 9,4 de S. aureus e 5,4 das bactérias mesdfilas, com o tratamento T4
sendo o mais eficiente em 20 dias. A qualidade microbiologica das especiarias
comercializadas nas feiras livres do Reconcavo Baiano apresenta baixa qualidade
microbiolégica, além de veicular bactérias multirresistentes. O uso do
revestimento com a prépolis marrom é uma alternativa viavel para minimizar a
carga microbiana devido a sua eficiéncia como antimicrobiano natural.

Palavras-chave: Multirresisténcia, Salmonella spp., Pimenta-do-reino, Seguranca
alimentar.



ABSTRACT

Costa, M. C. Profile of resistance to antimicrobials in spices and the use of
coating with propolis in microbial load reduction

The aim of this study was to analise the microbiological quality of the spices
marketed in three street market of the Reconcavo Baiano, to verify the resistance
profile of the isolated strains and to test the effect of the extract of the brown
propolis on the microbiological control of the black pepper. Analyzes were
performed for coliforms at 45 °C, Bacillus spp., Bacillus cereus, Staphylococcus
spp., Staphylococcus aureus, Salmonella spp. and Escherichia coli. For the
antimicrobial activity of the brown propolis extract, the minimum inhibitory
concentration was verified, and afterwards the pepper was submitted to the
Control and following treatments: T1 (1% sodium alginate + 2.5% propolis), T2
(1% sodium alginate + 5% propolis), T3 (1% sodium alginate + 10% propolis) and
T4 (1% sodium alginate + 15% propolis) with storage for 30 days at temperature
25 °C. The microbial load of black pepper was higher (4.66 log CFU g ™) with B.
cereus showing a higher count (4.52 log CFU g ™). E. coli and Salmonella spp.
were isolated in the pepper in 89% and 67% of the samples, respectively. B.
cereus and S. aureus showed greater resistance to penicillin, E. coli to ampicillin
and Salmonella spp. to nalidixic acid, ampicilin and ceftriaxone. All the
microorganisms presented multiresistant strains with Salmonella spp. resistant to
11 antimicrobials (MAR index 0,91). In order of increasing order, brown propolis
was more efficient in inhibiting S. aureus (MIC, 0.1 mg mL ™), B. cereus (MIC 0.5
mg mL ). E. coli (MIC, 18 mg mL™). In the treatment of black pepper, T2 inhibited
100% of the coliforms at 45 °C. According to the regression coefficient the 5%
increase in propolis reduced the counts of B. cereus, 9.4 of S. aureus and 5.4 of
mesophilic bacteria by approximately 7 times, with the T4 treatment being the
most efficient in 20 days. The microbiological quality of the spices sold in the street
markets of the Reconcavo Baiano presents low microbiological quality, in addition
to serve resistant bacteria. As a result, the use of the coating with brown propolis
is a viable alternative to minimize the microbial load due to its efficiency as a
natural antimicrobial.

Key words: Multiresistance, Salmonella spp., Piper .nigrum L.



INTRODUCAO

Especiarias sdo produtos aromaticos vegetais, derivadas de partes de
plantas, como folhas, rizomas, caules, flores, frutos, sementes e cascas (FOGELE
et al., 2018). Mundialmente, sdo utilizadas na preparacdo de alimentos
conferindo-lhes sabor e aroma diferenciados, além de ser responsaveis por
efeitos benéficos para a saude, como a melhoria do processo digestivo. Dentre as
substancias responsaveis por essas propriedades se destacam os 6leos volateis,
acidos essenciais, alcaloides e flavonoides (GULDIKEN et al., 2018).

As especiarias estdo sujeitas a contaminacdo microbiana, principalmente
quando sdo expostas as precéarias condi¢des, nas praticas agricolas, secagem,
armazenamento e transporte (GARBOWSKA; BERTHOLD-PLUTA; STASIAK-
ROSANSKA, 2015). Por este motivo, as especiarias podem ser veiculos de
bactérias patogénicas ao ser adicionadas principalmente a alimentos que nao
passaram por cocc¢do, ocasionando riscos a saude do consumidor (NEI,
ENOMOTO; NAKAMURA, 2015).

No Brasil, dados do Ministério da Saude (MS) mostram que no periodo de
2009 a 2018, as especiarias estiveram envolvidas em 0,9% dos surtos
alimentares, tendo como principais agentes etiolégicos envolvidos, Escherichia
coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2019). Dessa forma, é
necessario se atentar para a comercializacdo destes produtos em feiras livres
devido as condicbes de higiene que muitas vezes sdo deficientes o excesso de
manipulacéo e o maior fluxo de pessoas e animais que favorecem a proliferacao
de microrganismos patogénicos (MARTINS; FERREIRA, 2011). Além desses
fatores, a salude publica tem se preocupado a cada ano com a veiculacdo de
cepas resistentes aos agentes antimicrobianos, uma vez que o0 nivel de
resisténcia aos farmacos registrados na ultima década tem sido uma séria
ameaca a saude global (WHO, 2014), uma vez que as bactérias resistentes aos
antimicrobianos tém sido responsaveis por 700.000 mortes a cada ano em todo o
mundo (CANICA et al., 2019).

O aumento de patégenos resistentes tem dificultado o tratamento de
infeccbes bacterianas em decorréncia do desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia pelos microrganismos (EVANGELISTA-BARRETO et al.,, 2017),
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principalmente aos [-lactdmicos que compdem uma importante classe de
farmacos voltados a tratamentos de infec¢cbes bacterianas (SILVA et al., 2013).

Uma alternativa para a reducdo da carga microbiana nos produtos
alimenticios é a aplicacdo de revestimento edivel que pode ser utilizada para a
conservacao dos alimentos em virtude da facil aplicacdo e por ser uma excelente
escolha para substituir os conservantes quimicos (NAIR; SAXENA; KAUR, 2018).
Os revestimentos podem ser a base de polissacarideos, proteinas e lipideos,
derivados de vérias fontes naturais, utilizados isoladamente ou combinados.
Dentre os polissacarideos, o alginato de sdédio, tem se destacado devido a sua
capacidade de formar gel em solu¢cdes aquosas, além de agir como uma matriz
eficaz na retencdo de compostos bioativos (OMS-OLIU et al., 2008).

A utilizacdo de substancias naturais como a prépolis, apresenta um grande
potencial para as novas tecnologias alimenticias devido a presenca de compostos
bioativos, como flavonoides (como a galangina, pinocembrina e kaempferol) e
compostos fendlicos (como os derivados do acido caféico e acido cindm) devido
suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes (POBIEGA et al.,, 2019).
Estudos tém sido realizados com a aplicacdo de revestimentos ediveis contendo
extrato de prépolis a fim de manter a qualidade e o armazenamento prolongado
de varias frutas como banana (PASSOS et al.,, 2016) e uvas (PASTOR et al.,
2011). No entanto, até o momento ndo foram realizadas pesquisas utilizando o
extrato de propolis no revestimento de especiarias.

Esta dissertacdo esta dividida em trés capitulos. O primeiro capitulo é
referente a revisao de literatura com abordagens sobre os temas relacionados ao
estudo, embasando-o teoricamente. O segundo capitulo, na forma de artigo, se
refere & qualidade microbiologica das especiarias e o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana das cepas isoladas, ja o terceiro capitulo, também em forma de
artigo, aborda a atividade antimicrobiana do revestimento de extrato de propolis

em pimenta-do-reino.
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CAPITULO 1

O consumo de especiarias e 0s riscos envolvendo a
comercializacdo em feiras livres: como minimizarmos este
problema?
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RESUMO

Mundialmente, as especiarias sdo utilizadas como agentes aromatizantes na
preparacao de alimentos, e amplamente comercializadas em feiras livres, na
forma desidratada, moida e a granel. Muitas vezes, estes produtos chegam aos
consumidores com baixa qualidade microbiolégica, como resultado de falhas
higiénico-sanitarias no plantio, colheita, secagem, armazenamento, transporte,
moagem e manuseio. Além disso, fatores ambientais como altas temperaturas e
umidade também podem afetar a qualidade das especiarias, aumentando o
desenvolvimento de microrganismos deterioradores ou responsaveis por surtos
de doencas veiculadas por alimentos. Outra probleméatica que envolve a
comercializacdo de alimentos é a presenca de cepas resistentes aos farmacos
comerciais, considerado um problema de escala global decorrente do uso
indiscriminado dos antimicrobianos. As bactérias resistentes encontradas nas
especiarias podem estar relacionadas com a utilizagéo de estercos na adubacéo,
um dos fatores responséaveis pela disseminagédo de antimicrobianos no ambiente.
Nessa perspectiva, 0 consumo de especiarias pode representar um risco para a
saude publica, por conter microrganismos resistentes, principalmente quando
adicionadas as refei¢cdes que ndo sdo submetidas a coc¢do. Diante disso, a busca
por compostos naturais, como a propolis, que apresenta alto teor de polifenol, tem
atraido a atencdo de pesquisadores quanto ao seu uso na conservacao de
alimentos, por ser uma alternativa para prolongar a vida atil do produto e
minimizar a carga microbiana, devido as suas propriedades biologicas, como
antibacterianas, antifungicas e antioxidantes. Com isso, a aplicacdo do extrato de
propolis traz uma nova abordagem tecnoldgica para revestimentos ediveis em

especiarias.

Palavras-chave: Seguranca alimentar, Piper nigrum L., Origanum vulgare L.,

Cinnamomum spp., Antimicrobiano natural
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ABSTRACT

Worldwide, spices are used as flavoring agents in food preparation. They are
marketed in street markets, in the form of dehydrated and in most cases, ground
and in bulk. However, these products can reach consumers with low
microbiological quality as a result of hygienic-sanitary failures in planting,
harvesting, drying, storage, transport, grinding and handling. In addition,
environmental factors such as high temperatures and humidity can also affect the
quality of spices, increasing the development of deteriorating microorganisms or
responsible for outbreaks of foodborne diseases. Another problem that involves
the commercialization of foods with high microbial load is the presence of
commercial drug resistant strains, considered a global scale problem due to the
indiscriminate use of these antimicrobials. Resistant bacteria found in spices may
be related to the use of manure in fertilization, one of the factors responsible for
the spread of antimicrobials in the environment. In this perspective, the
consumption of spices may represent a risk to public health, since it contains
resistant microorganisms, especially when added to the meals that are not
submitted to cooking. Therefore, the search for natural compounds, such as
propolis, which has a high content of polyphenol, has attracted the attention of
researchers because of its use in food preservation, as it is an alternative to
extend the useful life of the product and minimize the load microbial, due to its
biological properties, such as antibacterial, antifungal and antioxidants. With this,
the application of propolis extract brings a new technological approach to edible

coatings in spices.

Key words: Food safety, Piper nigrum L., Origanum vulgare L., Cinnamomum

spp., Natural antimicrobial
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1. FEIRAS LIVRES

No Brasil, as feiras livres remontam ao periodo colonial, quando se
estabeleceram pontos de vendas de diversos produtos, como alimentos, roupas e
calcados possibilitando a prestacdo de servicos acessiveis a populacdo e
suprindo a necessidade da grande demanda de consumidores (SOUZA; ATAYDE,
2017).

A feira é um comércio importante no processo de trocas inter-regionais,
principalmente nas regibes Norte e Nordeste do Brasil, representando
fundamental meio de sobrevivéncia para as pequenas cidades dessas regides.
Esse mercado informal atingiu maiores propor¢cdes em decorréncia da baixa
oferta de empregos, possibilitando o trabalho alternativo para o sustento de
muitas familias (ALCANTARA; KATO, 2016). De modo geral, hd uma preferéncia
do consumidor pelas feiras livres devido a crenca de que os alimentos
comercializados nesses locais sdo sempre frescos, de qualidade superior e preco
mais acessivel. No entanto, a venda de alimentos em feiras livres pode
comprometer a qualidade microbiolégica dos produtos ofertados e
consequentemente a saude do consumidor caso as condi¢cdes higiénicas
sanitarias nao sejam satisfatorias (SANTOS et al., 2014).

Entre os produtos alimenticios comercializados nas feiras livres, as
especiarias sdo muito procuradas por atribuir caracteristicas sensoriais
agradaveis aos alimentos, como cor, sabor e aroma, além de sua utilizacdo para
fins medicinais (CUNHA et al., 2016). Na maioria das vezes as condicdes
higiénicas de comercializacdo das feiras sdo consideradas inadequadas e podem
contribuir na contaminacdo de produtos alimenticios proporcionando a
proliferacdo de microrganismos que sao responsaveis por doencas veiculadas por
alimentos (DVA) (MARTINS; FERREIRA, 2018).

Nos estudos de Golin et al. (2016) foi comprovada a falta de seguranca
higiénicossanitaria em feiras livres de Santa Maria/RS devido a baixa qualidade
microbiolégica dos produtos e auséncia de boas praticas no manuseio dos
alimentos comercializados. Na pesquisa de Silva et al. (2013) as especiarias
comercializadas na feira central de Campina Grande/PB estavam improprias para
o0 consumo devido & presenca de microrganismos patogénicos que foram

associados a ma higienizacéo, processamento e armazenamento inadequado.
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No RecOncavo Baiano as feiras livres se caracterizam como uma forma de
mercado varejista ao ar livre. Elas sdo organizadas semanalmente, funcionando
principalmente aos sabados, como servico de utilidade publica dos municipios
voltada para a comercializacdo de produtos da regido. Alguns feirantes
comercializam os produtos provenientes da agricultura familiar, enquanto a

maioria negocia produtos trazidos de regides proximas (MATOS et al., 2018).

2. ESPECIARIAS

As especiarias sao substancias vegetais de origem indigena ou exotica,
aromaticas ou de sabor forte, picantes, que sao utilizadas para realcar o sabor
dos alimentos. Sdo constituidas por partes de uma ou mais espécies vegetais
como, raizes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores, frutos, sementes e talos
(BRASIL, 2005; BRACHT, CONCEICAO, SANTOS, 2011).

Na Idade Média, periodo entre 500 a 1500 D.C, as especiarias eram
importadas e consideradas produtos exoticos, sendo a categoria de maior
prestigio da época. Estas plantas séo utilizadas desde a antiguidade para prevenir
doencas, melhorar a saude e o bem-estar, além de ser usadas como ingredientes
na fabricacdo de cosméticos (FREEDMAN, 2015).

As especiarias tém sido reconhecidas por sua acdo antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatoéria e anticancerigena, além de atuarem melhorando
0 processo digestivo (SILVA et al., 2012) por meio do aumento da produgéao de
suco gastrico devido aos compostos fitoquimicos como os é&cidos fendlicos e
flavonoides (GULDIKEN et al., 2018).

A induastria global de especiarias, avaliada em aproximadamente quatro
bilhdes (GALVIN-KING; HAUGHEY; ELLIOTT, 2018), esta crescendo devido ao
interesse dos consumidores em utilizar esses produtos naturais. Em 2017, a
producdo mundial de especiarias aumentou em 14,98% com destaque para a
Asia que responde por 95% da producdo. Os principais paises produtores de
especiarias sdo a India, Turquia, Bangladesh e China (FAOSTAT, 2017).

No Brasil, dados sobre a producéo de especiarias ainda € pouco explorado,
embora haja uma perspectiva de expansdo do mercado brasileiro de 22% para o
ano de 2019 (HORTIFRUTI BRASIL, 2015). No Estado da Bahia, as maiores
producBes de especiarias se concentram nos municipios de Valenca, Presidente
Tancredo Neves, Taperoa, Santo Amaro, Prado, Porto Seguro, Belmonte,
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Itamaraju, Itabela, Itaji, Canavieiras e Guarantiga, todos localizados no Sul e
Baixo Sul da Bahia, regides que possuem fatores climaticos que favorecem o
cultivo, a exemplo do clima quente e 0Umido (OLIVEIRA; OLIVEIRA;
SACRAMENTO, 2007).

Dentre as especiarias mais importantes cultivadas no mundo, a pimenta-do-
reino (Piper nigrum L.) se destaca com producdo mundial de aproximadamente
462 milhdes de toneladas no ano de 2017, sendo que 0s maiores produtores
foram Vietnd, Indonésia, Bulgéria, india, Brasil e China (FAOSTAT, 2017). Em
relacdo a producdo nacional, a pimenta-do-reino ocupa a quarta posicdo e o
Estado do Para é o grande produtor nacional, seguido do Espirito Santo e Bahia.
Esses trés estados somam quase 98% da producédo brasileira (HORTIFRUTI
BRASIL, 2015).

A pimenta-do-reino é uma planta trepadeira, da familia das Piperaceae,
originaria da india e conhecida como o “rei das especiarias” (SRINIVASAN, 2007;
GHODKI; GOSWAMI, 2016). Os graos, inteiros ou moidos, sdo utilizados na
culinaria de diversos paises como condimento, principalmente em inddstrias de
carnes e conservas (BUTT et al., 2013). A pimenta-do-reino além de ser utilizada
como conservante de alimentos, também é bastante usada na medicina
tradicional, como tratamento de constipacdo, dores de dente, abscessos orais,
entre outros (ZHU; MOJEL; LI, 2017).

A procura pela pimenta-do-reino para 0 consumo humano tem crescido
devido as suas implicacbes na saude, como atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antimicrobianas e gastroprotetoras. Os beneficios da pimenta sao
atribuidos a seus componentes bioativos como a piperina, polifendis, fibra
alimentar e 6leos essenciais (ZARAI et al., 2013). Além disso, outra importancia
da pimenta-do-reino é o fato de apresentar elevados teores de alcaloides em seus
frutos, que Ihe confere o sabor picante caracteristico (BUTT et al., 2013).

Outra especiaria muito apreciada é a canela, obtida das arvores
pertencentes ao género Cinnamomum (familia Lauraceae). Seu nome é derivado
de uma palavra grega que significa madeira doce e o composto responsavel por
esse sabor é o cinamaldeido. Dentre as diferentes aplicacdes da canela, a sua
utilizagdo na alimentagdo, seja de forma inteira ou triturada, extratos ou o6leos
obtidos da folha ou casca sdo muito atrativas devido as suas propriedades
aromatizantes (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).
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O aumento no consumo da canela em dieta de milhares de pessoas tem
sido uma tendéncia em todo o mundo, devido as suas acoes, anti-inflamatoria e
antimicrobiana, além da inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas e
controle glicémico (KAWATRA; RAJAGOPALAN, 2015; PENDER et al., 2018).
Essas propriedades tém despertado grande interesse na comunidade cientifica e
os estudos de Zare et al. (2019) confirmaram a eficacia das propriedades da
canela ao verificarem gue melhora indices glicémicos de pacientes com diabetes
tipo Il

O orégano (Origanum vulgare L.) é uma especiaria pertencente a familia
Lamiaceae, originario da Europa e da Asia, muito utilizada como tempero,
encontrado na forma desidratada. O seu sabor e aroma se tornam mais
acentuados devido a presenca de componentes volateis, como o carvacrol e o
timol. O orégano € mais utilizado na culinéria brasileira na forma de folhas e
ramos para dar sabor a varios alimentos, como saladas, pizzas, molhos, carnes e
peixes (MORSHEDLOO et al., 2018).

O. vulgare € conhecida por sua atividade antimicrobiana, conferida pela
presenca do alto teor de 6leos volateis e pela atividade antioxidante que esta
relacionada aos compostos fendlicos, incluindo os flavonoides, taninos, esterois e
triterpenos. Esses compostos apresentam diversas atividades biolégicas, como
por exemplo, anti-Ulcera, anti-inflamatoria, antidiabética, antiviral, citotoxica e
antitumoral (ZHANG et al., 2014; KHAN et al., 2018).

O. vulgare tem a producéao global estimada em 60.000 toneladas. Dentre os
principais paises produtores estdo os Estados Unidos, México, Turquia, Grécia,
Israel e Marrocos. Os principais paises importadores do orégano foram Estados
Unidos com 16% das importacdes, seguido pelo Japdo e Alemanha, ambos com
10%. Em relacdo aos paises exportadores se destacaram a China (36%), india
(10%) e Alemanha (7%) (FAO, 2014). No Brasil, as pesquisas tém sido
intensificadas visando aprimorar o processo produtivo do orégano e reduzir as
quantidades importadas, tendo em vista que a producao nacional €, ainda, muito
limitada, até mesmo na agricultura familiar (HORTIFRUTI BRASIL, 2015).

Diante disso, é importante enfatizar a importancia das especiarias pimenta-
do-reino, canela e orégano na culinaria tipica da regido Nordeste, na qual se
verifica 0 uso frequente para acrescentar sabores diferenciados nas refeicdes.

Assim, o cenario para o0 mercado de especiarias aumenta em todas as regioes,
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principalmente, na culinaria baiana, onde elas sdo indispensaveis nas receitas de

pratos tipicos, como moquecas, doces e mingaus.

3. QUALIDADE MICROBIOLOGICA DAS ESPECIARIAS

As especiarias estdo sujeitas a contaminacdo por microrganismos
patogénicos e toxigénicos que podem causar sérios danos na saude e na
industria alimenticia (SZEKACS et al., 2018). E importante verificar a qualidade
microbiolégica das especiarias devido ao estado higiénico no qual estes produtos
sao processados (NETO; SILVA; MACHADO, 2013), muitas vezes produzidos e
colhidos em areas quentes e Umidas favorecendo o crescimento de
microrganismos indesejaveis que podem ocorrer em diferentes estagios, desde a
producéo, colheita, estocagem, distribuicdo, manipulacédo ou até mesmo por meio
do armazenamento inadequado por parte dos consumidores (GARBOWSKA;
BERTHOLD-PLUTA; STASIAK-ROSANSKA, 2015).

As especiarias podem representar um risco para a saude publica, uma vez
que constituem as principais fontes de bactérias formadoras de esporos em
diversos alimentos, como sopas, alimentos cozidos e molhos. Quando
adicionados a alimentos que possuem alta umidade, as populagdes microbianas
se desenvolvem rapidamente e deterioram os alimentos ou se multiplicam em
nivel elevado podendo causar infeccdo ou intoxicacéo alimentar (FOGELE et al.,
2018).

A veiculacdo de bactérias em alimentos € confirmada pelo Ministério da
Saude por meio de dados referentes a surtos alimentares ocorridos no Brasil,
onde as bactérias representaram 95,9% dos microrganismos envolvidos com
destaque para Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus e coliformes (BRASIL, 2017). Dados sobre a incidéncia de surtos
alimentares no Brasil mostram que no ano de 2016 foram registrados 538 surtos
de DVA e 9.935 casos, contra 598 surtos e 9.320 casos no ano de 2017. No
periodo de 2007 a 2017, a regido Nordeste ocupou a segunda posicdo com
notificacdes de casos de DVA (BRASIL, 2018).

Nos anos de 1973 a 2010, nos Estados Unidos, Canada, Gré-Bretanha,
Franca, Alemanha, Dinamarca e Noruega, o consumo de especiarias e ervas
contaminadas causaram 1.946 casos de intoxicagbes alimentares, 128
hospitalizacbes e duas mortes. Salmonella entérica e Bacillus spp. foram os
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patbgenos bacterianos mais comuns ligados a surtos associados a especiarias
(VAN DOREN et al., 2013).

No Brasil, no periodo de 2009 a 2018 foi confirmado o envolvimento de
especiarias em 0,9% dos casos de surtos alimentares (BRASIL, 2019). No
entanto, esses numeros representam apenas os casos identificados e relatados,
pois muitas notificacdes de DVA nao sao registradas pelos sistemas de vigilancia
de saude publica devido ao subdiagndstico ou subnotificacdo (KIM et al., 2015).

A avaliagdo microbiologica das especiarias é realizada em diferentes paises
do mundo como alternativa no controle de qualidade da cadeia produtiva. A partir
das analises € possivel identificar a quantidade e os tipos de microrganismos
presentes (SCHAARSCHMIDT et al., 2016; LINS, 2018). De acordo com a
Resolucdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 que estabelece os padrbes
microbiolégicos para especiarias integras ou moidas é permitido até 5x10° NMP/g
para coliformes termotolerantes e auséncia de Salmonela spp. em 25 g de
produto (BRASIL, 2001). O Code of Hygienic Practice destaca que nestes
produtos ndo devem conter microrganismos produtores de toxinas em
quantidades que possam aumentar 0s riscos para a saude (CAC, 1995; CODEX
ALIMENTARIUS COMMISION, 2014; GALVIN-KING; HAUGHEY; ELLIOTT,
2018).

A European Commission estabelece que em 25 g de especiarias ndo deve
exceder os niveis maximos de E. coli <10° UFC/g e B. cereus < 10* UFC/g (EC,
2004). Os critérios microbiolégicos para especiarias estabelecidos pela Comisséo
Internacional sobre Especificacbes Microbioldgicas para alimentos declaram que
as especiarias sao de qualidade inaceitavel quando a contagem bacteriana total
excede 6 log UFC/g (ICMSF, 1974).

3.1 Coliformes termotolerantes e Escherichia coli

O grupo de coliformes termotolerantes ou a 45 °C sdo bactérias que
pertencem a familia Enterobacteriaceae, se apresentam na forma de bastonetes
Gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo esporogénicos, capazes de
fermentar a lactose com producdo de gas, em 24 horas a 44,5 °C. Podem ser
encontrados no solo, na agua, em plantas e no trato intestinal do homem e

animais homeotérmicos. Os coliformes termotolerantes abrangem o0s géneros
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Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella (CARDOSO et al., 2001,
SALES et al., 2015; CAVALCANTE; FERREIRA; NETO, 2018).

E. coli é a principal causadora de doencas diarreicas ocasionadas pela
ingestdo de agua e alimentos contaminados. S&o microrganismos Gram-
negativos, em forma de bastonetes, com presenca de flagelos peritriquios,
reduzem nitrato a nitrito, fermentam glicose e é oxidase-negativa. Metaboliza uma
ampla variedade de substancias como carboidratos, proteinas, aminoacidos,
lipideos e &cidos orgéanicos, produz catalase, utiliza glicose, ambnia e nitrogénio
como fontes de carbono, com temperatura 6tima de crescimento a 37 °C
(NATARO; KAPER, 1998; KAPER; NATARO; MOBLEY et al, 2004;
CAVALCANTE; FERREIRA; NETO, 2018).

E. coli faz parte da flora comensal do intestino de humanos e outros animais
de sangue quente, sendo a maioria delas consideradas inofensivas aos humanos
(GOMES et al., 2016). No entanto, algumas estirpes podem se tornar patogénicas
e infectar o intestino provocando doencas como diarreia, meningite, septicemia,
infec¢des do trato urinario, assim como intoxicacfes alimentares (CLEMENTS et
al., 2012).

Com base nos mecanismos de viruléncia, manifestacbes clinicas,
epidemiologia e sorotipagem, as linhagens de E. coli sdo classificadas em: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E.
coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E.
coli enteroagregativa-hemorragica (EAHEC). Entre estes grupos a EHEC é,
provavelmente, a mais importante em termos de infec¢cbes alimentares e o
principal sorotipo envolvido é o 0157: H7 (GOMEZ-ALDAPA et al., 2016;
VASQUEZ-GARCIA et al., 2019).

A presenca de E. coli em alimentos evidencia déficit higiénicossanitario
durante a producdo, processamento ou preparacdo, além de indicar
contaminacdo fecal e presenca de outros microrganismos patogénicos, que
podem comprometer a salde e o bem-estar dos consumidores (ATNAFIE et al.,
2017). Segundo os dados do Ministério da Saude sobre o perfil epidemiologico
dos agentes etiolégicos associado a DVA, E. coli ocupa o primeiro lugar dos
surtos no pais (BRASIL, 2019).
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Nos estudos de Loyola et al. (2014), a qualidade microbiol6gica de
especiarias em Pouso Alegre/MG foi avaliada e a presenca de E. coli foi
detectada nas amostras de louro em pé, cravo, manjericio e orégano. Para os
autores embora as especiarias apresentassem propriedades antimicrobianas

comprovadas € possivel detectar o crescimento de microrganismos.

3.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus constitui uma espécie bacteriana pertencente a
familia Micrococcaceae, sdo cocos Gram-positivos, ndo esporulados, com
aproximadamente 1,0 um de diametro. O nome Staphylococcus é originario de
duas palavras gregas “Staphyle” e “cocci” que significa cacho de uvas e o nome
aureus do latim significa ouro devido a coloracdo amarela caracteristica das
colonias (ARGUDIN et al., 2012; RUBAB et al., 2018).

Sdo bactérias mesdfilas, anaerdbias facultativas, que podem apresentar
diversos arranjos. Geralmente crescem em pH 7,0 na faixa 6tima de temperatura
de 37 °C. Séo tolerantes as concentracdes de até 20% de NaCl e a producéo de
enterotoxina ocorre em concentracées de 10% (ALMEIDA et al., 2016; FEITOSA
et al., 2017). Sao frequentemente encontradas na cavidade nasal e na pele do ser
humano e tém sido responséveis por varias doencas infecciosas, incluindo
infeccbes cutaneas leves até infecgcdes mais graves como pneumonia, meningite,
endocardite e septicemia (SANTANA et al., 2010; LI et al., 2019).

A intoxicacdo alimentar por S. aureus é uma das DVA mais comum,
resultante da ingestdo de enterotoxinas estafilocdcicas (EE) pré-formadas em
alimentos. As EE incluem SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SHE e SEI, além da
toxina da sindrome do choque téxico-1 (TSST-1) e leucocidina (FLEUROT et al.,
2014). Essas toxinas sao resistentes ao calor e podem sobreviver no alimento
mesmo quando submetido a tratamento térmico. Além disso, sdo resistentes a
outras condicbes ambientais, como baixo pH, secagem e congelamento
(KADARIYA; SMITH; THAPALIYA, 2014). Devido a essas caracteristicas, este
microrganismo é considerado uma ameaca significativa para a industria de
alimentos (RUBAB et al., 2018).

Na pesquisa de Silva et al. (2013), as especiarias processadas e
desidratadas obtidas da Feira Central de Campina Grande-PB estavam

improprias para o consumo devido a presenca de S. aureus identificado em 100%
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das amostras. O crescimento de S. aureus foi associado a ma higiene e

armazenamento inadequado dos produtos.

3.3 Salmonella spp.

7

Salmonella é um grupo de bastonetes Gram-negativos, modveis, nao
formadores de esporos, anaerébios facultativos, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Caracteriza-se como catalase positiva, oxidase negativa, se
desenvolvendo no intervalo de temperatura entre 5 °C e 47 °C, apresentam
crescimento 6timo na faixa de 35 °C a 37 °C e sao frequentemente encontradas
no trato intestinal de diversos animais (NORHANA et al., 2010; VELGE et al.,
2012). O género Salmonella consiste em apenas duas espécies, Salmonella
bongori e Salmonella enterica, sendo esta ultima dividida em seis subespécies:
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Mais de 2.500
sorovares diferenciados pela sua composicao antigénica ja foram identificados
(CHELSEA; SIMON, 2018).

Esta bactéria entérica é responsavel por graves intoxicagfes alimentares,
sendo a principal via de transmisséo oral-fecal. Além da ingestéo de alimentos, a
pessoa pode adquirir a infeccdo por contato com os animais infectados, ou por
meio do contato com superficies contaminadas (CARDOSO; TESSARI, 2013).
Salmonella é considerada uma das principais causas de gastroenterite bacteriana
humana aguda, além de ser um importante patégeno veiculado por alimentos em
todo o mundo (GOMES et al., 2015).

A salmonelose representa uma das principais zoonoses para a saude
publica em todo o mundo, devido as suas caracteristicas de endemicidade, alta
morbidade e, sobretudo, pela dificuldade da adocdo de medida para o seu
controle (EFSA, 2015). Quase 90.000 casos ja foram confirmados na Europa e
1.049 surtos de salmonelose foram notificados em 2014 (NEITZKE; ROZA,
WEBER, 2017). No Brasil, o patégeno foi considerado o segundo agente
etiolégico mais associado a DVA entre o periodo de 2009 a 2018, supbe-se que a
ocorréncia dessa bactéria seja decorrente das deficiéncias de saneamento basico
e do precério controle de qualidade de algumas industrias alimenticias (BRASIL,
2019).
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Surtos de origem alimentar causados por especiarias contaminadas com
Salmonella spp. foram registrados, em 2009 e 2010, nos Estados Unidos (CDC,
2010). Outro relato envolvendo contaminacéo por Salmonella spp. associado ao
consumo de pimenta envolveu 85 casos confirmados nos Estados da California,
Nevada, Oregon e Washington. Na Noruega, em 1981 e 1982, ocorreu um surto
causado por Salmonela Oranienburg. Nesse caso da Noruega, a pimenta preta
importada do Brasil foi considerada o principal produto responsavel pelo surto
(ZWEIFEL; STEPHAN, 2012).

Moreira et al. (2009) relataram a qualidade microbiolégica de diversas
especiarias comercializadas em S&o Paulo, com a identificacdo de Salmonella
spp em 5,6% das amostras. Muitos trabalhos sado desenvolvidos na investigacao
de especiarias contaminadas por Salmonella spp. e paises como Brasil, Japéo,
india, Trinidad e Austria apresentam resultados preocupantes (KNEIFEL;
BERGER, 1994; FREIRE; OFFORD, 2002; BANERJEE; SARKAR, 2003; HARA-
KUDO et al., 2006).

3.4 Bacillus cereus

Bacillus cereus sdo bastonetes Gram-positivos, aerdbios facultativos,
moveis, formadores de esporos, que pertencem a familia Bacillaceae. A
ocorréncia de B. cereus tem sido relatada em varias especiarias por ser
comumente encontrado no solo (HARIRAM; LABBE, 2015).

Sao bactérias mesofilas, com crescimento 6timo de temperatura entre 28 °C
a 35 °C, tolera uma ampla faixa de pH que varia de 4,9 a 9,3 e cresce em
concentragdes salinas de até 7,5% (BATISTA et al., 2018). Este microrganismo
pode permanecer viavel durante longos periodos de tempo no ambiente e nos
alimentos, devido a sua capacidade de formar enddsporos resistentes capazes de
sobreviver a temperaturas normais de cozimento (HEINI et al., 2018).

B. cereus € um patodgeno responséavel por causar duas formas de DVA, a
sindrome diarreica que esta ligada a trés enterotoxinas, Hbl, Nhe e CytK, cujos
sintomas caracteristicos sao coélicas abdominais e diarreia aquosa ou profusa,
com duracdo de seis a 15 horas e a sindrome emeética, causada pela toxina
cereulida, pré-formada em alimentos que se manifesta por meio de nauseas,

vomitos e colicas abdominais, podendo durar de 30 minutos a seis horas
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(EHLING-SCHULZ; FRICKER; SCHERER, 2004; HEINI et al., 2018; NGUYEN;
TALLENT, 2019).

O relatério de sintese da Unido Europeia sobre tendéncias e fontes de
zoonoses, agentes zoondticos e surtos de origem alimentar informou um total de
287 surtos causados por toxinas de B. cereus envolvendo 3.073 casos e 8% de
hospitalizacdo nos Estados membros da Unido Europeia em 2014, enquanto 291
surtos envolvendo 3.131 casos, com 3% de hospitalizacdo foram notificados em
2015 (EFSA, 2016). No mesmo ano, quatro surtos foram relatados na Noruega e
15 na Franca (OSIMANI; AQUILANTI; CLEMENTI, 2018).

Lentz et al. (2018) relataram que 32,2% dos surtos de intoxicacdo alimentar
no Sul do Brasil tiveram B. cereus como principal agente etiolégico e a causa dos
surtos foi associado a exposicdo dos alimentos a temperatura ambiente por mais
de duas horas. B. cereus também tem sido relatado como contaminante comum
em especiarias e na pesquisa de Frentzel et al. (2018) os resultados mostraram
uma variacdo na contagem deste microrganismo de 8x10' UFC/g em manjericéo,

paprica e pimenta, a 1,6x10° UFC/g na pimenta-da-Jamaica.

4. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A Organizacdo Mundial da Saude define a resisténcia antimicrobiana como a
capacidade de um microrganismo impedir que um agente antimicrobiano tenha
acdo contra ele, como resultado, os medicamentos se tornam ineficazes no
tratamento de doencas infecciosas. Entre 2000 e 2010, o consumo de
antimicrobianos em 71 paises aumentou 36%, sendo o Brasil, Russia, india,
China e Africa do Sul os responséaveis por trés quartos deste aumento (WHO,
2018).

A resisténcia aos antimicrobianos estd aumentando em todo o mundo e
atualmente € uma das maiores ameacas a saude publica, o que tem provocado
uma elevacdo na morbidade e mortalidade (FANG et al.,, 2019). Dados
estatisticos relatam que ha cerca de 700.000 mortes, a cada ano, devido a
resisténcia bacteriana e se a tendéncia continuar, até 2050 se tornara a principal
causa de morte (GHOSH, 2019).

Os antimicrobianos sdo substéncias naturais ou sintéticas que séo capazes

de inibir processos vitais de uma ou mais espécies de microrganismos, visando a
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eliminagdo ou impedimento do crescimento de um agente infeccioso. Estes
antimicrobianos tém sido rotineiramente usados para terapia, profilaxia e
promocdo do crescimento em animais h& varias décadas (FERREIRA,
FERREIRA, 2015).

A introducdo de farmacos permitiu melhora significante no tratamento
meédico das doencas infecciosas ocasionando uma consideravel reducdo das
taxas de mortalidade (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). Entretanto, o uso
excessivo e/ou inadequado de antimicrobianos ocasiona selecdo de
microrganismos resistentes. Este processo de pressao seletiva da origem ao
termo resisténcia antimicrobiana, a qual compromete a efetividade desses
farmacos inviabilizando o tratamento de infeccdes (ECONOMOU; GOUSIA,
2015).

Algumas espécies bacterianas sdo consideradas naturalmente resistentes a
agentes antimicrobianos como resultado de uma caracteristica estrutural ou
funcional inerente de uma espécie que, normalmente, ocorre devido ao fato delas
nao possuirem o alvo molecular para acao do farmaco ou entdo é impermeavel a
ele (BLAIR et al., 2015). Por outro lado, a resisténcia adquirida ocorre atraves de
mutacBes em genes cromossdmicos ou por transferéncia horizontal de genes,
transportados por elementos moveis, tais como os plasmideos, transposons e
integrons (KOHL; PONTAROLO; PEDRASSANI, 2016). Esta transferéncia de
genes ocorre por processos de transducdo, conjugacdo e transformacéo
(SEMRET; HARAQUI, 2019).

No estudo de Faula, Cerqueira e Magalhdes (2017) foram isoladas 220
cepas de E. coli, em diferentes alimentos, incluindo as especiarias. Os resultados
mostraram que 19,1% das cepas apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
farmacos testados. Os autores enfatizaram o agravo a Saude Publica devido a

limitac&o terapéutica associada aos microrganismos resistentes.

4.1 Mecanismos de acado dos antimicrobianos

Os antimicrobianos utilizados para o tratamento de infec¢cdes bacterianas
sao classificados de acordo com o principal mecanismo de acao, dentre eles, se

destacam a inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da sintese de

31



proteinas, desestabilizacdo da membrana da célula bacteriana, interferéncia na
sintese de acido nucleico e inibicdo da sintese de folato (NOGUEIRA et al., 2016).

Os B-lactamicos constituem a principal classe de antimicrobianos que agem
inibindo a sintese da parede celular, sendo os mais utilizados na pratica clinica
(BERTONCHELI; HORNER, 2008). Os B-lactamicos atuam inibindo a enzima
transpetidase, necessaria para a sintese da camada de peptidoglicano. Esta
classe de medicamentos é constituida pelas penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamicos que possuem em comum um elemento
estrutural, o anel pB-lactamico, o qual |he confere atividade bactericida
(NOGUEIRA et al., 2016).

Os inibidores da sintese proteica exercem efeito sobre os ribossomos
bacterianos e possuem como representantes os aminoglicosideos, cloranfenicol,
tetraciclinas e macrolideos (TENOVER, 2006). Os aminoglicosideos apresentam
efeito bactericida por ligarem-se especificamente a subunidade 30S dos
ribossomos bacterianos, impedindo o movimento do ribossomo ao longo do
MRNA e, consequentemente, interrompendo a sintese de proteinas. O
cloranfenicol se liga a mesma regido que os macrolideos e parece inibir o
movimento dos ribossomos pela inibicdo da peptidil transferase, responsavel pela
extensdo da cadeia peptidica (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).
Enquanto as tetraciclinas impedem a ligagdo do aminoacil-tRNA e como
resultado, a adicdo de novos aminoacidos para o aumento da cadeia proteica é
bloqueada. Os macrolideos atuam ligando-se a receptores da subunidade 50S do
ribossomo, impedindo as reacdes de transpeptidacao e translocagéo (SANTOS et
al., 2018).

Outros grupos farmacologicos de antimicrobianos, como as polimixinas e
daptomicinas, atuam desestabilizando a membrana citoplasméatica. As polimixinas
interagem com os lipopolissacarideos (LPS) da membrana externa das bactérias
Gram-negativas, removendo as moléculas de calcio e magnésio necessarios para
a estabilidade da membrana. Deste modo, a desestabilizacdo promove 0 aumento
da permeabilidade levando a morte celular bacteriana (GIRARDELLO; GALES,
2012; KAYE et al., 2016). J4 o mecanismo de acdo das daptomicinas, consiste na
ligacdo da droga a membrana celular bacteriana levando a rapida despolarizacao

do potencial de membrana, o que determina a inibicdo da sintese de proteinas,
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DNA e RNA, além do extravasamento de conteddo citoplasmético e morte
bacteriana (SANTOS et al., 2018).

As quinolonas e fluoroquinolonas representam uma classe de farmacos
sintéticos, quimicamente semelhantes, que interferem na sintese dos &cidos
nucleicos ao inibirem as enzimas bacterianas DNA-girase e topoisomerase IV que
tornam a molécula de DNA biologicamente ativa (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010). Por outro lado, existem também diversas espécies de bactérias que
necessitam sintetizar folatos, uma vez que sao impermeaveis a estes compostos,
e, portanto, ndo conseguem capta-los do meio externo. Os derivados dos folatos
desempenham a funcdo de cofatores essenciais as enzimas, que atuam na
sintese de purinas, pirimidinas, aminoacidos e timidinas. As sulfonamidas
constituem a classe de antimicrobianos que atuam inibindo a sintese de folato
(BLAIR et al., 2015).

Os principais antimicrobianos utilizados para as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, bem como seus respectivos mecanismos de acao, estao listados

na Tabela 1.

Tabela 1. Mecanismo de acg&o das principais classes de antimicrobianos.

Classes Antimicrobianos Mecanismo de acao
Penicilina
Ceftazidima
Oxacilina
B-lactamicos Ceftriaxona Inibicdo da parede
Imipenem celular
Ampicilina
Aztreonam
Cefepime
Quinolonas Acido nalidixico Inibicdo da sintese de
acido nucléico
Fluorquinolonas Ciprofloxacina Inibicdo da sintese de
acido nucléico
Sulfonamidas Sulfazotrim Inibicdo da sintese de
folato
Tetraciclina Tetraciclina Inibicdo da sintese de
proteinas
Cloranfenicol Cloranfenicol Inibicdo da sintese de
proteinas
Macrolideos Eritromicina Inibicdo da sintese de
proteinas
Aminoglicosideos Gentamicina Inibicdo da sintese de
Amicacina proteinas
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Lincosamidas Clindamicina Inibicdo da sintese de
proteinas

Nitrofuranicos Nitrofurantoina Inibicdo da sintese de
proteinas

4.2 Mecanismos de resisténcia microbiana

As bactérias sdo capazes de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos
utilizando diversos mecanismos, dentre os quais se destacam a inativacao
enzimética do antimicrobiano, bombas de efluxo, mudanca no sitio de ligagdo do
antimicrobiano e alteragbes na permeabilidade da parede ou membrana celular
(Figura 1) (KOHL; PONTAROLO; PEDRASSANI, 2016; NOGUEIRA et al., 2016).

Figural. Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos. Fonte: NOGUEIRA et al.
(2016)
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O mecanismo de resisténcia bacteriano mais importante e muito frequente é
a degradacéo do antimicrobiano por enzimas, como as [B-lactamases, que atuam
inibindo a agéo das drogas antibacterianas (BERTONCHELI; HORNER, 2008). A
producdo de B-lactamases constitui o principal mecanismo de resisténcia das
bactérias Gram-negativas aos antimicrobianos B-lactamicos. Estas enzimas
originam resisténcia aos farmacos ao clivarem a estrutura do anel B-lactamico e
desativam a propriedade antibacteriana da molécula (CORNAGLIA;
GIAMARELLOU; ROSSOLINI, 2011).

Outro mecanismo de resisténcia sdo as bombas de efluxo, proteinas
presentes na membrana bacteriana que sdo consideradas o0s principais

contribuintes para a resisténcia intrinseca das bactérias Gram-negativas. Nesse
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tipo de resisténcia ocorre um efluxo que consiste no bombeamento ativo de
antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular (NIKAIDO; PAGES,
2012).

Os antimicrobianos, em sua maioria, possuem alta afinidade e especificidade
aos seus sitios de ligacao na célula bacteriana, fator essencial para atingir o efeito
desejado, no entanto, alteracdes na estrutura alvo dos antimicrobianos afetam a
eficacia do farmaco (WILSON, 2014). Um exemplo muito preocupante € a
resisténcia de bactérias Gram-negativas ao antimicrobiano polimixina, que é
conferida pela modificagdo da estrutura dos lipopolissacarideos (LPS) da
membrana bacteriana. Nos LPS de bactérias resistentes, os lipidios A possuem
grupos fosfatos modificados, que alteram a afinidade das polimixinas aos LPS
(NOGUEIRA, et al. 20186).

A permeabilidade do farmaco sobre a membrana bacteriana € essencial para
que este possa exercer o efeito bacteriostatico ou bactericida. Esta alteracéo
constitui um dos mecanismos de resisténcia a entrada de substancias toxicas
para o meio intracelular (CAUMO et al., 2010). As bactérias Gram-negativas sdo
naturalmente menos permeaveis a muitos antimicrobianos devido a presenca da
protecdo adicional proporcionada pela membrana externa. Essa membrana
desempenha o papel de barreira fisica para a entrada de moléculas no interior da
célula, podendo limitar a entrada do farmaco. Enquanto, em bactérias Gram-
positivas, a auséncia da membrana externa contribui para a sensibilidade a
muitos antimicrobianos (EPAND, 2015).

5. TECNOLOGIAS DE CONSERVAQAO EM ESPECIARIAS

As técnicas de conservacdo tém sido aplicadas a tecnologia de
processamento para reduzir a contaminagcdo microbiana de especiarias e para
estender a vida util desses produtos alimenticios. As atuais técnicas de
processamento da inddstria de especiarias incluem tratamento com vapor,
irradiacdo e fumigacdo com oxido de etileno (EL-SAYED; YOUSSEF, 2019).

A aplicacdo de vapor a alta temperatura é eficaz na reducdo de patégenos,
mas existem algumas desvantagens em utilizar o vapor nas especiarias, dentre
elas a perda das propriedades sensoriais e a mudanca de cor. Além disso, o

7

maior teor de umidade apOs o tratamento com vapor € propicio para o
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crescimento de fungos (CHEON et al., 2015). Devido ao seu potencial
carcinogénico para humanos, o uso de Oxido de etileno € proibido na Unido
Europeia. Atualmente, a fumigacdo com o o6xido de etileno é utilizada nas
especiarias potencialmente contaminadas por bactérias patogénicas, como
Salmonella spp. (GOLDEN et al.,, 2019). Esta fumigacdo € particularmente
importante na esterilizacdo de algumas especiarias que ndo podem ser
submetidas a outros cozimentos antes de serem consumidas (FOWLES,;
MITCHELL; MCGRATH, 2001).

Outro tratamento aplicado em especiarias é a irradiacdo, incluindo a
aplicacdo de raios gama, raios-X e exposicdo a feixes de elétrons. Esta técnica
tem se mostrado um método eficaz na inativacdo de patdgenos (SCHWEIGGERT;
CARLE; SCHIEBER, 2007). A irradiagdo gama esta autorizada na UE para ser
utilizada na descontaminacdo de especiarias secas com uma dose média maxima
de 10 kGy, embora as propriedades sensoriais e antioxidantes do produto possam
ser levemente afetadas (MOLNAR et al., 2018).

Atualmente, técnicas inovadoras como o uso de revestimentos ediveis tém
sido utilizadas no processamento de especiarias devido a sua alta qualidade, facil
aplicacdo e seguranca microbioldgica. Os revestimentos ediveis sdo muito
promissores e é uma das tecnologias mais investigadas para a qualidade dos
produtos alimenticios para o aumento da vida de prateleira (ARNON-RIPS;
POVERENOV, 2018).

5.1 Revestimento edivel

Os revestimentos ediveis sdo definidos como camadas finas de material
comestivel aplicado a superficie de produtos alimenticios reduzindo danos
mecanicos e microbianos (GALUS; KADZINSKA, 2015). O revestimento pode ser
aplicado por imersdo do produto, permitindo que 0 excesso seja drenado a
medida que seca e se solidifica ou também pode ser aplicado por meio da
pulverizacdo para criar uma atmosfera modificada (ARNON-RIPS; POVERENOV,
2018).

O revestimento edivel deve atender alguns requisitos como reduzir a
permeabilidade ao vapor de agua, melhorar a aparéncia e as propriedades de

manuseio mecanico, manter a integridade estrutural, transportar agentes ativos
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(antioxidantes, vitaminas, etc.), reter compostos de sabor volateis, ser pegajoso,
ter um desempenho de secagem eficiente e uma baixa viscosidade, além de ser
econdémico (DHALL, 2013).

O revestimento € sintetizado a partir de substancias com propriedades de
formacao de pelicula. Ele pode ser formulado a partir de diferentes materiais
como proteinas, lipidios ou polissacarideos, que tem como principal vantagem a
sua biodegradabilidade (FALGUERA et al., 2011). Além destas substancias
utilizadas no revestimento também € necesséria a adicdo de plastificantes como,
por exemplo, glicerol, sorbitol, monoglicerideos, polietilenoglicol e glicose, que sdo
frequentemente usados para aumentar a flexibilidade e a elasticidade de materiais
de base bioldgica (GALUS; KADZINSKA, 2015).

Revestimentos a base de proteinas geralmente apresentam alta
permeabilidade a gases, boas propriedades mecéanicas e barreiras de baixa
umidade. Proteinas com baixa solubilidade em agua geralmente sdo menos
permedveis aos vapores. Por outro lado, as proteinas tém uma probabilidade
substancial de causar reacoes alergénicas que limitam seu uso (ARNON-RIPS;
POVERENOV, 2018). Dentre as proteinas frequentemente usadas se destaca o
colageno, gelatina, caseina, proteina de soro de leite, zeina de milho, gluten de
trigo, proteina de soja, proteina de clara de ovo, proteina miofibrilar, proteina
quinoa e a queratina (HASSAN et al., 2018).

Os lipideos mais utilizados em revestimentos sao as ceras de origem animal
e vegetal, os 6leos vegetais e os acidos graxos. Os revestimentos a base de
lipidios sdo considerados altamente eficazes para bloquear a liberacdo de
umidade devido a sua baixa polaridade (ARNON-RIPS; POVERENOV, 2018).
Normalmente, os revestimentos feitos de lipidios sdo extremamente frageis e
espessos devido a hidrofobicidade. Com o aumento na concentracdo da fase de
hidrofobicidade, a permeabilidade ao vapor de agua diminui. No entanto, foi
relatado que lipidios contendo revestimentos podem danificar a aparéncia e brilho
dos produtos alimenticios revestidos (HASSAN et al., 2018).

Os principais polissacarideos utilizados na aplicacdo de revestimentos séo
amido, pectina, quitosana, alginato e carragenina (TRINETTA, 2016). Devido a
natureza hidrofilica, os revestimentos a base de polissacarideos podem fornecer
apenas uma barreira minima & umidade. No entanto, as propriedades de barreira

aos gases modificam desejavelmente a atmosfera e aumentam o prazo de

37


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gas-permeability
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hydrophobicity

validade sem a criacdo de condi¢cdes anaerdbicas severas. Os revestimentos de
polissacarideos podem incluir varias gomas naturais de diferentes fontes, amidos,
dextrina, pectina, celulose e seus derivados, quitosana, alginato, carragenina,
gelano e outros (YOUSUF; QADRI; SRIVASTAVA, 2018).

Os revestimentos de polissacarideos sdo incolores, tém aparéncia livre de
oleosidade e um teor calérico menor e podem ser aplicados para prolongar a vida
de prateleira de frutas, vegetais, mariscos ou produtos carneos, reduzindo
significativamente a desidratacdo, escurecimento da superficie e rancidez
oxidativa (HASSAN et al., 2018). Dentre os polissacarideos, se destaca o alginato
de sodio como um biopolimero eficaz no revestimento devido as suas
caracteristicas coloidais distintas, tais como espessamento, formacdo de gel,
formador de filme e agente estabilizador de emulsédo (DHALL, 2013).

Alginatos sé@o polissacarideos adquiridos de algas marinhas marrons. S&o
compostos de B-bD-manurbénico (M) e acido a-1-gulurénico (G) em varios graus,
arranjos e peso molecular. A formacdo de alginato ocorre quando ions
multivalentes ou divalentes geralmente (Ca2") interagem ionicamente com blocos
de residuos de acido gulurénico de duas cadeias diferentes, resultando em uma
rede tridimensional (DHALL, 2013).

As caracteristicas fisicas dos géis de alginato sdo amplamente dependentes
de sua composicdo quimica, ou seja, a proporcao de residuos acidos gulurénicos
(G) a manurénicos (M), a ordem sucessiva dos residuos, o comprimento dos
blocos-G e o peso molecular total dos mesmos. Outras propriedades importantes
dos alginatos sdo o seu caracter espessante (aumento da viscosidade do
dissolvente apos a dissolucdo) e as propriedades de permuta i6nica (HASSAN et
al., 2018). No entanto, o alginato de sodio nado possui propriedades
antimicrobianas ou antioxidantes quando usado como revestimento. Portanto, a
associacdo de compostos antimicrobianos naturais ao alginato para aplicacdo no
revestimento edivel fornece uma maneira viavel de prolongar a vida util de
armazenamento de frutas e vegetais (LI et al., 2019).

Os antimicrobianos naturais sdo reconhecidos como substancias que
ocorrem naturalmente e que séo derivados de sistemas biologicos sem alteracao
em um ambiente de laboratério. Estes podem ser obtidos de diferentes fontes,
incluindo plantas, animais, bactérias, algas e fungos (MARTINEZ-GRACIA et al.,
2015).
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Os antimicrobianos naturais tém atraido a atencao dos pesquisadores em
virtude do seu grande potencial na seguranca alimentar visto que 0s compostos
derivados de fontes naturais tém propriedades que atuam contra patdgenos
veiculados por alimentos (GYAWALI; IBRAHIM, 2014). Nesse sentido, o uso de
antimicrobianos naturais na conservacdo de alimentos proporciona inameros
beneficios, dentre eles, o controle da contaminagdo microbiana nos alimentos,
reducdo de patégenos resistentes a antimicrobianos, além de ser uma boa
alternativa para substituir os conservantes alimentares sintéticos (PISOSCHI et
al., 2018).

Diante desse contexto, pode-se destacar o uso de prépolis como
antimicrobiano natural que tem ganhado atencdo na induastria alimenticia em
virtude dos compostos bioativos que determinam sua aplicagdo na tecnologia de
alimentos (POBIEGA et al., 2019).

5.2 Prépolis

A palavra propolis é derivada do grego “pro" (em defesa de) e "polis"
(cidade), que significa substancia defensiva da cidade (ou da colmeia)
(GHISALBERTI, 1979). A prépolis é uma substancia resinosa de diversas cores
(verde, vermelha, amarela e marrom) coletada por abelhas Apis mellifera a partir
de brotos e exsudatos de plantas em diferentes regides do mundo. Esses brotos e
exsudatos sdo misturados com cera, polen e enzimas salivares, (B-glicosidase,
que sao adicionadas para formar o produto final (MARCUCCI, 1995).

A composicao da prépolis depende principalmente da fonte vegetal utilizada
pelas abelhas para coletar as resinas ou exsudatos (HERRERA-LOPEZ et al.,
2019). Essa composicao é inconstante e muda a depender da regido geogréfica,
clima, condicbes ambientais e épocas de coleta (KUJUMGIEV et al., 1999;
BANKOVA et al., 2016). Mais de 420 compostos quimicos ja foram identificados
em amostras de propolis provenientes de varias regibes geograficas do mundo
(POBIEGA et al., 2019).

Os principais componentes da propolis incluem flavonoides (tectochrysin,
pinobanksina, pinocembrina, crisina, quercetina, galangina, apigenina,
kaempferol), acidos aromaticos (acido cinamico, cafeico, ferdlico e cumarico),

terpendides (geraniol, farnesol, estireno), aldeidos arométicos (vanilina),
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hidrocarbonetos (eicosane, tricosane, pentacosane), esterdides (estigmasterol,
calinasterol, fucosterol), enzimas (a-amilase, pB-amilase), micro e macronutrientes
(Ca, K, Mg, Na, Zn, Fe, Mn, Al, Ba, CI), vitaminas (A, B1, B2, Bg, C, E), e Oleos
essenciais, que sao representados principalmente por monoterpenos e
sesquiterpenos (KUBILIENE et al., 2015; POBIEGA et al., 2019).

Dentre os componentes da propolis se destacam os flavonoides e acidos
fendlicos em virtude de grande parte das atividades biolégicas descritas serem
atribuidas a esses compostos (TORLAK; SERT, 2013). Segundo Anjum et al.
(2018) a atividade antibacteriana da propolis € atribuida aos compostos ativos,
como 0s compostos aromaticos (acido cafeico) e flavonoides. Os autores ainda
afirmam que os componentes da propolis, como a pinocembrina apresenta uma
intensa atividade antibacteriana frente ao Streptococcus sp., enquanto que o
acido p-cumarico, o artepillin C e o acido 3-fenil-4-dihidrocinaminocindmico sao
eficazes contra o Helicobacter pylori.

A atividade antibacteriana da propolis pode ser explicada pela alteragdo da
permeabilidade da membrana, pela capacidade de destruir a parede celular e 0
citoplasma bacteriano, inibir a sintese proteica, bem como impedir a divisdo
celular. Estes mecanismos sdo decorrentes da atividade sinérgica dos muitos
compostos presentes na prépolis (ANDRADE et al., 2018; ANJUM et al., 2018).

Diversos trabalhos tém relatado acdes antibacterianas da propolis. Nos
estudos de Al-Waili et al. (2012) foi relatado o efeito do extrato de propolis frente
as bactérias Enterococcus spp., E. coli e S. aureus. Ja na pesquisa de Fokt et al.
(2010), a propolis apresentou atividade antibacteriana para as bactérias aerdbias
como B. cereus, B. subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Nocardia
asteroides, Staphylococcus auricularis, S. epidermidis, , S. haemolyticus, S.
warnerii, S. mutans, S. hominis, Streptococcus cricetus, St. faecalis, St. pyogenes,
St. pneumoniae, St. Sobrinus e St. viridians.

A composicdo quimica desse produto apicola, particularmente, a riqueza de
compostos bioativos, determina sua aplicacdo na producéo de alimentos (SILICI;
KARAMAN, 2014). Nesse sentido, a adicdo de propolis aos alimentos garante
inomeros beneficios como, propriedades antimicrobianas, antifungicas,
antioxidantes e anti-inflamatorias, além de garantir a estabilidade microbiana e a
qualidade dos alimentos durante o armazenamento (VIERA et al., 2016;
SFORCIN; BANKOVA; KUROPATNICKI, 2017).
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O uso de prépolis como conservante natural em alimentos foi relatado por
Yang et al (2017) ao adicionarem 0,2 mg/mL de prépolis ao suco de laranja e
verificarem uma reducédo significativa na contagem de esporos de bactérias.
Segundo os autores a propolis pode ser utilizada como agente aditivo natural em
suco de laranja ou outros sucos de frutas como alternativa aos conservantes
quimicos.

Outra aplicacao da propolis que tem ganhado cada vez mais importancia na
industria alimentar é o revestimento edivel que fornece uma resposta aos desafios
relacionados ao armazenamento dos produtos alimentares e surge como uma
alternativa para reduzir a contaminacdo microbiana causada pelo processamento
de alimentos (ALl; WEI, MUSTAFA, 2015). Diante disso, uma alternativa para a
protecdo da superficie dos alimentos pode ser realizada por meio da imersdo do
alimento por alguns minutos em solucdes de extrato de prépolis ou pulverizacdo
da superficie do alimento com a finalidade de reduzir ou eliminar completamente
patdgenos que séo veiculados através dos alimentos (POBIEGA et al., 2019).

Nos estudos de Hassanin e El-Daly (2013) foi verificado a reducdo de
bactérias totais e psicroéfilas em filés de tilapia do Nilo revestido com extrato de
prépolis a 0,06%. Enquanto Sagdic, Silici e Yetim (2007) adicionaram 2% e 5% de
extrato de prépolis em suco de macga e verificaram que nessas concentragdes o
extrato apresentou atividade antimicrobiana frente E. coli O157:H7. Para os
autores faz-se necessario a realizacdo de mais pesquisas com 0 extrato de
prépolis por ser promissor na conservacao de alimentos.

Embora diversos estudos tenham sido realizados com o objetivo de
investigar o efeito da propolis em diversos alimentos como sucos de frutas,
vegetais, ovos, carne e produtos derivados de peixe (BANKOVA;
POPOVA;TRUSHEVA, 2016), a aplicacdes do extrato de propolis na pimenta-do-
reino para o controle do crescimento microbiano e conservagao durante a vida util

ainda nao foram descritos.
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Risco da veiculacao de bactérias resistentes a antimicrobianos em especiarias
comercializadas em feiras livres

Risk of antimicrobial resistant bacteria in spices marketed in fairs

Milena da Cruz Costa', Alexsandra larlen Cabral Cruz', Aline Simdes da Rocha Bispo',

Jodo Albany Costa', Norma Suely Evangelista-Barreto'

RESUMO - O objetivo do trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica de
especiarias comercializadas em feiras livres de municipios no Recéncavo Baiano e
tracar o perfil de resisténcia das cepas frente a diferentes farmacos. Foi realizada a
quantificacdo de coliformes a 45 °C, Staphylococcus spp., Staphylococcus aureus,
Bacillus spp. e Bacillus cereus e verificado a presenca de Escherichia coli e Salmonella
spp., O crescimento microbiano foi significativamente maior nas amostras de pimenta-
do-reino (4,66 log UFC g™?), quando comparado com as amostras de canela (2,55 log
UFC g™) e orégano (2,49 log UFC g™). Em todas as especiarias a maior contagem foi
para B. cereus (4,52 log UFC g™) e a menor para o grupo coliforme (1,64 log NMP g™).
E. coli e Salmonella spp. foram isoladas na pimenta-do-reino em 89% e 67% das
amostras, respectivamente. B. cereus e S. aureus apresentaram maior resisténcia aos
antimicrobianos da classe dos B-lactdmicos (penicilina, oxacilina e cefepime). E. coli foi
mais resistente a ampicilina e Salmonella spp. apresentou elevada resisténcia (100%) ao
acido nalidixico, ampicilina e ceftriaxona. A maioria das cepas dos Gram-positivos com
multirresisténcia (cerca de 40%) apresentaram indice MAR de 0,33 (resisténcia a 3
antimicrobianos). O perfil de multirresisténcia em Salmonella spp. variou de 0,16 a
0,91, ou seja, resisténcia até 11 antimicrobianos, e para E. coli até 7 antimicrobianos
(0,58). As especiarias comercializadas nas feiras livres do Recdncavo da Bahia
apresentam baixa qualidade microbiol6gica, com a presenca de patdgenos com elevada

resisténcia a antimicrobianos comumente prescritos pela comunidade médica.

Palavras-chave: Qualidade microbioldgica. Seguranga alimentar. Multirresisténcia.
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ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the microbiological quality of
spices marketed at municipal street markets in the Recéncavo Baiano and to establish a
profile of the resistance of the strains to different drugs. It was verified the presence of
Escherichia coli and Salmonella spp., The quantification of coliforms at 45 °C,
Staphylococcus spp., Staphylococcus aureus, Bacillus spp. and Bacillus cereus. The
microbial growth was significantly higher in the black pepper samples (4.66 log CFU g -
1) than in the samples of cinnamon (2.55 log CFU g ™) and oregano (2.49 log CFU g™).
In all spices the highest counts were for B. cereus (4.52 log CFU g ™) and the lowest for
the coliform group (1.64 log NMP g ™). E. coli and Salmonella spp. were isolated in the
pepper in 89% and 67% of the samples, respectively. B. cereus and S. aureus presented
higher resistance to p-lactam antibiotics (penicillin, oxacillin and cefepime). E. coli was
more resistant to ampicillin and Salmonella spp. presented high resistance (100%) to
nalidixic acid, ampicillin and ceftriaxone. Most gram-positive strains with multidrug
resistance (around 40%) had MAR index of 0.33 (resistance to 3 antimicrobials). The
multiresistance profile in Salmonella spp. ranged from 0.16 to 0.91, resistance up to 11
antimicrobials, and for E. coli up to 7 antimicrobials (0.58). Spices marketed in the
street markets of Rec6ncavo da Bahia have low microbiological quality, with the
presence of pathogens with high resistance to antimicrobials commonly prescribed by

the medical community.

Key words: Microbiological quality. Food safety. Multiresistance.

INTRODUCAO

Mundialmente, as especiarias sdo utilizadas no preparo de alimentos,
principalmente devido suas propriedades aromatizantes (FOGELE et al., 2018). Dentre
as formas de comercializacdo, se destacam as feiras livres, que € um tipo de comércio
varejista ao ar livre. No Brasil, um dos grandes problemas associado a esse tipo de
comercializacdo de alimentos €é a infraestrutura inadequada e condigdes
higiénicosanitarias precarias (MARTINS & FERREIRA, 2018). Outro fator que pode
contribuir para a contaminacdo das especiarias é a auséncia de boas préaticas de

fabricacdo durante a cadeia produtiva, principalmente devido as condig¢bes de
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processamento durante a exposi¢cdo & secagem ao sol em campos abertos e durante o
armazenamento (FOGELE, et al. 2018).

Apesar da existéncia de varias normativas de orientacdo se encontrarem
disponiveis para atender aos padrdes exigidos com relacdo a producédo, processamento e
uso das especiarias, (ESA, 2015; ASTA, 2017) estes produtos registram o maior numero
de notificacOes de surtos de doencas veiculados por alimentos (DVA) de acordo com o
sistema europeu de alerta rdpido para alimentos e racdes (RASFF, 2019). No Brasil, as
especiarias se encontram entre os 16 alimentos mais envolvidos em surtos de DVA,
com um percentual de ocorréncia de 0,9%. Apesar da baixa notificacdo, ndo deixa de
ser significativo visto que cerca de 48% dos alimentos envolvidos nos surtos ndo sdo
identificados. Entre os microrganismos mais envolvidos em surtos de DVA se destacam
Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e coliformes
(BRASIL, 2019).

Nos ultimos anos, 0 aumento da resisténcia microbiana tem ocasionado
consequéncias graves a salde publica restringindo as opcGes terapéuticas de combate ao
desenvolvimento de bactérias patogénicas (SEMRET; HARAOQUI, 2019), incluindo as
que se disseminam através da cadeia alimentar. Em vegetais, a presenca de bactérias
resistentes aos agentes antimicrobianos pode estar associada a utilizacdo de esterco
animal na adubacédo do solo, que ao ser absorvidos se acumulam nos tecidos vegetais,
resultando em risco para os consumidores desses alimentos (REGINATO & LEAL,
2004).

Normalmente, as especiarias sdo mantidas a temperatura ambiente durante o
armazenamento e comercializacdo nas feiras livres por tempo suficiente para favorecer
a multiplicacdo microbiana. Como séo adicionadas aos alimentos crus, como saladas
cruas, ou alimentos prontos, sua adicdo representa um risco para a saude dos
consumidores. Ao mesmo tempo, 0 consumo de especiarias cruas pode contribuir com
a disseminacdo de cepas resistentes, visto que no trato gastrintestinal do homem, genes
de resisténcia podem ser transferidos para 0s microrganismos comensais da microbiota
do hospedeiro. Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
microbioldgica das especiarias comercializadas em feiras livres dos municipios do

Recdncavo Baiano e verificar o perfil de resisténcia microbiana a farmacos comerciais.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

As amostras foram coletadas no periodo de fevereiro a junho de 2018, em
feiras livres nos municipios de Cruz das Almas, Santo Antdnio de Jesus e Cachoeira, no
Recbncavo da Bahia. Foram coletadas nove amostras de cada especiaria: pimenta-do-
reino (Piper Nigrum L.), canela (Cinnamomum sp.) e orégano (Origanum vulgare L.),
comercializadas a granel. Em cada feira foram obtidos 100 g de cada especiaria, de
cinco barracas de feirantes e obtido uma amostra composta (500 g para cada especiaria).
As amostras foram obtidas em sacos transparentes de polietileno, da mesma forma

como séo disponibilizadas aos clientes.

Analises microbioldgicas

Foram determinados os numeros de Staphylococcus spp., Bacillus spp.,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, coliformes a 45 °C e presenga de Escherichia
coli e Salmonella spp. As andlises foram realizadas por meio das técnicas preconizadas
no Bacteriological Analytical Manual (BAM) descritas por (SILVA et al., 2010).

Cada amostra foi pesada (25 g) e homogeneizada (225 mL) em solucéo salina a
0,85% até diluicdo 10°. A contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus
foi realizada por meio da técnica de semeadura em superficie em agar Baird-Parker com
incubacdo a 35 °C/48 h. As coldnias tipicas (pretas, circulares, pequenas, rodeadas por
uma zona opaca e/ou um halo transparente) foram submetidas aos testes de confirmagéo
bioquimica de catalase, termonuclease e coagulase.

A estimativa do nudmero mais provavel (NMP) de coliformes a 45 °C foi
realizada pela técnica de fermentacdo em tubos mdltiplos e os resultados expressos em
NMP g™. A presenca de E. coli foi verificada pelo plaqueamento em meio &gar Eosina
Azul de Metileno (EMB) e os testes bioquimicos do IMVIC (Indol, Vermelho de
Metila,VVoges-Proskauer e Citrato).

Para a pesquisa de Salmonella spp. foram realizados pré-enriquecimento em
caldo Triptona de Soja (TSB), seguido de enriquecimento seletivo (caldos Tetrationato
e Rappaport), inoculacdo em meios seletivos (agar Hektoen e &gar Verde Brilhante),

isolamento das cepas, provas bioquimicas (TSI, LIA, urease, indol, citrato, lisina e
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malonato) e teste soroldgico usando soro polivalente somatico (antigenos O e Vi) da
Probac®.

A contagem de Bacillus spp. e B. cereus foi realizada por meio da semeadura
em superficie em agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP). As colbnias tipicas
(colénias com grande halo de precipitacio com coloracdo rdsea leitosa) foram

confirmadas nos testes bioguimicos de nitrato, motilidade, glicose, VP e tirosina.

Teste de suscetibilidade antimicrobiana

A suscetibilidade antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo em disco
seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2014). Para o teste foram utilizadas 32 cepas de E. coli, 20 de Salmonella spp.,
72 de Bacillus cereus e 34 de Staphylococcus aureus. Os inoculos foram padronizados
em espectrofotdmetro a 625 nm, usando 0,5 da escala McFarland (1,5 X 108 UFC mL™)
e inoculados em placas contendo agar Muller-Hinton com incubacéo a 37 °C/24 h. Os
halos de inibicdo foram medidos em milimetros com o uso de paquimetro digital.

Para os testes de sensibilidade foram selecionados nove antimicrobianos
comerciais para as bactérias Gram-positivas: penicilina (10 pg), tetraciclina (30 ug),
ciprofloxacina (5 pg), sulfazotrim (25 ug), cefepime (30 ug), eritromicina (15 pg),
clindamicina (2 pg), oxacilina (1 pg) e cloranfenicol (30 pg) e 12 antimicrobianos para
as Gram-negativas: acido nalidixico (30 pg), ceftriaxona (30 pg), imipenem (10 pg),
sulfazotrim (25 ug), tetraciclina (30 pg), ampicilina (10 pg), ceftazidima (30 pg),
amicacina (30 pg), aztreonam (30 pg), cloranfenicol (30 ug), gentamicina (10 pg) ) e
nitrofurantoina (300 pg). Os perfis de resisténcia e sensibilidade foram estabelecidos de
acordo com o Manual do fabricante dos discos de antimicrobianos (LABORCLIN,
2011).

Indice de multipla resisténcia antimicrobiana (MAR)

O indice de Multipla Resisténcia Antimicrobiana (MAR) foi calculado usando
a formula: indice MAR = a/b, onde: (a) o nimero de antimicrobianos, ao qual o isolado
foi resistente e (b) numero de antimicrobianos, ao qual o isolado foi exposto
(KRUMPERMAN, 1983).
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Andlise estatistica

Os valores das variaveis NMP g* e UFC g* resultantes das anélises
microbiologicas foram transformados em Log (x+10) e os dados foram submetidos a
analise de variancia no delineamento inteiramente casualizado (DIC). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). As analises univariadas foram realizadas com
0 programa Sisvar Software, versdo 5.6. Também foi realizada analise de componentes
principais (ACP), utilizando anélise de agrupamento segundo algoritmo aglomerativo
do método de Ward combinado & medida de distancia euclidiana. Em seguida foi
realizada a classificacdo hierarquica em diagramas de ordenacdo quanto ao percentual
do perfil de resisténcia microbiana nas especiarias. Para execucdo dessas analises foi
utilizado o software SPSS Statistics for Windows, versédo 25.0 (IBM CORP, 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca estatistica ha contagem microbiana das especiarias entre
0s municipios. O que pode estar associado a fatores ambientais como temperatura em
torno de 23 °C a 24 °C e umidade variando de 60% a 90%, uma vez que segundo a
Superintendéncia de Estudos Econémicos e Sociais da Bahia os trés municipios estdo
localizados geograficamente na mesma regido e apresentam fatores climaticos
semelhantes (SEI, 2012). Outros fatores que corroboram para a alta carga microbiana
podem ser falhas higiénicas sanitarias durante a obtencdo das especiarias que em sua
maioria provém do mesmo fornecedor. O excesso de manipulacdo durante a
comercializacdo com exposicao a poeira e insetos, pratica observada nas feiras, também
contribui para 0 aumento da contagem microbiana desses alimentos.

Na Tabela 1, a carga microbiana da pimenta-do-reino foi significativamente
maior (p>0,05), enquanto entre a canela e o0 orégano nao houve diferenca significativa
entre si, considerando cada um dos microrganismos testados. A contagem de B. cereus
foi mais elevada quando comparada aos demais bioindicadores em todas as especiarias,
principalmente para a pimenta, embora sem diferenca estatistica para Bacillus spp. O
grupo coliforme a 45 °C apresentou a menor contagem média.

Como a legislagéo brasileira de alimentos néo estabelece limites para B. cereus
em especiarias foi usado os limites estabelecidos pela European Commission (EC,

2004) que preconiza valores de 10* ou 4 log UFC g™. A pimenta-do-reino apresentou
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contagens acima desse limite. Apesar de B. cereus ser a populacdo bacteriana
predominante em ervas e especiarias (BANERJEE & SARKAR, 2004), sua presenca
em grandes quantidades (>10°> UFC g™tou 5 log UFC g™) é preocupante, pois pode
acarretar sindromes provenientes da toxina diarreica e emética (FRENTZEL et al.,
2018). Resultados semelhantes foram verificados por FOGELE et al. (2018) ao
relatarem maior contaminacdo por B. cereus na pimenta-preta moida, embora com valor

médio (2,49 log UFC g™) inferior ao da presente pesquisa.

Tabela 1. Média microbiana (log x+1) UFC g e NMP g™ dos bioindicadores em trés

especiarias comercializadas em feiras livres do Reconcavo Baiano.

Microrganismos Especiarias
Pimenta-do-reino Canela Orégano Média geral

Bacillus spp. 5,88+0,37 Aa 3,02+0,26 Bab  2,96+0,24 Ba 3,95 ab
Bacillus cereus 6,61+0,16 Aa 3,53+0,24 Ba 3,41+0,19 Ba 4,52 a
Staphylococcus spp. 3,64+0,56 Abc 2,37+0,31 Bb 2,30+0,22 Ba 2,77 ¢

S. aureus 4,45+0,29 Ab 2,66+0,17 Bab  2,80+0,34 Ba 3,30 bc
Coliformes 45 °C 2,7340,38 Ac 1,19+0,12 Bc  1,00+0,00 Bb 1,64d
Média geral 4,66 A 255B 249B

*Meédias seguidas pela mesma letra maitscula nas linhas e mindscula nas colunas ndo apresentam

diferenca significativa segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Staphylococcus spp. e S. aureus apresentaram maior contagem na pimenta-do-
reino e diferiram estatisticamente da canela e orégano (Tabela 1). O risco da presenca
desse género é a producdo de toxinas termoestaveis causando intoxicacdo alimentar,
principalmente por S. aureus estad associado a manipulacdo (SILVA; FEITOSA;
RODRIGUES, 2017). Dentre os fatores que contribuem para o crescimento de S. aureus
em especiarias se destaca a exposi¢do dos produtos durante a comercializagcdo a granel
nas feiras livres associado ao habito dos consumidores em tocar e sentir o cheiro dos
produtos para perceberem as suas caracteristicas (MARTINS & FERREIRA, 2018),
como por exemplo, se estdo secos ou apresentam cheiro forte. Outro fato que pode

contribuir para a presenca de S. aureus est relacionado com a sua capacidade de se
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desenvolver em alimentos com baixa atividade de agua (0,83 a 0,86), necessitando de
Aw de 0,86 para a producdo de toxinas (THANH et al., 2018).

O limite para coliformes a 45 °C em especiarias é de 5x10% ou 2,69 log NMP g
! (BRASIL, 2001) e mais uma vez apenas a pimenta-do-reino apresentou contagens
acima do limite estabelecido (Tabela 1). A presenca de coliformes a 45 °C na pimenta-
do-reino demonstra falhas nas boas praticas de processamento e armazenamento
(MICHELIN et al., 2016), com contaminacdo de origem fecal devido a presenca de E.
coli.

E. coli e Samonella spp. foram isoladas apenas na pimenta-do-reino (Figura 1A
e 1B), o que pode ser atribuido a capacidade destes microrganismos se adaptarem as
substancias antimicrobianas presentes na pimenta como, por exemplo, o alcaloide
piperina (ALDALY, 2010).
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Figura 1. Presenca de Escherichia coli (A) e Salmonella spp. (B) na pimenta-do-reino,

canela e orégano comercializados em feiras livre de municipios do Recéncavo Baiano.

Acredita-se que a auséncia de E. coli e Salmonella spp. na canela e orégano se
deve a agdo antimicrobiana reconhecida presente nelas. Como se sabe os principais
compostos presentes na canela sdo o cinamaldeido e o eugenol que influenciam o
transporte de ions e causam modificacbes na membrana bacteriana (BURT, 2004).
Enguanto no orégano o timol e o carvacrol sdo responsaveis por causar modificacdes na

membrana celular bacteriana, afetando sua permeabilidade e integridade (CEYLAN &
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FUNG, 2004). Esses compostos tém apresentado bons resultados bactericidas e
bacteriostaticos em bactérias Gram-negativas (LOPEZ et al., 2005; ARAUJO &
LONGO, 2016).

Embora as especiarias devam apresentar auséncia de Salmonella spp. em 25 g
da amostra (BRASIL, 2001), resultados semelhantes ao estudo também foram relatados
por MICHELIN et al. (2016) ao encontrarem Salmonella spp. em pimenta-do-reino
moida. Os autores destacaram a necessidade de conscientizar o produtor em relagéo as
boas praticas de producdo da pimenta, principalmente nas etapas pos-colheita, devido a
maior vulnerabilidade as contaminacoes.

Com relacdo a resisténcia antimicrobiana das bactérias se verifica que todas as
especiarias apresentaram cepas com elevado perfil de resisténcia. Das 158 cepas
testadas, 67% apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano. A elevada
prevaléncia de cepas resistentes aos antimicrobianos pode ser decorrente da carga
residual de farmacos de uso humano e animal liberados no ambiente (REGITANO &
LEAL, 2010).

Na Figura 2 estdo representados os diagramas da dispersdo, posicionamento
dos escores e cargas fatoriais e da superposicdo dos pontos médios do perfil
antimicrobiano de B. cereus, S. aureus, Salmonella spp. e E. coli. O comportamento de
B. cereus e S. aureus foi semelhante em relacdo ao perfil de suscetibilidade
antimicrobiana nas trés especiarias, em que o primeiro componente (CP1) foi
representado por meio do perfil de resisténcia e sensibilidade, enquanto o segundo
componente (CP2) foi definido pelo perfil intermediario.

O perfil antimicrobiano de B. cereus e S. aureus mostra que os antimicrobianos
menos eficientes foram penicilina (PEN) e oxacilina (OXA). Enquanto, os
antimicrobianos com maior eficiéncia foram cloranfenicol (CLO), ciprofloxacina (CIP)
e sulfazotrim (SUT), que constituiram quadrantes opostos formando a primeira
componente principal, e apresentou uma variabilidade de 61,31%, 67,14% e 62,32%
para os isolados da pimenta, canela e orégano, respectivamente. Com relacéo ao perfil
intermediario, verificou-se um maior percentual para a tetraciclina e eritromicina,
formando a segunda componente principal, quantificando para a variabilidade explicada
para os isolados da pimenta (26,13%), canela (29,56%) e orégano (25,66%). Portanto, a

soma das duas primeiras componentes determinaram 87,44% de variabilidade para os
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isolados da pimenta-do-reino, 96,70%, da canela e 87,98% do orégano. Ainda que o

perfil de resisténcia antimicrobiano das bactérias seja distinto, o comportamento dos

microrganismos B. cereus e S. aureus foi semelhante entre as especiarias estudadas.
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PEN - penicilina, CPM - cefepime, ERI - eritromicina, TET - tetraciclina, CLI - clindamicina, OXA - oxacilina, SUT -

sulfazotrim, CLO - cloranfenicol, CIP - ciprofloxacina, BeR - B. cereus resistente, SaR - S. aureus resistente, Bel - B.

cereus intermediario, Sal - S.aureus intermediario, B¢S- B. cereus sensivel, SaS- S.aureus sensivel.

AMP - ampicilina , CAZ - ceftazidima, ATM - aztreonam, NAL - acido nalidixico, CRO - ceftriaxona, IMP -

imipenem, NIT- nitrofurantoina, AMI - amicacina, GEN - gentamicina, EcR- E. coli resistente, SR - Salmonella

resistente, Ecl - E. coli intermediario, SI - Salmonella intermediario, EcS - E. coli sensivel, SS - Salmonella sensivel.

Figura 2. Dispersdo, posicionamento dos escores e cargas fatoriais da superposicao do

perfil antimicrobiano de Bacillus cereus/Staphylococcus aureus e Salmonella spp./

Escherichia coli.
A elevada resisténcia a penicilina tem se tornado cada vez mais frequente por
se tratar de um dos antimicrobianos mais antigos utilizados no tratamento de infeccgdes

bacterianas respiratorias, como a pneumonia, € 0 uso continuo deste farmaco na pratica
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clinica tém contribuido para o crescimento da resisténcia antimicrobiana (BELL,
PEREIRA, PITA, 2015).

A explicacdo da variabilidade total registrada no percentual da atividade dos
antimicrobianos sobre Salmonella spp. e E. coli na pimenta-do-reino somaram para 0s
dois componentes principais (71,63%), menor do que o observado para B. cereus e S.
aureus. Salmonella spp. foi resistente aos antimicrobianos AMP (ampicilina), CRO
(ceftriaxona) e NAL (&cido nalidixico), enquanto E. coli foi mais resistente a AMP
(ampicilina), ATM (aztreonam) e TET (tetraciclina). O comportamento de Salmonella
spp. e E. coli foi diferente quando comparado ao perfil dos antimicrobianos, uma vez
que a primeira componente principal (44,35%) foi formada por Ecl, EcS, SR e SSe a
segunda componente principal (27,28%) foi formada por EcR e Sl (Figura 2).

O aumento na resisténcia de Salmonella spp. a ceftriaxona é preocupante
porque esse antimicrobiano tem sido importante no tratamento da salmonelose em
criancas, Vvisto que as cepas relatadas com resisténcia a esse farmaco tem sido associada
aos genes PB-lactamase AmpC (blacmy-2 € blarem) frequentemente transportados em
integrons e plasmideos ou mesmo transmitidos através de conjugacdo (CHEN et al.,
2004). Ja o acido nalidixico apesar de ser muito utilizado no tratamento de infec¢Ges do
trato urinario em humanos e animais devido a sua efetividade contra a maioria das
enterobactérias, nos Ultimos anos tem perdido a sua eficacia devido ao aumento da
resisténcia microbiana (CAMPIONI; BERGAMINI; FALCAO, 2012). Van Doren et al.
(2013) também encontraram cepas de Salmonella spp. isoladas de especiarias,
resistentes ao acido nalidixico e ampicilina.

Cepas de E. coli resistentes a ampicilina em alimentos tem sido um problema,
uma vez que este farmaco pode ser uma alternativa no tratamento de infeccdes,
principalmente urindrio, onde E. coli é o agente causador mais implicado
(EVANGELISTA-BARRETO et al., 2017). Outro fator preocupante se deve ao fato da
maioria dos genes para a produgdo de enzimas PB-lactamases residirem em regides
moveis do DNA bacteriano, tornando-os facilmente transferiveis para outras bactérias
dentro do trato intestinal de animais de sangue quente (RASHEED et al., 2014).

B. cereus e S. aureus apresentaram indice de multirresisténcia (MAR),
variando de 0,22 a 0,66, ou seja, resisténcia de dois a seis antimicrobianos. Em E. coli o

indice MAR variou de 0,16 a 0,58 (resisténcia de dois a sete antimicrobianos), inferior
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ao indice MAR de Salmonella que obteve valor maximo de 0,91, ou seja, resisténcia até

11 antimicrobianos (Tabela 2).

Tabela 2. indice de maltipla resisténcia aos antimicrobianos (MAR) isoladas de

especiarias.
N’ de cepas N’ de indice % de cepas com
resistentes antimicrobianos MAR multirresisténcia
Staphylococcus aureus

2 2 0,22 7

11 3 0,33 39

5 4 0,44 18

9 5 0,55 32

1 6 0,66 3
Bacillus cereus

8 2 0,22 19

16 3 0,33 39

9 4 0,44 22

7 5 0,55 17

1 6 0,66 2
Salmonella spp.

1 2 0,16 8

5 3 0,25 38

2 4 0,33 15

2 5 0,41 15

2 6 0,50 15

1 11 0,91 8
Escherichia coli

1 2 0,16 14

1 3 0,25 14

2 4 0,33 28

2 5 0,41 28

1 7 0,58 14

N°= nlimero

Um dos fatores que pode ter contribuido para a alta resisténcia antimicrobiana
(resisténcia até a 11 farmacos) é o fato dos microrganismos possuirem a capacidade de
se adaptar a estrutura quimica de compostos fenolicos presentes nas especiarias, alguns
desses compostos atuam na permeabilidade da parede celular de bactérias (COWAN,
1999). Quando os microrganismos S80 expostos aos antimicrobianos sintéticos que
muitas vezes apresentam estrutura quimica semelhante aos compostos das especiarias

eles expressam mecanismo de resisténcia semelhante.
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Baseado nessa problematica verifica-se que as falhas existentes na cadeia
produtiva das especiarias com a produgdo de produtos com elevada carga microbiana
pode vir a potencializar a veiculacdo de bactérias resistentes. Este fato contribui para o
consumo de especiarias com cepas multirresistentes a antimicrobianos comerciais que
pode afetar o tratamento de doencas pois colaboram com o agravamento de quadros

clinicos potencialmente curaveis.

CONCLUSAO

As especiarias comercializadas nas trés feiras livres do Reconcavo Baiano
apresentam baixa qualidade microbioldgica com a presenca de patdgenos como
Salmonella spp. principalmente na pimenta-do-reino moida. Além disso, as especiarias
contribuem com a disseminagé@o de cepas de B. cereus, S. aureus, E. coli e Salmonella
spp. com elevado indice de resisténcia a diversos antimicrobianos, principalmente a

classe dos pB-lactdmicos.
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Atividade antimicrobiana do revestimento edivel da prépolis marrom na

pimenta-do-reino

Milena da Cruz Costa’, Alexsandra larlen Cabral Cruz', Aline Simdes da Rocha Bispo®,
Mariza Alves Ferreira’, Norma Suely Evangelista-Barreto'

ICentro de Ciéncias Agrérias, Biolégicas e Ambiental, Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia — UFRB, Cruz das Almas, Bahia, Brasil.

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano do
revestimento da propolis marrom na pimenta-do-reino. Inicialmente foi verificada a
atividade antimicrobiana do extrato da prépolis frente Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 43300 e Bacillus cereus ATCC 14579. Para o
revestimento foi usado a suspensdo de alginato de sédio mais extrato de prdpolis
marrom nas concentracfes de 2,5%, 5%, 10% e 15% na pimenta-do-reino. No controle
foi usado apenas agua destilada. As amostras foram secas por 72 horas em estufa de
circulacdo de ar a 45 °C e armazenadas a temperatura ambiente (25 °C) por 30 dias.
Andlises microbiol6gicas foram realizadas nos intervalos de 0, 10, 20 e 30 dias. A
atividade antimicrobiana da propolis marrom mostrou que S. aureus foi mais sensivel
(CIM, 0,1 mg mL™) e E. coli mais resistente (CIM, 18 mg mL™). Apesar de B. cereus
apresentar uma CIM de (0,5 mg mL™), a concentragdo bactericida foi muito superior
(CBM, 150 mg mL™). O revestimento de prépolis na pimenta-do-reino inibiu em 100%
os coliformes a 45 °C na menor concentracao testada (2,5%). O aumento em 5% de
propolis causou uma reducdo média de aproximadamente 7 vezes na contagem de B.
cereus, 9,4 para S. aureus e 5,4 para as bactérias mesoéfilas. Em ordem crescente a maior
eficiéncia do revestimento da prdpolis foi para bactérias mesofilas, S.aureus e B. cereus.
O revestimento de propolis marrom se mostrou eficaz na reducdo da contagem
microbiana da pimenta-do-reino durante o armazenamento, com a concentracéo de 15%

sendo a mais recomendada por até 20 dias de armazenamento.

Palavras-chave: antimicrobiano natural, alginato de sodio, Piper nigrum L, Bacillus

cereus
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ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the antimicrobial potential of the
brown propolis coating on black pepper. Initially the antimicrobial activity of the
propolis extract against Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
43300 and Bacillus cereus ATCC 14579 was verified. For the coating the suspension of
sodium alginate plus brown propolis extract in the concentrations of 2.5% was used,
5%, 10% and 15% in black pepper. In the control treatment only distilled water was
used. The samples were dried for 72 hours in an air circulation oven at 45 °C and
maintained at room temperature (25 °C) for 30 days. Microbiological analyzes were
performed at 0, 10, 20 and 30 day intervals. The antimicrobial activity of brown
propolis showed that S. aureus was more sensitive (MIC, 0.1 mg mL™) and E. coli was
more resistant (MIC, 18 mg mL™). Although B. cereus presented an MIC (0.5 mg mL’
1), the bactericidal concentration was much higher (MBC, 150 mg mL™). The propolis
coating on black pepper inhibited 100% coliforms at 45 °C at the lowest concentration
tested (2.5%). The 5% increase in propolis caused an average reduction of
approximately 7 times in the B. cereus count, 9.4 for S. aureus and 5.4 for the
mesophilic bacteria. In order of increasing the highest propolis efficiency was for
mesophilic bacteria, S. aureus and B. cereus. The brown propolis coating was effective
in reducing the microbial load of black pepper during storage, with a concentration of

15% being the most recommended for up to 20 days of storage.

Key words: natural antimicrobial, shel life, Piper nigrum L, Bacillus cereus.

INTRODUCAO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é considerada o “rei das especiarias” na
indUstria alimenticia devido as suas caracteristicas de qualidade como sabor picante, cor
e aroma. O Brasil se destaca no comércio mundial como um dos maiores produtores da
pimenta-do-reino, com os Estados do Pard, Espirito Santo e Bahia contribuindo com a
maior producéo nacional (Oliveira et al. 2007). Apesar da pimenta-do-reino ser muito
apreciada e utilizada em diversas regides brasileiras, ela pode sofrer contaminagéo
durante a venda no comércio varejista principalmente em feiras livres. A presenca de
microrganismos como Salmonella spp., Bacillus cereus, Escherichia coli, coliformes a
45 °C e Staphylococcus aureus em especiarias pode causar doencas veiculadas por

alimentos, além de reduzir o prazo de validade do produto (Hertwig et al. 2015).
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Atualmente, dentre as técnicas utilizadas para reduzir a carga microbiana de
especiarias, se destaca tratamento com vapor, irradiacdo e fumigacdo com O6xido de
etileno (Golden et al. 2019). Embora eficazes na reducdo dos microrganismos, estas
técnicas afetam a qualidade dos alimentos, como o oxido de etileno, devido a presenca
de residuos, motivo pelo qual o seu uso foi proibido na Unido Europeia (Schweiggert et
al. 2007). Outra desvantagem € o elevado custo para 0s processadores de especiarias em
pequena escala.

Uma alternativa segura, simples e atrativa tem sido a aplicacdo de revestimento
edivel utilizando compostos naturais com reconhecida atividade antimicrobiana e
antioxidante. O revestimento edivel é uma fina camada de material comestivel aplicada
na superficie dos alimentos que age como barreira a contaminacdo por microrganismos
patogénicos, além de aumentar a vida Util do produto (Luvielmo e Lamas 2012). Dentre
os polissacarideos utilizados nos revestimentos comestiveis, o alginato de sddio é um
composto atraente devido as suas caracteristicas de biodegradabilidade, n&o-tdxico,
produtor de gel e um preco relativamente baixo (Bagheri et al. 2019).

A aplicacdo de revestimentos ediveis em produtos alimenticios tem sido relatada
por diversos autores (El-mossalami e Abdel-hakeim 2013, Vargas-Sanchez et al. 2014,
Viera et al. 2016, Thamnopoulos et al. 2018). Dentre os antimicrobianos naturais usados
na matriz no revestimento se destaca a propolis que além de sua atividade
antimicrobiana e antioxidante (Silici e Karaman 2014, Viera et al. 2016) também se
destaca por ser reconhecida como substancia geralmente segura (GRAS) (Tosi et al.
2007).

A propolis marrom utilizada na presente pesquisa € um produto da apicultura da
regido do Recéncavo Baiano que apresenta grande potencial devido aos seus compostos
bioativos e que € pouca explorada pela comunidade local devido o maior interesse na
comercializacdo do mel. Sabendo que a propolis € rica em compostos fenolicos e que
até o momento nenhum estudo foi realizado utilizando a sua aplicacdo para a
conservacgdo de especiarias, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do
revestimento da propolis marrom no controle do crescimento bacteriano na pimenta-do-

reino.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo do extrato da propolis
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Amostras do extrato de propolis de cor marrom a 30% foi adquirido
comercialmente de um entreposto certificado por meio da revendedora Abmel de Cruz
das Almas-Bahia, com as seguintes caracteristicas de acordo com a analise de controle
de qualidade indicadas pela Legislacdo Brasileira: umidade (5,53%), cinzas (1,95%),
cera (20,7%), massa mecanica (34,4%), sélidos sollveis em etanol (65,6%), flavonoides
totais (1,38 mg EAG/g) e fendis totais (12,35 mg EQ/g), além do valor para
antioxidantes DDPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (38,12%). Os extratos foram
produzidos no municipio de Cabaceiras do Paraguacu (12° 32' 08" S 39° 11' 27" W)
Bahia na comunidade de Pau Ferro.

Obtencéo e preparacdo das amostras de pimenta

A pimenta-do-reino foi adquirida em feiras livres nos municipios de Cruz das
Almas, Cachoeira e Santo Antonio de Jesus no Reconcavo Baiano. As amostras foram
acondicionadas em sacos transparentes de polietileno da mesma forma como sdo
disponibilizadas aos clientes. Foram adquiridos um total de 2,5 Kg de pimenta-do-reino
(Piper Nigrum L.) e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos e
Ambiental (LABMAA) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia em Cruz das
Almas-BA.

Atividade antibacteriana do extrato de propolis marrom

Para avaliar a atividade antibacteriana foram utilizadas bactérias Gram-positivas,
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Bacillus cereus ATCC 14579 e Gram-negativa,
Escherichia coli ATCC 25922 pertencentes ao acervo do Laboratorio de Microbiologia
Ambiental e de Alimentos (LABMAA) localizado no Nucleo de Estudos em Pesca e
Aquicultura - NEPA na Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB)- Cruz
das Almas.

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato
A determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do extrato de propolis
marrom foi realizada pela técnica de microdiluicdo em caldo, conforme as normas
descritas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (Clsi 2016). Inicialmente,
foram distribuidos 100 uL de caldo Muller-Hinton em todos os 96 pocos da placa de
Elisa. Posteriormente, adicionou-se 100 uL do extrato no primeiro pogo e, apds
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homogeneizacéo, foi transferido para o segundo e assim sucessivamente. A atividade
antimicrobiana do extrato foi avaliada em concentracGes decrescentes a partir de 300
mg mL™"até 0,1 mg mL™.

A concentracdo do indculo foi ajustada a 0,5 da Escala McFarland (1,5x10% UFC
mL™) em espectrofotdmetro (SP-22 Biospectro®) com comprimento de onda de 625 nm
e densidade Optica de 0,08 a 0,1. A seguir, foi diluida a suspensdo 1:10 com solugdo
salina de 0,85%, obtendo-se como indculo 1,5x10” UFC mL™. Posteriormente foram
inoculados 10 pL (1,5x10° UFC mL™) em cada poco. Foi realizado o controle de
esterilidade do meio de cultura, do extrato e da viabilidade dos microrganismos. Todos
os testes foram realizados em triplicata e as placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. A confirmacdo de inibicdo do crescimento
bacteriano foi realizada por meio do método colorimétrico que consiste na adi¢do de 20
pL da solugdo aquosa do corante rezasurina sodica (Sigma-Aldrich) na concentragdo de
0,01% em todos os pogos da placa. A placa foi incubada 37 °C e ap6s 2 horas procedeu-
se a leitura dos resultados. Os pogos que permaneceram de cor azul indicaram gque néo

houve crescimento bacteriano.

Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do extrato de propolis marrom

Para determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM), retirou-se uma
aliquota de 10 pl de cada poco que ndo houve crescimento bacteriano visivel,
semeando-a em placas de Petri contendo &gar Mueller-Hinton, incubadas a 37 °C por
24h. A CBM correspondeu a menor concentracdo do extrato que nao revelou

crescimento bacteriano visivel (Chen et al. 2018).

Preparacao da suspensao de revestimento

Para a obtencdo da suspensdo de revestimento foi utilizada a metodologia
proposta por Oussalah et al. (2006) e Passos et al. (2016) com modificacdes. O
revestimento edivel foi preparado utilizando uma suspensao base de alginato de sodio a
1% (AS1%) que foi solubilizado em &gua destilada estéril a temperatura ambiente sob
agitacdo por 2 h. Em seguida adicionou o glicerol na concentracdo de 1%. O extrato de
propolis marrom (EP) foi adicionado em concentracdes de 2,5% (25 mg mL™) a 15%
(150 mg mL™). A suspenséo foi mantida sob agitacdo por 10 minutos a temperatura

ambiente.
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Avaliacdo da vida util da pimenta-do-reino

As amostras de pimenta (150 g) foram submetidas ao revestimento por imerséo
durante 1 minuto (Pastor et al. 2011) no (Controle) e nos tratamentos T1
(AS1%+EP2,5%), T2 (AS1%+EP5%), T3 (AS1%+EP10%) e T4 (AS1%+EP15%).
Apos a imersdo, as amostras foram drenadas em uma rede de nylon a 25 °C por 1 h para
eliminar o excesso da suspensdo de revestimento e, entdo, foram armazenadas em sacos
de papel de primeiro uso em uma estufa com circulacao de ar a 40 °C por 72 horas. O
experimento foi realizado em triplicata e as analises microbioldgicas realizadas durante
o periodo experimental de 0, 10, 20 e 30 dias. As anélises de S. aureus, B. cereus,
bactérias mesdfilas e coliformes a 45 °C foram realizadas de acordo com o
Bacteriological Analytical Manual (BAM) descritas por Silva et al. (2010).

Andlise estatistica

As variagBes das taxas de B. cereus, S. aureus, coliformes a 45 °C e bactérias
mesofilas foram analisadas em funcdo da solucdo de prépolis e do periodo de
armazenamento das amostras. Estes dados foram submetidos & andlise de variancia
(teste F) e regressdo multilinear. Foi selecionado o modelo de regressdo mais
representativo com base na significancia do teste F (p < 0,05), os coeficientes das
regressdes lineares por meio do teste T de Student (p < 0,05) e segundo o coeficiente de
determinacdo mais ajustado do modelo. Para essas analises foi utilizado o procedimento
de andlise de regressdo do programa computacional software SPSS Statistics for
Windows, versao 25.0 (Ibm corp, 2017).

RESULTADOS

O extrato de propolis marrom apresentou atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos testados, e as bactérias Gram-positivas (B. cereus e S. aureus)
apresentaram maior sensibilidade com menores valores da (CIM) do que E. coli (Tabela
1). A maior atividade do extrato foi observada para S. aureus, tanto para a CIM quanto
para a CBM, enquanto a outra bactéria (B. cereus) necessitou de uma concentracdo

muito maior do extrato para atingir a CBM (Tabela 1).
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana do extrato de propolis marrom frente a bactérias

Gram-negativa e Gram-positiva.

Microrganismos Atividade antimicrobiana

CIM (mg mL™) CBM (mg mL™)
Escherichia coli 18 28
Bacillus cereus 0,5 150
Staphylococcus aureus 0,1 18

CIM-Concentracdo minima inibitoria; CBM-Concentragdo minima bactericida

Com base nos resultados da atividade antimicrobiana foi escolhido o intervalo
para se trabalhar as diferentes concentrac@es da prépolis na etapa do revestimento. Ao
se analisar as pimentas tratadas com o revestimento T1 (SA1%+EP2,5%) e T2
(SA1%+EP5%) foi possivel perceber uma reducdo de 100% da carga microbiana para
os coliformes a 45 °C durante o periodo de estocagem, quando comparados ao controle
(contagens de 2,66 log NMP g™ a > 3,04 log NMP g™).

Na Figura 1 pode-se verificar que aumentos unitarios no percentual da
concentracdo da propolis causou uma reducdo média linear de 0,16982 unidades de
logaritmo no nimero de B. cereus independente dos dias de avaliagdo. Assim, pode-se
estimar que o aumento em 5% na concentracdo da prépolis causou em média uma
reducdo de aproximadamente sete vezes na contagem desse microrganismo. Na primeira
etapa de avaliacédo (dia 0), sem adicdo do revestimento (Controle) a carga observada foi
de 5,77 log UFC g, todavia ao tratar a pimenta com 15% da solucéo da propolis (T4) a
contagem foi de 3,22 log UFC g™ com reducdo de 355 vezes no niimero de B. cereus.
Por outro lado, as amostras com 30 dias, sem revestimento (T1) apresentaram uma
carga microbiana de 7,96 log UFC g™ e quando tratado com 15% da solugdo da prépolis
(T5) a carga microbiana diminuiu 347 vezes (5,42 log UFC g™).

Em relacdo ao efeito dos dias, a anélise estatistica mostrou que independente das
concentracOes testadas houve um acréscimo de 0,73 unidades no log do nimero de B.
cereus correspondente a cada 10 dias de exposicdo do produto, 0 que representa uma
taxa de multiplicaco estimada em 5,4 vezes no numero de B. cereus (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do revestimento da propolis na pimenta-do-reino para contagem de
Bacillus cereus durante 30 dias de armazenamento.

Na Figura 2 para S. aureus observa-se que acréscimos de 1% na concentracdo da
propolis se estima uma reducdo de 0,19487 unidades de log na contagem do
microrganismo independentemente do tempo de armazenamento das amostras. Portanto,
a cada 5% na concentracdo do produto causou uma reducdo de 9,4 vezes na carga
microbiana de S.aureus. Essa reducdo foi mais elevada quando comparada ao B. cereus.
Analisando o efeito a cada 10 dias, houve um aumento meédio de 0,4812 unidades de log

no nimero de S. aureus. Estes valores correspondem a uma elevacdo de 3 vezes no
crescimento do microrganismo.
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Figura 2. Efeito do revestimento da propolis na pimenta-do-reino para contagem de
Staphylococcus aureus durante 30 dias de armazenamento.
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Para analise de mesofilos (Figura 3), os coeficientes de regressdo do modelo
indicam que a adicdo de cada 1% da propolis ocasionou uma reducdo de 0,14706
unidades de log no namero de mesofilos, mostrando também que a cada 5% na
concentracdo da prépolis houve um decréscimo médio de 5,4 vezes na contagem. Para o
efeito do tempo de armazenamento foi verificado um aumento médio de 0,4318
unidades de log na contagem de bactérias mesofilas a cada 10 dias. Estes resultados
indicam que houve crescimento de 2,7 vezes para estes microrganismos e inferior a
observada para S. aureus.

Analisando os coeficientes de determinacdo dos modelos foi verificado que
96,65%, 80,61% e 86,04% das variacGes que ocorreram nas contagens de B. cereus, S.
aureus e bactérias mesofilas, respectivamente, sdo explicadas por diferencas nas
varidveis concentracdo e tempo. Esses dados revelam que o modelo confere uma

elevada representatividade e confiabilidade para os dados pesquisados.
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Figura 3. Efeito do revestimento da propolis na pimenta-do-reino para contagem de

bactérias meséfilas durante 30 dias de armazenamento.

DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana do extrato da prépolis marrom foi comprovada para E.
coli, S. aureus e B. cereus. A acdo da propolis € atribuida principalmente aos compostos
fenolicos (flavonoides e acidos fenolicos) que sdo reconhecidos por desempenharem
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alguns mecanismos como interferéncia na divisdo celular, com alteracdes do citoplasma
e inibicdo da sintese de proteinas, responsaveis pela morte das células (Takaisi-Kikuni e
Schilcher 1994). Segundo Mirzoeva et al. (1997) outros compostos presentes na
prépolis como componentes cinamicos e flavonoides também sdo capazes de
desestabilizar a membrana citoplasmatica e inibir a motilidade bacteriana.

O valor da CIM mais elevada (18 mg mL™) para inibir E. coli no teste in vitro
pode estar ligada a presenca da parede celular quimicamente mais complexa dos Gram
negativos, com a presenca de uma membrana externa de lipopolissacarideos que
dificulta a acdo dos compostos fendlicos presente no extrato da prépolis (Pinto et al.
2011). Os dados obtidos corroboram com o que ja vem sendo relatado na literatura, a
menor sensibilidade dos microrganismos Gram-negativos em relacdo aos Gram-
positivos (Sforcin et al. 2000).

A acdo da prépolis em S. aureus (CIM 0,1 mg mL™) pode estar associado a ac&o
da galangina, composto presente na prépolis que atua induzindo a perda de potassio
pelas células, causando danos a membrana citoplasmaética ou o enfraquecimento da
parede celular ocasionando a lise osmotica (Cushnie e Lamb 2005). Resultados
mostrando a eficiéncia da prépolis verde frente as cepas de S. aureus foram descritos
por Chen et al. (2018) ao relatarem baixas CIM (0,01mg/mL) e CBM (0,02 mg/mL)
qguando comparados com o presente estudo.

Apesar de B. cereus apresentar uma CIM baixa, sua CBM foi muito maior (150
mg mL™), provavelmente devido a capacidade do microrganismo em formar
enddsporos, 0s quais sdo capazes de sobreviver a condi¢es adversas em virtude das
varias camadas proteicas que fornecem protecdo contra uma variedade de estresses,
como tratamentos fisicos e quimicos de preservagdo (Abhyankar et al. 2019).

Com relacgéo a etapa de revestimento apesar do tratamento T1 (2,5%) ser eficiente
para o grupo coliforme, a concentracdo antimicrobiana considerada mais eficiente na
reducdo da carga microbiana dos demais bioindicadores foi de 15% (T4) para um
periodo de 20 dias (Icmsf 1974 e Ec 2004), devido o aumento na carga microbiana de B.
cereus com 30 dias (Figura 1). Uma alternativa para minimizar a resisténcia dos
enddsporos de B. cereus seria a reaplicacdo do revestimento a cada 20 dias. Apesar da
prépolis conter compostos hidrofébicos que constituem uma pelicula biodegradavel na
superficie do fruto formando barreira semipermeavel, com reducdo da umidade (Passos

et al. 2016) e barreira microbioldgica (Sforcin e Bankova 2011) e o alginato de sddio
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atuando na adesdo do revestimento a superficie de frutas e vegetais, promovendo uma
barreira ao oxigénio devido a sua estrutura compacta e ordenada de rede ligada ao
hidrogénio (Tapia et al. 2007), acredita-se que o crescimento de B. cereus apos 20 dias
de tratamento ocorreu devido a volatilizacdo dos compostos da propolis.

Estudos sobre a eficiéncia da propolis com acdo antimicrobiana tém sido
comprovados em diferentes alimentos. Segundo Alvarez et al. (2015) a pulverizacéo de
vegetais minimamente processados (aipo, alho-poré e abdbora) com solucdo de extrato
da propolis apresentou efeito inibitério no crescimento de E. coli O157:H7 entre os dias
7 e 10 de armazenamento. J& Kameyama et al. (2008), verificaram que o extrato da
prépolis exerceu atividade antimicrobiana sobre contaminantes de cenoura
minimamente processada até 10 dias de armazenamento.

A aplicacdo da prépolis marrom como revestimento edivel se mostrou viavel e
pode ser uma alternativa para a inddstria de alimentos uma vez que essa prépolis que é
um produto da apicultura tem sido pouco aproveitada na regido do reconcavo baiano,
devido a falta de informacdes por parte dos apicultores que direcionam sua producédo
apenas para o mel. Nesse sentido, a prépolis estudada pode ser utilizada pela
comunidade local para a conservacdo de produtos alimenticios em virtude da sua
riqueza em compostos bioativos, além de agregar valor a atividade apicola.

Aliado a isso, estender a vida Util da pimenta-do-reino em 20 dias durante o
armazenamento aumenta a qualidade microbioldgica para os consumidores gerando
beneficios para os feirantes uma vez que esse tratamento vem agregar melhorias nas

condicdes higiénicas sanitarias desse produto que € comercializado de forma precéria.

CONCLUSAO

O revestimento edivel da propolis marrom se mostrou eficaz na reducdo da carga
microbiana da pimenta-do-reino com o tratamento T4 (SA1%+EP15%) sendo o mais
eficiente na reducdo de B. cereus, S. aureus e bactérias meséfilas. Dessa forma, o
revestimento da prépolis marrom melhora a qualidade microbioldgica da pimenta-do-

reino por até 20 dias de armazenamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

O consumo das especiarias pimenta-do-reino, canela e orégano
comercializadas em feiras livres de municipios do Recdncavo da Bahia
oferecem sérios riscos de intoxicacdo e/ou infec¢cdes alimentares devido a
presenca de microrganismos patogénicos. Além disso, as especiarias podem
contribuir com a veiculacdo de bactérias multiressistentes.

Neste trabalho, o grande problema da contaminacdo das especiarias foi a
presenca de B. cereus por ser uma bactéria produtora de enddsporos e com
isso foi mais resistente ao tratamento com prépolis. Acredita-se que a
reaplicacdo do tratamento de revestimento a cada 20 dias podera inibir ou até
eliminar os microrganismos, aumentado ainda mais a vida util da pimenta-do-
reino.

Assim, como alternativa para o tratamento das especiarias sugere-se o
revestimento edivel com outros antimicrobianos naturais, ou até mesmo outros
tipos de propolis a fim de verificar se ocorre uma reducado mais eficaz na carga
microbiana de B. cereus. Vale destacar que estudos posteriores podem ser
desenvolvidos utilizando revestimentos ediveis com alginato + extrato de
propolis como alternativa para a qualidade na conservacao de outros produtos

alimenticios.
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