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RESUMO - A presente pesquisa visou o estudo da atividade antimicrobiana de extrato de Physalis sobre trés
microrganismos (Salmonella sp.; Escherichia coli; Staphylococcus aureus), considerados importantes
patdgenos causadores de surtos alimentares no mundo todo. Apdés a ativagdo das cepas bacterianas e
confirmagdo da sua pureza, a atividade antimicrobiana e o espectro de agdo do extrato foram inicialmente
avaliados pela técnica de Difusdo em Agar. Posteriormente, foram realizados experimentos para determinacao
da sua Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) pelas técnicas de Diluicdo em Agar e Microdiluicdo em Caldo, de
acordo com as normas preconizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Foram obtidos
resultados satisfatorios quanto a acdo antimicrobiana do extrato de Physalis frente a microrganismos de
relevancia em seguranca de alimentos, cuja atividade antimicrobiana pode estar relacionada com a presenca de
compostos bioativos. Para a comprovacdo desta informacdo, surge como uma das perspectivas da pesquisa a
realizacdo futura de analises cromatogréficas.

ABSTRACT — This research aimed to study the antimicrobial activity of Physalis extract on three
microorganisms (Salmonella sp.; Escherichia coli; Staphylococcus aureus), considered important pathogens that
cause food outbreaks worldwide. After activating the bacterial strains and confirming their purity, the
antimicrobial activity and the spectrum of action of the extract were initially evaluated by the Agar Diffusion
technique. Subsequently, experiments were carried out to determine its Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) using the Agar Dilution and Broth Microdilution techniques, according to the standards recommended by
the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Satisfactory results were obtained regarding the
antimicrobial action of Physalis extract against microorganisms of relevance in food safety, whose antimicrobial
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activity may be related to the presence of bioactive compounds. In order to confirm this information, the future
performance of chromatographic analyzes appears as one of the research perspectives.

PALAVRAS-CHAVE: a¢do antimicrobiana; compostos naturais; patégenos alimentares; Physalis.

KEYWORDS: antimicrobial action; natural compounds; food pathogens; Physalis.

1. INTRODUCAO

O extrato de fisalis é obtido de plantas do género Physalis, pertencentes a familia Solanaceae, que
correspondem a um grupo abrangente e com grande importancia econdmica, uma vez que sdo utilizadas na
alimentacdo humana (P. peruviana), na producdo de substancias de uso farmacéutico (P. angulata) e em
ornamentacédo (P. alkekengi). Além disso, estudos realizados com extratos das folhas de diferentes espécies de
Physalis tém revelado importantes atividades biolégicas, como acdo antimicrobiana, antioxidante,
anticancerigena e antinflamatéria (Muniz et al., 2015). Em virtude de existirem poucos estudos relacionados ao
potencial antimicrobiano do extrato de Physalis, planta facilmente adaptavel ao clima temperado do Estado do
Rio Grande do Sul, se torna relevante o estudo do seu efeito frente ao desenvolvimento de importantes
patogenos alimentares, de forma a avaliar a sua possivel futura aplicabilidade na conservacdo de produtos
alimenticios.

Com vistas as propriedades apresentadas pelo extrato de Physalis, a presente pesquisa buscou avaliar a
potencial acdo antimicrobiana deste composto sobre trés microrganismos (Salmonella sp.; Escherichia coli;
Staphylococcus aureus), considerados importantes patdgenos causadores de surtos alimentares que,
consequentemente, afetam a seguranca de alimentos global.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cepas bacterianas

Foram utilizadas cepas de Salmonella sp., E. coli e S. aureus causadoras de surtos alimentares
ocorridos no Estado do Rio Grande do Sul. O inicio dos experimentos se deu com a ativacdo destas cepas
através de cultivo em caldo triptona de soja (TSB) por 18 a 24 horas a 35-37 °C, uma vez que elas permanecem
estocadas congeladas em meio TSB com 40% de glicerol. Para a confirmacdo da pureza das culturas, estas
foram submetidas a técnica de Coloracdo de Gram e ao cultivo em meios sélidos seletivos, observando-se
caracteristicas morfoldgicas pertinentes para todos os microrganismos estudados.

2.2 Obtencéo do extrato de Physalis

As frutas foram cedidas pelo Instituto Federal de Educacgdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do
Sul — Campus Sertdo (28° 02' 43.2" S x 52° 16' 28" W). As amostras foram lavadas e cortadas ao meio para
separacao da semente, polpa e casca. A polpa foi submetida a secagem em estufa com circulagdo de ar por 24 h
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a 38 °C e posteriormente reduzida em moinho de facas. A extracdo foi realizada em frasco erlenmeyer através
da adicdo de uma determinada massa de Physalis em etanol (53:27 v/v) sob aquecimento (40 °C) por 2 horas,
obtendo-se um extrato com concentracdo de 0,04 g/mL.

Foram obtidas trés amostras do extrato de Physalis, filtradas em papel filtro e mantidas em frascos
ambar sob refrigeracdo: uma “natural” ndo submetida a nenhum processo para eliminagdo do solvente etanol;
outra que permaneceu em capela protegida com papel aluminio, em local escuro e temperatura ambiente por 24
horas para volatilizacdo do etanol; e outra submetida a rotavapor e protegida com papel aluminio (rotavapor
Marconi e bomba de vacuo SL60 Solab; temperatura de 45 °C, rotacdo entre 4 e 5) para eliminacdo do etanol.
Este etanol se refere aquele utilizado na obtencéo do extrato de Physalis, de acordo com metodologia descrita.

2.3 Screening inicial da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana e o espectro de ac¢do do extrato de Physalis foram avaliados pela técnica de
Difusdo em Agar com pogos em meio de cultura solido. Apds ativagio em caldo TSB, os indculos foram
ajustados em caldo TSB estéril a uma concentracdo em torno de 108-10° UFC/mL (correspondente a turbidez 0,5
na escala McFarland). As suspensfes microbianas preparadas foram inoculadas no meio agar Muller-Hilton
(MH) pela técnica de plaqueamento em profundidade. Apds secagem e solidificagdo das placas, foram feitos
manualmente pocos de aproximadamente 5 mm de didmetro, os quais foram preenchidos com 32 pL das
amostras de Physalis. Como controle positivo foi utilizado o antibi6tico ciprofloxacino e como controle
negativo agua destilada estéril. Apo6s a incubagdo das placas a 35-37 °C por 24 a 48 h, a atividade
antimicrobiana foi avaliada pela média dos didametros das zonas de inibigdo formadas contra os microrganismos
testados. O teste foi realizado em duplicata.

2.4 Avaliagéo da Concentracéo Inibitoria Minima

A avaliagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de acordo com normas
preconizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute, com algumas modificagdes. Primeiramente foi
realizado o teste de Diluicdo em Agar, o qual consiste na incorporacéo de concentracdes seriadas e logaritmicas
de um antimicrobiano em meio de cultura na forma de agar e distribuicdo em placas de Petri individuais. Cada
placa representa uma unica concentragdo de antimicrobiano. As amostras bacterianas foram inoculadas (100 pL)
sobre a superficie do agar com posterior espalhamento pela técnica de plaqueamento em superficie com o
auxilio de alga de Drigalski. As placas inoculadas foram incubadas por 18 a 24 horas, a 35-37 °C. Ap0s este
periodo, a CIM foi determinada como a menor concentragdo dos agentes testados que ndo permitiu o
crescimento macroscépico bacteriano. Os testes foram realizados em duplicata.

Além disso, para a determinacdo da CIM em meio liquido, foi realizada a técnica de Microdiluigdo em
Caldo pela utilizagdo de microplacas de poliestireno de 96 pocos. Cem microlitros das solugdes do extrato de
Physalis foram adicionadas a um volume igual do meio de cultura (caldo TSB) nos primeiros pogos da
microplaca, seguido de diluicbes seriadas nos pocos subsequentes a fim de se obter um gradiente de
concentracdo de 50% a 6,25%. Dez microlitros da suspensdo microbiana (concentragéo final 1x10% UFC/mL)
foram adicionados em cada pogo, com posterior incubagdo das placas a 35-37 °C por 18 a 24 horas. Como
controles positivos foram utilizadas solucbes de etanol 99,8% P.A. e hipoclorito de sodio 1%, enquanto que
meio de cultura (caldo TSB) estéril foi utilizado como controle negativo do experimento. O teste foi realizado
em duplicata.

Para a determinagdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM), 50 uL da solucéo de todos 0s pogos
que ndo apresentaram crescimento visivel foram inoculados sobre a superficie de placas de MH com posterior
incubacédo a 35-37 °C por 18 a 24 horas. A amostra com a menor concentracdo de agente que ndo apresentou
crescimento foi considerada a CBM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Screening inicial da atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos nos experimentos de screening inicial da atividade antimicrobiana seguem
demonstrados nas figuras abaixo para as seguintes amostras: extrato de Physalis submetido a rotavapor (PR);
extrato de Physalis natural (PP); e extrato de Physalis mantido em capela (PE). Para os trés microrganismos
analisados, foi possivel verificar halos de inibicdo do crescimento microbiano apenas nos pogos que
apresentavam o controle positivo apos 24 e 48 horas de incubacéo, nos dois experimentos realizados (Figura 1).

Figura 1 - Resultados do screening inicial de atividade antimicrobiana de extrato de Physalis contra
Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Escherichia coli, respectivamente.

Resultados similares em relagdo a ndo formacdo de halo de inibi¢do no caso dos microrganismos
analisados na presenga de extrato de Physalis também foram detectados por Henz e Santim (2007). Estes
autores analisaram a bactéria Salmonella sp. e verificaram a inexisténcia de zona de inibigdo quando extratos e
6leos essenciais de plantas foram testados contra este microrganismo. Importante ressaltar que € imprescindivel
realizar a determinagdo da composi¢do quimica de 6leos essenciais e demais extratos de plantas, a fim de se
entender quais suas potencialidades para saber como melhor aplica-las. Ainda, fatores tais como quimiotipo,
época de colheita, impacto do clima e regido de plantio das plantas sdo apontados como influenciadores da
atividade antimicrobiana de 6leos e extratos vegetais.

3.2 Avaliacdo da Concentracéao Inibitoria Minima

Técnica de Diluicio em Agar: Foi analisada a acdo de dois extratos de Physalis (amostra submetida &
rotavapor e amostra mantida em capela) sob 0s microrganismos S. aureus, Salmonella sp. e E. coli. O extrato
natural ndo foi utilizado nestes experimentos devido aos teores de etanol presentes na sua formulacdo que
poderiam influenciar nos resultados da acéo frente aos microrganismos estudados. Foram testados 0s extratos
nas concentracBes de 5%, 10%, 20% e 40%. Em relacdo aos resultados, verificou-se que a partir de 20% de
extrato de Physalis mantido em capela houve inibi¢do do crescimento dos microrganismos nas placas (Figura 2),
enquanto que apenas a partir de 40% de extrato de Physalis submetido a rotavapor houve visivel inibicdo do
crescimento microbiano (Figura 3, resultados demonstrados para Salmonella sp.).

Solugdes de hipoclorito de sodio e de etanol foram utilizadas como controles positivos e inibiram o
desenvolvimento microbiano, enquanto que meio de cultura sem nenhum dos agentes estudados foi considerado
0 controle negativo do experimento.

Figura 2 - Acdo do extrato de Physalis mantido em capela sob a) Staphylococcus aureus; b) Salmonella sp.; c)
Escherichia coli quando aplicado em diferentes concentragfes no meio de cultura equivalentes a 5%, 10%, 20%
e 40%, respectivamente.
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Figura 3 - Agdo do extrato de Physalis submetido a rotavapor sob Salmonella sp. quando aplicado em diferentes
concentracdes no meio de cultura equivalentes a 5%, 10%, 20% e 40%, respectivamente.

Observou-se que foi necessaria o dobro da concentracdo do extrato de Physalis submetido a rotavapor
para o impedimento do desenvolvimento microbiano, em comparacdo a concentracdo necessaria do extrato
mantido em capela para a obtengdo do mesmo resultado. Isto ocorreu possivelmente pelo fato de que a
eliminacdo do etanol do extrato de Physalis € maior quando se trata do sistema em rotavapor se comparado a
manutencao em capela.

Tomassini et al. (2000) constataram a acdo antibacteriana de extrato de Physalis em ensaios frente a
cepas de S. aureus e E. coli. Outro ponto a ser destacado, em relacdo aos resultados relevantes de acdo
antimicrobiana do presente estudo, é que esta pode ter sido influenciada de forma significativa pela presenca de
etanol, uma vez que este, em virtude de sua atividade bacteriostatica, impacta consideravelmente nas
propriedades antimicrobianas de extratos vegetais (Michelin et al., 2005).

Técnica de Microdiluicdo em Caldo: Para todos os microrganismos estudados, a CIM de cada um dos
trés extratos foi 50% (100 pL da solucéo de extrato em 100 uL do meio de cultura TSB no pogo da microplaca;
maior concentracdo analisada), exceto para S. aureus cultivado na presenca de extrato de Physalis mantido em
capela, em que a concentracdo de 25% do extrato foi capaz de inibir visivelmente o crescimento microbiano.
Ainda, para todos os extratos testados, quanto menor a sua concentracdo, maior o crescimento microbiano
visivel. Aparentemente, os trés microrganismos se comportaram de forma muito similar frente ao cultivo na
presenca dos diferentes extratos de Physalis.

A partir destas observacdes foi possivel realizar a determinagdo da CBM através do plaqueamento em
meio MH de parte do volume contido nos pogos das microplacas que ndo aparentavam crescimento bacteriano
visivel. Apds o plagueamento e incubagédo, apenas as placas referentes aos pogos codificados como A4 (S.
aureus; 50% extrato de Physalis natural), A7 (E. coli; 50% extrato de Physalis natural), A10 (Salmonella sp;
50% extrato de Physalis natural) e E3 (S. aureus; 50% extrato de Physalis mantido em capela) ndo apresentaram
Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) indicativas do desenvolvimento microbiano (Figura 4). Ressalte-se que
todos estes pocos possuiam a maior concentracao testada (50%) de extrato de Physalis, com possivel presenca
de quantidade de etanol dissolvida nestas solucBes (extrato de Physalis natural; extrato de Physalis mantido em
capela). Novamente a presenca de etanol parece ter influenciado nos resultados obtidos, haja vista que o etanol
possui atividade contra bactérias, virus, micobactérias e fungos (Santos et al., 2002).

Figura 4 - Resultados do experimento para determinacdo de Concentracdo Bactericida Minima para as placas
referentes aos pocos A4, A7, A10 e E3, respectivamente, sem o desenvolvimento de Unidades Formadoras de
Colodnia.
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4. CONCLUSOES

Para os extratos de Physalis, o enfoque foi a determinacdo de CIM para aqueles submetidos a
rotavapor ou mantidos em capela para volatilizacdo do etanol. O extrato natural, devido a possivel maior
presenca de etanol na sua composicdo (oriundo da técnica de obtencdo do extrato de Physalis), ndo apresentou
tanta relevancia de estudo. Através das técnicas de Diluicdo em Agar e Microdiluicio em Caldo foi possivel a
determinagdo de CIM para os diferentes extratos de Physalis frente aos microrganismos testados. Os valores
obtidos variaram entre 20 e 25% para o extrato mantido em capela e entre 40 e 50% para o extrato submetido a
rotavapor, indicando uma boa realizagéo de ambas as técnicas devido & proximidade dos resultados obtidos.

Como uma etapa futura deste trabalho sugere-se a realizagdo de analises cromatograficas, com
enfoque no estudo de substancias com potencial antimicrobiano extensivamente relatadas na literatura, para
comprovagdo e maior veracidade dos dados aqui apresentados.
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