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RESUMO

Avaliou-se a atividade antibacteriana de extrato aquoso do condimento estragao — Artemisia dracunculus linn. (Asteraceae),
variedade inodora —, frente a Salmonella enteritidis (ATCC 11076), por meio do sistema de tubos multiplos e pelo emprego de
desinibidores bacterianos, determinando-se a Intensidade de Inibicao/Inativacao (IINIB/IINAB), observando-se expressiva inibicao,
bem como auséncia de inativacao sobre esta salmonela. Na presenca do fator matéria organica/sujeira representada pelo leite, estes
atributos repetiram-se, embora com menor intensidade de inibicao. Posteriormente, avaliou-se a preditividade de uma técnica oficial
de isolamento desta bactéria, utilizando uma solucao experimental de leite e caldo BHI (Brain Heart Infusion), contaminada com
10* UFC/mL da salmonela em estudo. Verificou-se a auséncia de isolamento desta bactéria em aliquotas de 25 mL, apos periodos de
24, 48 e 72 h de incubacao a 36°C, comprometendo a Validade Preditiva dos Resultados Negativos (VPR-) do teste. Sugere-se que,
nas investigacoes epidemioldgicas de surtos toxiinfectivos alimentares, devem-se ser acrescidas informagées sobre condimentagao
vegetal, entre outras, pertinentes a complexidade crescente do sistema de alimentagao e nutricao.

Palavras-chave: atividade antibacteriana, Artemisia dracunculus, preditividade em salmonela, alimentos condimentados, estragao.

SUMMARY

ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND PREDITIVITY OF Artemisia acunculus (Asteraceae), VAR. inodora — TARRAGON -, AS CONDIMENT,
AGAINST Salmonella sp. It was evaluated antibacterial activity of watery extract of the condiment tarragon — Artemisia dracunculus
linn., var. inodora —, against the Salmonella enteritidis (ATCC 11076), through the system of multiple pipes and the job of bacterial
inhibitors, it was determined Intensity of inhibition/inativation (IINIB/IINAB), observing expressive inhibition, as well as absence
of inativation on this salmonela. In presence of the organic substance, represented by skimmed barren milk, these attributes if
had repeated, even so with lesser intensity of inhnibition. Later, it was evaluated preditividade of one official technique of isolation
of this bacterium, using an experimental solution of milk and BHI broth (Brain Heart Infusion), contaminated with 10* CFU/ mL
of salmonela in study. It was verified absence of isolation of this bacterium in aliquots of 25 mL, after periods of 24, 48 and 72
hours of incubation at 36°C, compromising the Preditive Validity of the Negative Results (PVR-) of the test. One suggests that, in the
inquiries epidemiologists of alimentary toxinfectives studies, information could be increased about vegetal condimentary, among

others, pertinent to the increasing complexity of the system of feeding and nutrition.
Keyswords: antimicrobial activity, Artemisia dracunculus, preditivity in salmonella, condimented foods, tarragon.

1 - INTRODUCAO

Plantas aromaticas/condimentares, ou ainda as cha-
madas especiarias, usadas em alimentos com fins aro-
matizantes, tendo identificada a atividade antibacteriana,
podem ser usadas como conservantes de alimentos [1]. Os
consumidores tém buscado pelo consumo de alimentos de
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alta qualidade, preferencialmente os que nao sejam extre-
mamente processados e os mais naturais possiveis [18]. A
industria de alimentos tem passado por constantes pres-
soes para que sejam removidos os conservantes quimicos
e que adotem alternativas naturais para a preservacao do
tempo de vida dos produtos alimenticios [27]. Entre estas
alternativas encontram-se os Sistemas Antimicrobianos
Naturais, resultantes de recursos renovaveis.

O estragao utilizado como condimento/aromatizante na
culinaria internacional, destacou-se como efetivo inibidor
frente a varias bactérias, principalmente Salmonella sp.,
em triagens de antimicrobianos naturais de origem vege-
tal [10]. A planta é originaria do Oriente Médio, chegando
a Europa no século XVI através da Espanha mourisca,
condimentando desde grelhados até bebidas geladas [21].
Sao conhecidas duas espécies de estragao: o francés ou
estragao verdadeiro, Artemisia dracunculus Linn., var.
sativa, que nao produz sementes e € reproduzido por
estacas, nao tolerando o excesso de luminosidade nem o
excesso de chuvas. Dificilmente é encontrado nas condicoes
brasileiras; e o estragao russo, Artemisia dracunculus,
var. inodora, também conhecido como Artemisia dracun-
culoides, que produz sementes em abundancia e é mais
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adaptado as nossas condi¢oes. Embora quase inodoro,
desenvolve algum aroma com a idade, nao tendo grande
valor comercial. O emprego gastronémico do estragao é
feito com parcimonia, por meio de diferentes extragoes,
em iguarias como vinagres aromatizados, saladas com foie
gras, cremes, sopas € purés com leite e ovos [17].

O presente trabalho propoe avaliar a Intensidade de
Atividade Inibicao (IINIB) e a Intensidade de Atividade de
Inativacao (IINAB), seletivas, do condimento vegetal estra-
gao, bem como avaliar a preditividade das pesquisas de
salmonela em alimento experimental condimentado com
esta especiaria.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostra vegetal

Artemisia dracunculus Linn., var. inodora, estragao,
foi colhido em Eldorado do Sul (RS), distrito de Parque
Eldorado, no periodo de floracdo, de uma comunidade
de exemplares com dez unidades, mantidos em floreira e
classificados como introduzido na area [9].

Esta planta foi classificada botanicamente por MARODIN
[19], providenciando-se exsicatas, desenvolvidas segundo
MING [20], material este destinado ao depédsito junto ao
herbario do Instituto de Biociéncias, no Departamento de
Botanica da UFRGS, Porto Alegre (RS), Brasil.

2.2 - Extrato vegetal

Talos, folhas e flores do estragao, verdes, foram tri-
turadas grosseiramente e colocadas em alcool etilico, de
cereais, a 96° GL, segundo FARMACOPEIA BRASILEIRA
[16] na proporcao de 400 g de planta verde para 1.000
mL de alcool, para extracao hidro-alcoélica. Em um prazo
nao inferior a 15 dias, este extrato foi submetido a des-
tilacao fracionada sob pressao reduzida em rota-vapor,
desprezando-se a porcgao alcodlica com re-hidratacao
asséptica, restabelecendo-se as concentragodes iniciais
do extrato vegetal, denominado entdo, de solucao con-
servante ou antibacteriana.

2.3 - O in6culo

Salmonella entérica sorovar Enteritidis (ATCC 11076),
mantida em banca de cultura estocado a -18°C, foi ativada
em BHI (Brain Heart Infusion, OXOID), a 36°C por 18 a24 h
de incubacdo, atingido, no minimo, 1,0 x 10° UFC/mL,
confrontada nos diferentes experimentos com o conservante
vegetal por meio de dilui¢goes seriais logaritmicas/suspen-
soes bacterianas, determinadas biometricamente segundo
CAVALLI-SFORZA [12].

2.4 - O método e as técnicas

2.4.1 - Método para avaliacao antibacteriana
O método para a avaliacao da atividade antibacteriana

do extrato de estragao foi o de diluicao [14], usando-se na
triagem a técnica do sistema de tubos multiplos, confron-
tando a solugao conservante de estragao, com 8 dilui¢oes
(10! a 10® UFC/mL) dos in6culos de salmonela [2, 3, 4].
Os resultados foram lidos como Intensidade da Atividade
de Inibicao Bacteriana (IINIB) e Intensidade da Atividade
de Inativacao Bacteriana (IINAB). Entende-se por IINIB o
resultado do confronto da bactéria com a solucao conser-
vante, em meio BHI (Brain Heart Infusion, OXOID), por
meio de leituras por plaqueamentos, independentes de
crescimento/turvacao em meio seletivo e diferencial (Mac
Conkey, OXOID), em intervalos de 24, 48 e 72 h de incubacao
a 36°C. Entende-se por IINAB o mesmo resultado, porém
sob influéncia de desinibidores bacterianos acrescidos ao
BHI [14; 15; 24; 25]. IINIB e IINAB sao representadas por
variaveis ordinais arbitrarias que assumiram valores de
8 a 0 e que indicam a intensidade da atividade antibac-
teriana (ou nao atividade=n.a) que uma solucao testada
tem sobre uma dada dose infectante de microrganismo,
nas diferentes condicoes do experimento, ou seja, com e
sem desinibidores bacterianos.

2.4.2 - Preditividade IINIB E IINAB

A leitura dos resultados IINIB e IINAB foi submetida
a avaliacado de Sensibilidade (S) e a Validade Preditiva
dos Resultados Positivos (VPR+). A Especificidade (E) e a
Validade Preditiva dos Resultados Negativos (VPR-) foram
garantidas pelo emprego de desinibidores bacterianos.
A precisao do método (influéncia de fatores extrinsecos)
foi testada pela alternancia de executores buscando se-
melhanca e significancia estatistica dos resultados con-
seqiientes [28, 13].

2.4.3 - Simulacao em alimentos

Seguindo os objetivos, simulou-se, experimentalmen-
te, alimento condimentado com solucao conservante de
estragao a 50%, a partir de droga crua, segundo FARMA-
COPEIA BRASILEIRA [16], utilizando BHI em concentracao
de uso acrescido de 20% de leite desnatado esterilizado
representando o fator matéria organica/sujeira. Esta simu-
lacao foi contaminada com salmonela na dose infectante
de 10* UFC/mL. ou diluicao de 10° de um inéculo de 2,3
x 10° UFC/mL. Elegeu-se a suspensao de 10* UFC/mL
como inéculo experimental, uma vez que Carvalho [11]
confirmou, a luz de outros autores que em relacao a bac-
térias deteriorantes em carnes frescas, a dose inicial para
o aparecimento de sintomas de deterioracao encontra-se
10% a 10* UFC/g. O experimento foi submetido, em duas
repeticoes, a pesquisa de salmonela segundo a técnica ofi-
cial do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Mapa, do Brasil [6].

2.4.4 - Analise estatistica

Na verificagcdo matematica dos resultados obtidos as
variaveis IINIB e IINAB foram avaliadas através da analise
estatistica descritiva e analise de variancia através do teste
de Fischer [12].
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando a Tabela 1, a solucao conservante de
estragao na concentracao 50% frente ao inéculo de
salmonela em estudo mostrou intensa inibicao (IINIB)
em ambas as analises, ressaltando que estas foram exe-
cutadas por diferentes técnicos, a partir de alcolaturas
com plantas de diferentes coletas. Isto sugere precisao
do método (resisténcia a fatores extrinsecos), pela di-
ferenca nao significativa a nivel de 5% (teste de Fisher)
dos resultados obtidos.

TABELA 1 - Intensidade de Inibicao e Inativacao (IINIB-IINAB)
produzidos por extrato aquoso a 50% de estragao (Artemisia
dracunculus linn., var. inodora), sobre Salmonella entérica
sorovar enteritidis (ATCC 11076)

Estragao a 50%

IINIB IINAB
Tempo a a a a
’ ana'1lise* anézlise* Média an;Iise* anézlise* Média
24 h 8 6 7 0 0 0
48 h 7 6 6,5 0 0 0
72h 8 8 8 0 0 0

8 a l=variaveis ordinais arbitrarias, decrescentes, que representam a Intensidade
de Inibicao/laténcia (IINIB) ou Inativacdo/morte (IINAB). *Média de duas execugoes.
0=nao atividade

Pela mesma tabela, deduz-se que ndo houve inati-
vacao/morte bacteriana (IINAB) mesmo apds 72 h de
exposicao do inéculo a solucao conservante, resultado
garantido pelo emprego dos desinibidores bacterianos. Por
outro lado, como os resultados de IINAB foram zero de
intensidade, isto é, ocorreu crescimento bacteriana pleno
e, nas colunas IINIB, obteve-se resultados expressivos
de intensidade de inibicdo. Entende-se que a salmonela
esteja somente em estado de laténcia (inibi¢do) sob o
efeito da solucao conservante de estragiao, o que poéde
ser revertido pelos desinibidores.

Na Tabela 2, com a introducao do fator matéria orga-
nica/sujeira, verificaram-se resultados semelhantes aos ja
discutidos na Tabela 1, embora com menor intensidade
do que o IINIB. Este fato pode ser atribuido a proépria
matéria organica/sujeira presente, representada pelo leite
desnatado. Pode-se destacar, novamente, a IINAB zero da

TABELA 2 - Intensidade de Inibicao e Inativacao (IINIB - IINAB)
produzidos por extrato aquoso de estragao (Artemisia dra-
cunculus linn., var. inodora) a 50%, sobre Salmonella entérica
sorovar enteritidis (ATCC 11076), na presenca de 20% de
matéria organica/sujeira (leite desnatado esterilizado)

Estragao a 50%

lINIB IINAB
Tempo a a a a
’ an;Iise* anézlise* Média an;Iise* anézlise* Média
24 h 1 4 2,5 0 0 0
48 h 1 3 2 0 0 0
72h 1 0 0,5 0 0 0

8 a l=variaveis ordinais arbitrarias, decrescentes, que representam a Intensidade
de inibicao/laténcia (IINIB) ou inativacao/morte (IINAB). *Média de duas execucoes.
0=nao atividade

solucao conservante de estragao em estudo. A hipétese
para a diferenca da IINIB entre as duas analises seria que a
solucao conservante de estragao originou-se de alcolaturas
de plantas coletadas com floracao em épocas diferentes,
embora da mesma comunidade de plantas. Outros fatores,
como forma de extracdo dos principios ativos; teores de
umidade da planta e mesmo influéncias dos préprios mi-
crorganismos em teste poderiam ainda ser considerados,
segundo SKINNER [26], como atributos intervenientes nas
observacoes presentes.

A pesquisa de salmonela, neste alimento, seguindo
metodologia oficial, indicou a auséncia da mesma, nas
analises efetuadas nos diferentes tempos de incubacao,
exceto ap6s 72 h em uma das repeticoes (Tabela 3).

TABELA 3 - Pesquisa (presenca ou auséncia) em repeticoes
independentes, segundo técnica oficial do MAPA, Brasil, de
Salmonella entérica sorovar enteritidis (ATCC 11076), em
alimento experimentalmente simulado (BHI+leite desnatado)
condimentado por extrato de estragao a 50% da droga crua,
em diferentes intervalos de incubacao a 36°C

Pesquisa de Salmonella ssp. (MAPA)

Intervalos de repeticao

12 analise 22 andlise
24 h Auséncia Auséncia
48 h Auséncia Auséncia
72 h Presenca Auséncia

Embora BOARD [5] afirme serem necessarias 10° UFC/g
de Salmonela spp. no alimento ingerido para produzir
uma enfermidade toxiinfectiva em uma pessoa sensivel, as
normas vigentes [7], determinam a auséncia de Salmonela
spp. em 25 g de alimento, sendo plausivel ter-se utilizado
doses infectantes de inéculo a 10* UFC/mL.

Considerando as Tabelas 1 e 2, verifica-se que a salmo-
nela sofre inibicao frente a solugao conservante de estragao,
fato garantido pela presenca e auséncia dos desinibidores
bacterianos introduzidos no experimento, poder-se-ia
deduzir que, frente ao alimento simulado, a salmonela
ainda esteja sob influéncia do condimento estragao, isto €,
em inibicao, e que esta pesquisa de salmonela, nao esteja
conseguindo desinibir a bactéria, prejudicando a prediti-
vidade dos resultados negativos observados, devendo ser
interpretado como resultado falso-negativo.

A confirmacao, ja referida, da presenca (isolamento po-
sitivo/resultados positivos verdadeiros) as 72 h em uma das
repeticoes, poderia ser atribuida, hipoteticamente, a degra-
dacao do(s) elemento(s) do fitocomplexo(s) antibacteriano(s)
responsavel pela inibicao, presente no extrato/droga crua
do estragao em estudo com solucao conservante.

Reforcando estas consideracgoes, PINTO [22], analisan-
do os registros de enfermidades bacterianas transmitidas
por alimentos entre 1988 e 1997, no Rio Grande do Sul,
constatou que 33,63% dos surtos foram causados por Sal-
monella spp. e que, por outro lado, em 38,22% dos surtos
nao foi possivel identificar o agente causador.
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As diretrizes estabelecidas pela WORLD HEALTH
ORGANIZATION [29], por BRYAN et al. [8] e retomadas
por PINTO e BERGMANN [23], enfatizam a necessidade
da investigacao epidemiolégica em casos de surtos toxiin-
fectivos alimentares, atendendo a histéria clinica (sinais,
sintomas, alimentos ingeridos, atividade das pessoas
envolvidas, periodo de incubacao e outras informacgoes
pertinentes), obtidos por entrevista de todos os envolvidos
no surto, independente de se apresentarem doentes ou
nao, abrangendo recordatoério alimentar das tltimas 72 h
anteriores ao aparecimento dos sintomas.

Os autores recomendam também a coleta de amostras para
isolamento do agente causal (fezes, sangue, urina, contetdo
gastrico/vomito ou lavagem bem como de alimentos envolvi-
dos segundo sua taxa de ataque, devendo ser registradas as
condicoes de armazenamento na hora da coleta). Embora
os relatos afirmem [22; 23] que a maioria dos surtos foram
residenciais (28,64%) e no comércio de alimentos prontos
(26,73%), na investigagao epidemiolégica nenhuma informa-
cao ¢é solicitada, mormente nas condi¢oes domiciliares e de
consumo comercial, quanto a condimentag¢ao, aromatizacao,
técnicas de pré-preparo e preparacgao, de gastronomia étnica,
entre outros possiveis fatores intervenientes nos resultados
de pesquisa de agentes causais toxiinfectivos.

4 - CONCLUSOES

O extrato aquoso (droga crua a 50%), reconstituido
na relacao peso-volume inicial, de Artemisia dracunculus
linn., var. inodora, (Asteraceae), “estragao”, apresentou
Intensidade de Atividade de Inibicao Bacteriana (IINIB)
significativa frente a Salmonella entérica sorovar enteritidis
(ATCC 11076), nao apresentando Atividade de Inativacao
Bacteriana (IINAB) frente a esta bactéria, nas mesmas
condicoes de experimento.

As observacoes repetiram-se, embora em menor intensi-
dade, quando introduziu-se o fator matéria organica/sujeira,
representado por leite desnatado esterilizado.

Em alimento experimentalmente simulado a base de
leite, condimentado por solucdo conservante de estragio a
50%, contaminado por 10* UFC/mL de Salmonella entérica
sorovar enteritidis (ATCC 11076), observou-se o atributo
auséncia, quando da pesquisa deste agente, segundo téc-
nicas regulamentares.

Extratos vegetais, no modelo “estragiao”, podem ser
inibidores bacterianos, interferindo na Validade Preditiva
dos Resultados Negativos (VPR-) € na especificidade de
pesquisa de salmonela em alimentos.

Na investigacao epidemiolégica de surtos toxiinfectivos
alimentares, poderiam ser acrescidas mais informagoes sobre
condimentacio, aromatizacdo, praticas de pré-preparo e preparo,
de gastronomia étnica, entre outras, pertinentes a complexidade
crescente do sistema de alimentacao e nutri¢ao.
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