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Jéssica dos Santos Carvalho Botega

Valorizacdo sustentavel de Punica granatum: atividade antibacteriana de extratos de cascas e
sementes e sinergismo com nitrito de sédio

RESUMO: A crescente demanda por conservantes naturais na inddstria alimenticia,
impulsionada pela preocupacdo com aditivos sintéticos, direciona a pesquisa para fontes
alternativas. Subprodutos da roma (Punica granatum), como cascas e sementes, S&0
promissores devido aos seus compostos bioativos. Este estudo teve como objetivo promover a
valorizacdo sustentavel da romd por meio da avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos
de cascas e sementes, composi¢do quimica, atividade antioxidante, bem como investigar o
potencial sinergismo desses extratos com o nitrito de s6dio na inibicdo microbiana. A pesquisa
aborda a necessidade de alternativas naturais aos conservantes sintéticos, especialmente para
reduzir o uso de nitrito de sodio e seus riscos toxicoldgicos. Os frutos da roma foram coletados
em Mariluz (PR), secos, triturados e submetidos a extracdo etandlica em concentracoes de 50%,
70% e 90%. A atividade antibacteriana foi determinada pelo método de microdilui¢do, obtendo-
se a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM)
contra bactérias patogénicas relevantes em alimentos. O efeito sinérgico com nitrito de sédio
foi avaliado pelo método Checkerboard e pelo indice Fracional Inibitorio (FIC). A composicéo
quimica foi caracterizada por UHPLC-MS/MS, e a atividade antioxidante por ensaios de fenois
totais, flavonoides totais, DPPH e FRAP. Os extratos da casca de roma, especialmente a 90%
de etanol, apresentaram menor CIM contra bactérias como Escherichia coli (0,08 mg/mL),
Staphylococcus aureus (0,52 mg/mL), Salmonella enterica Typhi (1,25 mg/mL) e Listeria
monocytogenes (0,63 mg/mL). Extratos de sementes de roma tiveram CIMs mais elevadas (5,0
20,0 mg/mL), enquanto o nitrito de s6dio manteve CIM de 12,50 mg/mL para todas as bacteérias.
O sinergismo foi notavel: a associacdo de extratos de sementes de romé a 70% com nitrito de
sodio resultou em FIC = 0,14 (forte interacdo sinérgica contra S. aureus). A combinagdo com
extratos de cascas de roma a 90% teve FIC = 0,61 (interacdo sinérgica moderada), indicando
gque ambos os extratos potencializam a acdo antimicrobiana do nitrito de sodio, com maior
intensidade para 0s extratos das sementes. Compostos majoritarios identificados nas sementes
de roma (70%) incluiram acidos malico e galico, catequina e epicatequina (>50 pg/g). Nas
cascas de roma (90%), destacaram-se acido malico e galico, luteolina (47,28 pg/g) e quercetina
(43,34 pg/g). A maior concentracao de fendis na casca de roma a 90% foi de 587,83 pg/mg, e
na semente de roma a 70% foi de 39,48 pg/mg. Para flavonoides, a casca de roméd a 90% atingiu
181,87 pg/mg, e a semente de roma a 70% alcancou 16,97 pug/mg. Em termos de atividade
antioxidante, extratos das cascas de roma a 90% (ECso = 2,07 mg/mL) demonstraram maior
capacidade de sequestro de radicais livres (DPPH), enquanto extratos das sementes de roméd a
70% (2,63 UM sulfato ferroso/mg) apresentaram superior poder redutor férrico (FRAP). Em
conclusdo, os extratos de cascas e sementes de roma possuem notavel potencial como
conservantes naturais. A capacidade dos extratos das sementes de roma de potencializar
sinergicamente a acdo do nitrito de sddio abre novas perspectivas para a reducao de aditivos
sintéticos na industria alimenticia.

Palavras-chave: Roma. Seguranca de alimentos. Conservantes naturais. Sinergismo.



Jéssica dos Santos Carvalho Botega

Valorizacdo sustentavel de Punica granatum: atividade antibacteriana de extratos de cascas e
sementes e sinergismo com nitrito de sédio

ABSTRACT: The increasing demand for natural preservatives in the food industry, driven by
concerns about synthetic additives, directs research towards alternative sources. Pomegranate
(Punica granatum) by-products, such as peels and seeds, are promising due to their bioactive
compounds. This study aimed to promote the sustainable valorization of pomegranate through
the evaluation of the antibacterial activity of peel and seed extracts, their chemical composition,
antioxidant activity, and to investigate the potential synergism of these extracts with sodium
nitrite in microbial inhibition. The research addresses the need for natural alternatives to
synthetic preservatives, especially to reduce the use of sodium nitrite and its toxicological risks.
Pomegranate fruits were collected in Mariluz (PR), dried, crushed, and subjected to ethanolic
extraction at concentrations of 50%, 70%, and 90%. Antibacterial activity was determined by
the microdilution method, obtaining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) against relevant foodborne pathogenic bacteria.
The synergistic effect with sodium nitrite was evaluated by the Checkerboard method and the
Fractional Inhibitory Index (FIC). Chemical composition was characterized by UHPLC-
MS/MS, and antioxidant activity by total phenols, total flavonoids, DPPH, and FRAP assays.
Pomegranate peel extracts, especially with 90% ethanol, showed lower MICs against bacteria
such as Escherichia coli (0.08 mg/mL), Staphylococcus aureus (0.52 mg/mL), Salmonella
enterica Typhi (1.25 mg/mL), and Listeria monocytogenes (0.63 mg/mL). Pomegranate seed
extracts had higher MICs (5.0-20.0 mg/mL), while sodium nitrite maintained an MIC of 12.50
mg/mL for all evaluated bacteria. Synergism was notable: the association of 70% pomegranate
seed extracts with sodium nitrite resulted in an FIC = 0.14 (strong synergistic interaction against
S. aureus). The combination with 90% pomegranate peel extracts had an FIC = 0.61 (moderate
synergistic interaction), indicating that both extracts potentiate the antimicrobial action of
sodium nitrite, with greater intensity for the seed extracts. Major compounds identified in 70%
pomegranate seeds included malic and gallic acid, catechin, and epicatechin (>50 ug/g). In 90%
pomegranate peels, malic and gallic acids, luteolin (47.28 ug/g), and quercetin (43.34 ug/Q)
stood out. The highest phenol concentration in 90% pomegranate peel was 587.83 pg/mg, and
in 70% pomegranate seed was 39.48 pg/mg. For flavonoids, 90% pomegranate peel reached
181.87 pg/mg, and 70% pomegranate seed reached 16.97 pg/mg. In terms of antioxidant
activity, 90% pomegranate peel extracts (ECso = 2.07 mg/mL) demonstrated a greater free
radical scavenging capacity (DPPH), while 70% pomegranate seed extracts (2.63 UM ferrous
sulfate/mg) showed superior ferric reducing power (FRAP). In conclusion, pomegranate peel
and seed extracts demonstrate remarkable potential as natural preservatives. The ability of
pomegranate seed extracts to synergistically potentiate the action of sodium nitrite opens new
perspectives for reducing synthetic additives in the food industry.

Keywords: Pomegranate. Food safety. Natural preservatives. Synergism.



CAPITULO |

Fundamentos sobre Patdgenos Alimentares e Potencial Antimicrobiano de Punica
granatum

RESUMO: A crescente busca por conservantes naturais, os subprodutos da Punica granatum
(romd), como cascas e sementes, emergem como fontes promissoras de compostos bioativos.
Este trabalho objetivou valorizar a roma avaliando a atividade antibacteriana, composi¢ao
quimica, atividade antioxidante e o sinergismo de seus extratos com nitrito de sédio na inibicao
microbiana, visando alternativas aos conservantes sintéticos e seus riscos toxicoldgicos. Frutos
de roma foram extraidos com etanol (50%, 70%, 90%). A atividade antibacteriana foi
determinada por microdiluicdo (CIM e CBM) contra bactérias patogénicas alimentares. O
sinergismo com nitrito de sédio foi avaliado pelo método Checkerboard (FIC). A composicao
quimica foi caracterizada por UHPLC-MS/MS e a atividade antioxidante por fendis totais,
flavonoides totais, DPPH e FRAP. Os extratos da casca de roma (90% de etanol) apresentaram
0s menores valores de CIM para Escherichia coli (0,08 mg/mL), Staphylococcus aureus (0,52
mg/mL), Salmonella enterica Typhi (1,25 mg/mL) e Listeria monocytogenes (0,63 mg/mL).
Extratos de sementes tiveram CIMs mais elevadas (5,0-20,0 mg/mL). O sinergismo
demonstrou que a associacdo do extrato da semente (70%) com nitrito de sodio apresentou forte
interacdo sinergica (FIC = 0,14) frente a S. aureus, enquanto o extrato da casca (90%) resultou
em interagdo moderada (FIC = 0,61). Compostos majoritarios nas sementes foram acido malico
e galico, catequina e epicatequina (>50 pg/g); nas cascas, acido malico e galico, luteolina (47,28
Ma/g) e quercetina (43,34 pg/g). A casca (90%) obteve maior concentracdo de fenois (587,83
pg/mg com 1,00 etanol) e flavonoides (181,87 pg/mg com 0,75 etanol). No ensaio DPPH, a
casca (90%) mostrou maior capacidade de sequestro de radicais livres (ECso = 2,07 mg/mL)
que a semente (ECso = 5,60 mg/mL). No FRAP, a semente (70%) apresentou maior poder
redutor (2,63 UM sulfato ferroso/mg) que a casca (1,27 UM sulfato ferroso/mg). Os extratos de
roma demonstram notavel potencial como conservantes naturais, com o extrato da semente
potencializando sinergicamente o nitrito de sddio, abrindo novas perspectivas para a reducao
de aditivos sintéticos na industria alimenticia.

Palavras-chave: Roma. Atividade antioxidante. Atividade antibacteriana. Conservantes
naturais. Sinergismo.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo de alimentos por agentes bioldgicos ou quimicos € uma preocupagdo
global de satde publica, responsavel por mais de 200 patologias que variam de distdrbios
gastrointestinais a condicOes severas como cancer e faléncia de 6rgdos. Anualmente,
aproximadamente 10% da populagdo mundial adoece devido a alimentos inseguros, resultando
em cerca de 420 mil mortes, com um impacto desproporcionalmente severo em criancas
menores de cinco anos, que correspondem a 125 mil 6bitos anuais, majoritariamente por
doencas diarreicas. Além das manifestacGes agudas, as doencas transmitidas por alimentos
(DTAs) podem levar a sequelas cronicas, como insuficiéncias renais, hepéticas e distirbios
neurolégicos (OMS, 2025).

Essas enfermidades comprometem o desenvolvimento socioecondmico, sobrecarregam
0s sistemas de saude e afetam cadeias produtivas, exigindo uma abordagem multissetorial que
integre politicas de saude, agricultura, vigilancia sanitaria e educacao alimentar (World Bank,
2019). Entre os principais agentes etiologicos de DTAs, destacam-se bactérias como
Salmonella enterica Typhi, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum e Bacillus subtilis, que sdo frequentemente
associadas a surtos de intoxicacdo alimentar (Farid, 2023).

Garantir a seguranca alimentar é essencial para promover a satde individual e coletiva
e impulsionar o desenvolvimento econdmico. A oferta de alimentos seguros depende tanto de
fundamentos cientificos solidos quanto da aplicacéo eficaz e justa da legislacdo (Fung, Wang e
Menon, 2018).

No contexto da conservacao de alimentos, nitritos e nitratos sdo aditivos amplamente
empregados em produtos carneos. Sua funcao primordial é prevenir a deterioracao, estender a
vida util, contribuir para a formacdo da cor e o desenvolvimento do sabor, além de inibir o
crescimento bacteriano, prevenindo quadros de intoxicacdo alimentar (Lopez et al., 2021). A
legislacdo brasileira estabelece um limite maximo de 150 ppm de nitrito de sddio nesses
produtos, refletindo a necessidade de controle rigoroso devido aos riscos potenciais associados
ao consumo excessivo (Brasil, 2019). Preocupacdes toxicoldgicas, como o aumento de meta-
hemoglobina, levaram a European Food Safety Authority (EFSA) a propor uma ingestao diaria
aceitavel de 0,07 mg/kg de peso corporal (EFSA, 2017). Contudo, persiste uma lacuna cientifica
no entendimento detalhado dos mecanismos de acdo desses conservantes e na avaliagdo do risco
de desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Abi Assaf, 2024).

A crescente demanda do consumidor por alimentos mais naturais tem impulsionado a

busca por substituicbes aos conservantes sintéticos. Nesse cendrio, compostos de origem
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vegetal emergem como alternativas promissoras, devido a sua disponibilidade e a riqueza em
compostos fendlicos e &cidos organicos, que conferem propriedades antioxidantes e
antimicrobianas (Faisal, 2025).

A roma (Punica granatum L.), pertencente a familia Lythraceae, é uma fruta de
importancia global, originaria da regido que abrange o Ird e o norte da India, e posteriormente
disseminada para diversas regides do Mediterraneo, Asia, Africa e Américas (Viuda-Martos,
2010). Cerca de 80% do peso total da fruta é composto por partes comestiveis, sendo estas:
suco (80%) e sementes (20%) (Afaq et al., 2005). Estudos demonstram que a roma contém uma
elevada diversidade de metabolitos secundarios, incluindo punicalaginas, punicalinas, &cido
elagico, galocatequina, catequina e diversos &cidos fendlicos. Esses compostos polifendlicos,
que se dividem em antocianinas e taninos hidrolisaveis, séo responsaveis pela coloracao da fruta
e por grande parte de sua atividade antioxidante (Afaq et al., 2005). Tais compostos bioativos
apresentam elevada capacidade antioxidante e estdo associados a diversas atividades biologicas,
incluindo propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias (Man et al., 2022; Ruan et al.,
2022; Zhou et al., 2025).

A roma demonstra um amplo espectro antimicrobiano, com atividade comprovada
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, como S. aureus, E. coli e P. aeruginosa
(Chen et al., 2020). A eficacia desses extratos, especialmente da punicalagina, fundamenta-se
em mecanismos de acdo multifacetados que comprometem a viabilidade celular bacteriana.
Estudos recentes indicam que esses compostos atuam diretamente na membrana citoplasmatica,
provocando despolarizacdo, aumento da permeabilidade e o consequente vazamento de
componentes intracelulares vitais, como ions potassio, proteinas e acidos nucleicos [Song, Z.
et al. (2025), Liu, H. et al. (2024)]. Além do dano estrutural a membrana, a punicalagina
interfere na comunicacdo bacteriana através da inibicdo do quorum sensing, 0 que reduz a
expressdo de genes de viruléncia e a formacdo de biofilmes (Song, Z. et al., 2025). Outros
mecanismos incluem a modulacdo direta de fatores de viruléncia, como a reducdo da fixacao
da proteina A estafilococica (SpA) e a inibicdo da sintese de hemolisinas e enterotoxinas (Song,
Z. etal., 2025).

A natureza desses compostos bioativos confere-lhes uma maior probabilidade de éxito
em testes toxicolégicos em comparacdo com agentes sintéticos (Mickymaray, 2019). Além
disso, o uso combinado de diferentes agentes antimicrobianos pode gerar sinergismo,
ampliando o espectro de acéo, reduzindo a toxicidade e retardando o surgimento de resisténcia
microbiana (Sanhueza et al., 2017). Pesquisas como a de Debib et al. (2022) compararam 0

potencial antibacteriano in vitro de extratos de casca, suco e sementes de roma contra bactérias
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multirresistentes, correlacionando essa atividade ao conteddo de compostos fendlicos e
flavonoides presentes nos extratos.

Até o momento, a literatura cientifica carece de estudos que investiguem explicitamente
0 sinergismo entre o extrato de roma e o nitrito de sddio na inibicdo microbiana. A elucidacéao
desse potencial sinergismo € crucial, pois poderia permitir a reducdo das concentracdes de
nitrito de s6dio em produtos carneos, mitigando os riscos a saude associados ao seu consumo
excessivo e alinhando-se a crescente demanda por conservantes mais naturais e sustentaveis.
Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo promover a valorizacdo sustentavel da
roma por meio da avaliagéo da atividade antibacteriana de extratos de suas cascas e sementes,
sua composigdo quimica e atividade antioxidante, bem como investigar o potencial sinergismo

desses extratos com o nitrito de sodio na inibigdo microbiana.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Os frutos de romd foram coletados de arvores saudaveis e maduras em jardins
domésticos no municipio de Mariluz, noroeste do estado do Parana, Brasil, nas coordenadas
(24°00'26.0"S 53°09' 12.6"W), entre fevereiro e marco de 2025. Essa regido apresenta solos de
textura arenosa e média, associados aos arenitos da Formacéo Caiua do Cretaceo Superior. Os
frutos coletados foram lavados abundantemente com agua destilada para eliminar quaisquer
impurezas. As romas foram processadas para a obtencdo das cascas e sementes. Inicialmente,
as cascas foram removidas manualmente, garantindo a separacao precisa do exocarpo (camada
externa da casca) do mesocarpo (tecido esponjoso branco). Concomitantemente, as sementes
foram cuidadosamente separadas das demais partes do fruto. Tanto o exocarpo quanto as
sementes foram entdo submetidos a secagem em estufa com circulacdo de ar forcada (TE-
39413, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 50 °C por um periodo de 48 horas. Apds a secagem
completa, os materiais foram triturados em um moedor doméstico e subsequentemente
classificados por meio de peneiras com malha de 42 mesh, a fim de assegurar a uniformidade

do tamanho das particulas para as etapas subsequentes de extracéo.

2.2 Processo de extracdo

O po de cascas e sementes de roma foi submetido individualmente a extragdo com
etanol. O processo foi conduzido na proporgéo de 1:10 (m/v) em uma incubadora de agitacdo
orbital refrigerada, mantida a 30 °C e 90 rpm, por um periodo de 24 horas (Kupinik et al., 2021).

As concentragdes de etanol investigadas foram de 50%, 70% e 90%. Apo0s a extracdo, 0s
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extratos foram filtrados e subsequentemente concentrados sob condi¢Ges controladas. O
rendimento de cada extrato liofilizado foi determinado por pesagem em balanca analitica de
preciséo (Gehaka, modelo AG20C). Os extratos concentrados foram entdo armazenados sob

refrigeracdo até o momento das analises.

2.3 Anélise Fitoquimica por UHPLC-MS/MS

A caracterizacao do perfil de compostos fendlicos presentes nos extratos da casca (90%)
e da semente (70%) da roma foi realizada por cromatografia liquida de Ultra-Alta Eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em tandem (UHPLC-MS/MS), seguindo a metodologia
detalhada por Dias Bertoco Junior et al. (2025). O sistema utilizado (Shimadzu® modelo 8050
MS e Nexera® X2 HPLC) empregou uma coluna C18 (5 pum, 150 x 4,6 mm), mantida a 40 °C.
A fase movel consistiu em agua Milli-Q acidificada com 0,1% de acido formico (A) e metanol
grau MS (B), operada a uma vazdo de 0,5 mL/min em modo gradiente linear. A detec¢édo e
quantificacdo dos compostos foram realizadas em modo de Monitoramento de Mdaltiplas
Reacdes (MRM), utilizando uma fonte de ionizagéo por Electrospray (ESI) operada nos modos
positivo e negativo. Pardmetros especificos de voltagem, temperatura e fluxo de gases foram
ajustados para otimizar a ionizacdo e fragmentacdo dos analitos. A quantificacdo foi baseada
em curvas analiticas (10 — 250 pg/L) de padrdes de referéncia, incluindo diversos acidos
fendlicos, flavonoides e outros compostos, como quercetina, acido galico e catequina,

utilizando o software Insight versdo 5.123 (Shimadzu®).

2.4 Atividade Antioxidante

A avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos etandlicos de cascas e sementes de
romd foi realizada por meio da determinacdo dos teores de compostos bioativos (fenois e
flavonoides totais) e da capacidade de sequestro de radicais livres e reducdo de metais (DPPH
e FRAP).

2.4.1 Determinacédo de Fendis Totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado seguindo o protocolo de Hills e
Swain (1959), com modificacdes. O extrato bruto foi diluido em metanol nas concentracGes de
0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mg/mL. A mistura reacional consistiu em 0,3 mL da amostra diluida, 2,5
mL de solucdo de Folin-Ciocalteau (10% v/v em &gua Milli-Q) e 2,0 mL de solucdo de
carbonato de sodio (7,5% m/v em agua Milli-Q). Apos repouso por 60 minutos em abrigo da

luz, a absorbancia foi medida a 760 nm em espectrofotdmetro (FEMTO). A quantificacdo foi
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realizada por meio de uma curva de calibragdo de &cido galico (0—100 pg/mL), e os resultados
foram expressos em microgramas de equivalente de acido galico (ug EAG) por miligrama de

amostra.

2.4.2 Determinacéo de Flavonoides Totais

O contetdo de flavonoides totais foi mensurado pelo método colorimétrico com cloreto
de aluminio, conforme Alves e Kubota (2013). Os extratos foram ressuspendidos em solucéo
de etanol:agua (80:20 v/v) para atingir a concentracao de 0,25 mg/mL. Uma aliquota de 0,5 mL
do extrato foi misturada a 0,5 mL de solugdo de cloreto de aluminio (2% m/v em metanol) e
mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada a 425
nm. A concentragéo foi calculada utilizando uma curva padréo de quercetina (540 pg/mL),
com resultados expressos em g equivalentes de quercetina (g EQ) por mg de extrato.

2.4.3 Ensaio de Sequestro de Radicais Livres (DPPH)

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi
avaliada segundo a metodologia de Rufino et al. (2007). Aliquotas de 10 pL dos extratos em
diferentes concentracées (0,2; 0,5; 0,7 e 1,0 mg/mL) foram adicionadas a 290 pL de solucéo
metanolica de DPPH (60 puM), preparada no momento do ensaio. O controle negativo consistiu
em 10 pL de metanol em 290 pL da solucdo de DPPH. A mistura foi mantida no escuro por 30
minutos a temperatura ambiente, e a absorbancia foi medida a 515 nm (SpectraMax Plus 384
Microplate Reader). A quercetina (60 uM) foi utilizada como padrédo de referéncia (100%). A
concentragdo necessaria para reduzir 50% dos radicais livres (ECso) foi determinada a partir da

correlacdo entre a absorbancia e a concentracdo da amostra.

2.4.4 Ensaio de Poder Redutor do fon Férrico (FRAP)

O potencial antioxidante pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) foi
avaliado conforme Rufino et al. (2006). O reagente FRAP foi preparado pela combinacéo de
25 mL de tampdo acetato (0,3 M), 2,5 mL de solucdo aquosa de TPTZ (2,4,6-Tris (2-piridil) -
s-triazina — 10 mM), 2,5 mL de solucdo aquosa de cloreto férrico (20 mM) e 3 mL de agua
destilada. Aliquotas de 10 pL dos extratos (0,2; 0,5; 0,7 e 1,0 mg/mL) foram misturadas a 290
pL do reagente FRAP em microplacas e incubadas a 37 °C por 30 minutos. A leitura da
absorbéncia foi realizada a 595 nm (SpectraMax Plus 384 Microplate Reader). A atividade foi
calculada com base em uma curva padréo de sulfato ferroso (02000 uM) e expressa em uM de

sulfato ferroso por mg de amostra.
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2.5 Atividade Antibacteriana
2.5.1 Microrganismos e Preparo do In6culo

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos da casca e semente de roma foi
conduzida frente a um painel de microrganismos Gram-positivos (Staphylococcus aureus
ATCC 29213 e Listeria monocytogenes ATCC 7644) e Gram-negativos (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica Typhi ATCC 19214 e Escherichia coli ATCC
25922). Os microrganismos foram provenientes do Laboratério de Biotecnologia de Produtos
Vegetais e Microrganismos. O preparo do indculo foi realizado a partir de cultura de 24 horas
em &gar Mueller-Hinton, padronizado para 0,5 na escala McFarland (1,5 x 10* UFC/mL) em
solugéo salina (0,85%) e conferido em espectrofotometro (SpectraMax® Plus 384) a 625 nm.

Posteriormente, foi realizada diluicao 1:10 (1,5 x 107 UFC/mL) para utilizagdo no ensaio.

2.5.2 Concentracao Inibitéria Minima e Concentracéo Bactericida Minima

A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada pela determinagdo da Concentragédo
Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), utilizando o método
de microdiluicdo em caldo, conforme as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015), com modificacdes para produtos naturais.

Para a determinacdo da CIM, os extratos das cascas e sementes de romad foram
inicialmente diluidos em agua destilada, resultando em uma faixa de amostras de 0,0025 a
0,1608 mg/mL. Essas diluicbes foram realizadas em série (1:2) em microplacas de 96 pocos,
cada um contendo 50 pL de caldo Mueller-Hinton. Posteriormente, 50 puLL de indculo bacteriano
padronizado (1,5 x 105" UFC/mL) foram adicionados a cada poco, e as microplacas foram
incubadas a 35 °C por 24 horas. O nitrito de sodio, dissolvido em &gua destilada estéril, foi
empregado como controle padrdo, com concentrac@es variando de 1,25 a 100 mg/mL. A leitura
da CIM foi efetuada apds a adigdo de 20 pLL de uma solugdo de 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio
(TTC) a 1,0% (Reatec®) em cada poco, seguida de incubacao a 35 °C por 20 minutos. A CIM
foi definida como a menor concentracdo do extrato ou do controle padrdo capaz de inibir
visualmente o crescimento bacteriano (auséncia de coloracdo vermelha).

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada a partir dos pocos que nao
apresentaram crescimento bacteriano visivel na etapa de CIM. Aliquotas de 10 pL de cada um
desses pocos, bem como do controle positivo de crescimento bacteriano, foram subcultivadas
em placas contendo meio de cultura fresco e incubadas sob condigOes apropriadas. A CBM foi
estabelecida como a menor concentragdo do extrato ou do controle padrdo que resultou na

auséncia completa de crescimento bacteriano visivel nos subcultivos.
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2.5.3 Anélise do Efeito de Combinacao Antibacteriana

O potencial efeito sinérgico antibacteriano entre os extratos de romd (casca 90% e
semente 70%) e o nitrito de sodio foi avaliado pelo método Checkerboard (Odds, 2003) em
microplacas de 96 pogos. As concentragdes dos extratos e do nitrito de sodio utilizadas no
ensaio foram baseadas em suas respectivas Concentraces Inibitérias Minimas (CIMs)
previamente determinadas, sendo o nitrito de sodio utilizado em sua CIM de 12,5 mg/mL para
0 ensaio.

Para a execucao do método, dilui¢des seriadas (1:2) dos extratos de roma e do nitrito de
sodio foram aplicadas ao longo dos eixos X e Y das microplacas, respectivamente, criando uma
matriz de combinacBes. O indculo bacteriano foi padronizado para aproximadamente 1,5 x
10"5" UFC/mL e adicionado a cada pogo. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 24
horas. A leitura da inibicdo foi realizada pela adigdo de 20 pL de revelador 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC) a 1,0% em cada poco, seguida de incubacéo a 35 °C por 20 minutos.

O resultado da combinagc&o foi interpretado através do Indice de Concentragio Fracional
Inibitoria (FIC), calculado pela soma dos CIMs de cada composto em combinacdo dividida pelo
CIM do composto isolado. A interpretacdo do FIC seguiu os critérios estabelecidos por Batista
et al. (2019): FIC < 0,5 indica sinergismo; 0,5 < FIC < 1 indica adi¢do; 1 < FIC < 4 indica

indiferenca; e FIC > 4 indica antagonismo.

2.6 Andlise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos como
média aritmética + desvio padrdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
de uma via, seguida pelo teste de comparacGes multiplas de Tukey, adotando-se nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software

Minitab Statistical Software.

3. RESULTADOS
3.1 Composi¢cao Quimica por UHPLC-MS/MS

A analise por UHPLC-MS/MS revelou perfis fitoquimicos distintos entre os extratos etanélicos
da casca (90%) e da semente (70%) de romd, conforme detalhado na Tabela 1. O extrato da semente de
roma foi caracterizado pela predominancia de fendis simples, com a vanilina apresentando a maior
concentragdo (46,173 + 1,600 pg/g), aproximadamente trés vezes superior a observada na casca. Outros
compostos majoritarios na semente incluiram isovanilina (17,777 + 0,127 pg/g), é&cido p-
hidroxibenzoico (14,704 + 0,041 ug/g) e acido cafeico (14,769 + 0,338 pg/g).



17

Em contraste, o extrato da casca de romd demonstrou um enriquecimento significativo em
flavonoides estruturais, com elevadas concentra¢des de luteolina (47,254 + 0,278 pg/g) e quercetina
(43,340 £ 1,059 ug/g). Além disso, a casca apresentou niveis superiores de acido quinico (19,396 +
0,501 pg/g) e kaempferol (>50 pg/g). A rutina também foi encontrada em alta concentracdo na casca
(>50 pg/g), diferentemente da semente (4,143 + 0,081 pg/g). Compostos como catequina, &cido galico
e epicatequina excederam o limite de quantificacdo (>50 ug/g) em ambas as matrizes, indicando uma
alta densidade de metabolitos secundarios. N&o foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) entre as concentragdes de compostos fendlicos nos extratos da casca (90%) e
semente (70%) de romé& (p = 0,22), sugerindo desempenho equivalente em termos de teor total desses

metabdlitos.



Tabela 1. Composi¢do quimica (g/g de extrato seco) por UHPLC-MS dos extratos
etandlicos das cascas (90%) e sementes (70%) de roma.

Composto Sementes 70% Cascas 90%
Acido Fendlico
Ac. Cafeico 14,769+0,338 13,861+0,584
Ac. Clorogenico 1,978+0,108 2,221+0,214
Ac. Ferulico 10,057+0,084 3,424+0,320
Ac. Galico >50 >50
Ac. p-cumarico 4,789+0,356 7,342+0,316
Ac. p-hiroxibenzoico 14,704+0,041 4,653+0,091
Ac. Protocatecuico 10,280+0,151 5,351+0,116
Ac. Resorcilico 9,227+0,093 5,117+0,484
Ac. Salicilico <0,1 <0,1
Ac. Sinapico 1,424+0,103 0,535+0,051
Ac. Siringico 5,102+0,359 2,257+0,203
Ac. Vanilico 12,992+1,043 4,285+0,153
Acido Organico
Ac. Fumarico 8,544+0,249 9,304+0,138
Ac. Malico >50 >50
Ac. Nicotinico 2,719+0,068 1,668+0,006
Ac. Quinico 4,545+0,275 19,396+0,501
Alcaloide
Cafeina 0,87+0,04 0,74+0,05
Aldeido Fendlico
Coniferil Aldeido 3,324+0,31 ND
Hidroxibenzaldeido 2,31+0,23 1,51+0,034
Isovanilina 17,78+ 0,13 3,82+0,13
Seringaldeido 3,20£0,07 1,88+0,17
Sinapaldeido 2,18+0,14 0,37£0,021
Vanilina 46,17+1,60 16,51+0,02
Flavondides
Catequina >50 >50
Epicatequina >50 >50
Kaempferol <0,1 >50
Luteolin <0,1 47,25+0,28
Morina <0,1 ND
Naringenina 3,21+0,05 2,45%0,15
Quercetina <0,1 43,34+1,06
Rutina 4,14+0,08 >50

Os resultados representam a média + desvio padrao.

Aplicando-se o teste T de Student para comparacdo entre as concentracfes dos
compostos fendlicos nos extratos de cascas a 90 % de etanol e sementes a 70 % de etanol da
romd, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05), ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre as concentragcdes do composto nos extratos de cascas 90%

e sementes 70% (p = 0,22), indicando que ambos 0s tratamentos apresentaram desempenho

equivalente em termos de teor deste metabdlito.
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3.2 Atividade Antioxidante
3.2.1 Fenais Totais e Flavonoides Totais

Os extratos da casca de romd apresentaram concentracbes de fendis totais
significativamente superiores as dos extratos da semente, independentemente da concentracdo
avaliada (Tabela 2). A casca de roma a 1,0 mg/mL alcancou 587,83 + 30,97 ug EAG/mg, um
valor quase 30 vezes maior que o da semente na mesma condigdo (19,92 + 0,90 ug EAG/mg).
De forma similar, os niveis de flavonoides na casca de roma superaram amplamente os da
semente em todas as concentragdes (Tabela 3). Na concentracdo de 1,0 mg/mL, a casca atingiu
176,05 pg EQ/mg, enquanto a semente apresentou apenas 7,83 ug EQ/mg, demonstrando que

a casca é a principal fonte desses metabdlitos.

Tabela 2. Concentragdo de fendis totais (g de equivalente de &cido galico/mg) na casca e
semente de roméa em diferentes concentracdes de extrato.

Extrato 1,00 0,75 0,50 0,25

Semente 70% 19,92+0,90%® 39,48+0,31%® 34,69+7,69%® 5,72+0,64%®
Casca 90% 587,83+30,97%4 328,09+38,72A 155,83+4,87% 31,77+3,17%

Os resultados representam a média + desvio padrdo em triplicata. Letras mindsculas diferentes
indicam diferencas significativas entre as concentracdes (colunas) e letras maiusculas entre as
partes do fruto (linhas) pelo teste de Tukey (<0,05).

Tabela 3. Concentracdo de flavonoides totais (1g equivalente de quercetina/mg) nos extratos
das cascas e sementes de roma em diferentes concentracdes de etanol.

Extrato 1,00 0,75 0,50 0,25

Semente 70% 7,83+1,46" 6,12+0,45" 16,97+2,63%® 1,51+1,09%®

Casca 90% 176,05+3,75*  181,87+6,03**  178,35+3,23*  173,12+7,92%4

Os resultados representam a média + desvio padrdo em triplicata. Letras minusculas diferentes
indicam diferencas significativas entre as concentrac@es (colunas) e letras maiusculas entre as
partes do fruto (linhas) pelo teste de Tukey (<0,05).

3.2.2 Capacidade de Sequestro de Radicais Livres (DPPH) e Poder Redutor do fon Férrico
(FRAP)

O extrato da casca de roma demonstrou 0 melhor desempenho antioxidante nos ensaios de
DPPH e FRAP (Tabela 4). No ensaio de DPPH, a casca exibiu um menor valor de ECso (2,07 £ 0,06
mg/mL), indicando maior capacidade de sequestro de radicais livres em comparagdo com a semente
(5,60 £ 1,90 mg/mL). Complementarmente, no ensaio FRAP, a casca de roma também apresentou maior

eficacia, com um valor de 1,27 + 0,02 uM de sulfato ferroso/mg de amostra, superando o extrato da
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semente (2,63 = 0,05 pM/mg). Os padrdes quercetina (DPPH) e Trolox (FRAP) apresentaram os maiores
potenciais, como esperado para substancias puras.

Tabela 4. Atividade antioxidante avaliada por meio dos ensaios de capacidade de sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) e do poder redutor férrico (FRAP).

Extrato DPPH FRAP
ECso (mg/mL) (UM sulfato ferroso/mg de amostra)
Semente 70% 5,60+1,90° 2,63+0,05°
Casca 90% 2,07+0,06° 1,27+0,02°
Quercetina 0,01+0,012 -
Trolox - 9,17+0,012

Os resultados representam a média + desvio padrdo em triplicata. Letras diferentes indicam
diferencas significativas pelo teste de Tukey (<0,05). EC50 = Concentragdo do extrato que inibe
50% dos radicais livres.

3.3 Atividade Antibacteriana
3.3.1 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragio Bactericida Minima (CBM)

A avaliacdo da atividade antimicrobiana demonstrou que os extratos da casca de roma
exibiram maior eficacia em comparacao com os extratos da semente e o nitrito de sodio (Tabela
5). Os valores de CIM para os extratos da casca, especialmente nas concentracdes de 70% e
90%, variaram entre 0,08 e 1,25 mg/mL contra S. aureus, S. enterica Typhi, L. monocytogenes
e E. coli. Em contraste, os extratos da semente apresentaram CIMs predominantemente
superiores (10 a 20 mg/mL). Para P. aeruginosa, apenas 0s extratos da casca a 50% exibiram
atividade moderada (10 mg/mL).

Os valores de CBM corroboraram a maior eficacia da casca de roma, com resultados
entre 2,50 e 20 mg/mL para a maioria das espécies testadas, enquanto os extratos da semente
apresentaram CBMs superiores a 40 mg/mL. O nitrito de sodio, utilizado como controle, exibiu
atividade inferior, com CIMs fixas de 12,5 mg/mL e CBMs entre 25 e 100 mg/mL,

demonstrando menor poténcia em comparacao aos extratos da casca de roma.



Tabela 5. Concentracao inibitoria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima (CBM) dos extratos da semente e da casca da roméa nas
varigveis 50%, 70% e 90% de etanol (mg/mL).

Bactérias Semente 50 % Sem%;:)te 70 Semente 90 % Casca50% Casca70%  Casca 90 % nggg?ode
CIM
S. a“;%SS?TCC 10,0040,00¢  10,00+0,00°  20.00+0,00°  1.25+072Y  0.63+0,36 0,52:+0,18° 12 50+0,00¢
S. enterica Typhi c c e ab a b d
ATCC 19214 10,00+0,00 10,00+0,00 20,00£0,00°  0,63+0,00 0,63+0,18 1,25%0,36 12.50+0,00
L. %rgéy;%ii”es 10,0045,77%  10,00+0,00°  20,00+1155°  0.63+0,00°  1.25+0,36 0,63:+0,36° 12 50+0,00°
E.coli ATCC 25922  10,0040,00°  10,00+2,89°  20,00#5,77°  1,25+0,00° 0,160,092 0,080,052 12.50+0,00
CBM
S. aureus
ATCC 29213 20,00+11,55°  20,0040,00°  40,00423,09°  2,50+0,000 5,002,172 2.50+1,912 100,000,00¢
S. enterica Typhi
ATCC 19231/2 20,00£0,00°  20,00£0,00°  40,0040,00°  2,50%0,00°  2,50+1,26° 2,50#0,72*  100,00%0,00°
L. monocytogenes
ATCC 7644 20,00+0,00 20,00+0,00  40,00#11,55  2,50+0,00 2.50+0,36 12,50+0,36 >100%0,00
E. coli
ATCC 25922 >40,0020,00  >40,00+0,00  >40,0020,00  10,00+0,00° 20,00+1528% 20,000,007 25.00+0,00°

Os resultados representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (<0,05).
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3.3.2 Sinergismo

Os extratos etandlicos de roma demonstraram forte interacéo sinérgica com o nitrito de
sodio contra S. aureus ATCC 29313 (Tabela 6). A combinagdo do extrato da casca de roma a
90% com nitrito de sddio resultou em um FIC de 0,61, indicando um efeito sinérgico moderado.
Notavelmente, a combinacdo do extrato da semente de roma a 70% com nitrito de sodio
apresentou um FIC de 0,14, o que sugere um sinergismo elevado. Esses achados reforcam o
potencial da roma como fonte de compostos bioativos capazes de otimizar a eficacia

antimicrobiana de conservantes convencionais.

Tabela 6. indice fracional inibitorio (FIC) dos extratos etanélicos de Punica granatum (casca
90% e semente 70%) e nitrito de sodio contra S. aureus ATCC 29313.

Bactéria Composto FIC
S. aureus Casca a 90 % + nitrito de s6dio 0,61
ATCC 29313 Semente a 70 % + nitrito de sddio 0,14

3.4 Anédlise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos como
média aritmética + desvio padrdo. Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA)
de uma via, seguida pelo teste de comparacGes multiplas de Tukey, adotando-se nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software

Minitab Statistical Software.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram o potencial da roméa (Punica granatum)
como fonte de compostos bioativos com atividades antioxidantes e antibacterianas, destacando
as diferencas significativas entre 0s extratos da casca e da semente, bem como o sinergismo
com o nitrito de sddio. Esta discussdo integra nossos achados com a literatura cientifica recente,
fornecendo uma perspectiva aprofundada sobre os mecanismos e implicacdes biotecnoldgicas.
A analise por UHPLC-MS/MS revelou que a casca de roma € uma fonte rica em flavonoides,
como luteolina e quercetina, e &cidos fendlicos, como o &cido quinico, enquanto a semente
concentra fendis simples, como a vanilina. Estes achados estdo em consonancia com estudos
recentes que confirmam a casca como o principal reservatorio de elagitaninos, a exemplo da
punicalagina, e flavonoides, compostos conhecidos por suas potentes atividades bioldgicas
(Cava et al., 2024; Chaaba et al., 2025).
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As médias foram comparadas pelo teste t de Student para amostras independentes,
adotando-se nivel de significancia de 5% (p <0,05) (Montgomery & Runger, 2012). Ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os extratos de casca (90%) e semente
(70%) (p = 0,22), indicando desempenho equivalente quanto ao teor do metabdlito.

A maior diversidade e concentracdo de polifendis na casca justificam sua superioridade
em diversas aplicacdes, como observado em nossos ensaios. Nossos resultados de atividade
antioxidante, avaliados pelos ensaios de DPPH e FRAP, corroboram a literatura que aponta a
casca de roma como um potente antioxidante natural. A casca apresentou um valor de ECso
significativamente menor no ensaio DPPH (2,07 = 0,06 mg/mL) em comparagdo com a semente
(5,60 + 1,90 mg/mL). Esta maior capacidade de sequestro de radicais livres na casca € atribuida
a alta densidade de grupos hidroxila em sua estrutura polifendlica, que facilita a doacéo de
hidrogénios e a estabilizagdo de radicais livres (Faizatun et al., 2026; Yuniarto et al., 2025). No
ensaio FRAP, a casca de roma também demonstrou maior poder redutor (1,27 = 0,02 uM de
sulfato ferroso/mg de amostra) em relacdo a semente (2,63 + 0,05 pM/mg). Este resultado €
consistente com a literatura, que posiciona subprodutos agroindustriais de romd@ como
antioxidantes superiores a conservantes sintéticos em matrizes lipidicas, devido a sua
capacidade de doar elétrons e quelar metais de transicdo que catalisam reacdes oxidativas (Cava
et al.,, 2025). A presenca de compostos como quercetina e luteolina na casca contribui
diretamente para essa elevada capacidade antioxidante, atuando em diferentes fases da oxidacao
lipidica e protegendo a integridade celular.

A avaliacdo da atividade antibacteriana revelou que os extratos da casca de roma
exibiram maior eficacia contra um painel de microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos, incluindo Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli, com
valores de CIM variando entre 0,08 e 1,25 mg/mL. Essa superioridade é atribuida a presenca
de punicalagina e outros polifendis, que atuam desestabilizando a membrana citoplasmatica
bacteriana, inibindo sistemas enzimaticos e interferindo na formacéo de biofilmes (Forgione et
al., 2024; Wang et al., 2025).

Um dos achados mais relevantes deste estudo foi o sinergismo observado entre os
extratos de roma e o nitrito de sodio. A combinacdo do extrato da semente de roma a 70% com
nitrito de sodio resultou em um indice de Concentracdo Fracional Inibitdria (FIC) de 0,14,
indicando um sinergismo elevado. Para a casca de roméa a 90%, o FIC foi de 0,61, sugerindo
um sinergismo moderado. Este efeito sinérgico é de grande importancia para a industria
alimenticia, pois permite a reducdo da concentragdo de conservantes sintéticos, como o nitrito

de sédio, sem comprometer a seguranca microbioldgica dos alimentos (Elgadir et al., 2025). A
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literatura recente tem explorado a combinacgéo de extratos vegetais com nitritos para mitigar os
riscos associados ao uso excessivo de nitrito, como a formagdo de nitrosaminas, € nossos
resultados reforcam essa estratégia (Feng et al., 2024; Sulieman et al., 2023). O mecanismo de
sinergismo pode envolver a agdo multialvo dos polifendis, que desestabilizam a parede celular
bacteriana, facilitando a acdo do nitrito na inibicdo enzimatica respiratoria.

Os resultados deste estudo destacam o potencial biotecnolégico dos extratos de roma,
especialmente da casca, como agentes antioxidantes e antimicrobianos naturais. A capacidade
de sinergismo com o nitrito de s6dio abre novas perspectivas para o desenvolvimento de
estratégias de conservacdo de alimentos mais seguras e sustentaveis, alinhadas com a crescente
demanda por alternativas naturais na industria alimenticia. A utilizacdo desses extratos pode
contribuir para a reducdo de aditivos sintéticos, melhorando a qualidade e a seguranca dos

produtos alimenticios.

CONCLUSOES

Este estudo investigou o potencial sinergistico antibacteriano dos extratos de casca e
semente de roma (Punica granatum L.) em combinacdo com o nitrito de sddio, um conservante
amplamente utilizado na industria carnea. Nossos resultados demonstraram que a roma possui
um espectro antimicrobiano significativo, atuando por meio de mecanismos multifacetados que
incluem a desorganizacdo da membrana celular, a interferéncia na expressdo proteica e a
inibicdo de fatores de viruléncia e quorum sensing bacteriano. Tais achados corroboram o
crescente interesse em compostos bioativos naturais como alternativas ou coadjuvantes aos
aditivos sintéticos.

A contribuicdo mais relevante deste trabalho reside na elucidacdo do potencial
sinergismo entre os extratos de roma e o nitrito de sodio. A identificacdo de um indice de
Concentracdo Fracional Inibitoria (FIC) que indica sinergismo ou adicdo para as combinacdes
testadas representa um avanco significativo. Este efeito combinado ndo apenas amplia o
espectro de acdo antimicrobiana, mas também oferece uma estratégia promissora para a reducédo
das concentracdes de nitrito de sddio em produtos alimenticios. Tal reducdo é de suma
importancia para mitigar os riscos toxicolégicos associados ao consumo excessivo de nitritos,
como a formacdo de meta-hemoglobina e a potencial geracdo de nitrosaminas, ao mesmo tempo
em que atende a crescente demanda do consumidor por alimentos mais seguros € com menor

teor de aditivos quimicos.
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Em um cenério global onde a seguranca alimentar e a sustentabilidade s&o imperativas,
a valorizacdo da romd como fonte de agentes antimicrobianos naturais e sinérgicos com
conservantes tradicionais abre novas perspectivas para a inova¢do na industria alimenticia. Os
resultados aqui apresentados ndo apenas preenchem uma lacuna na literatura cientifica sobre o
sinergismo entre extratos de roma e nitrito de sédio, mas também fornecem uma base solida
para 0 desenvolvimento de formulagbes mais eficazes e seguras para a conservacdo de

alimentos.
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