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INTRODUCAO

Os antimicrobianos tém como fungédo, a capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos e /ou deteriorantes como bactérias e fungos, e podem ser derivados
de origem microbiana, vegetal e animal (BARROS et al., 2020). Esses compostos tém
capacidade de interagir com moléculas alvo e interferirem nas funcbes das células de
microrganismos com mecanismos antimicrobianos principalmente gerando modificagdes nas
propriedades da membrana citoplasmatica e no metabolismo energético além de inibirem a
sintese de &cido nucleico (BARBOSA et al., 2015). Tratando-se de antimicrobianos de origem
microbiana, as bacteriocinas recebem notoriedade, e basicamente sdo peptideos com atividade
antimicrobiana utilizados como conservantes alimentares naturais (CLEVELAND et al.,2001).
Importante investigar o potencial de culturas flngicas e vegetais que apresentem propriedades
antimicrobianas. Diantes do exposto, o objetivo desse trabalho é avaliar o potencial

antimicrobiano de extratos brutos, elaborados a partir de plantas e de fermentacéo fungica.

FUNDAMENTACAO TEORICA
Os fungos filamentosos s&o microrganismos comumente encontrados nos mais diversos
tipos de ambiente, sendo capazes de realizar fermentacdo, processo envolvendo reacdes

quimicas catalisadas por enzimas no qual a matéria organica presente no inoculo é convertida
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em varias substancias (SOUZA et al., 2006). Os antibi6ticos sdo metabolitos secundarios
sintetizados a partir de fungos e/ou bactérias, caracterizados por possuirem a capacidade de
inibir ou causar a morte de bactérias ou fungos (SOUZA et al., 2006). Eles sdo provenientes de
metabolismo celular, embora possam ser sintetizados quimicamente. Os antibidticos sintéticos
sdo substancias sintetizadas em laboratdrios ou de origem vegetal que apresentam baixa
toxicidade para as células normais do hospedeiro e alta toxicidade para o agente agressor.
(GUIMARAES, 2009).

METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Microbiologia do CENLAG da
Universidade Federal do Agreste de Pernambuco (UFAPE), Garanhuns - PE. As amostras
vegetais de Uxi-Amarelo (Endopleura uchi), Cravo da india (Syzygium aromaticum),
Manjericdo (Ocimum basilicum), Orégano (Origanum vulgare), LOURO- LOU (Laurus
nobilis), Unha de Gato (Uncaria tomentosa), Noz Moscada (Myristica fragrans), utilizadas
neste estudo foram adquiridas no comércio local deste municipio. Ja os fungos foram isolados
de alimentos como: pdo (AP3), batata doce (AB1, AB2, PB1), casca de laranja (PL2), queijo
de cabra (PQ3) e sorvete (AS4). Esses foram cultivados individualmente, em meio Agar batata
dextrose (BDA) em condicdo de aerobiose na temperatura de 28°C, para identificagcdo
morfologica.

Apds o isolamento, o crescimento das coldnias foi acompanhado por 96 h em
temperatura ambiente (28°C). Para a purificacdo, fragmentos de cada coldnia foram transferidos
para placas de Petri contendo 0 meio agar batata dextrose (BDA) adicionado de cloranfenicol
(100 mg.L?) e, depois de confirmada a pureza, transferido para tubo de ensaio contendo 0 meio
BDA (9). A identificacdo dos espécimes foi realizada de acordo com base nas descri¢fes de
literatura especializada (ELLIS, 1971, 1976; DOMSCH & GAMS, 1993, KIRK, 1966).

Em seguida, para cada especiaria foi pesada (10 g) e adicionada em um erlenmeyer
(250mL) individualmente. Adicionou-se uma solucdo hidroalcoodlica (50%). Os preparados
foram armazenados em bancadas protegidas da luz por oito dias a temperatura ambiente (27
°C) e umidade relativa (UR) de 78%. Ap0s esse periodo os extratos foram filtrados e colocados

para secar em estufaa 42 °C. O material foi ressuspendido com uma solucgéo de dimetilsulfoxido
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a 10%. Os extratos foram armazenados a -20°C, até o momento das anélises. Producdo do
extrato bruto em fermentacdo submersa por fungos filamentosos. Cada fungo foi submetido
individualmente a diferentes meios de cultivo para a producgéo dos extratos. Foram eles: meio
fécula de batata (FB), meio fécula de mandioca (FM), meio leite (ML), meio peptona (PP) e
meio gelatina (PG).

Todos os meios tiveram seu pH ajustados para pH 6,0 com NaOH a 1M. Posteriormente,
cada erlenmeyer (contendo o meio individual) recebeu uma aliquota do respectivo fungo na
concentracdo de 10® UFC/mL. Apos a inoculagio foram armazenados sob bancada protegidos
da luz, na temperatura ambiente (27°C) e UR 75%. A fermentagdo ocorreu de forma estatica
por 5 dias. Apds esse periodo, os extratos brutos foram filtrados e armazenados a -20°C, até o
momento das analises.

Para avaliar a acdo dos extratos produzidos, foram utilizados S. aureus ATCC 25923
e Salmonella ATCC 700623. Os microrganismos foram mantidos sob congelamento a 20°C, a
reativacdo dos mesmos ocorreu 48 horas antes do experimento, utilizando caldo Brain Heart
Infusion (BHI).

O teste da atividade antimicrobiana foi realizado pela técnica de difusdo em disco Kirby-
Bauer (14). Para tanto, discos de papel de filtro (10 mm) foram preparados e autoclavados a
121 °C por 15 minutos. Foram preparadas placas com Agar Mueller Hinton para realizagio dos
testes. Cada bactéria foi ativada 24 horas antes da anélise em caldo BHI. Em seguida, foram
preparadas suspensdes (108 UFC/mL) de cada microorganismo correspondendo a escala 0,5 de
MacFarland. Em seguida esses microrganismos foram semeados individualmente nas placas,
através da técnica de esgotamento. As placas contendo o meio sélido, receberam discos de papel
de filtro ¢ cada um, uma aliquota de 40 puL do extrato bruto fermentado, em seguida foram
incubados em estufa em condic&o de aerobiose a 35°C por 24 horas. O mesmo procedimento
ocorreu para avaliar a eficiéncia dos extratos vegetais. Além disso, placas com antimicrobiano
foram utilizadas como controle positivo. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela formacéo
de halo de inibicdo medido em milimetros. Todas as analises foram realizadas em duplicatas.

Os dados foram tabulados utilizando o software Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais contra estirpes de
Salmonella e S. aureus estdo na tabela 1. Podemos observar que, ambas as bactérias
apresentaram resisténcia aos extratos de louro, unha de gato e manjericdo. Por outro lado, S.
aureus e Salmonella tiveram halos de inibicao de 9 e 2 mm, nesta ordem, para o OR, segerindo
sensibilidade. Resultado semelhante foi observado por (SILVA et al., 2010) utilizando também

orégano contra bactérias do género Salmonella.

Tabela 01: Atividade antimicrobiana (mm) dos extratos vegetais sobre estirpes de Salmonella e S. aureus. R -
estirpe resistente ao antimicrobiano, Garanhuns-PE, 2023.

Extrato Salmonella Staphylococcus aureus
Unha de gato R R
Uxi-amarelo R 5

Orégano 2 9

Cravo da india R 10
N6z moscada R 4
Louro R R
Manjericéo R R

Fonte: Prépria, (2023).

Na tabela 1, também pode-se observar que S. aureus formou halo de 10 mm na presenca
do extrato de cravo da india, ja Salmonella foi resistente. Ainda com relacdo a S. aureus, foram
observados halos de 5 e 4 mm para os extratos de unha de gato e n6z moscada, respectivamente.
No estudo conduzido por (SILVESTRI et al., 2010), os autores relatam atividade
antimicrobiana do cravo da india contra S. aureus, 0 mesmo nao foi observado para Salmonella,
sugerindo maior eficacia contra bactérias Gram-positivas.

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados da acdo dos fungos isolados frente a S.
aureus. Penicillium sp3 oriundo dos meios fécula de mandioca, leite, peptona e fécula de batata
formam capazes de inibir o crescimento de S. aureus, em contrapartida, foi observado
crescimento na presenca do meio de gelatina, sugerindo resisténcia. J& os fungos Penicillium
sp2, em contato com a placa com S. aureus, mostraram-se eficazes apenas nos meios peptona e
gelatina.

Tabela 02: AcGes antagonista dos fungos Penicillium sp3, Aspergillus 4 e Penicillium sp2 em diferentes meios,
sobre estirpes de Staphylococcus aureus. FM - fécula de mandioca, PL - leite, PP - peptona, PG - gelatina, FB -
fécula de batata, — indefinido.

Fungos FM PL PP PG
Penicillium sp3 3 5 4 R
Aspergilus 4 3 R 7 5
Penicillium sp2 R R 5 4

Fonte: Prdpria, (2023).
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Os resultados da acdo antagonista dos fungos isolados frente a S. enteritidis estdo
presentes na tabela 3. O Aspergillus 4 extraido do meio peptona e proteina do leite ocasionou
halos de inibicdo de 15 mm para a espécie bacteriana S. enteritidis, por outro lado, 0os demais

apresentaram resisténcia.

Tabela 03: Acédo antagonista dos extratos brutos, de fungos filamentosos, em diferentes meios fermentativos,
sobre Salmonella enteritidis, halos em mm. PP-meio peptona, PG - meio gelatina; PL- leite; R- resistente.

Fungos PP PG PL
Penicillium sp3 R R R
Aspergillus sp2 R R R
Aspergillus 4 15 R 15
Penicillium sp2 R R R
Aspergilus sp3 R R R
Penicillium spl R R R
Aspergillus spl R R R

Fonte: Prdpria, (2023).

Os agentes S. enteritidis e S. aureus também foram testados frente aos antimicrobianos
gentamicina, ampicilina e cefalotina, sendo sensiveis a todos eles, sugerindo melhor atividade
antimicrobiana que os extratos vegetais aqui testados. Costa e colaboradores (2013), avaliando
a atividade antimicrobiana destas mesmas drogas (gentamicina, ampicilina e cefalotina) contra
cepas de S. aureus isolados de mastite bovina relataram que 80% dos isolados foram resistentes
a ampicilina, em crontrapartida, 80% dos isolados foram sensiveis a gentamicina, resultado

semelhante ao observado neste estudo, onde 100% dos isolados mostraram-se sensiveis.

CONCLUSOES

Viu-se grande variagdo entre os perfis das estirpes frente aos extratos naturais de
vegetais, tendo resultados positivos de inibi¢do com uso do extrato do cravo-da-india e orégano.
Considerando a importancia e o cuidado na administracdo de antibiéticos, tendo em vista as
possibilidades de causar resisténcia a bactérias por o uso indiscriminado, indevido e em excesso
de farmacos. Os resultados sugerem que 0s estratos possuem atividades antimicrobianas contra

as estirpes.
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