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RESUMO

O enorme interesse na substituicAo de antibidticos nos processos
industriais por antimicrobianos naturais, tem sido uma nova alternativa de se
reduzir a quantidade de bactérias que causam contamina¢des no processo
industrial sem que as leveduras sejam afetadas. As transformacfes que as
bactérias podem ocasionar em uma fermentacdo industrial pode gerar
problemas em todo o processo. Essas bactérias possuem a capacidade de
consumir os substratos e agucares presentes nas fermentagoes, dificultando ou
até inibindo o crescimento das leveduras fermentadoras, também podem mudar
todo o produto final, devido as substancias que as mesmas podem produzir. Por
iSso, com 0 objetivo de minimizar esse grande problema, sem que se faca a
utilizacéo de antibidticos sintéticos, o uso de extratos de plantas estad sendo a
alternativa mais viavel no momento. Nesse experimento utilizou trés plantas para
se fazer os extratos, Jambolao (Syzygium cumini (L.)) e Pimenta Rosa (Schinus
terebinthifolius) e o Ldpulo (Humulus lupulus), foi utilizado também cinco
concentragdes, (12 mgxmL?, 24 mgxmL?, 60 mgxmL?, 200 mgxmL?, e 300
mgxmL1). As bactérias contaminantes e as leveduras foram coletadas na usina.
Para classificar a bactéria foi necessario se fazer o método de coloracdo de
gram. As analises do experimento foram feitas por analise de variancia e por
meio de comparacdo das medias pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade no programa de estatistica GENES. Os resultados mostraram que
0 extrato da Pimenta Rosa na concentracdo 200 mgxmL™, ndo obteve o efeito

para a levedura, e se mostrou eficaz na inibicdo da bactéria.

Palavras-chave: Antibidticos, contaminantes, leveduras fermentadoras, usina.



ABSTRACT

The enormous interest in the substitution of antibiotics in industrial
processes by natural antimicrobials has been a new alternative to reduce the
amount of bacteria that causes contamination in the industrial process without
the yeasts being affected. The transformations that bacteria can cause in an
industrial fermentation can generate problems throughout the process. These
bacteria have the ability to consume the substrates and sugars present in the
fermentations, hindering or even inhibiting the growth of fermenting yeasts, they
can also change the entire final product, due to the substances they can produce.
Therefore, in order to minimize this great problem, without the use of synthetic
antibiotics, the use of plant extracts is the most viable alternative at the moment.
In this experiment three plants were used to make extracts, Jambolao (Syzygium
cumini (L.)) and Pepper pink (Schinus terebinthifolius) and Hops (Humulus
lupulus). Five concentrations were also used: 12 mgxmL?, 24 mgxmL?, 60
mgxmL?, 200 mgxmL?, and 300 mgxmL?). Contaminant bacteria and yeasts
were collected at the plant. To classify the bacterium it was necessary to make
the gram staining method. The analyzes of the experiment were done by means
of analysis of variance and by means of comparison of means by the test of Tukey
in level of 5% of probability in the program of statistics GENES. The results
showed that Pepper pink extract at 200 mgxmL concentration, did not have an
effect on yeast and was effective in inhibiting the bacteria.

Key words: Antibiotics, contaminants, fermenting yeasts, plant.



1. INTRODUCAO

O Brasil é pioneiro na producdo em larga escala de alcool combustivel,
sendo um dos lideres mundiais nessa area, com isso o interesse pelo alcool no
Brasil parece ter se fortalecido em virtude das novas perspectivas de mercado.
A fermentacdo alcodlica € a operagcado mais complexa e importante da fabricacao
do alcool, por utilizar organismos vivos e concentrar grande parte da eficiéncia
da producéo.

No Brasil existe varios tipos de processos de fermentacao industrial, onde
pode ocorrer a disputa entre leveduras e bactérias, que utilizam quase todo o
substrato do processo de fermentacéo para o seu metabolismo. Essas bactérias
produzem substancias indesejaveis, que pode ser imensamente relevante na
produtividade final.

O processo fermentativo das indUstrias sucroenergéticas geralmente
possuem condicfes ndo assépticas, onde pode ocorrer frequentemente a
contaminagdo por bactérias ou até por leveduras ndo Saccharomyces. Esses
contaminantes podem gerar grandes problemas, tanto operacionais quanto
econdmicos. As contaminacdes ocorrem devido ao reciclo de células de levedura
para aumentar a produtividade, com isso também pode-se reciclar as bactérias
contaminantes. As contaminacdes bacterianas no processo fermentativo podem-
se originar durante as operacdes de transferéncia da cana-de-acucar do campo
até a industria, envolvendo corte, carregamento, transporte, descarregamento e
até armazenamento da matéria-prima.

A contaminacdo bacteriana pode diminuir o rendimento da producéo do
produto de interesse, devido a elas consumirem uma grande quantidade de
sacarose ou até mesmo reduzir a viabilidade da levedura. A existéncia de certos
indices de microrganismos indesejaveis pode ocasionar prejuizos ao processo
industrial (PRADO, 2014).

Durante o processo de centrifugacdo os microrganismos contaminantes
também sao reciclados juntamente com o fermento e agravam os problemas
associados com a contaminacao bacteriana (CHERUBIN, 2003). Em razdo ao

grande aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a mdultiplas



drogas, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, surge a preocupacéo
para a procura de novas alternativas terapéuticas (OLIVEIRA et al., 2007).

O método adotado pelas industrias e usinas que utilizam processos
fermentativos para a obtencdo de seus produtos de interesse € a adicdo de
antibiéticos convencionais e antimicrobianos a base de lupulo para o controle de
bactérias. Como os antibidticos vem sendo um grande empecilno para as
industrias, devido as bactérias estarem ganhando resisténcia aos mesmos,
entdo estd sendo necessario que se busque outras alternativas para que se
possa resolver esse problema.

As plantas medicinais estdo dentre os produtos naturais, de grande
interesse cientifico devido a possibilidade de empregéa-las como fitofarmacos, por
proporcionarem grandes chances de obterem-se moléculas prot6tipos devido a
sua diversidade de seus constituintes (LIMA et al., 2006).

Devido a frequente presenca de contaminantes durante o processo
fermentativo é interessante que se conheca os fatores que podem possibilitar a
reducdo desses problemas causados pelas bactérias. Para que se possa
diminuir as contamina¢cdes uma grande quantidade de antibidticos vem sendo
utilizada. Contudo isso esta se tornando um problema, pois as bactérias
contaminantes cada vez mais estdo evoluindo e ficando resistentes a esses
antibiéticos que sdo descartados em lugares inapropriados. Esse descarte
incorreto dos antibidticos esta prejudicando cada vez mais o meio ambiente, 0s
animais e aos seres humanos.

Nos ultimos anos foram testados antimicrobianos naturais com o objetivo
de substituir os antibidticos, com o intuito de ser sustentavel e também ser uma
das formas mais vidveis economicamente de se fazer um tratamento téo
complexo. Nas ultimas décadas, foram intensificadas as investigacbes sobre
fitoterapicos que possam oferecer tratamento alternativo de controle bacteriano
(PUPO et al., 2007).

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana de Jameldo (Syzygium cumini (L.)) e

Pimenta rosa (Schinus terebinthifolius), contra bactérias contaminantes que



causam contaminagdes nos processos fermentativos, sem que a mesma afete o

processo fermentativo da levedura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

< Avaliar atividade antimicrobiana de Jameldo (Syzygium cumini (L.)) e
Pimenta rosa (Schinus terebinthifolius), contra as bactérias contaminantes de

processos industriais de fermentacéo alcodlica;

< Avaliar atividade antimicrobiana de Jameldo (Syzygium cumini (L.)) e
Pimenta rosa (Schinus terebinthifolius), contra as leveduras industriais

utilizadas em fermentacéo alcodlica;

« Identificar a concentracdo ideal de extrato para uso no controle de

contaminacgao nas usinas;

3. REVISAO

3.1. ETANOL

O Brasil hoje é o maior produtor de cana-de-acucar, desde o plantio até a
producédo de agucar, etanol e bioeletricidade, esse aumento tem colaborado para
novas tecnologias e aumento de usinas em todo o pais. Essa planta trouxe
muitos beneficios, como empregos, rendas para a populacéo e para empresas
sucroenergéticas (NUNES, 2017). A cana-de-acucar é uma planta semi perene
da familia das gramineas. A sacarose se concentra nos colmos, que compde a
parte aérea da planta enquanto a palha da cana estd em suas pontas e folhas
(BNDES; CGEE, 2008). O etanol CH3CH20H (Figura 1), também chamado alcool
etilico - na linguagem popular, simplesmente alcool - € uma substancia organica
obtida da fermentacdo de acUcares, hidratacdo do etileno ou reducdo a
acetaldeido12, encontrado em bebidas como cerveja, vinho e aguardente, bem

como na industria de perfumaria (UNICA, 2008).



Figura 1. Formula estrutural do etanol

™ ¥
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Fonte: HIELSCHER, (2018).

O etanol tem uma importancia ambiental muito relevante, pois além de ser
produzido a partir de uma matéria-prima renovavel, gerar empregos na cadeia
sucroenergética e novas oportunidades de negocios, esse biocombustivel
também reduz a emissdo de gases para a atmosfera, o que é uma preocupacao
mundial atualmente (SEBRAE,2016).

3.2. FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentacédo alcodlica industrial € a transformacéo de acucares em alcool
etilico (etanol) e gas carbbnico (CO2) pela acdo de um determinado grupo de
organismos unicelulares predominantemente denominados leveduras (SILVA;
COUTO, 2007). O processo de conversao que ocorre dentro da célula é dividido
em duas etapas: A primeira etapa € a conversdo do monossacarideo em acido
pirdvico (piruvato), isso acontece através de uma sequéncia de dez reacfes
enzimaticas, esta etapa € conhecida como glicélise. A segunda etapa acontece
a partir do acido piravico, em condic6es de anaerobiose ocorre fermentacao
alcoolica propriamente dita, dando origem entdo ao produto final mais comum
neste processo, o etanol (MADIGAN et al., 2010).

A fermentacdo € uma operacdo complexa e importante na fabricacdo do
alcool, por utilizar organismos vivos e concentrar grande parte da eficiéncia da
producdo. E uma reacdo quimica exotérmica que transforma as moléculas de

glicose, em moléculas de alcool e gas carbono liberando energia térmica.



O agente da fermentagdo € um microrganismo conhecido popularmente
como fermento e tecnicamente como Saccharomyces cerevisiae, que foi
biologicamente desenvolvido e adaptado para a industria alcooleira. Esses
organismos sdo desenvolvidos para propiciar fermentacdo uniforme, rapida e
com alto rendimento em etanol (SILVA; COUTO, 2007).

As células de levedura, durante o processo de fermentacdo alcodlica
apresentam necessidades nutricionais e os nutrientes influenciam diretamente a
multiplicacéo e o crescimento celular e também a eficiéncia da transformacéo do
acucar em alcool (AMORIM, 2005).

Durante a fermentacdo, a levedura pode estar exposta a varios fatores
estressantes. Dentre esses fatores, os mais frequentemente mencionados séo
os altos teores alcodlicos, a temperatura elevada, a acidez do meio (inclusive no
tratamento &cido), a presenca de sulfito, a contaminacdo bacteriana e, mais
raramente documentada, a contaminacdo com leveduras ndo Saccharomyces
(BASSO, 2004).

3.3. LEVEDURA DE PROCESSO FERMENTATIVO

Saccharomyces é o género de maior predominancia nos processos
fermentativos. No Brasil, a espécie que apresenta a melhor adaptacdo as
condicBes industriais € a Saccharomyces cerevisiae. Também existem outras
espécies do mesmo género Saccharomyces e outros géneros isolados em
destilarias no Brasil, como por exemplo, S. ellypsoideus, S. fragilis, S. coreanus,
S. bayanus, S. chevalieri, S. pretoriensis (Torulaspora pretoriensis) e

Schizosaccharomyces pombe, entre outras (CINELLI, 2012).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um dos melhores modelos de
sistema eucaribtico unicelular, pois seu metabolismo, semelhante ao de
eucariotos superiores, com mecanismos proprios de ativacdo metabdlica
(citocromo P450) tornam este microrganismo uma valiosa ferramenta de estudo
do metabolismo e fisiologia celular. Esta levedura destaca-se por realizar uma

rapida conversao de agucar a etanol e CO2 (OLIVEIRA, 2009).

As leveduras podem se reproduzir por esporulacdo ou por gemulacao (ou

brotamento). O método mais comum € o da gemulag&o, onde a partir da célula
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mae é formada uma protuberéancia que dara origem a célula filha. Durante sua
vida uma célula madura produz, por gemulacdo, uma média de 24 células filhas.
As gemulacdes sucessivas sdo sempre formadas em locais diferentes na
superficie celular, permanecendo cicatrizes das gémulas como resultado deste
processo de reproducédo (STECKELBERG, 2011).

3.4. CONTAMINACAO BACTERIANA

Os processos industriais de producéo de alcool existentes no Brasil reutilizam
o fermento em ciclos fermentativos consecutivos. Durante o processo de
centrifugagdo o0s microrganismos contaminantes também s&o reciclados
juntamente com o fermento e agravam os problemas associados com a
contaminacao bacteriana (CHERUBIM, 2003).

A infeccdo bacteriana na fermentacdo pode causar danos ao processo, tais
como: consumo de acucar, formacao de goma, floculacdo do fermento, inibicdo
e queda da viabilidade das leveduras devido aos metabdlitos toxicos e acidos
organicos excretados no meio e, por consequéncia, reducéo no rendimento e na
produtividade da fermentacdo (ALCARDE; HORII; NOBREI, 2007).

A reducao no rendimento fermentativo devido a presenca de bactérias laticas
€ Obvia pois, quando uma molécula de glicose é convertida em duas de acido
latico resulta em duas moléculas de etanol que deixaram de serem produzidas
pela levedura (NARENDRANATH, 1997).

As bactérias Acetobacter sp., Lactobacillus sp., Bacillus sp., Clostridium sp.,
Eterobacter sp., Leuconostoc sp. e Streptococcus sp. S0 0s contaminantes mais
atuantes e geralmente associados aos fracassos da fermentacdo alcodlica,
devido a formacado de acido latico e outros acidos organicos, além de estarem
associados a floculagdo (AMORIM; OLIVEIRA, 1982). Além disso, as analises
quimicas e microbioldgicas possibilitam um melhor controle dos processos de
fermentacado alcodlica, reduzindo as perdas e melhorando o desempenho do
setor (AMORIM; BASSO; LOPES, 2008).
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3.5. ANTIBIOTICOS

Os antibiéticos sdo substancias do metabolismo secundéario de fungos e
bactérias com capacidade de impedir o crescimento ou levar a morte outros

microrganismos, podendo ser sintéticos ou naturais (WALSH, 2003)

Os principios ativos dos antibidticos sdo de origem do metabolismo de
microrganismos selecionados e o0 seu grau de pureza depende do refinamento
do processo de purificacdo de cada empresa produtora de antibioticos
(CHERUBIN, 2003). Antibiéticos como penicilina e a tetraciclina séo utilizados
nas fermentacbes (BREGAGNOLI, 2006), porém ndo é admissivel usar uma
levedura para racdo animal ou até mesmo alimentacdo humana que apresente
residuos de antibiéticos (TAUBE, 2009 apud CAETANO; MADALENO, 2011).
Além disso, a resisténcia térmica dos antibidticos impede sua destruicao durante
a destilacdo, fazendo com que alguns antibiéticos sejam levados junto da

vinhaca para campo no processo de fertirrigacao.

Sabe-se que o0 problema da resisténcia microbiana é crescente, e a
perspectiva de uso de drogas antimicrobianas no futuro é incerta, tornando o uso
de antimicrobianos de origem natural uma alternativa eficaz e econbmica
(VARGAS et al., 2004).

Somado a tudo isso a utilizacao de antibiéticos no controle microbiologico da
producao de etanol apresenta elevado custo (CAETANO; MADALENO, 2011).

O uso indiscriminado de antibi6ticos levou ao desenvolvimento de resisténcia a
drogas em muitas cepas de bactérias patogénicas e estudos estdo em
andamento para descobrir novos agentes que sejam eficazes e seguros para o
consumo humano (DE OLIVEIRA et al., 2007).

Na tentativa de minimizar os efeitos da contaminacdo a industria
sucroenergética trata o fermento com antibiético e &cido sulfdrico para o controle

da infecgao bacteriana.

3.6. EXTRATOS VEGETAIS

Muitas espécies vegetais tém sido usadas, pelas caracteristicas
antimicrobianas, através de compostos sintetizados pelo metabolismo

secundario da planta. Estes produtos séo reconhecidos por suas substancias


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996911000949?via%3Dihub#bb0120
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ativas, como é o caso dos compostos fendlicos, que fazem parte dos 6leos
essenciais e dos taninos (NASCIMENTO et al., 2000).

Os extratos de plantas sdo ricos em fitoquimicos, como compostos
fendlicos, flavonoides e taninos, que sao fontes de antioxidantes naturais e tem
a capacidade se ser antimicrobianos, dentre eles o extrato a base de lupulo,

extrato do jamboldo e extrato da pimenta rosa.

3.7. EXTRATOS A BASE DE LUPULO

O ldpulo é uma flor da familia das Canabidaceas que entra ha composi¢cao
das cervejas (Fotografia 1). A planta ndo tem efeito entorpecente, serve para
dar a cerveja seu amargor, além de contribuir no aroma da bebida (NOGUEIRA,
2004).

Fotografia 1. Lupulo

Fonte: (MESTRE CERVEJEIRO, 2014).

Os acidos do lupulo interferem no transporte de metabodlitos na membrana
celular e modificam o pH intracelular o que provoca a morte das bactérias por
meio de insuficiéncia nutricional. Sua acdo € mais eficiente em bactérias Gram-
positivas (SILVA; FARIA, 2008). Atuam principalmente sobre as bactérias dos

géneros Lactobacillus e Pediococcus, limitando seus metabolismos e
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melhorando as condi¢Ges fermentativas para as leveduras. Isso proporciona
melhores condi¢Bes para o crescimento das leveduras que irdo fermentar mais

rapidamente o mosto e com maior producéo de alcool (RUCKLE; SENN, 2006).

3.7.1 JAMBOLAO (Syzygium cumini (L.))

O jamboldo (Syzygium cumini (L.)) (Fotografia 2) que é pertencente a familia
Myrtaceae é uma planta promissora, sendo abundantemente cultivada no Brasil
como arvore ornamental, de sombra e muito utilizada como quebra vendo para
véarias culturas. Originou-se na Asia tropical, especificamente no subcontinente
indiano, e € comum em regides tropicais e clima subtropical, que pode ser
encontrado na maioria dos estados brasileiros (BALIGA et al., 2011). E
conhecido como jameldo, jamboldo, azeitona preta, azeitona roxa, jambul,
jamun, entre outros (SOUSA, 2015).

Com relacdo ao Jamboléo, estudos mostraram que o extrato hidroalcodlico
da folha possui efeitos antibacterianos contra Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Kocuria rhizophila, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa,
Shigella flexneri, Staphylococcus aureus e Klebsiella
pneumoniae multirresistente , Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus in vitro (DE OLIVEIRA et al., 2007). Segundo Loguercio e colaboradores
(2005) citado por Caetano e Madaleno (2011), o extrato hidroalcodlico de folhas
de jamboldo na concentracédo de 10% (m/v) apresentou atividade antibacteriana
frente a varios isolados bacterianos, a saber: Bacillus cereus, Corynebacterium
sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp., Rhodococcus equi,
Staphylococcus sp., S. aureus, S. intermedius, Streptococcus canis, Salmonela
typhi e S. cholerasuis, ndo sendo observada diferenca de sensibilidade entre
microrganismos gram-positivos e gram-negativos. Este estudo justifica o teste
com as bactérias contaminantes dos processos de fermentacdo alcodlica

industriais que apresentam alta resisténcia osmotica e ao alcool.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996911000949?via%3Dihub#bb0120
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Fotografia 2. Jambol&o (Syzygium cumini (L.))

FONTE: (LEE DOC, 2018).

3.7.2 Pimenta Rosa (Schinus terebinthifolius)

A espécie Schinus terebinthifolius (Fotografia 3), pertence a familia
Anacardiaceae e € popularmente conhecida como, pimenta rosa, aroeira-
vermelha, aroeira mansa, aroeira branca, aroeira da praia, aroeira do brejo,
aroeira rasteira, aroeira do campo que é um vegetal nativo no Brasil e introduzida
na Europa, onde é muito apreciada pela beleza de seu porte, sendo muito
utilizada na arborizacdo de ruas (RIBAS et al., 2006).

A aroeira tem sido alvo de varios estudos envolvendo o uso de extratos
de casca, folhas e frutos como promotor de cicatrizagdo e como agente
antibacteriano e antifingico (ESTEVAO et al., 2013). Um extrato hidroalcodlico
de folhas de Aroeira mostrou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus

aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (MARTINEZ et al., 2000).
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Fotografia 3. Pimenta Rosa (Schinus terebinthifolius)

Fonte: (EVERGLADES, 2011)

4. METODOLOGIA

4.1. LOCAL DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no Prédio Multidisciplinar, no Laboratorio
de Biotecnologia Aplicada, pertencente a Faculdade de ciéncias biolégicas e
ambientai (FCBA), da Universidade Federal da Grande Dourados, na cidade de

Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul no periodo de marco a agosto de 2018.

4.2. MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas folhas jovens das plantas (Syzygium cumini (L.) e Schinus
terebinthifolius) coletadas pela manh& no campus da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD). As exsicatas sdo pertencentes ao Herbario da
Universidade Federal da Grande Dourados, obtém o numero de registro 3494 e

5566, respectivamente (Apéndices: 1 e 2).
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4.3. EXTRATOS HIDROALCOOLICOS

Foram preparados extratos hidroalcodlicos (70% etanol e 30% &agua) da
folha seca das plantas com atividade antimicrobiana (Syzygium cumini (L.) e
Schinus terebinthifolius). Primeiramente as folhas foram separadas dos ramos,
lavadas, esterilizadas com hipoclorito e secas em estufa de circulacdo e
renovacao de ar, com temperatura meédia de 50°C, por 48 h. Depois de secas as
folhas foram trituradas até obter-se um po fino. Em balanca analitica pesou-se a
massa seca em uma proporcao de 86 g de p6 da folha da planta para cada 500
mL da solucédo hidroalcodlica a 70%. A homogeneizagédo do extrato foi feita em
um agitador rotativo tipo shaker sob agitacdo a 400 RPM, em temperatura
ambiente por um periodo de 48 h. Em seguida o extrato foi filtrado em gaze, e a
partir deste extrato bruto, foi necesséario que se fizesse a evaporacao do solvente
utilizado para a extragdo de todos 0os componentes presentes na planta. Para
isso foi necessario se utilizar um rotaevaporador com a temperatura de 50°C a
60°C, a fim de se retirar todo esse solvente presente no extrato bruto. O extrato
restante ficou em uma estufa de circulacdo, para a secagem total, onde ficou a
50°C por um periodo de 72 h. Depois de seco totalmente o extrato, foi macerado
em um pistilo até que se ficasse em po, facilitando a pesagem para a diluicdo.
As concentracdes dos extratos empregados nos testes de atividade
antimicrobiana foram 12 mgxmL-, 24 mgxmL-t, 60 mgxmL-t, 200 mgxmL-, e 300
mgxmL* (conforme SILVEIRA, 2009; PINHO et al., 2011)

4.4. MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados foram meios ricos que permitem o crescimento
vigoroso do microrganismo. Para a bactéria MSR broth e para a levedura YEPD
foram utilizados, autoclavados a 121°C e 1 atmosfera por 20 min.

4.5. MATERIAL MICROBIANO

Foram selecionados Lactobacilos Gram-positivo obtidas através da coleta

do material na Usina, e também a leveduras PE-2 (Saccharomyces cerevisiae).
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Tais isolados integram o Laboratério de Biotecnologia Aplicada do campus da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), onde se mantém liofilizados

e congelados a -20°C.

4.6. CASSIFICACAO DA BACTERIA

Para a identificacdo da bactéria foi necessario que se fizesse coloracao de
Gram, que € o método de coloracdo utilizado para descobrir se a bactéria é

gram-negativa ou gram-positiva. A bactéria utilizada em estudo foi classificada

como Lactobacilos Gram-positivo (Fotografia 4).

Fotografia 4. Lactobacilos Gram-positivo

Fonte: (O autor)

4.7. TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pela metodologia de
difusdo em agar, utilizando-se discos de papel de filtro com diametro de 6 mm,
para conhecer o perfil de atividade dos extratos. Para este ensaio utilizou-se
aliquotas de 5 pL dos extratos nas concentracdes de 12 mgxmL?, 24 mgxmL?,
60 mgxmL-1, 200 mgxmL?, e 300 mgxmL™ para impregnar os discos de papel,
cada concentracdo. Uma suspenséo do microrganismo teste (1,5 x 108 UFCxmL-

! para bactérias e 1,5 x 10° UFCxmL™ para leveduras) foi determinada através
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de comparacéo visual com um padréo na concentracéo de 0,5 na escala de Mc
Farland e espalhada (100 pL) sobre a superficie de meio sdlido, (MRS para as
bactérias, e o YEPD para leveduras) em placa de Petri de (15 x 90 milimetro).
Posteriormente foram adicionados sobre as placas inoculadas os discos
impregnados com 5 uL dos extratos. As placas foram incubadas a 37°C por 24
h (bactérias) e a 28°C por 48 h (leveduras). Apos este periodo foi realizada a
leitura visual observando-se o halo de inibicAo de crescimento microbiano
quantificado em milimetro com o auxilio de uma régua. Todos 0s ensaios foram

realizados em triplicata e os mesmos repetidos 4 vezes, gerando 12 repeticdes.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Cada tratamento
constituido de trés repeticdes, sendo que cada cultivo bacteriano e de levedura

foi testado 5 concentracdes de cada tratamento.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios de difusdo em agar, os diferentes extratos foram avaliados
nas concentragdes de 12 mgxmL-t, 24 mgxmL?, 60 mgxmL?t, 200 mgxmL1, e
300 mgxmL? frente aos dois microrganismos testados: Lactobacilos Gram-
positivo e Saccharomyces cerevisiae linhagem PE-2, os resultados estdo
expressos na (Tabela 1).

Na metodologia da difusédo em &gar, os extratos tiveram perfil de inibicao
diferente, visto que o extrato hidroalcodlico da Schinus terebinthifolius na
concentracdo de 200 mgxmL? se mostrou com maior eficiéncia frente a
Lactobacilos Gram-positivo e n&o mostrou atividade na Saccharomyces
cerevisiae (Figura 1). Ja a Syzygium cumini (L.), se mostrou ineficaz para o
estudo, pois a maioria das concentragcdes se mostraram inibitorias para a

levedura.
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Figura 2. Controle Negativo e Positivo do extrato de Schinus terebinthifolius Raddi

Legenda: Fotografia (A): Controle negativo para inibicao da levedura frente ao extrato de Schinus
terebinthifolius na concentracdo de 200 mgxmL-1; Fotografia (B): Controle positivo para inibicéo
da bactéria frente ao extrato de Schinus terebinthifolius, se mostrando como indicador de
atividade na concentracédo de 200 mgxmL-2.

Fonte: O autor
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Tabela 1. Média dos diametros (milimetro) dos halos de inibicdo do crescimento microbiano pelo método de difuséo em &gar frente
aos extratos de Syzygium cumini (L.), Schinus terebinthifolius e Lapulo.

Diametro do Halo

(mm)
Concentracao Syzygium cumini (L). Schinus terebinthifolius Lupulo (Controle)
(mgxmL-1)
S. cerevisiae Lactobacilos S. cerevisiae Lactobacilos S. cerevisiae Lactobacilos
(Gram-positivo) (Gram-positivo) (Gram-positivo)
12 OcA 0 bB 0 bA 0 bB 0 aA 24 aA
24 12.66 bcA 0 bB 0 bA 0 bB 0 aA 24 aA
60 12.83 abA 14 abB 0 bB 0bB 0aB 24 aA
200 15 aA 16.33 abA 0 bB 15,10 aA 0aB 24 aA
300 13.21 aA 24 aA 10 aA 13,11 aA 0aB 24 aA

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL e minasculas na VERTICAL néo diferem estatisticamente entre si.
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O teste Tukey, indica que ha diferenca estatistica entre os tratamentos
com uma significancia 5% de probabilidade. A concentracdo de 200 mgxmL do
extrato Schinus terebinthifolius foi a Unica que apresentou diferenca nos
resultados tanto para a bactéria quanto para a levedura, se mostrando
semelhante ao Lupulo. Para o extrato de Syzygium cumini (L). nos testes com
Saccharomyces cerevisiae as concentracdes de 12 mgxmL?, 24 mgxmL™ nédo
diferem estatisticamente entre si, porém a concentracdo 24 mgxmL! também
ndo difere estatisticamente da concentracdo 60 mgxmL™. A concentracdo 60
mgxmL* também ndo apresenta diferencas estatisticas as concentracdes 200
mgxmL-te 300 mgxmL, sendo elas diferente das demais (Tabela 1).

Os resultados do extrato de Schinus terebinthifolius mostram que 12
mgxmL1, 24 mgxmL?t, 60 mgxmL?t e 200 mgxmL?, ndo apresentam diferenca
estatistica entre si, mas se diferem da concentracdo 300 mgxmL2. Os resultados
do extrato de Lupulo mostram que todas as concentracfes sao estatisticamente
iguais (Tabela 1).

Os trés extratos na concentragdo 12 mgxmL™*e 24 mgxmL? ndo diferem
entre si, mas sdo diferentes das demais. JA nas concentracdes 60 mgxmL?e
200 mgxmL™ o extrato de Syzygium cumini (L.), é diferente estatisticamente dos
outros extratos.

Nas concentracées 60 mgxmL* e 200 mgxmL* dos extratos da Schinus
terebinthifolius Raddi e Lupulo, sdo iguais estatisticamente entre si. Na
concentragdo 300 mgxmL™t os extratos de Syzygium cumini (L.), Schinus
terebinthifolius Raddi se apresentaram iguais estatisticamente e diferentes do
extrato de lupulo (Tabela 1).

Para o extrato de Syzygium cumini (L). nos testes com Lactobacilos (Gram
positivo) mostram que as concentracdes de 12 mgxmL™?, 24 mgxmL? sdo
estatisticamente idénticas entre si, porém as concentracdes 300 mgxmL™* 60
mgxmL?t e 200 mgxmL* sdo estatisticamente iguais, estas, porém, se diferem
das concentragdes 12 mgxmL?, 24 mgxmL? (Tabela 1).

Os resultados do extrato de Schinus terebinthifolius mostram que 12
mgxmL?, 24 mgxmL* e 60 mgxmL-1, sdo iguais estatisticamente entre si, e se

diferem das concentracées de 200 mgxmL~*e 300 mgxmL™.
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Os resultados do extrato de Lupulo mostram que todas as concentragdes
sao iguais estatisticamente entre si (Tabela 1).

Os extratos Syzygium cumini (L.) e Schinus terebinthifolius, nas
concentracdes de 12 mgxmL*, 24 mgxmL™ sdo iguais estatisticamente entre si,
e se diferem do extrato de Llpulo. JA nas concentracdes 60 mgxmL™?, 200
mgxmL-te 300 mgxmL- os trés extratos se apresentaram iguais estatisticamente
(Tabela 1).

6. CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico das folhas de Schinus terebinthifolius apresenta
atividade antibacteriana frente a Lactobacilos (Gram-positivo), mas nao frente a
Saccharomyces cerevisiae, sendo assim ele possui as médias iguais
estisticamente as do lupulo, podendo ser um substituto a altura.

A concentracdo inibitoria ideal de Schinus terebinthifolius Raddi para
Lactobacilos Gram-positivo e sem efeito para a levedura foi de 200 mgxmL™.

O uso das folhas dessas espécies vegetais pode constituir-se numa
alternativa sustentavel, viavel e acessivel para tratamento antimicrobiano

podendo substituir os antibiéticos convencionais.
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Apéndice 1. Ficha da exsicata da planta Syzygium cumini.
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Apéndice 2. Ficha da exsicata da planta Schinus terebinthifolius.




