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APRESENTACAO

AMicrobiologia € uma das areas da Ciéncias Biol6gicas que mais cresceu nas Ultimas
décadas. Seu emprego na area da industria alimenticia, farmacéutica, de reciclagem,
biotecnologica entre outras tem sido enorme; e a compreensdo de quadros patolégicos
causados por diferentes micro-organismos em humanos, animais e até em plantas tem sido
favorecida devido aos avancgos tecnolégicos na area médica e de diagnostico laboratorial.

O livro “Microbiologia: Avangos através dos séculos e constantes atualizagbes
tecnoldgicas” € uma obra atualizada, composta por trabalhos cientificos na forma de artigos
originais e de revisao, todos relacionados a esta area de conhecimento, que vai desde o
cultivo e triagem de micro-organismos a andlise da atividade antibacteriana de extratos
de plantas, ou atividade de enzimas ou de fermentacdo de micro-organismos na industria
alimenticia, e até formacéao de biofilme e atividade antifingica de diferentes moléculas.

Sao 9 capitulos nos quais serédo discutidos avancgos desta area da ciéncia e serdo
revistos conceitos importantes dentro da Microbiologia basica, Bacteriologia e Micologia,
além de discutir o papel da tecnologia para a obtengédo dos resultados encontrados. A
discussdo destes temas é feita de forma dindmica e facilitada, com uma linguagem
acessivel para estudantes e profissionais.

Este livro, assim como todas as publica¢des da Atena Editora, passou pela revisdo de
um Comité de pesquisadores com mestrado e doutorado em programas de p6s-graduacgéo
renomados no Brasil. O resultado disto € um trabalho de excelente qualidade, atualizado e
devidamente revisado por pares que sera apresentado a vocé, nosso leitor.

Boa leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Os extratos vegetais representam
atualmente uma fonte detentora de novos
compostos com atividade antimicrobiana, capaz
de fornecer novos medicamentos no combate de
bactérias causadoras de doencas, sendo menos
toxicos sao eficazes em néo causar certos efeitos
colaterais e, deve-se ao fato de gerar novos
compostos, 0squais os patdgenosnaosetornaram
capazes de inativar, e por serem degradados
rapidamente pelo ambiente, e possuirem um
amplo modo de acgdo e derivados de recursos
renovaveis. Portanto, este trabalho investigou a
atividade antibacteriana do extrato metanolico
da casca do tucuma (Astrocaryum aculeatum)
contra 4 microrganismos: Escherichia coli;
Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae
e Pseudomonas aeruginosa. Realizou-se a partir
dos processos estatico, ultrassom e soxhlet, a
extracdo dos compostos organicos. Os extratos
obtidos foram testados quanto ao seu efeito
antibacteriano pelo método de disco de fuséo
com quatro repeticdes por concentragdo, as
concentragbes (mg/mL) utilizadas foram: C1
(0,010), C2 (0,015), C3 (0,020) e C4 (0,050)
para cada extrato e observada por 72h, quando
presentes, os halos foram medidos e retirados
uma média para realizacdo do teste estatistico
de Turkey a 5% de significancia. Os resultados
mostraram efeito antibacteriano para o extrato
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com a casca do tucuma, e com melhor atividade foram os extratos com os métodos estatico
com 8,32 e ultrassom 8,66 mm na média, tendo um bom desenvolvimento contra as linhagens
testadas de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e K. pneumoniae. diferindo dos testes com
o0 método soxhlet. No presente estudo foi encontrado atividade antibacteriana nos extratos
metandlicos com a casca do tucuma para as concentragdes testadas, entretanto, séo
necessarios estudos com variadas fragdes destes, considerando o baixo custo e facilidade
na aquisicdo das plantas.

PALAVRAS-CHAVE: Astrocaryum aculeatum, extrato metandlicos, tucuma, bactérias.

IN VITRO EVALUATION OF THE PEEL AND PULP EXTRACT OF TUCUMA
(Astrocaryum aculeatum) AGAINST PATHOGENIC BACTERIA

ABSTRACT: Plant extracts currently represent a detaining source of new compounds with
antimicrobial activity, able to provide new drugs to fight disease-causing bacteria, being less
toxic, they are effective in not causing certain side effects and due to the fact that they generate
new compounds, which the pathogens have not become able to inactivate, and because they
are rapidly degraded by the environment, and have a broad mode of action and derivatives of
renewable resources. Therefore, this work investigated the antibacterial activity of methanol
extract of tucuma bark (Astrocaryum aculeatum) against 4 microorganisms: Escherichia coli;
Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa. The extraction
of organic compounds was carried out using static, ultrasound and soxhlet processes. The
extracts obtained were tested for their antibacterial effect by the fusion disk method with four
repetitions per concentration, the concentrations (mg/mL) used were: C1 (0.010), C2 (0.015),
C3(0.020) and C4 (0.050) for each extract and observed for 72h, when present, the halos were
measured and an average was taken to perform the Turkey statistical test at 5% significance.
The results showed an antibacterial effect for the extract with tucuma bark, and with better
activity were the extracts with the static methods with 8.32 mm and ultrasound 8.66 mm on
average, having a good development against the tested strains of E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus and K. pneumoniae. Differing from tests with the soxhlet method. In the present study,
antibacterial activity was found in methanol extracts with tucuma bark at the concentrations
tested, however, studies are needed with different fractions of these, considering the low cost
and ease of acquiring the plants.

KEYWORDS: Astrocaryum aculeatum, methanol extracts, tucuma, bacteria.

INTRODUCAO

Tendo uma variedade de compostos presentes nas plantas e frutos, como os
polifendis, séo descritos como capazes de matar ou inibir o crescimento de microrganismos.
Essas caracteristicas séo relevantes, principalmente em éareas tropicais, como a regido
amazdbnica, onde as condigcbes climaticas propiciam o maior crescimento dos microrganismos
(JOBIM et al.,2014)

O género Astrocaryum esta amplamente distribuido na América do Sul. No Brasil,
0 género esta distribuido geograficamente com ocorréncia confirmada na regido Norte,
nos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Para, Ronddnia, Roraima, e Tocantins, na regiao
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Nordeste nos estados da Bahia, Maranhao e Piaui (FLORA DO BRASIL 2020).

Assim sendo, o tucuma é um fruto rico em caroteno, proteinas, carboidratos, minerais
e fibras € uma espécie que apresenta frutos consumidos na alimentagdo humana em grande
quantidade na Amazénia que apresenta frutos com peso médio de 50,8 g, apenas 21,2 g
séo constituidos de mesocarpo (polpa), e o restante é tratado como residuo (MARINHO
E CASTRO, 2002), sendo que a quantidade de cascas e sementes que sdo descartadas
do tucuma constitui mais de 50% do fruto. Esses subprodutos podem proporcionar outra
fonte de valor a industria de processamento uma vez que s@o geralmente descartados
em grandes quantidades. Dessa forma, agregar valor a estes subprodutos é de interesse
econdmico e ambiental, sendo necessarias investigacbes cientificas e tecnologicas que
possibilitem sua utilizacdo (SENA E NUNES, 2006; MARTINS E FARIAS, 2002).

Propriedades antimicrobianas oriundas do tucuma séo relatadas por JOBIM et al,
(2014) provavelmente, o efeito antibacteriano do fruto esta associado a sua composi¢ao
quimica, que inclui varios tipos de moléculas como polifenéis, pois os polifenbis sao
metabdlitos secundarios produzidos por plantas superiores que apresentam propriedades
antibacterianas, antivirais e antifungicas.

Nesse contexto, o estudo da composicdo quimica dos residuos de A. aculeatum,
aliada a avaliagéo de algumas atividades biolégicas, poderia ser utilizado para uma possivel
utilizagéo biotecnolégica através da utilizagéo dos extratos vindo da casca.

As plantas e frutos séo fontes de varios produtos biolégicos ativos, que déo origem
a varios farmacos comerciais, com crescente interesse de pesquisadores quanto a
diversidade de propriedades fisico-quimicas contidas em grupos de plantas ou parte delas,
pouco estudados e com desconhecido potencial de metabolitos na maioria das espécies
(ROZZATO, 2012).

Contudo, produtos naturais representam atualmente uma fonte detentora de novos
compostos com atividade antimicrobiana, capaz de fornecer novos medicamentos no
combate de bactérias causadoras de doencas (MAIA, 2015).

Desse modo, este trabalho é justificado pela necessidade de realizar mais pesquisas
com extratos vegetais para o controle dos microrganismos patogénicos resistentes aos
antibi6ticos atuais, e tem como objetivo investigar o potencial de a¢do antibacteriana dos
extratos metandlicos, utilizando o método ultrassom, estatico e soxhlet através da casca
do fruto Astrocaryum aculeatum (tucuma) em frente a inoculagédo das cepas bacterianas
de Escherichia coli; Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa, em condi¢cbes experimentais.
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MATERIAL E METODOS

Local de Pesquisa

O trabalho foi realizado no Laboratério de Pesquisas em Microbiologia, no prédio 1
do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB), localizado na Universidade Federal do Amazonas
Processamento e obtencédo do material vegetal

As cascas do tucuma, foi doado por um micro empresa de despolpadores do fruto de
Tucuma com a localizagdo 3°05’17.2”S 59°58’44.5"W, em seguida foi identificado quanto
a confirmagéo de géneros e espécie no Laboratorio de Boténica da Universidade federal
do Amazonas (UFAM). Sendo pesadas, apds esse processo, foram direcionada a estufa
de circulagdo de ar e mantida a temperatura de 55 °C, por 6 a 7 dias. Apds o periodo de
secagem, as cascas foram trituradas com auxilio de um liquidificador, obtendo 150g do
material triturado.

Preparacao dos Extratos

Para a obtencéo dos extratos metanolicos foram utilizados trés métodos: Soxhlet,
Ultrassom e Estatico, para os trés métodos foram utilizadas a medida de 50 g das cascas
triturada do tucuma e 500 ml de alcool metilico. Os métodos Soxhlet e Ultrassom foram
produzidos no Laboratorio de Abertura de Amostra e Ensaios Quimicos (LAEQ) no
Instituto de Ciéncias Exatas na UFAM, e o método Estatico no Laboratério de Pesquisa
em Microbiologia. Posteriormente os extratos foram rotaevaporados e encaminhados para
capela de exaustdo para a total evaporacao do solvente no LAEQ.

Microrganismos utilizados

Para as realiza¢des dos ensaios de atividade antibacteriana foram selecionadas as
bactérias, de padrdes internacionais (ATCC- American Type Culture Colletion) do Instituto
Lebnidas e Maria Deane-FIOCRUZ, sendo elas: E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC
27853) S. aureus (ATCC25923) e K. pneumoniae (ATCC 13899), onde foram mantidas no
meio de cultura Agar Muller-Hinton (MH) até o teste ser iniciado.

Preparo do in6culo microbiano

Para os testes de difusdo em agar as bactérias foram inoculadas em tubos de ensaios
contendo 5mL de meio MH para cada uma das cepas, onde cresceram em caldo por 24h,
em seguida, foram colocadas em meio de cultura 4gar Muller-Hinton (MH) e encubado
por 24h. Posteriormente, para o inoculo as coldnias obtidas em agar MH, foram utilizadas
na obtencdo de uma suspencdo bacteriana por sua densidade celular padronizada pela
turbidez ajustada conforme a escala 0,5 de McFarland.

Avaliacao da atividade antibacteriana

Para a avaliacédo da atividade antibacteriana, foram utilizadas 4 cepas bacterianas
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selecionadas, sendo elas: E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e K. pneumoniae, as bactérias
foram reativadas em caldo Muller-Hinton (MH) e em seguida espalhadas em placas
Petri contendo meio de cultura Agar Muller-Hinton (MH), em quatro repeticdes, cada
qual contendo 4 discos com diferentes concentragées mg/mL: C1 (0,010), C2 (0,015), C3
(0,020) e C4 (0,050) no papel filiro com 0,5 milimetros cada, todos foram embebidos com os
extratos metanolicos de tucuma casca provenientes dos processos de Soxhlet, Ultrassom
e Estatico, tendo ainda os outros dois com Dimetilsulféxido (DMSO) controle negativo e
antibiético (tetraciclina) com C= (10 yL + 1 mL de DMSO) controle positivo. os discos foram
posicionados mantendo-se uma distancia razoavel entre si para evitar interferéncias entre
o0s possiveis halos de inibigéo.

As placas foram incubadas a 35°C em camaras climatizadas B.O.D (Biological
Oxygem Demand) por 72h, durante os quais foram observados o desenvolvimento dos
microrganismos e o surgimento dos halos.

Avaliacoes das atividades antimicrobianas do extrato

Para avaliagdo do experimento foi utilizada um paquimetro para medicéo dos halos
de inibicéo, a leitura foi realizada durante trés dias, ao final do terceiro dia os valores
obtidos e somados para retirar as médias precisamente.

Analise Estatistica

Os experimentos foram feitos em quatro repeticdes por concentracdo, para a
comparacao de crescimento dos valores a partir de cada concentracdo, e os dados foram
analisados através de Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey a 5% de significancia.
Para analise dos dados foi utilizado o programa com o software Sisvar, versédo 5.6, segundo
as recomendactes de FERREIRA (2014). E feito a partir do Excel® as tabelas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacéao das atividades do extrato

Observou-se nos bioensaios realizados no laboratério de Microbiologia- UFAM que
os extratos metanolicos estatico, ultrassom e soxhlet do tucuma (casca) foram avaliados
em relacdo a sua atividade antibacteriana através de difusdao de discos e observados em
3 dias, utilizando-se os microrganismos E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e K. pneumoniae.
Para o teste com o estético (Tabela 1), observou-se inibicdo em todas as concentragdes
para o extrato com a casca do tucuma, chegando a ficar na C4 (0,050) mg/mL, onde o
extrato foi eficiente contra todas as bactérias inibindo o crescimento de todas as bactérias,
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, e K. pneumoniae. Diferindo significativamente nas
bactérias S. aureus e P. aeruginosa com média nos halos de 8,32 e 8,00 mm, das outras
cepas.

As cascas do tucuma por ser considerada residuos, o lixo é o seu destino final, sendo
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uma fonte rica de metabolitos secundarios e de facil acesso para ser utilizado em largas
escalas em estudo. Apesar do mercado brasileiro ser considerado pouco representativo,
revela grande potencial, uma vez que, é um pais agricola, que gera grandes volumes de
residuos agroindustriais. Logo, a redugcéo nos custos de producdo de extratos, enzimas
e outros através da utilizacdo dos subprodutos agricolas gerado como matéria-prima,
conforme mostra na sua pesquisa DEWAN (2017).

Cepa Tratamento/Estatico C10,010 C20,015 C30,020 C4 0,050
C. tucuma 550b 6,33 b 7,31b 8,32 ¢c
S. aureus
E. coli C. tucuma 4,00c 522b 6,33 ¢c 7,51¢c
P aeruginosa C. tucuma 4,01 b 5,00 b 6,01 b 8,00 b
K. pneumoniae C. tucuma 3,00 a 4,00 a 5,20 a 6,58 a

Médias seguidas pela mesma letra para cada bactéria nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
C= concentragao/ mg/mL

Tabela 1- Médias dos halos (mm) a partir das concentra¢des com as cascas do tucuma, utilizando o
método Estatico.

Jobim et al, (2014), avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato etanolico da
casca e polpa da espécie A. aculeatum, com 37 microrganismos, onde observaram a
atividade antimicrobiana. Os resultados apresentaram atividade bactericida significativa
contra trés importantes bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis; Bacillus cereus e
Listeria monocytogenes) e atividade antifungica contra Candida albicans, sugerindo que o
mecanismo de agdo antimicrobiana do tucuma deve envolver um desequilibrio que interfere
o crescimento ou até a mortalidade do microrganismo.

Para o extrato (Tabela 2) com o Ultrassom obtiveram a média diferindo
significativamente, pois teve resultado promissor em todas as concentragbes e assim
inibindo o crescimento antibacteriano da S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, e K. pneumoniae,
respectivamente, sendo o melhor desempenho de média na concentragédo C4 (0,050) mg/

mL, com a cepa S. aureus com 8,66 mm na média diferindo das outras bactérias.
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Cepa Tratamento/Ultrassom c10,10 C20,015 C30,020 C40,050
S. aureus C. tucuma 5,00c 6,00 ¢ 781¢c 8,66 Cc
E. coli C. tucuma 6,00 b 6,22 b 6,77 b 721b
P. aeruginosa C. tucuma 501b 6,00 b 6,65 b 7,05b
K. pneumoniae C. tucuma 5,00 a 5,70 a 6,00 a 6,30 a

Médias seguidas pela mesma letra para cada bactéria néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
C= concentragéo/ mg/mL

Tabela 2- Médias dos halos (mm)a partir das concentragdes, utilizando o método Ultrassom.

O teste antimicrobiano avaliado a partir da casca do tucuma e feito pelo método do

soxhlet (Tabela 3), ndo foi muito promissor no crescimento de halos em relagéo as bactérias

observadas, obtendo uma diferenca no crescimento bacteriano da E. coli e S. Aureus.

SANTOS et al, (2015) realizou um estudo com os extratos metandlicos de frutos

de palmeiras amazonicas, dentre eles o tucuma e constatou que o tucuma tem como

metabolitos: carotenoides totais e fontes relevantes de flavonoides amarelos, polifenois

totais e alta capacidade antioxidante.

Concentracao . . .
mg/mL S. aureus E. coli P.aeruginosa K. pneumoniae
C1-0,010 221a 2,01a 1,00 a 1,33a
C2-0,015 2,33a 3,00 b 1,00 a 1,47 a
C3-0,020 281b 3,81c 1,00 a 1,51a
C4 - 0,050 3,01c 4,81d 1,00 a 1,66 b

Médias (mm) seguidas pela mesma letra para cada bactéria ndo diferem entre si

Tabela 3 - Avaliagéo antibacteriana através do extrato da casca do tucumé/soxhlet

pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

QUIDEAU et al, (2011) afirma ainda que, os compostos quimicos como os polifenois

encontrados no fruto do tucuma seja um dos responsaveis da agéo antimicrobiana. Sendo

que, trabalhos com outras plantas que tem em sua composi¢ao os polifenois e flavonoides

s&o responsaveis por inibir o crescimento bacteriano através dos extratos.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos por este trabalho permitem concluir que com extratos
metanolicos da casca do tucuma foi encontrada atividade antibacteriana, no entanto
0s que apresentaram melhor atividade foram os extratos com os métodos estatico e
ultrassom que teve um bom desenvolvimento contra as linhagens testadas de E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus e K. pneumoniae. A investigacéo de agéo bactericida de frutos pouco
estudadas, se faz uma ferramenta valiosa, para composicdo de novos medicamentos
contra microrganismos, perigosos e degradantes aos seres vivos. O trabalho evidenciou
que através dos testes, € possivel definir concentragdes capazes de inibir bactérias, porém
estudos sdo necessarios para verificar menores concentracoes.
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