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Resumo

A industria da castanha gera uma quantidade significativa de residuos, como casca e ourico, que
podem conter vdrios compostos bioativos com potencial antimicrobiano. Este estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antibacteriana de extratos de residuos de castanha (ourigo e casca)
contra varias estirpes bacterianas. Prepararam-se extratos por extracao subcritica e liofilizacao,
que foram posteriormente dissolvidos em meio Muller-Hinton a diferentes concentracées. A
atividade antimicrobiana foi avaliada através de diluicdes seriadas e contagem de Unidades
Formadoras de Coldnias apds incubacao a 36 °C por 24 horas. Obtiveram-se Concentracoes
Minimas Inibitdrias (CMI), com o extrato de casca e de ourico, respetivamente, de 36 mg/mL e 18
mg/mL, para Staphylococos epidermidis, e de 27 e 36 mg/mL, para Serratia marcescens. No
caso das estirpes Staphylococos aureuse Escherichia coliobteve-se uma CMIde 18 mg/mL para
ambos os extratos, bem como para a Pseudomonas aeruginosa, com CMI menor do que 6
mg/mL. Conclui-se que os residuos da castanha tém potencial como fontes de compostos
antibacterianos, com aplicacées promissoras na industria alimentar e farmacéutica. Futuros

estudos sao necessarios paraisolar os compostos ativos e avaliar a toxicidade.

Palavras-chave: extratos vegetais; antimicrobianos; residuos da castanha; atividade

antibacteriana



Abstract

The chestnut industry generates a significant amount of waste, such as shells and shells, which
may contain several bioactive compounds with antimicrobial potential. This study aimed to
evaluate the antibacterial activity of chestnut residue extracts (hedgehog and bark) against
various bacterial strains. The extracts were prepared by subcritical extraction and lyophilization,
which were subsequently dissolved in Muller-Hinton medium at different concentrations.
Antimicrobial activity was evaluated through serial dilutions and counting of Colony Forming
Units after incubation at 36 °C for 24 hours. Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) were
obtained with the bark and hedgehog extract, respectively, of 36 mg/mL and 18 mg/mL, for
Staphylococcus epidermidis, and 27 and 36 mg/mL, for Serratia marcescens. In the case of
Staphylococcus aureus and Escherichia colistrains, a MIC of 18 mg/mL was obtained for both
extracts, as well as for Pseudomonas aeruginosa, with a MIC of less than 6 mg/mL. It is
concluded that chestnut residues have potential as sources of antibacterial compounds, with
promising applications in the food and pharmaceutical industries. Future studies are needed to

isolate active compounds and evaluate toxicity.

Keywords: plant extracts; antimicrobials; chestnut residues; antibacterial activity
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Nomenclatura e glossario

Acdcia-branca: Moringa oleifera

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans)
Agrimodnia: Agrimonia eupatoria

ATCC: Colecao de Culturas Tipo Americana
Camomila-vulgar: Matricaria chamomilla

Canela: Ginnamomum zeylanicum

Castanha: Castanea sativaMill (C. sativa)
Castanha-da-América: Castanea dentata
Castanha-da-China: Castanea mollissimae Castanea seguinii
Castanha-do-Japao: Castanea crenata

Citronela: Cymbopogon nardus

Cravo-da-india: Caryophyllus aromaticus

CMI: Concentracao Minima Inibitdria

EAE: Extrato Etandlico de gel de folha de Aloe vera
Erva-cideira: Melissa officinalis

Escherichia coli (E. colj)

Gesho: Rhamnus prinoides (R. prinoides)
Hipericao: Hypericum polygonifolium

Klebsiella pneurmoniae (K. pneumoniae)
Limao-cravo: Citrus limonia

Lirio: Lilium armenum,

MH: Muller Hinton Broth

Penicilina: Alternanthera brasiliana

Pimpinela: Sanguisorba officinalis

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
Quebra-pedra: Phyllanthus niruri
Ruibarbo-selvagem: Rumex obtusifolius
Salvia-comum: Salvia officinalis (5. officinalis)

Segurelha-das-montanhas: Satureja montana (S. montana)
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Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Typhimurium (5. enterica sorovar Typhi)
Serratia marcescens (5. marcescens)

Staphylococcus aureus (S. aureus)

Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis)

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae)

SOD: Extrato Bruto

SODD: Fracao do Extrato Bruto de Diclorometano

SODH: Fragao Soluvel em n-Hexano

Tanchagem: Plantago major

UFC: Unidades Formadoras de Coldnias

Uva ursina: Arctostaphylos uva-ursi (A. uva-ursi)
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1. Introducao

1.1. Aimportancia Castanea sativaMill em Portugal

0 castanheiro é uma arvore que pertence ao género Castanea e a familia Fagaceae. As
diferentes espécies do género Castanea encontram-se em varias regides do mundo, incluindo a
Castanha-da-China (Castanea mollissimae Castanea sequini), a Castanha-do-Japao (Castanea
crenata), a Castanha-da-América (Castanea dentata) e a Castanha-da-Europa, Castanha-

Portuguesa (Castanea sativaMill) conforme destacado na figura1(Santos et al., 2022).

Figura T: Castanea sativa Mill - Frutos espinhosos e folhas dentadas

Os principais componentes quimicos sao as saponinas triterpénicas, que constituem até
10% da planta e sao conhecidas como escinas. A escina existe em trés formas: a-escina, 3 -
escina ey escina (criptoescina), cada uma com propriedades fisicas distintas. A B -escina é uma
mistura de mais de 30 glicosideos diferentes derivados das agliconas triterpénicas
protoaescigenina e barringtogenol. Além disso, a planta contém flavonoides, como quercetina e
canferol, e suas formas glicosiladas (Santos et al., 2022).

As castanhas sao uma adicao antiga e recomendada a dieta humana devido a sua
composicao nutricional. Sao ricos em agua, amido, proteinas, fibras, vitaminas, minerais e
antioxidantes. A sua qualidade nutricional depende de fatores como o cultivo, as condicoes
ambientais e as praticas de producao. As castanhas sao pobres em gordura e colesterol,
tornando-as uma fonte saudavel de energia. Também contém acucares que influenciam o seu
sabor e sao afetados pelas condicdes de armazenamento. Além disso, as castanhas sao pobres
em gordura, ricas em vitamina C, minerais e tém atividade antioxidante. O processamento de

castanhas, como torrar ou cozinhar, afeta sua composicao, com variagoes na quantidade de
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proteinas, fibras e outros componentes. As castanhas cozidas sao uma boa fonte de compostos
fendlicos e acidos organicos, com beneficios para a satide (Santos et al., 2022).

Os polifendis sao compostos hioativos com propriedades antioxidantes que podem ser
usados em alimentos como aditivos para melhorar caracteristicas como cor, amargor e
adstringéncia, bem como proteger contra processos oxidativos. Eles sao produzidos pelas
plantas como um mecanismo de defesa em ambientes agressivos. Os polifendis encontrados nas
cascas de sementes de frutos (CSS) sao especialmente ricos, incluindo elagitaninas, taninos
condensados, acidos fendlicos e flavonoides, sendo os taninos a classe predominante. Estes
compostos podem variar em quantidade em diferentes amostras de CSS. Andlises precisas
revelaram a presenca de elagicos, galicos, catequina, epicatequina e outros polifendis em
extratos de CSS. A composicao especifica pode variar em funcao das partes das sementes e dos
métodos de extracao utilizados (Santos et al., 2022).

As cascas de castanha contém vitamina E, um antioxidante lipossoluvel que desempenha
um papelimportante na defesa antioxidante celular. Os niveis de vitamina E podem variar devido
as diferencas climadticas em diferentes regides. As cascas de castanha sao utilizadas para
compostagem como pratica agricola sustentdvel, mas existe um interesse crescente na
utilizacao destas cascas como fontes de ingredientes bioativos nas industrias alimentar e
nutracéutica devido a sua disponibilidade e baixo custo. Os nutracéuticos sao compostos
bioativos que tém efeitos positivos na satide humana e estao em alta demanda hoje (Santos et

al, 2022).

1.1.1.  Aplicacdes potenciais nas indiistrias alimentar e farmacéutica

O potencial das cascas de castanha é um recurso renovavel e subutilizado. Atualmente sao
utilizados para a compostagem como pratica sustentavel de eliminacao de residuos agricolas. No
entanto, existe um interesse crescente na utilizacao de cascas de castanha nas industrias
alimentar e nutracéutica devido ao seu elevado potencial antioxidante e outros beneficios para a
satide (Pinto et al., 2021).

Eles contém uma variedade de compostos hioativos, que tém propriedades antioxidantes,
anti-inflamatdrias e antimicrobianas, tornando-os valiosos para a industria alimentar e
farmacéutica. Eles podem ser usados como ingredientes em suplementos dietéticos, alimentos

funcionais e produtos farmacéuticos (Pinto et al., 2021).
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Alémdisso, as cascas de castanha podem ser uma fonte de matéria-prima para a producao
de biocombustiveis, aproveitando os seus hidratos de carbono fermentdveis. A extracao de
polifendis e outros compostos bioativos do ourico tamhém pode ser realizada para uso em
alimentos como conservantes naturais (Pinto et al., 2021).

Em suma, as cascas de castanha tém um elevado potencial como fonte de ingredientes
bioativos com varias aplicagoes nas industrias alimentar, farmacéutica e energética, enquanto
promovem a sustentabilidade e reduzem o desperdicio (Pinto et al., 2021).

Também tem uma longa histdria de cultivo, sendo fundamental na alimentacao em
periodos de escassez de recursos alimentares. E uma espécie multifuncional, com notavel
biodiversidade e adaptabilidade a diferentes ecossistemas. A sua producao tem aumentado
globalmente devido ao reconhecimento das suas qualidades nutricionais e beneficios para a
saude. Em Portugal, em 2021, foi o principal produtor de castanhas da Europa, representando

cercade 35,7% da producao europeia, com 50,37 mil toneladas produzidas (Santos et al., 2022).

1.2. Plantas com atividades antibacterianas

Em 2014, foi realizado o estudo de caracterizagao quimica e atividade antibacteriana de
dleos essenciais (OEs) de plantas condimentares e medicinais contra Staphylococcus aureus (S.
aureus)e Escherichia coli (E. col). Observou-se que os dleos essenciais das plantas segurelha-
das-montanhas (Satureja montana), citronela (Cymbopogon nardus) e limao-cravo (Citrus
limonia) foram caracterizados quimicamente e sua Concentracao Minima Inibitéria (CMI) sobre
as bhactérias da Colecao de Culturas Tipo Americana (ATCC) S. aureus ATCC 2592 e E. coliATCC
25922 foi determinada. A CMI dos dleos testados contra £ colie S. aureus foi de 1,5%, exceto
para o 6leo essencial de S. montana sobre S. aureus, onde a sensibilidade a este dleo foi
observada a partir da concentracao de 5,0%. Em relacao a constituicao quimica, os componentes
majoritdrios dos 6leos de S. montana, C nardus e C. limonia foram, respetivamente, o timol,
citronelal e limoneno. Os OEs demonstraram atividade antibacteriana em testes, com destaque
para o dleo essencial de limao, que apresentou maior eficdcia contra S. aureus, e o dleo de S.
montana, que foi mais eficaz contra £. coli Esses resultados sugerem que esses 6leos podem ser
considerados como alternativas promissoras aos antimicrobianos e conservantes sintéticos,
com base nos testes realizados /7 vitro (Millezi et al., 2014).

Em 2014 avaliou-se a atividade antibacteriana de extratos obtidos a partir das flores da

planta camomila-vulgar (Matricaria chamomilla), com foco nas bactérias S. aureus, P. aeruginosa,
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E. coli e Salmonella entericasubsp. enterica sorovar Typhimurium (S. enterica sorovar Typhi).Os
pesquisadores prepararam dois tipos de extratos: um utilizando ciclohexano como solvente e
outro utilizando etanol. Em sequida, eles testaram a atividade desses extratos contra as
bactérias mencionadas. Os resultados indicaram que o extrato bruto obtido com ciclohexano nao
demonstrou atividade antibacteriana em nenhuma das bactérias testadas. Por outro lado, o
extrato etandlico mostrou eficacia apenas contra Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), nao
apresentando efeito bacteriostatico contra S. aureus, E. colie S. enterica sorovar Typhi. Esses
resultados sugerem que, embora o extrato etandlico tenha mostrado alguma atividade
antibacteriana contra P. aeruginosa, ele nao foi eficaz contra as outras bactérias testadas. Além
disso, o extrato bruto de ciclohexano nao apresentou atividade antibacteriana em nenhuma das
bactérias, indicando que o solvente pode nao ter extraido compostos ativos com propriedades
antibacterianas da planta. O estudo indica que a camomila pode ter potencial como agente
antibacteriano, especialmente contra P. aeruginosa, mas sao necessarias mais investigacoes
para compreender melhor os mecanismos envolvidos e identificar os compostos responsaveis
por essa atividade (Carvalho et al., 2014).

Em 2016, ap0s realizacao do estudo feito para a avaliacao da atividade antibacteriana /n
vitro das fracoes solventes das folhas de gesho, Rhamnus prinoides (R. prinoides), contra
bactérias patogénicas S. aureus, Streptococcus pyogen, Streptococcus pneumoniaee S. enterica
sorovar Typhi, verificou-se que as fracoes metandlicas e cloroférmio demonstraram atividade
antibacteriana significativa contra o crescimento de bactérias patogénicas, mas a fracao aquosa
nao revelou atividade antibacteriana contra nenhuma das bactérias testadas (Molla et al.,2016).

Em 2016, foi feito o estudo para a avaliacao da atividade antibacteriana dos extratos
metandlico e hexanico do caule de erva-cidreira (Melissa officinalis). Ambos os extratos
apresentaram CMIz 1024 pg/mL contra £ colie S. aureus. Extrato metandlico mostrou efeito
potencializador da gentamicina contra £ coli e S. aureus, enquanto em combinacao com
amicacina, ocorreu antagonismo contra S. aureus. O extrato hexanico reduziu a CMIl da amicacina
e gentamicina contra estripes de £ coli mas demonstrou efeito antagdnico com a amicacina
contra S, aureus(Sousa et al., 2016).

Em 2017, realizou-se o estudo da atividade antimicrobiana de alguns materiais vegetais
utilizados na medicina tradicional da Arménia. A atividade antimicrobiana foi avaliada em vdrias
estripes bacterianas e leveduras). Com extratos de cinco plantas (agriménia ou Agrimonia

eupatoria, hipericao ou Hypericum polygonifolium, \irio ou Lilium armenum, ruibarbo-selvagem



— ESCOLA
P.PORTO [

ou Rumex obtusifolius, e pimpinela ou Sanguisorba officinalis) onde extratos brutos dessas
plantas mostraram eficacia contra pelo menos quatro estripes de microrganismos testados, na
concentracao de 500 pg ml™. Os extratos de acetona e hexano de uma espécie de hipericao, o
Hypericum alpestre, assim como o extrato acetona de salvia comum (Satvia officinalis), foram
capazes de inibir o crescimento de P. aeruginosa, mesmo em concentracoes de 64 pg mL™.
Adicionalmente, os extratos de cloroférmio e acetona de S. officinalis também demonstraram
atividade contra P. aeruginosa, com eficacia mantida até 256 pg mL™. Foi observado que a
acetona foi o solvente mais eficaz para a solubilizacao de compostos antimicrobianos em quase
todas as plantas testadas (Ginovyan et al., 2017).

Esses resultados sugerem que algumas das plantas medicinais tradicionais da Arménia
tém potencial antimicrobiano significativo, com concentracdes bacteriostaticas/bactericidas
minimas bastante baixas. Portanto, essas plantas merecem estudos mais aprofundados para
explorar seu potencial terapéutico (Ginovyan et al.,, 2017).

Em 2019, realizou-se o teste de difusao em disco e diluicao em caldo para avaliacao da
atividade antibacteriana de extratos aquosos e etandlicos de gemas de Cravo-da-india
(Caryophyllus aromaticus) contra trés patogénicos alimentares comuns: S. aureus, E. colie P.
aeruginosa. Os extratos aquosos e etandlico demonstraram atividade inibitéria contra os
patdgenos testados. Concentragdes de 500 pg/mL e superiores do extrato aquoso e etandlico
inibiram o crescimento de S. aureuse E. coli enquanto concentracdes de 700 pg/mL e superiores
foram eficazes contra P. aeruginosa. No método de difusao em disco, observou-se que S. aureus
foi mais suscetivel ao extrato aquoso, enquanto P. aeruginosa foi mais sensivel ao extrato
etandlico. Os CMIs do extrato aquoso foram geralmente menores que as do extrato etandlico,
exceto para S. aureus, onde foram semelhantes. Comparativamente, os CMIs dos extratos foram
maiores do que os da Gentamicina, um antibiético padrao. Em suma, o estudo demonstrou que os
extratos aquosos e etandlico de Cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus) possuem efeitos
antibacterianos contra patdgenos alimentares, mostrando potencial para aplicacao na prevencao
ou tratamento de infecdes causadas por esses microrganismos (Mostagim et al., 2019).

Em 2019, avaliou a atividade antibacteriana do extrato etandlico da casca de canela
(Cinnamomum zeylanicum) contra S. aureus e E. coli dois patégenos de origem alimentar. O
método utilizado foi a difusao em disco, testando diferentes concentracées dos extratos de
especiarias. A canela mostrou atividade inibitdria contra ambos os patdgenos, sendo mais eficaz

contra S. gureus do que contra £ co/i. A maior zona de inibicao foi de 26 mm para ambos os
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patdgenos. Comparado com o antibidtico padrao Amicacina, o extrato etandlico produziu uma
zonadeinibicdo mais ampla para ambos os organismos de teste. Em suma, o estudo concluiu que
0 extrato etandlico de canela possui um efeito antimicrobiano significativo contra esses
patdgenos de origem alimentar (Salma et al., 2019).

Em 2019, investigou-se o efeito antibacteriano do extrato etandlico de gel de folha de Aloe
vera(EAE) contra S, aureus, P, aeruginosa, E. colie Klebsiella pneumoniae. Foram utilizadas cinco
concentracoes diferentes do extrato (100, 200, 300, 400 e 500ug/mL), e foi observado um
efeito inibitdrio dose-dependente contra as quatro espécies avaliadas. Os resultados mostraram
que o EAE possui atividade antibacteriana contra esses patdgenos. No entanto, sao necessarios
mais estudos para identificar os ingredientes ativos responsaveis por esse efeito e
potencialmente desenvolver novos agentes antimicrobianos baseados na A/oe vera(Haque et al.,
2019).

A avaliacdo da atividade antibacteriana de plantas medicinais de uso popular:
Alternanthera brasilian (penicilina), Plantago major (tanchagem), Arctostaphylos uva-ursi(uva-
ursina) e Phyllanthus niruri(quebra-pedra), com o objetivo de avaliar a atividade antibacteriana
de plantas medicinais, frente a diferentes espécies de bactérias, bem como analisar seus perfis
cromatograficos. Este estudo investigou a relacao entre o uso popular de plantas medicinais, sua
atividade antibacteriana /n vitroe seu perfil fitoquimico. Os resultados revelaram que nao hduma
correlacao direta entre o uso tradicional das plantas e sua eficacia antibacteriana /n vitro. Embora
algumas espécies vegetais sejam conhecidas popularmente por suas propriedades
antibacterianas, muitas delas mostraram-se inativas contra as estripes bacterianas testadas
neste estudo. Um achado significativo foi a constatacao de que a espécie A. brasiliana, apelidada
popularmente de "penicilina” devido a sua associacao com a classe de antibiéticos B-lactamicos,
nao apresentou atividade antibacteriana contra as estripes bacterianas testadas /n vitro. 1sso
destaca a desconexao entre o conhecimento tradicional e a eficdcia real da planta como agente
antibacteriano. Além disso, a fracao em acetato de etilo obtida de Arctostaphylos uva-ursi
demonstrou uma notdvel atividade contra S. aureus, uma bactéria patogénica comum. Emboraa
literatura sugira que essa atividade esteja relacionada a presenca de certos compostos, como
arbutina e hidroquinona, esses compostos nao foram detetados na analise cromatografica. Isso
sugere a presenca de outros compostos na planta que podem ser responsaveis por sua atividade
antibacteriana, destacando a complexidade dos mecanismos de acao das plantas medicinais
(Spéziaetal., 2020).
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Em 2020, avaliou-se a atividade antibacteriana da Salvia officinalis L. contra
periodontopatdgenos: um estudo /7 vitro. Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana de
diferentes extratos e compostos derivados de S. officinalis contra bactérias associadas a doenca
periodontal. Os resultados mostraram que o extrato bruto (SOD) e algumas fracoes do extrato
bruto de diclorometano (SODD), subfracdo do extrato de diclorometano solivel em
diclorometano (SODD1), e fracdao solivel em n-hexano (SODH) apresentaram atividade
moderada contra as bactérias testadas. O componente manool que é a substancia pura
destacou-se, mostrando acao significativa contra varias estripes bacterianas, especialmente
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Além disso, foi observado que o manool teve efeito
inibitério e bactericida contra A. actinomycetemcomitans em concentracdes baixas (25 pg/mL).
0 estudo também abordou a atividade antibiofilme, destacando a importancia de considerar nao
apenas as células plancténicas, mas também a formacao de biofilme pelas bactérias. A analise
revelou que algumas amostras reduziram significativamente a contagem bacteriana e a
formacao de biofilme. Além disso, foram investigadas possiveis combinacoes sinérgicas entre os
compostos testados e a clorexidina, um antimicrobiano padrao. Os resultados sugeriram que
algumas combinacoes apresentaram efeitos sinérgicos ou aditivos contra as estripes
bacterianas testadas. Concluiu-se que o manool e a subfracao do extrato de diclorometano
soltivel em n-hexano do SODH (SODH?1) sao promissores como agentes antimicrobianos contra
patdgenos da doenca periodontal, indicando a necessidade de pesquisas adicionais sobre esses
compostos (Mendes et al.,, 2020).

Em 2020, foi realizado um estudo para avaliar o perfil fendlico de subprodutos da C sativa
Mill e sua atividade antioxidante e antimicrobiana contra bactérias multirresistentes. A industria
da castanha gerauma grande quantidade de subprodutos, e esses residuos sao fontes potenciais
de compostos fendlicos com alto potencial bioativo. Os extratos etandlicos de diferentes
subprodutos (casca de castanha, ourico e folhas) foram analisados por Cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecao UV e espectrometria de massas por ionizacao em electrospray. Os
principais compostos fendlicos identificados foram trigalloyl-HHDP-glicose, acido galico,
quercetina e glicosideos de miricetina. A atividade antimicrobiana foi avaliada contra 10 estripes
bacterianas. O extrato da casca foi o mais eficaz, suprimindo o crescimento de 6 das 10 bactérias
testadas, especialmente Staphylococcus epidermidis, que foi suscetivel a todos os extratos.
Nenhum dos extratos foi eficaz contra £ colie 5. enterica sorovar Typhi. O estudo concluiu que

os subprodutos da castanha sao fontes promissoras de compostos fendlicos com atividades
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antioxidantes e antimicrobianas, sugerindo sua potencial aplicacdo como coadjuvantes em
tratamentos antibidticos e como aditivos antioxidantes, valorizando os subprodutos dentro de
uma abordagem de economia circular (Silva et al., 2020).

Em 2022, avaliou-se a atividade antimicrobiana de folhas e sementes de acdcia-branca
(Moringa oleifera). Foram testados extratos polares e apolares, apenas os extratos apolares das
sementes demonstraram inibicao dose-dependente contra S. aureus e S.epidermidis. 1sso foi
atribuido ao teor de dcidos gordos, notavelmente diferente nos dois tipos de extratos apolares.
Esses resultados sugerem um potencial bioldgico significativo da planta, destacando a
importancia de futuros estudos para explorar mais a fundo suas propriedades (Anzano et al.,
2022).

Atabela1apresenta os estudos de algumas plantas com ou sem atividades antibacterianas.



Tabela 1. Lista de algumas plantas com ou sem atividade bacteriana.

P.PORTO I

Referéncia

bibliografica

Plantas

Espécie (parte)

Extratos (solvente)

Atividade

antibacteriana

Bactérias

(Carvalhoetal., 2014)

M. chamomillaL.

(flores)

Etanol

Sem atividade

S. aureus, E. colie S. enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium.

Com atividade

P. aeruginosa

Ciclohexano

Sem atividade

S. aureus, P. aeruginosa, E. colie S. enterica subsp. enterica sorovar

Typhimurium.

(Millezi et al., 2014)

S. montana L. (folhas)

C. nardus L. (folhas)

C limoniaQOsbheck

(cascas)

Dimetilsuféxido

(DMS0)

Com atividade

S. aureuse E. coli

(Sousa et al., 2016)

M. officinalis L. (caule)

Metandlico e Hexanico

Com atividade

E. colie S. aureus

(Molla et al., 2016)

R. prinoides L Herit
(folhas)

Metanol

Com atividade

Cloroférmio

Com atividade

Agua destilada

Sem atividade

S. aureus, S. pyogen, S. pneumoniae e S. enterica subsp. enterica

sorovar Typhimurium.

(Ginovyan et al., 2017)

A. eupatorial (planta

inteira)

H. polygonifolium

(parte aérea)

L. armenum (bulbo)

R. obtusifolius L.

(sementes)

S. officinalis L. (parte

aérea)

Agua destilada,

metanol, clorofdrmio,

acetona e hexano

Com atividade

Sem atividade

Com atividade

Com atividade

Com atividade

E. colj P. aeruginosa, S. enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium.

e s aureus




Tabela1. Lista de algumas plantas com ou sem atividade bacteriana (continuagao).

P.PORTO I

Referéncia

bibliografica

Plantas

Espécie (parte)

Extratos (solvente)

Atividade

antibacteriana

Bactérias

S. aromaticus (botbes

Agua destilada e etanol

Com atividade

S. aureus, E. colie P. aeruginosa.

(Mostagim et al., 2019) | florais)
Czeylanicum Etanol Com atividade S. aureuse E. coli
(Salmaetal., 2019) ((canela)casca)
(Haque et al., 2019) A, vera (gel de folha) Etanol Com atividade S. aureus, P. aeruginosa, E. colj e K. pneumoniae

(Spézia et al,, 2020)

A. uva-ursi

Solucao hidroalcodlica;
Diclorometano; N-

butanol; Agua destilada

Sem atividade

S. aureus; Mycoplasma genitalium; Mycoplasma hominis; E. colf:

Ureaplasma urealyticum; Proteus mirabill: K. pneumoniae

Acetato de etilo

Com atividade

S. aureus

A. brasiliana (partes

aéreas)

P. major

Phyllanthus niruri

Solucao hidroalcodlica;
Diclorometano;
Acetato de etilo; N-

butanol; Agua destilada

Sem atividade

S. aureus; M. genitalium; M. hominis; E. colj: U. urealyticum; P. mirabilis;

K. pneumoniae

Com atividade

S. aureus; S. epidermidis;

Sem atividade

P. aeruginosae S. enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium.

10



Tabela1. Lista de algumas plantas com ou sem atividade bacteriana (continuagao).

P.PORTO I

Referéncia

bibliografica

Plantas

Espécie (parte)

Extratos (solvente)

Atividade

antibacteriana

Bactérias

(Mendes et al., 2020)

S. officinalis L.

fpartes aéreas)

Extrato bruto de

diclorometano

Com atividade

Porphyromonas gingivalis; A. actinomycetemcomitans; Prevotella

nigrescen:Fusobacterium nucleatum e Prevotella melaninogenica

Subfracao do extrato de

diclorometano

Com atividade

P. gingivalis: A. actinomycetemcomitans; P. intermedia; P. nigrescen;

F. nucleatum e P. melaninogenica

Sem atividade

P. intermedia

Subfracao do extrato de
diclorometano soltivel em
n-hexano da fracao

solivel em n-hexano

Com atividade

A. actinomycetemcomitans

Sem atividade

P. gingivalis; Prevotella intermedia; Prevotella nigrescen; F. nucleatum

e P. melaninogenica

Manool

Com atividade

P. gingivalis, F. nucleatume A. actinomycetemcomitans.

Sem atividade

P. intermedia; P. nigrescen;e P. melaninogenica

M



Tabela1. Lista de algumas plantas com ou sem atividade bacteriana (continuagao).

P.RPORTO I

Referéncia Plantas Extratos (solvente) Atividade Bactérias
bibliografica antibacteriana
S. epidermidis, 5. aureus, Pseudomonas aeruginosae K. pneumoniae,
Com atividade Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
¢ sativaMil Listeria monocytogenes e Bacillus cereus.
(silva et al, 2020) (Casca)
Sem atividade E. colie S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
S. epidermidis, S. aureus, P. aeruginosa e K. pneumoniae
Com atividade
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenese Bacillus cereus.
C sativaMill
) Etanol E.coli,
(Ourico)
Sem atividade S.enterica subsp. enterica serovar Typhimurium,
Enterococcus faeciume K. pneumoniae.
C sativaMill Com atividade S. epidermidis, S. aureus, Enterococcus faecalis e K. pneumoniae,
(folha) Listeria monocytogenes Bacillus cereus.

Sem atividade

E.coli S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium

Enterococcus faecium

12



Tabela1. Lista de algumas plantas com ou sem atividade bacteriana (continuagao).

P.RPORTO I

Referéncia

bibliografica

Plantas

Espécie (parte)

Extratos (solvente)

Atividade

antibacteriana

Bactérias

(Anzano et al,, 2022)

M. oleifera (folhas)

M. oleifera (sementes)

N-hexano;  Metanol;
Oxido de deutério e
Sulfonato de sddio
dimetil-4-silapentano

(DSS)

Sem atividade

S. aureus; S. epidermidis; P. aeruginosa e S. enterica subsp. enterica

sorovar Typhimurium.

Com atividade

S. aureus; S. epidermidis;

Sem atividade

P. aeruginosa e 5. enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium.

13
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1.3. Testes de avaliacao da atividade antibacteriana

0 teste de sensibilidade antimicrobiana é uma ferramenta crucial utilizada na descoberta
de novas drogas, epidemiologia e previsao de resultados terapéuticos. Neste trabalho,
destacamos o emprego de métodos de teste antimicrobiano para investigacao /7 vitro de
extratos como possiveis agentes antimicrobianos (Balouiri et al., 2016).

Nesse contexto, a busca por novos antibiéticos é de suma importancia, e os produtos
naturais continuam sendo uma das principais fontes de novas moléculas terapéuticas. Plantas e
outras fontes naturais oferecem uma ampla gama de compostos complexos e estruturalmente
diversos, muitos dos quais tém potencial antimicrobiano (Amparo et al., 2018).

A busca por novos compostos antimicrobianos é impulsionada pela crescente resisténcia

antimicrobiana, que compromete a eficdcia dos antibidticos tradicionais (Hossain, 2024).

1.3.1. Métodos de difusao

Os métodos de difusao sao amplamente utilizados em laboratdrios de microbiologia para
avaliar a atividade antimicrobiana de extratos, fracdes ou substancias puras, bem como para
investigar o antagonismo entre microrganismos. Esses métodos se baseiam na difusao de
agentes antimicrobianos através de um meio sélido (geralmente agar) e medem a capacidade

dessas substancias de inibir o crescimento de microrganismos (Balouiri et al., 2016).

1.3.1.1. Método de difusao em disco de agar

O teste de difusao em disco em agar, desenvolvido em 1940, é utilizado em laboratdrios de
microbiologia clinica para testar a suscetibilidade antimicrobiana. Este método envolve inocular
placas de agar com um indculo padronizado do microrganismo em teste e, em sequida, colocar
discos de papel de filtro impregnados com o antimicrobiano na superficie do agar. Apds
incubacao, o antimicrobiano difunde-se e inibe o crescimento do microrganismo, criando zonas
de inibicao que sao medidas para determinar se as bactérias sao suscetiveis, intermedidrias ou
resistentes ao composto testado (Balouiri et al., 2016).

A padronizacao permite testar certos patdgenos bacterianos fastidiosos como
estreptococos e espécies de Haemophilus sp. e Neisseria sp. usando meios especificos e

condicoes de incubacao apropriadas. Contudo, este método nao diferencia entre efeitos
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bactericidas e bacteriostdticos e nao determina a CMI, embora uma CMI aproximada possa ser
inferida para alguns casos (Balouiri et al., 2016).

O teste de difusao em disco é preferido por sua simplicidade, baixo custo, capacidade de
testar muitos microrganismos e agentes, e pela facilidade de interpretacao. Além disso, os
resultados fornecem informacg6es valiosas para a escolha de tratamentos antibidticos
adequados, correlacionando bem os dados /7 vitrocom a evolucao clinica dos pacientes (Balouiri

etal, 2016).

1.3.1.2. Método de difusao em poco de agar

O método de difusao em poco de agar é amplamente utilizado para avaliar a atividade
antimicrobiana de plantas ou extratos microbianos. Semelhante ao método de difusao em disco,
a superficie da placa de agar é inoculada com o microrganismo. Em sequida, um furo de 6 a8 mm
é perfurado no agar com uma broca estéril ou uma ponta. Um volume de 20-100 pL do agente
antimicrobiano ou extrato na concentracao desejada é introduzido no poco. As placas sao entao
incubadas sob condicGes apropriadas para o microrganismo em teste. O antimicrobiano se

difunde no agar e inibe o crescimento do microrganismo ao redor do poco (Balouiri et al., 2016).

1.3.1.3. Método de difusao em tampao de agar

0 método de difusao em tampao de agar é usado para identificar o antagonismo entre
microrganismos, semelhante método de difusao em disco. Consiste em cultivar a estripe de
interesse em agar, formando faixas estreitas na superficie da placa. Durante o crescimento, 0s
microrganismos segregam moléculas que se difundem no agar. Apds a incubacao, um cilindro de
agar é cortado com uma broca estéril e colocado na superficie de outra placa de agar previamente
inoculada com o microrganismo teste. As substancias difundem-se do tampao para o agar, e a
atividade antimicrobiana é indicada pela formacao de uma zona de inibicao ao redor do tampao

(Balouiri et al.,, 2016).

1.3.2. Método de gradiente antimicrobiano (£tesd)
0 método do gradiente antimicrobiano combina principios de diluicao e difusao para
determinar a CMI de agentes antimicrobianos. O Etest® (BioMérieux) é uma versao comercial.

Neste procedimento, uma tiraimpregnada com um gradiente de concentracao do antimicrobiano

15
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é colocada sobre uma superficie de agar inoculada com o microrganismo. A CMI é determinada
nainterseccao da tira com a elipse de inibicao do crescimento (Hossain, 2024).
Este método é utilizado para determinar a CMI de antibidticos, antiflingicos e

antibacterianos, sendo simples de implementar e utilizado rotineiramente (Hossain, 2024).

1.3.3. Método de listras cruzadas

O método de listras cruzadas é usado para detetar rapidamente o antagonismo entre
microrganismos. Uma faixa da estripe microbiana de interesse é semeada no centrode umaplaca
de agar. Apds incubacgao, microrganismos testados sao semeados em linhas perpendiculares a
faixa central. Apds novaincubacao, as interacdes antimicrobianas sao avaliadas pela observacao

das zonas de inibicao ao longo das intersecdes (Hossain, 2024).

1.3.4. Métodos de diluicao

Os métodos de diluicao sao amplamente considerados os mais adequados para
determinar os valores de CMI em testes de suscetibilidade antimicrobiana. Eles permitem
estimar a concentracao do agente antimicrobiano no meio de cultura, seja em agar ou meio caldo
(macrodiluicdo ou microdiluicao). Esses métodos sao utilizados para medir quantitativamente a
atividade antimicrobiana /7 vitrocontra bactérias e fungos. O valor de CMI é a concentracao mais
baixa do agente antimicrobiano que inibe o crescimento visivel do microrganismo testado e é
expresso geralmente em pg/mL ou mg/L. Existem vdrias diretrizes reconhecidas para esses
testes, como as do CLSI e do EUCAST, que fornecem procedimentos uniformes e praticos para a
maioria dos laboratdrios de microbiologia clinica. Embora esses padrées metodoldgicos nao
garantam a relevancia clinica dos testes, eles permitem que os bioensaios sejam realizados de
forma padronizada, o que é essencial para avaliar a relevancia clinica dos resultados (Balouiri et
al., 2016).

1.3.4.1. Método de diluicao em caldo

A micro ou macrodiluicdao em caldo é um dos métodos mais basicos de teste de
suscetibilidade antimicrobiana. Esse procedimento envolve a preparacao de diluicées duplas do
agente antimicrobiano em meio de crescimento liquido, que sao dispensadas em tubos ou pocos
de placa de microtitulacdo. As diluicdes costumam sequir uma sequéncia dobrada (por exemplo,

1,2, 4, 8,16 e 32 ug/mL). Em seguida, cada tubo ou poco € inoculado com uma quantidade
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padronizada do microrganismo a ser testado, previamente diluido em meio de cultura. Apds a
inoculacdo, os tubos ou a microplaca sao bem misturados e incubados em condic6es apropriadas,
geralmente sem agitacao (Balouiri et al., 2016).

A CMI é a menor concentracao de agente antimicrobiano que inibe completamente o
crescimento do organismo em tubos ou microplacas, como detetado a olho nu. Em comparacao
com o método de microdiluicao, a macrodiluicao apresenta desvantagens, como a tarefa tediosa
e manual, o risco de erros na preparacdo de solucdes antimicrobianas e a quantidade maior de
reagentes e espaco necessarios. A microdiluicao oferece vantagens significativas, como
reprodutibilidade e economia de reagentes e espaco, devido a miniaturizacao do teste. No
entanto, é crucial controlar cuidadosamente a abordagem para obter resultados reprodutiveis
intra e inter laboratoriais (Hossain, 2024).

Para determinar o ponto final da CMI, dispositivos de visualizacao e métodos
colorimétricos, como o uso de corantes como sais de tetrazdlio, MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) XTT(2,3-bis{2-metoxi-4-nitro-
5[(sulfenilamino)carbonil]- 2H-hidréxido de tetrazdlio}), e o corante azul Alamar (resazurina), sao
frequentemente utilizados. O tamanho do indculo, o tipo de meio de crescimento, o tempo de
incubacao e o método de preparacao do indculo podem influenciar os valores de CMI. Portanto, o
CLSI padronizou a diluicao do caldo para testar bactérias aerdbias, leveduras e fungos
filamentosos. O método de diluicao em caldo do EUCAST é semelhante ao do CLSI, com algumas
modificacées nos parametros do teste, como preparacao e tamanho do indculo, e método de

leitura MIC (Balouiri et al., 2016).

1.3.4.2. Método de diluicao em agar

O método de diluicao em agar envolve incorporar concentracoes variadas de um agente
antimicrobiano em meio agar fundido, geralmente utilizando diluices duplas em série. Em
seguida, um indculo microbiano definido é inoculado na superficie da placa de agar. A CMI é
registada como a menor concentracdo do agente antimicrobiano que inibe completamente o
crescimento microbiano sob condi¢oes de incubacao apropriadas. Este método é util para testes
de suscetibilidade antibacteriana e antifungica, especialmente quando mudltiplos isolados estao
sendo testados contra um unico composto, ou quando o composto testado mascara o
crescimento microbiano no meio liquido. E frequentemente preferido a diluicao em caldo nessas

situacoes. Atualmente, replicadores comerciais de indculo podem transferir entre 32 e 60
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indculos bacterianos diferentes para cada placa de agar, facilitando o processo. Este método é
recomendado para organismos exigentes, como anaerdbios e espécies de Helicobacter, e
também tem sido utilizado para testar combinacdes de agentes antiflingicos contra Candidasp.,
Aspergillus, Fusariume dermatdfitos. Apresenta uma boa correlacao com o £fest, principalmente
para testes antibacterianos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e comparacoes
com outros métodos como difusao em disco e microdiluicdo em caldo geralmente fornecem

resultados excelentes (Balouiri et al., 2016).

1.3.5. Teste de eliminagao de tempo (time-kill)

O teste time-kill é, de facto, uma técnica valiosa para avaliar o efeito bactericida ou
fungicida de agentes antimicrobianos. Ele fornece informaco6es cruciais sobre como a interagao
entre o agente antimicrobiano e o microrganismo varia ao longo do tempo ou com diferentes
concentracoes do agente (Hossain, 2024).

No caso das bactérias, o teste é realizado em meio de cultura liquida, geralmente utilizando
trés tubos contendo suspensoes bacterianas em concentracoes especificas. Dois desses tubos
contém o agente antimicrobiano em diferentes concentragoes, enquanto o terceiro é usado como
controle de crescimento. Os tubos sao incubados por intervalos de tempo definidos, e entao a
viabilidade bacteriana é avaliada, geralmente por contagem de coldnias em placas de agar
(Hossain, 2024).

O resultado do teste time-killé interpretado com base na percentagem de células mortas
em comparacao com o controle de crescimento ao longo do tempo. Um efeito bactericida
significativo é tipicamente definido por uma reducao de pelo menos 90% na viabilidade
bacteriana em um determinado periodo, como 6 horas, o que equivale a uma letalidade de 99,9%
em 24 horas (Hossain, 2024).

Além de determinar a eficdacia de agentes antimicrobianos individuais, o teste time-Kkill
também pode ser usado para avaliar interacdes entre diferentes medicamentos, como
sinergismo ou antagonismo, quando usados em combinacao (Balouiri et al., 2016).

Embora o teste #ime-kil/tenha sido bem padronizado e descrito para bactérias, também
tem sido utilizado com sucesso para avaliar a atividade de substancias antifungicas contra
fungos. Isso destaca sua versatilidade eimportancia na pesquisa e no desenvolvimento de novos

agentes antimicrobianos (Balouiri et al., 2016).
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1.3.6. Ensaio de bioluminescéncia de Adenosina Trifosfato

0 ensaio de hioluminescéncia de Adenosina Trifosfato (ATP) é realmente uma ferramenta
poderosa com diversas aplicacdes. Sua capacidade de medir a quantidade de ATP, que esta
diretamente ligada a viabilidade celular, permite uma rdpida e precisa avaliacao do impacto de
substancias ou condicdes sobre microrganismos (Balouiri et al., 2016).

Uma das principais vantagens desse ensaio é a rapidez com que fornece resultados
quantitativos, especialmente quando comparado a métodos convencionais, como as técnicas de
diluicdo para testes antimicrobianos. A capacidade de fornecer resultados em questao de dias,
em vez de semanas, é crucial, especialmente em situacdes onde uma resposta rapida é
necessdria, como na avaliacao da eficacia de tratamentos antibacterianos ou antifiingicos
(Balouiri et al., 2016).

Sua versatilidade também é evidente nas diversas aplicacoes mencionadas, que vao desde
testes de citotoxicidade até triagem de drogas e avaliacao de agentes antimicrobianos. Isso
destaca a ampla gama de cenarios em que essa técnica pode ser aplicada, fornecendo uma
valiosa ferramenta para a pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos e terapias (Balouiri
etal, 2016).

1.3.7. Método citofluorométrico de fluxo

A citometria de fluxo tem sido explorada ha varios anos como uma ferramenta promissora
para testes de suscetibilidade de microrganismos. A rapida detecao de células danificadas
depende do uso de corantes apropriados, como o iodeto de propidio (P1), que é amplamente
utilizado como corante de DNA (Hossain, 2024).

A eficacia do citémetro de fluxo como uma ferramenta para testes antibacterianos de éleos
essenciais contra Listeria monocytogenes tem sido demonstrada em estudos que utilizam
coloracao combinada com Pl para avaliar danos a membrana e diacetato de carboxifluoresceina
(cFDA) para detetar atividade de esterase. Isso permite discriminar trés subpopulagdes de
células: mortas, vidveis e lesionadas. As células lesionadas sao consideradas estressadas,
exibindo danos aos componentes celulares e comprometimento subsequente do crescimento
reprodutivo (Hossain, 2024).

A quantificacao de células danificadas é particularmente relevante na microbiologia
alimentar, onde a subpopulacao de células lesionadas pode ser critica em condicdes como abuso

de temperatura durante o armazenamento de alimentos. A citometria de fluxo também permite
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a detecao da resisténcia antimicrobiana e estima o impacto da molécula testada na viabilidade e
no dano celular do microrganismo, fornecendo resultados reprodutiveis rapidamente em
comparacao com métodos tradicionais como o de microdiluicao (Hossain, 2024).

No entanto, a utilizacao generalizada desta metodologia para testes de suscetibilidade
antimicrobiana é atualmente limitada pela inacessibilidade do equipamento de citometria de
fluxo em varios laboratdrios. Isso pode dificultar sua adocao em escala mais ampla, apesar de

suas vantagens em termos de rapidez e precisao na analise (Hossain, 2024).

1.4. Problematica

A industria da castanha tem um impacto significativo na economia agricola, principalmente
em regides onde a producao é abundante. No entanto, a sua cadeia de producao gera grandes
volumes de residuos, como casca e ourico, que sao frequentemente descartados de maneira
inadequada ou subutilizados. Estes residuos, no entanto, possuem compostos bioativos de
grande interesse, como taninos e fendis, que podem ser explorados em varias aplicacoes,
incluindo a atividade antimicrobiana (Chiriaco et al., 2024).

A resisténcia bacteriana a antibiéticos tem-se tornado um problema de satde global
urgente. Estripes bacterianas patogénicas, como £. coli(Porras et al., 2021), S. aureus (Taylor &
Unakal, 2023) e P, aeruginosa (Walker & Moore, 2015) , tém demonstrado crescente resisténcia
aos antibidticos tradicionais, limitando as opcoes de tratamento para infeces comuns e
complicadas. Isso impulsiona a necessidade de identificar novas fontes de compostos
antimicrobianos.

Dada a abundancia e disponibilidade de residuos da castanha, surge a questao: sera
possivel aproveitar esses residuos para extrair compostos que possuam atividade
antibacteriana? Além disso, o uso de técnicas de extracao ambientalmente amigdveis, como a
extracao subcritica, pode fornecer extratos ricos em compostos bioativos com menor impacto
ambiental.

Esta dissertacao procura, assim, investigar a atividade antibacteriana dos extratos de
casca de castanha e ourico, usando a extragdo subcritica, e avaliar o seu potencial contra estripes
bacterianas patogénicas. Isso podera fornecer uma alternativa sustentavel ao uso de antibiéticos

comerciais, além de promover o aproveitamento de residuos industriais.
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1.5.  Objetivos
Esta dissertacao tem como objetivo principal avaliar a atividade antibacteriana dos
extratos da extracao subcritica de casca de castanha e de ourico. Sendo assim, os objetivos
especificos sao:
¢ Investigar o potencial antibacteriano dos extratos de castanha e a sua aplicabilidade no
combate a infe¢6es bacterianas;
e Determinar a Concentracao Minima Inibitéria dos extratos de casca de castanha e de
ourico em relacao a diferentes estripes bacterianas (por exemplo, S. epidermidis, E. colj
S. aureus, Serratia marcescens, P. aeruginosa), avaliar a eficicia dos extratos em
diferentes concentracoes;
o Comparar a atividade antibacteriana entre os extratos de casca de castanha e ourico,

identificando qual dos dois apresenta maior eficacia e em quais condicoes.
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2. Métodos

Esta dissertacao resulta de um trabalho experimental realizado nas instalagoes do

Instituto Superior de Engenharia do Porto (ISEP).

2.1. Matérias-primas e Espécies bacterianas

Os extratos de casca de castanha e ourico foram obtidos por extracao subcritica, um
processo que utiliza fluidos pressurizados a baixas temperaturas para preservar compostos
bioativos. Apds a extracao, os extratos foram liofilizados para garantir estabilidade e
concentracao adequada. O meio de cultura utilizado foi Mueller-Hinton Broth (MH) (Sigma-
Aldrich®), preparado tanto na forma liquida como sdlida, esta tiltima contendo 1,5% de agar para
aformacao de coldnias.

As estirpes bacterianas utilizadas no estudo foram Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli Serratia marcescens, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
Todas as estirpes foram adquiridas de colecées microbioldgicas certificadas e mantidas em
condicOes apropriadas para sua viabilidade. Antes dos ensaios, as bactérias foram cultivadas em
meio MH e incubadas a 36 °C por 24 h para garantir seu crescimento e adaptacdo ao meio de
cultura.

2.2. Preparo e andlise dos extratos

Os extratos de casca de castanha e ourico foram pesados com precisao em uma balanca
analitica (Kern® ALJ 250-4-A) e dissolvidos no meio de cultura MH na concentracao de 45
mg/mL. Para garantir a esterilidade, as solucoes foram filtradas através de uma membrana
esterilizante e armazenadas em tubos estéreis até sua utilizacao nos ensaios microbioldgicos.

Para a preparacao das suspensoes bacterianas, uma coldnia isolada de cada estirpe foi
transferida para um tubo contendo meio MH liquido e incubada a 36 °C por 24 h. A suspensao
resultante foi homogeneizada em vortex para assegurar uma distribuicao uniforme das células.
A densidade 6ptica (DO) foi medida em um espectrofotdmetro (Shimadzu® UV-160) a 600 nm,

ajustando-se a suspensao para uma DO de 0,08 com o meio MH como controle.

2.3. Ensaios microbioldgicos
Ostestes foram conduzidos em microplacas estéreis, onde os extratos foram distribuidos

conforme seqgue:
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Colunas 1,2 e 3: 200 uL de extrato;
Colunas 4,5 e 6:150 uL de extrato + 50 puL de MH;
Colunas 7,8 e 9:100 pL de extrato + 100 pL de MH;

Colunas 10,11 e12: 50 pL de extrato + 150 pyL de MH.

Na linha E, adicionaram-se os controles dos extratos (200 L) e na linha H, o controle do
meio MH (200 uL). Por fim, adicionaram-se 50 uL da suspensao bacteriana a todos os pocos

exceto nos controles. As microplacas foram incubadas a 36 °C por 24 h.
2.4. Avaliacao do Crescimento Bacteriano

Apos o periodo de incubacao, foram realizadas diluicdes seriadas para quantificacao das

unidades formadoras de colénias (UFC). As diluicoes foram preparadas conforme descrito:

Diluigao 107210 pL da suspensao foram transferidos para 990 pL de dgua esterilizada e

homogeneizados em vortex a 1800 rpm por 2 minutos;

Diluigdo 107*:10 pL da diluicao 1072 foram transferidos para 990 L de dgua esterilizada

e homogeneizados em vortex a 1800 rpm por 2 minutos;

Diluigao 107%: 10 uL da diluicdo 10~* foram transferidos para 990 pL de agua esterilizada

e homogeneizados em vortex a 1800 rpm por 2 minutos.

Cada diluicao (40 uL) foi semeada em placas de Petri contendo MH Agar, espalhando-se
uniformemente sobre a superficie. As placas foram incubadas a 36 °C por 24 h. O crescimento
bacteriano foi avaliado por contagem de UFC nas placas, conforme ilustrado nas Figuras 6,7 e 8

do Anexo lll.
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2.1.  Matérias-primas e Espécies bacterianas
Os extratos de casca de castanha e ourico foram obtidos por extraccao subcritica e
posteriormente liofilizados. Foi usado meio de cultura bacteriana Mueller-Hinton Broth, MH
(Sigma-Aldrich®) preparado na forma liquida e sélida (com agar a 1,5%).
As estirpes bacterianas usadas foram: Staphylococcus epidermidis, Escherichia col,

Serratia marcescens, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

2.2. Andlise dos extratos

Os extratos de castanha foram pesados numa balanca analitica (Kern® ALJ 250-4-A) e
dissolvidos em meio de cultura liquido MH, numa concentracao de 45 mg/mL. Apés a dissolucao,
a solucao foi esterilizada passando-a através de uma membrana de filtro esterilizante para um
tubo também esterilizado.

Com o auxilio de uma ansa, transferiu-se uma coldnia de uma estripes bacteriana
selecionada para o estudo para um tubo de ensaio contendo meio de cultura liquido MH, colocou-
senaestufaa36 °Cdurante 24 h.Homogeneizou-se a suspensao de bactérias usando um vortex
para assegurar uma distribuicao uniforme das células bacterianas. Mediu-se a densidade dtica
(DO) da suspensao bacteriana e diluiu-se com o meio de cultura MH até obter uma DO de 0,08
nm medida num espetrofotémetro (Shimadzu® UV- 160) a 600 nanémetros, utilizando como
branco o meio de cultura.

Numa microplaca estéril (Figura 2), adicionaram-se 200 pL de extrato (de casca ou de
ourico de castanha) nas colunas 1,2 e 3,150 L nas colunas 4,5 e 6,100 uL nas colunas 7,8 e 9
e 50 pL nas colunas 10, 11 e 12. Adicionaram-se as seguintes quantidades de meio MH: 50 pL de
(nas colunas 4,5 e 6),100 uL de MH (nas colunas 7, 8 e 9) e 150 pL de MH (nas colunas 10,11 e
12).Nalinha E colocaram-se os controlos dos extratos (200 pL) e na linha H colocou-se o controlo

do meio MH (200 uL). No fim, adicionou-se 50 pL de suspensao bhacteriana a todos os pocos da
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placa, exceto os controlos conforme observado no Anexo |, Figura 3 e 4. Deixou-se a microplaca
aincubar a 36 °C durante 24 h.

Para avaliar o crescimento, ap6s o periodo de incubacao, realizaram-se varias diluicoes
dos pocos da microplaca. Para a diluicao 102, num frasco identificado contendo 990 uL de dgua
esterilizada, adicionaram-se 10 pL de cada poco damicroplaca e agitou-se em vortexa1800 rpm
durante 2 minutos. Para a diluicao 10, num frasco identificado contendo 990 pL de dgua
esterilizada adicionaram-se 10 pL da suspensao 10~ e agitou-se em vortex a 1800 rpm durante
2 minutos. Para a diluicao 105, num frasco identificado contendo 990 L de agua esterilizada,
adicionaram-se 10 pL da suspensao 10 e agitou-se em vortex a 1800 rpm durante 2 minutos.
Aplicaram-se 40 pL de cada diluicao em placas de Petri com meio de cultura MH Agar,
previamente identificadas, e espalhou-se em toda a superficie do meio de cultura, de maneira
uniforme. As placas de Petri foram incubadas a 36°C por 24 h como ilustrado na Figura 5 do
Anexo II. Apds o periodo de incubacao, o nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC) foi

determinado conforme evidenciado nas Figuras 6, 7 e 8 do Anexo lll.
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Figura 2: - Representagdo das microplacas utilizadas.
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3. Resultados e discussao

3.1. Avaliagao da Staphylococcus epidermidis

0 Staphylococcus epidermidis é uma bactéria Gram-positiva que faz parte da microbiota
normal da pele e das mucosas humanas. A presenca de S. epidermidis pode estimular uma
respostaimune saudavel, ajudando o corpo areagir ainvasoes de patdgenos. Devido ao aumento
da resisténcia antimicrobiana, o S. epidermidis tem ganho destaque em estudos de avaliacao de
atividade antibacteriana, especialmente na busca por novas fontes de compostos bioativos,
como produtos naturais. S. epidermidis é um excelente organismo modelo para testar novos
compostos antibacteriano (Severn & Horswill, 2023).

Demonstrar a eficdcia de extratos de castanha ou compostos isolados contra essa
bactéria pode indicar um potencial uso na medicina ou na industria farmacéutica. Testar os
efeitos dos extratos da castanha contra estripes de S. epidermidis resistentes a antibidticos
permite avaliar a capacidade dos compostos naturais em superar a resisténcia bacteriana, um
dos maiores desafios da saude publica atualmente. A industria da castanha pode se beneficiar da
caracterizacao de produtos e subprodutos com propriedades antimicrobianas (Santos et al.,
2022). Isso pode agregar valor a cadeia produtiva, criando produtos ou ingredientes para o setor
alimenticio, cosmético ou de salde. Além disso, compostos com acao contra S. epidermidis
podem ser utilizados em formulacoes de desinfetantes, cosméticos (Fourniere et al., 2020) ou
tratamentos tépicos que visam a prevencao de infecdes cutaneas (Zhou et al.,, 2020) (Nakatsuii
etal, 2018).

E importante observar a relaco entre a concentracdo dos extratos (em mg/mL) e a
formacao de unidades formadoras de coldnias (em UFC/mL) como mostra na tabela 2.

Quando o extrato de casca de castanha foi testado em diferentes concentracoes,
observou-se uma tendéncia de aumento no crescimento bacteriano a medida que a
concentracao do extrato diminuia. A 36 mg/mL, ndo houve formacao de coldnias, indicando uma
inibicao completa do crescimento bacteriano nessa concentracdo. No entanto, quando a
concentracao foi reduzida para 27 mg/mL, surgiram 45 UFC, resultando em 4,5 x 105 UFC/mL,
mostrando que o crescimento bacteriano ainda nao foi completamente inibido, mas ja foi
significativamente reduzido. Ao reduzir ainda mais a concentracao do extrato para18 mg/mL, o
ndmero de coldnias aumentou para 113, correspondendo a uma UFC/mL de 1,13 x 10°, sugerindo

que a inibicao foi ainda menor. Na concentracdo mais baixa testada, 6 mg/mL, o crescimento
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bacteriano foi bastante elevado, com 200 coldnias e uma UFC/mL de 2,0 x 10, indicando que o

extrato tem pouca ou nenhuma acao inibitdria nessa concentracao.

Tabela 2. Nimero de UFC obtidas de S. epidermidisem concentragoes crescentes de extrato de casca de castanha e

de extrato de ourico de castanha

Amostra Concentracao Nimero de col6nias | UFC/mL
(mg/mL) (10-9)

Extrato de casca de castanha

AlaA3 36 0 0

Ada A6 27 45 4,50 x10°

A7aA9 18 13 113 x10°

A10a A12 6 200 2,00x10°

Extrato de ourico

B1aB3 36 0 0
B4 aB6 27 0 0
B7aB9 18 0 0
B10aB12 6 1 1,00 x10°

Ja no caso do extrato de ourico de castanha, a tendéncia de inibicao foi um pouco
diferente. Na concentracao de 6 mg/mL, foi observada a formacao de apenas 1 UFC, o que
resultou em uma UFC/mL de 1,0 x 10°, um valor extremamente baixo, sugerindo uma quase
inibicao completa do crescimento bacteriano nessa concentracao. Isso indica que o extrato de
ourico de castanha é eficaz mesmo em concentracoes relativamente baixas. Os dados de
concentragdes mais altas do extrato de ourico (36 mg/mL, 27 mg/mL e 18 mg/mL) foi zero, é
razoavel inferir que essas concentracdes seriam igualmente ou mais eficazes na inibicao do
crescimento bacteriano, com base no comportamento observado a 6 mg/mL.

A andlise dos resultados demonstra que, para o extrato de casca de castanha, a
concentracao de 36 mg/mL é a CMI, pois é a menor concentracao em que houve inibicao
completa do crescimento de S. epidermidis. Para o extrato de ourico de castanha, a CMI é
estimada em 18 mg/mL, ja que essa concentracao foi inibiu completamente o crescimento
bacteriana.

De qualquer modo fica evidenciada a atividade bacteriana dos extratos relativamente a S.

epidermidis.
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Neste experimento, a CMI do extrato de casca de castanha para S. epidermidisfoi de 36
mg/mL, significativamente maior que os valores de 5-10 mg/mL encontrados por Silva et al.
(2020). Uma possivel explicacdo para essa diferenca é o método de extracao utilizado. Silva et al.
utilizaram uma combinacao de solventes organicos e dgua destilada, o que pode ter concentrado

uma maior quantidade de compostos bioativos, resultando em uma maior eficacia

antimicrobiana (Silva et al., 2020).

3.2. Avaliagao da Staphylococcus aureus

A avaliacao da atividade antibacteriana de extratos de residuos da industria da castanha,
utilizando S. aureus como organismo modelo, reveste-se de importancia significativa. S. aureus
€ um patdgeno humano relevante, responsavel por uma variedade de infecoes, desde
complicag6es cutaneas até infecoes sistémicas graves. Além disso, a resisténcia a antibidticos,
notadamente em estripes resistentes a antibiéticos, sublinha a necessidade de explorar novas
fontes de antimicrobianos, como os compostos extraidos de plantas (Taylor & Unakal, 2023).

Essa bactéria é um patégeno comum em infeces hospitalares e comunitdrias, o que
torna urgente a busca por novos compostos antimicrobianos (Alvarez et al, 2019). A industria da
castanha, ao gerar residuos como casca e ourico, oferece uma rica fonte de composto hioativo,
como taninos que possuem propriedades antimicrobianas (Caprarulo et al., 2021).

Nos experimentos realizados com 5. aureus, foi possivel correlacionar o UFC com a
concentracao dos extratos de casca de castanha e de ourico como se pode ver na tabela 3. Para
o extrato de casca de castanha, nas amostras com concentracao de 6 mg/mL, foram observadas
contagens de 1,80x105 UFC/mL. Esse resultado indica que, mesmo em baixas concentracoes,

ainda houve crescimento bacteriano, sugerindo que a CMI serd préxima de 18 mg/mL.
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Tabela 3. Ndmero de UFC obtidas de S. aureus em concentragoes crescentes de extrato de casca de castanha e de

extrato de ourico de castanha

Amostra Concentragdo Niimero de coldnias (10™*) | UFC/mL
(mg/mL)

Extrato de casca de castanha

AlaA3 36 0 0

Ada A6 27 0 0

A7 aA9 18 0 0

A10a A12 6 18 1,80x105

Extrato de ourico

B1aB3 36 0 0
B4aB6 27 0 0
B7 aBS 18 0 0
B10aB12 6 294 2,94x10°

O extrato de ourico mostrou uma inibicdo até a concentracao de 18 mg/mL, apresentando
2,94x10° UFC a 6 mg/mL. Estes resultados sugerem uma CMI para o extrato de ourico esta
proxima de 18 mg/mL.

Assim, pode-se concluir que, para o extrato de castanha, concentracdes superiores a 6
mg/mL e menores que 18 mg/mL devem ser testadas para encontrar a CMI exata, para inibir o
crescimento de S. aureus.

Em contraste, o artigo de Kolayli et al. (2016) reporta que diferentes graus de mel de
castanha possuem propriedades antimicrobianas, com CMIs variando de 8 a 12 mg/mL para S.
aureus. Os compostos fendlicos e flavonoides presentes na casca de castanha foram
identificados como os principais responsaveis por essa atividade antimicrobiana, o que destaca
arelevancia dos extratos obtidos a partir desse material (Kolayli et al., 2016).

A extracao de compostos bhioativos da casca de castanha geralmente envolve o uso de
solventes como etanol, metanol ou agua, e pode ser realizada por meio de métodos como
maceracao, ultrassom ou refluxo. As condicoes de extracao, incluindo temperatura, tempo e
proporc¢ao de material sélido para liquido, tém um impacto significativo na eficiéncia da extracao

e, por consequéncia, na atividade antimicrobiana dos extratos (Kolayli et al., 2016).
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3.3. Avaliagao da Escherichia coli

A utilizacao de £ colina avaliacao da atividade antibacteriana de extratos de residuos da
industria da castanha tem grande importancia devido ao papel dessa bactéria como patdgeno e
modelo em pesquisas microbioldgicas. £ colié amplamente empregue em estudos por ser uma
bactéria Gram-negativa de facil cultivo e rapida replicacao, o que facilita a obtencao de resultados
consistentes e em tempo habil. Além disso, esta bactéria, apesar de fazer parte da microbiota
intestinal humana, pode atuar como patdgeno oportunista em infecdes, especialmente no trato
urinario e em ambientes hospitalares, sendo relevante para investigacdes que visam o
desenvolvimento de novos antimicrobianos (Mueller & Tainter, 2023).

Outro ponto importante é o crescente problema da resisténcia antimicrobiana, no qual
certas estripes de £. co/itém mostrado capacidade de resistir a mdltiplos antibidticos. Isso torna
crucial abusca por novas substancias com potencial antimicrobiano, como os extratos de origem
natural, que podem oferecer alternativas promissoras para o combate a infecées bacterianas
resistentes (Porras et al., 2021).

Atabela 4 mostra a correlacao entre a concentracao dos extratos de casca de castanha e
de ouri¢o com o crescimento bacteriano de £ co//é feita a partir da observacao do nimero de UFC
em diferentes concentracoes. Para isso, utilizou-se diluicoes seriadas dos extratos em
concentragdes previamente definidas (36 mg/mL, 27 mg/mL,18 mg/mL e 6 mg/mL) e se mediu

o numero de coldnias de £. coliformadas apos um periodo de incubacao.

Tabela 4. Numero de UFC obtidas de £.coliem concentragoes crescentes de extrato de casca de castanha e de

extrato de ourico de castanha.

Amostra Concentragdo (mg/mL) | Ndmero de colé6nias (10-6) UFC/mL
Extrato de casca de castanha

AlaA3 36 0 0

Ada A6 27 0 0

A7 aA9 18 0 0

A10a A12 6 9 9,00 x10¢
Extrato de ourigo

B1aB3 36 0 0

B4 aB6 27 0 0
B7aB9 18 0 0
B10aB12 6 31 31,0 x106
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Ao analisar a amostra com 6 mg/mL de extrato de casca de castanha, foi observado o
crescimento de 9 coldnias, correspondente a 9,00 x10° UFC/mL, enquanto na amostra com a
mesma concentracao de extrato de ouri¢o, cresceram 31 coldnias, equivalente a31x108 UFC/mL.
Esses dados indicam que o extrato de casca de que ambos os extratos tém o idéntico valor de
CMI (18 mg/mL) para a E. coli

No estudo de Kolayli et al. (2016), por exemplo, embora focado em mel de castanha,
sugere-se que compostos presentes nos extratos de castanha tém potencial atividade
antibacteriana (Kolayli et al., 2016). Outros estudos, como os de Barreira et al. (2020), reportam
CMIs para extratos de C sativa Mill variando de 8 a 32 mg/mL contra £ colj dependendo do
método de extracao e dos solventes utilizados (Barreira et al., 2020).

A amostra de extrato de ouri¢o apresentou um maior crescimento bacteriano, com 31
coldnias (31,0 x 10 UFC/mL) na mesma concentracao, indicando uma atividade antimicrobiana
inferior em comparacao ao extrato de casca de castanha.

Assim, podemos inferir que, enquanto os extratos de castanha demonstram alguma
eficacia na inibicao de £ colj os valores de CIM indicados na literatura sugerem que uma
concentracao de pelo menos 8 mg/mL pode ser necessdria para se observar uma inibi¢ao
significativa. Portanto, para otimizar a eficacia antimicrobiana do extrato de casca de castanha,
seria interessante testar concentragdes superiores entre 6 e 18 mg/mL.

Um artigo indicou que, para £. coli a CMI dos extratos de C. sativa Mill (casca, ourico e
folha) variou de 5 a 10 mg/mL, dependendo da parte do subproduto e do método de extracao
utilizado (Silva et al., 2020).

Essa analise ressalta a importancia da escolha do método de extracao, pois diferentes
solventes e técnicas podem resultar em concentracdes variadas de compostos bioativos que

influenciam diretamente a atividade antimicrobiana observada.

3.4. Avaliagao da Serratia marcescens
Serratia marcescens(S. marcescens) é uma bactéria de grande importancia devido a sua
capacidade de causar infecoes hospitalares (infecdes nosocomiais) e por sua resisténcia a
diversos antimicrobianos. Essa espécie é frequentemente encontrada em ambientes
hospitalares, como respiradores, cateteres e outras superficies humidas, sendo um agente

comum em infecdes associadas a dispositivos médicos (Zaric et al., 2023). As infecdes mais
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comuns causadas por S. marcescensincluem infecdes do trato urindrio, pneumonia, bacteremia
e infecoes de feridas.

Uma das grandes dificuldades no tratamento dessas infecoes é a habilidade de 5.
marcescens em formar biofilmes em superficies médicas, o que oferece uma protecao adicional
contra antibidticos e a resposta imune do hospedeiro (Yin et al., 2021). Além disso, a bactéria é
conhecida por sua pigmentacao caracteristica, comumente vermelha, o que facilita sua
identificacao laboratorial e seu uso como modelo em estudos de inibicao bacteriana. Seu
comportamento oportunista e sua presenca em infeces de pacientes imunocomprometidos a
tornam altamente relevante no controle de infecdes hospitalares (Sandner-Miranda et al., 2018).

O uso de S. marcescens em testes de extratos de residuos da industria da castanha é
particularmente relevante devido a sua resisténcia intrinseca, permitindo avaliar a capacidade
dos extratos de superar as defesas bacterianas. Além disso, é uma bactéria de facil cultivo e
manipulacao laboratorial, 0 que facilita a execucao de ensaios em microplacas e contagens de
UFC (Weber et al., 2020).

Nos experimentos realizados com S. marcescens, foi possivel correlacionar a
concentracao dos extratos de casca de castanha e ouri¢o com o nimero e UFC (Tabela 5). Parao
extrato de casca de castanha, utilizou-se concentracoes de 6 mg/mL a 36 mg/mL. A CMl para o

extrato de casca de castanha para a S. marcescensfoi cerca de 27 mg/mL.
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Tabela 5. Numero de UFC obtidas de 5. marcescensem concentragoes crescentes de extrato de casca de castanha

e de extrato de ourico de castanha

Amostra Concentragao Diluicao Numero de coldnias UFC/mL
(mg/mL)

Extrato de casca de castanha
AlaA3 36 102 0 0
Ada A6 27 102 0 0
A7aA9 18 102 19 1,90 x103
A10aA12 6 102 1 1,00 x102
Extrato de ourico
B1aB3 36 102 0 0

10+ 0 0

10 0 0
B4aB6 27 102 0 0

10 0 0

10 104 1,04 x108
B7aB9 18 102 0 0

10+ 0 0

10 6 6,00x10°
B10aB12 6 1072 0 0

10+ 1 1,00 x10*

10 2 2,00 x10°
H10 Controlo | O 102 0 0
de MH

Quanto ao extrato de ourico, em todas as diluicdes 10~ nao se verificou qualquer
crescimento. Observaram-se UFC nas diluicoes 10 e 10 o que provavelmente significa
contaminacgao devido a mais passos de processamento da amostra

Esses dados sugerem que ambos os extratos, tanto de casca de castanha quanto de
ouri¢o, possuem efeitos antimicrobianos contra S. marcescens, com uma reducao significativa
no numero de coldnias conforme a concentragao dos extratos diminui, possibilitando o cdlculo da
CMI, em que para o extrato de casca de castanha préximo de 27 mg/mL. Para o extrato de ourico,
a concentracao de 6 mg/mL também resultou em 1,00 UFC na diluicao 10~* e zero coldnias nas
outras diluicoes subsequentes, sugerindo erro experimental. Portanto, a CMl para S. marcescens
com o extrato de ourico estd abaixo de 6 mg/mL, sendo necessario testar com concentracoes

mais baixas.
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A pesquisa realizada por Keskin et al. (2023) sobre a sintese de nanoparticulas de prata
mediadas por mel de castanha destaca a atividade antibacteriana de compostos derivados de C
sativaMill. As concentracdes testadas de nanoparticulas de prata variaram de 50 a 150 pg/mL,
enquanto a CMI mais baixa registada foi de 7 pug/mL, demonstrando a eficicia dessas
nanoparticulas em inibir a atividade bacteriana. Métodos de extracao por solvente e infusao, sao
frequentemente utilizados para obter compostos bioativos de plantas, sendo fundamentais para
determinar as propriedades antimicrobianas dos extratos.

Portanto, aevidéncia obtida nestes experimentos, junto com a literatura existente, sugere
que os extratos de C sativa Mill possuem propriedades antimicrobianas promissoras,

especialmente contra Serratia marcescens (Keskin et al.,, 2023).

3.5. Avaliagcao da Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, aerdbia, em forma de bastonete,
amplamente encontrada no meio ambiente, incluindo solos, agua e superficies hospitalares. Ela
se destaca por sua capacidade de sobreviver em uma grande variedade de condi¢6es adversas e
é conhecida por causar infecoes em humanos, especialmente em pessoas com o sistema
imunoldgico comprometido ou com doengas crénicas (Reynolds & Kollef, 2021).

Uma das caracteristicas mais notaveis de P. aeruginosa é sua resisténcia a uma ampla
gama de antibidticos. Ela possui varias estratégias de defesa, incluindo bombas de efluxo que
expulsam antibidticos das células, e a capacidade de formar biofilmes — estruturas que permitem
a bactéria aderir a superficies e se proteger contra agentes antimicrobianos. Essa resisténcia a
antibidticos faz da P. aeruginosa uma das bactérias mais dificeis de tratar, especialmente em
ambientes hospitalares, onde ela é uma das principais causas de infecdes nosocomiais (Menezes
etal,2024).

A escolhada P. aeruginosapara estudos de atividade antibacteriana de extratos naturais,
como os provenientes da industria da castanha, é estratégica por varios motivos. Primeiro, a
bactéria esta frequentemente associada a infecdes crénicas em pacientes com condicoes
subjacentes, como fibrose cistica e queimaduras, nas quais os antibiéticos convencionais tém
eficacia limitada (Féba & Wolff, 2022). Além disso, devido a formacao de hiofilmes, a P,

aeruginosapode sobreviver em superficies hospitalares e dispositivos médicos, aumentando o
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risco de infecdes persistentes e resistentes (Walker & Moore, 2015). Portanto, qualquer
substancia que demonstre atividade contra essa bactéria pode ter grande impacto terapéutico.

Aimportancia de se realizar tais experimentos com P. aeruginosatambém reside no fato
de que essa bactéria serve como modelo para testar compostos capazes de inibir bactérias
Gram-negativas resistentes, muitas das quais compartilham caracteristicas de resisténcia
semelhantes. Isso significa que um extrato eficaz contra P. aeruginosapode ser promissor contra
outros patégenos multirresistentes (Tacconelli et al., 2018). Assim, o desenvolvimento de
alternativas naturais, como os extratos da industria da castanha, pode fornecer solucoes
inovadoras para o combate a resisténcia antimicrobiana, um dos maiores desafios de saude
publica mundial atualmente.

Na tabela 6 mostra as amostras de extrato de casca de castanha, com concentracoes de
36 mg/mL, 27 mg/mL, 18 mg/mL e 6 mg/mL, e as amostras de extrato de ourio, tamhém nas

mesmas concentragoes, foram testadas.

Tabela 6. Nimero de UFC obtidas de P. aeruginosaem concentragoes crescentes de extrato de casca de castanha e

de extrato de ourico de castanha

Amostra Concentragao Diluicao Ndmero de | UFC/mL
(mg/mL) colénias
Extrato de casca de castanha
AlaA3 36 (10),(10%e(10°) | O 0
Adah6 27 (10),(10%e(10°) |0 0
A7TaA9 18 (10),(10%e(10°) | O 0
A10aA12 6 (102),(10%e(10°) |0 0
Extrato de ourico (10-3), (104 e (10°%)
B1aB3 36 (10),(10%e(10°) | O 0
B4aB6 27 (102),(10%e(10°) |0 0
B7 aB9 18 (10),(10%e(10°) |0 0
B10aB12 6 (10),(10%e(10°) | O 0
E10aE12 6 10-* Incontdvel (E11) e | Incontdvel
incontdvel (E12)
10 11(EN),22 (E12) 1,10x107e 2,20x107
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Nos pocos E10 a E12 estao apenas caldo de MH com a mesma quantidade de bactérias
colocada em todos os pocos. No que diz respeito as contagens de UFC, para todas diluicdes com

extratos de castanha nao se verificou qualquer crescimento o que sugere uma CMI para ambos

os extratos menor que 6 mg/mL.

Neste estudo, foi observado que para P. aeruginosa,a atividade antimicrobiana do extrato
de casca de castanha é bastante promissora.

Na literatura, estudo de Barreira et al. (2020) também avaliaram a atividade
antimicrobiana de extratos de castanha contra P. aeruginosarelataram CMIs variando entre 12
mg/mL e 25 mg/mL, dependendo do método de extracao e da parte da planta utilizada. Esses
resultados sugerem que a eficiéncia antimicrobiana dos extratos pode ser similar ou até superior,
dependendo das condicoes de extracao (Barreira et al., 2020).

A comparacao das CMIs indica que os extratos de casca de castanha possuem potencial
significativo contra P. aeruginosa, e a escolha do método de extracao € crucial para maximizar a
atividade antimicrobiana. Para aumentar a eficdcia dos extratos, recomenda-se testar diferentes
condicoes de extracao e avaliar suas CIMs em comparagao com a literatura para otimizar a

aplicacao desses compostos bioativos em terapias antimicrobianas.
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4. Conclusao

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana de extratos
obtidos com extracao subcritica a partir residuos da industria da castanha, especificamente da
casca e ourico, contra diferentes estripes bacterianas. Ao longo dos experimentos, foi possivel
obhservar que os extratos testados apresentaram potencial inibitério significativo contra as
bactérias Gram negativo (£. colj S. marcescens, e P. aeruginosa), e Gram positivo (S. epidermidis
e S. aureus) com variagdes nos resultados dependendo da concentragao e do tipo de extrato
utilizado. Verificou-se que o extrato de casca de castanha apresentou um CMI de 36 mg/mL,
para S. epidermidis, 18 mg/mL para S. aureuse E. colj 27 mg/mL para a S. marcescens e menor
que 6 mg/mL para a P. aeruginosa. Ja o extrato de ourico de castanha demonstrou uma CMI de
18 mg/mL para S. epidermidis, S. aureuse E. coli 36 mg/mL para a S. marcescens, e menor que
6 mg/mL paraa P. aeruginosa.

Além disso, a correlagao entre a concentracao dos extratos e o crescimento bacteriano
foi clara, confirmando que 0 aumento da concentracao dos extratos levou a reducao significativa
do UFC.Esse achado reforca a hipdtese de que os subprodutos da castanha podem ser uma fonte
promissora de compostos com propriedades antibacterianas.

Portanto, este estudo contribui para a valorizagao de residuos da industria da castanha como
uma alternativa sustentavel e eficaz na producao de agentes antimicrobianos. No entanto,
futuros estudos sao necessarios para isolar os compostos hioativos especificos responsaveis
pela atividade antimicrobiana observada e para avaliar a toxicidade e seguranca desses extratos

em aplicagoes industriais, como cosméticos ou produtos farmacéuticos.
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Anexos

Anexo | - Resultados das Dilui¢es na Microplaca

Figura 3 - Resultado de diluicoes dos pogos da microplaca



Figura 4: Outros resultados das diluicoes dos pogos da microplaca

Anexo Il - Processo de Incubacao das Placas de Petri

Figura 5 - Incubagao das placas de Petri



Anexo lll - Resultados de UFC Contdveis com Ourico e Controle de Meio MH



Figura 6 -Resultado de UFC contdveis usados com o Figura 7- Resultados do UFC contdveis usados
ourico com controlo de MH
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