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RESUMO

A Escherichia coli e a Candida albicans sdo responséveis por prejudicarem tanto a
salde humana quanto a animal. O método mais utilizado para o tratamento dessas
enfermidades é a utilizacdo de antibioticos, porém o uso demasiado causa resisténcia
dos micro-organismos patogénicos. A utilizacdo do extrato pirolenhoso vem sendo uma
alternativa bastante empregada. Visando facilitar o transporte, manuseio e aplicagéo, a
utilizacdo de uma nova formulacdo para o EP, em gel e solido, é possivel a partir da
adicdo de maltodextrina a solucéo, a fim de suavizar o odor e proporcionar o alcance da
viscosidade para as novas formulas. Objetivou-se o comportamento e o potencial
bactericida e fungicida extrato pirolenhoso em gel e s6lido sobre a Escherichia coli e a
Candida albicans, aléem de estabelecer a Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM).
Para estabelecer as concentracdes a serem utilizadas no teste de microdiluicdo, foi o
realizado o teste de difusdo em agar por disco de pogo antecipadamente. Para o teste de
microdiluicdo as concentragcOes utilizadas foram: Para a E. coli com o EP em gel
utilizou-se: 15%, 5%, 1%, 0,5%, 0,25% e 0,125% e para o EP sélido: 60, 50, 40, 30, 20,
18, 16, 10 e 1 mg. Para a C. albicans com o EP em gel foi utilizado: 4%, 3%, 2%, 1%,
0,5% e 0,25%; e para o EP solido: 18, 16, 14, 12, 10, 8, 6, 4 mg. As concentracdes
foram diluidas e o teste de microdiluicdo foi montado em duas placas, uma para a
bactéria e uma para o fungo. Adicionou-se as concentraces, seguidas dos seus
respectivos patégenos. O tratamento controle positivo foi realizado com a adi¢do do
meio de cultura correspondente a cada uma delas e o patdgeno, ja o controle negativo
foi utilizado os antibi6ticos gentamicina e fluconazol. Ap6s o tempo de incubacéo, as
Placas foram analisadas no Leitor de Microplacas e os resultados submetidos a ANOVA
um critério, seguido do Teste de Tukey. O EP em gel sobre a E. coli, obteve o0s
resultados para CIM e CBM iguais: 1 ml, valor que foi a menor concentracdo nao
significativa comparado as outras concentragdes. A CIM e CBM do EP solido para a E.
coli foi 10 mg/m e 16 mg/ml, respectivamente. Para 0 EP em gel sobre a C. albicans, a
CIM e CFM obtiveram valores iguais, 1 ml. Para o EP sélido a CIM e a CFM também
apresentaram resultados iguais: 18 mg/ml para ambas. Portanto, foi possivel comprovar
a acdo antibactericida e antifingica do extrato pirolenhoso em gel e sélido, nas
respectivas concentracdes, sobre a Escherichia Coli e a Candida albicans.



Palavra-chave: Infec¢cdes, Carbonizacdo da Madeira, Maltodextrina.



ABSTRACT

Escherichia coli and Candida albicans are responsible for harming both human and
animal health. The most used method for the treatment of these diseases is the use of
antibiotics, but the excessive use causes resistance of pathogenic microorganisms. The
use of pyroligneous extract has been a widely used alternative. In order to facilitate the
transport, handling and application, the use of a new formulation for the EP, in gel and
solid, is possible from the addition of maltodextrin to the solution, in order to soften the
odor and provide the viscosity range for the new products. formulas. The behavior and
bactericidal and fungicidal potential of pyroligneous extract in gel and solid on
Escherichia coli and Candida albicans were aimed at, in addition to establishing the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) and Minimum Fungicide Concentration (MFC). To establish the concentrations
to be used in the microdilution test, the well disk agar diffusion test was performed in
advance. For the microdilution test the concentrations used were: For E. coli with the
EP in gel it was used: 15%, 5%, 1%, 0.5%, 0.25% and 0.125%; and for solid EP: 60, 50,
40, 30, 20, 18, 16, 10 and 1 mg. For C. albicans with the EP in gel was used: 4%, 3%,
2%, 1%, 0.5% and 0.25%; and for solid EP: 18, 16, 14, 12, 10, 8, 6, 4 mg. The
concentrations were diluted and the microdilution test was mounted on two plates, one
for the bacteria and one for the fungus. The concentrations were added, followed by
their respective pathogens. The positive control treatment was performed with the
addition of the culture medium corresponding to each one of them and the pathogen,
while the negative control was used with the antibiotics gentamicin and fluconazole.
After the incubation time, the Plates were analyzed in the Microplate Reader and the
results submitted to one-way ANOVA, followed by the Tukey Test. The EP in gel on E.
coli, obtained the same results for MIC and MBC: 1 ml, value that was the lowest non-
significant concentration compared to the other concentrations. The MIC and MBC of
solid EP for E. coli were 10 mg/m and 16 mg/ml, respectively. For the EP in gel on C.
albicans, the MIC and MFC obtained equal values, 1 ml. For solid EP, MIC and MFC
also showed the same results: 18 mg/ml for both. Therefore, it was possible to prove the
antibacterial and antifungal action of the pyroligneous extract in gel and solid, in the

respective concentrations, on Escherichia Coli and Candida albicans.

Keyword: Infections, Wood carbonization, Maltodextrin.
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1. INTRODUCAO

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, a Escherichia coli € uma bactéria que
pode ser encontrada no trato intestinal de humanos, bem como mamiferos em geral. A
forma de contagio se d& a partir da ma cocgdo dos alimentos contaminados ou através
do contato entre pessoa-pessoa por via oral (ANVISA, 2015), assim causando graves
infeccbes. Além de ser considerada uma bactéria de carater versatil por, por acometer o
individuos com uma série de infeccGes, que também podem se estender pela corrente

sanguinea, prostata e em locais ndo intestinais (YAMAMOTO et al., 1997).

A Candida albicans é um fungo que reside nas mucosas das cavidades, como
na cavidade oral, e também no trato gastrointestinal dos seres humanos e animais
(PANIZO, 2011). Possui fécil adaptabilidade ao hospedeiro, podendo adaptar a sua
forma, tornando-a mais virulenta e causando doengas cada vez mais resistentes e
prejudiciais ao individuo (PANIZO, 2011).

As infecgdes no trato digestdrio e urinério sdo as principais doencas originadas
através da presenca das bactérias e fungos no organismo. As ITU’s ou infecg¢des do trato
urinario sdo decorrentes da presenca do patdégeno nas vias urinarias do individuo,
colonizando o local (EDUARDO et al., 2011). Essa infeccdo é caracterizada por ter
inicio na uretra, como uma inflamacdo, e 0 que a torna grave é a possibilidade de
migracdo para outros 6rgdos proximos, agravando o quadro do individuo (TORTORA
et al, 2005).

O procedimento recomendado para o tratamento de tais enfermidades envolve a
utilizacdo de antibioticos, que de forma demasiada ocasiona, primeiramente, 0
desequilibrio no organismo do individuo, resultando na resisténcia a utilizacdo do
farmaco, onde o desencadeamento da resisténcia bacteriana é considerado uma
ocorréncia de origem natural, resultado da pressdo seletiva que envolve a grande
utilizacdo dos antibioticos, porém vem-se utilizando de forma descontrolada e
inadequada e, em alguns casos, criando-se uma correlacdo entre o grande nimero de uso
do medicamento e os altos niveis de resisténcia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2005).

O uso de extratos vegetais vem se tornando uma alternativa de carater natural,

renovavel e eficaz contra a acdo de bactérias e fungos. Segundo Nascimento et al.
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(2000), diversas espécies vegetais estdo sendo empregadas por apresentarem
caracteristicas antimicrobianas, devido a sintetizagdo de compostos no mecanismo
secundario da espécie. Tais compostos sdo estimados por suas substancias ativas, como
0s compostos fendlicos que compdem os Oleos essenciais e 0s taninos. A versatilidade
de sua utilizacdo consiste em: serem produtos com potencial alimentar e como
elementos para o controle de fitopatdgenos, através da acdo fungitoxica ou figiestatica,
ou ainda a inibic¢do do crescimento micelial e crescimento de esporos (FURLAN, 1998).
O extrato pirolenhoso vem sendo empregado em diversas finalidades, dentre elas como
fungicida e neomicida (ALVES et al., 2007)

Segundo Maekawa (2002), a utilizacdo do EP € eficiente no tratamento de
pragas e doencas, podendo ser utilizado sozinho ou em conjunto com outros extratos.
Sendo o extrato pirolenhoso utilizado como antibacteriano e antifangico, Aradjo (2018)
avaliou o seu potencial sobre as bactérias Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e
o fungo Candida albicans. Dos problemas que envolvem a utilizacdo do extrato
pirolenhoso, destaca-se a sua forma liquida. Ela dificulta, o transporte em larga escala
devido seu grande volume, além do risco de desperdicio de material durante o trajeto.
Além de apresentar odor caracteristico forte e semelhante a defumado (CAMPOS,
2007). Uma alternativa para sanar os problemas no aspecto e odor do extrato

pirolenhoso é a adicdo de maltodextrina a solucéo.

De acordo com Barroso et al. (2019) uma das vantagens na utilizacdo da
maltodextrina é a reducdo de volume das solucBes, beneficiando o armazenamento e
transporte para comercializagdo, por exemplo. Em virtude disso, a obtencdo das novas
formulacGes do extrato pirolenhoso é possivel através da incorporacdo da maltodextrina

por possuir a propriedade emulsificante, proporcionando a mistura um aspecto viscoso.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Objetivou-se avaliar o comportamento e o potencial bactericida e fungicida do

EP em gel e sélido sobre os microrganismos patogénicos.

2.2. Objetivos Especificos
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e Estabelecer as concentragdes iniciais do EP em gel e sélido

para a utilizacdo na bactéria e no fungo;

¢ Realizar o teste de microdiluicdo com a utilizacdo do extrato pirolenhoso nas

suas formulacdes para obter as concentracdes a serem utilizadas;

e Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e a Concentracao
Fungicida Minima (CFM);

e Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do EP para a bactéria

Escherichia coli e o fungo Candida albicans.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.  Escherichia coli

Originéria da familia Enterobacteriaceae, a bactéria Escherichia coli € um bacilo
de natureza Gram-negativo, considerada uma espécie com vasta distribuicdo e
comumente encontrada no intestino grosso de humanos e animais de sangue quente
(VILA et al., 2016). A Escherichia coli foi relatada em 1885 pelo pediatra Theodor
Escherich, com sua primeira ocorréncia nas fezes de uma crianga com diarreia. No ano
de 1893 ja se tinha conhecimento que a bactéria possuia cepas, umas de origem
patogénica e outras ndo (MAINIL, 2013).

Evolutivamente, a E. coli tem sua origem tem sido pesquisada devido a presenca
de fatores de viruléncia de acordo com a organizacdo populacional desta bactéria
relacionada aos diferentes grupos, a qual define-se através dos métodos filogenéticos
(JOHNSON et al., 2007). Tais andlises descreveram que as cepas desta bactéria podem
ser classificadas em quatro grupos principais para esta espécie: A, Bl, B2 e D
(CLERMONT et al., 2000). As cepas consideradas virulentas séo as classificadas no
grupo B2 (HERZER et al., 1990). Ainda, pode ser classificada de acordo com seu
patotipo como: enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), extra intestinal
(EXPEC), enterro-hemorragica (EHEC), produtora de toxina Shiga (STEC),
uropatogénica (UPEC), e outras como enteropatogénica para suinos (PEPEC);
enteropatogénica para coelhos (REDEC) e patogénica para aves (APEC) (GYLES et al.,
2011).
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A E. coli é considerada contaminante comum, coliforme fecal, presente em agua
e alimentos, onde pode ser utilizada como indicador das qualidade da agua para o
consumo e uso comum diério. Mesmo apos a desinfestacdo dela no ambiente, ela pode
sobreviver ainda por até 11 semanas quando exposta a condi¢des consideradas ideais de
temperatura e umidade, tornando-se assim, um patégeno ativo para a infeccdo de
animais suscetiveis ao local em que ela esté presente. (GILPIN et al., 2002; AHMED et
al., 2007; DHO-MOULIN et al., 1999).

O isolamento da E. coli ocorre de forma simples, atraves da coleta de amostras
fecais oriundas do cultivo em meios de cultura exigentes onde a mudanca de pH, devido
a ocorréncia da fermentacdo da lactose existente no meio, pode distinguir as cepas de
consideradas fermentadoras ou ndo de lactose. Ela consegue em ambientes aerébicos e
anaerdbicos, em temperatura adequada e de preferéncia 37°C, sendo capaz de se
movimentar ou ndo (CROXEN et al., 2013).

A presenca de linhagens no intestino sem causar doengas ou distlrbios,
corresponde a grande maioria. Porém algumas linhagens possuem essa capacidade de
provocar disturbios intestinais e extra intestinais nos mais diversos individuos (KAPER
et al., 2004). Um distarbio gastrointestinal que pode ser originado a partir do contagio
com a E. coli é a diarreia. Essa enfermidade é considerada um grave problema que
acomete a salde publica e que tornou alvo criangas menores de cinco anos, chegando
levar a 6bito (World Health Organization, 2016).

A grande maioria das infeccBes ocorridas no trato urindrio possui como agente
etiologico mais comum, a Escherichia coli uropatogénica (UPEC), tornando-se
responsavel por cerca de 80% de todas as infeccdes urinarias recorrentes (ULETT et al.,
2013). A cultura de utilizagdo de plantas medicinais teve sua origem nos primeiros
séculos de existéncia da humanidade, aplicada de forma relevante e sendo considerada
eficaz no tratamento de doencas, apesar de ndo se conhecer a natureza dos seus
constituintes. Desde entdo, a préatica de utilizacdo dos fitoterapicos € uma alternativa
bastante utilizada pela populacdo que carrega historicamente essa caracteristica
(MACIEL et al., 2002). Vem se tornando crescente a utilizacdo de extratos de origem
vegetal e Medeiros (2020) observou o potencial das folhas de Libidibia férrea,
afirmando sua caracteristica antimicrobiana sobre Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis.

18



3.2. Candida albicans

As leveduras que compdem o género Candida séo classificadas no Reino Fungi
e pertencente a familia Candidaceae (CALDERONE, 2002), compreendendo
aproximadamente 150 espécies de leveduras que compdem, em sua grande parte, 0S
nichos ecologicos. Grande parte das espécies apresentam caracteristicas saprofiticas,
sendo algumas partes da microbiota humana e, somente 10% destas causam infecgdes.
Elas se reproduzem de forma assexuada atraves do brotamento (PAPPAS, 2006) e sdo
capazes de crescer em diversos substratos organicos e em meios de cultura, como o
Agar Sabouraund, Agar fubde Candida CHROMagar®. Essas leveduras possuem
temperatura ideal para o crescimento, de 18° a 45°C, e sdo classificados como mesofilos
(KURTZMAN et al., 2010).

O género Candida € caracterizado por apresentar organismos do tipo
eucarioticos, dos quais apresentam parede celular definida, composta por uma camada
de polimero de manose, uma camada denominada glucana e de uma pequena quantidade
de proteinas e lipidios. A sua membrana possui caracteristicas que se assemelham a dos
mamiferos, possuindo dupla camada fosfolipidica e diversos tipos de esterois, sendo o
ergosterol o principal (AKPAN & MORGAN, 2002).

Derivado do latim, o nome Candida albicans é originado a partir do candidus,
que significa “branco reluzente” e albicans que significa “embranquecer”, o pode ser
similar ao exsudato branco que se torna visivel nas mucosas infectadas (GOW &
YADAYV, 2017). Responsavel por colonizar parte da microbiota humana e colonizar, de
forma assintomatica, a C. albicans atual no trato gastrointestinal, microbiota oral e
vaginal, comportando-se de forma comensal. As alterages causadas em decorréncia de
mecanismos de defesa do hospedeiro podem culminar em conduta patogénica. Esse
processo acontece de acordo com a translocacdo do fungo paea a corrente sanguinea do
hospedeiro onde pode alcancar os drgdos esséncias, causando enfermidades graves
(KUMAMOTO, 2011; PRIETRO et al., 2014).

Comumente identificada em meios clinicos, a C. albicans € a especie mais
comum encontrada nesses locais e que € responsavel pela causa das infeccOes
hospitalares, além de ser considerada o patdgeno fangico mais predominante em
humanos (LOHSE et al., 2018).A Candida albicans possui o polimorfismo em suas

classificagfes quanto a sua estrutura, ou seja, ela é capaz de intercalar entre diversas
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morfologias, caracteristica essa que é de grande relevancia para a patogenicidade do
fungo pois é um fator que facilita a penetracdo no tecido. Ainda, a C. albicans possui a
capacidade de aderir em diferentes tipos de mucosas e epitélios, possui termotolerancia
significativa e produz enzimas como proteinases e fosfolipases, esses fatores sdo

influentes para aumentar os niveis de viruléncia da espécie (SILVA et al., 2002).

A utilizacdo de todos os produtos advindos da natureza € uma atividade milenar
da qual o homem sempre a executou. Os produtos eram empregados em diversos fins
nas mais diferentes areas, do nutricional ao farmacéutico, e nas diversas necessidades da
época, ja que a escassez de insumos para a producdo de medicamentos era gigantesca.
Utilizavam-se produtos provenientes da natureza, como plantas e a grande maioria das
partes que as compde, fungos, bactérias e diversos organismos do ambiente para a
producdo de medicamentos fitoterapicos e também para a obtencdo de 6leos e extratos
puros (ARAUJO E LENON, 2011). O uso de extratos para o tratamento de doencas
oriundas através de patdgenos antifingicos vem sendo uma alternativa recorrente, onde
Silva et al. (2011) utilizou o extrato das cascas de Ziziphus joazeiro Mart. para o
tratamento e confirmou que o extrato apresentou potencial antimicrobiano, inibindo
Mycobacterium  smegmatis, Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes,

Micrococcus luteus e Candida albicans.

3.3  Extrato pirolenhoso

A produgdo de carvdo no Brasil, baseada na tecnologia utilizada, culmina no
descarte de diversos componentes quimicos que sao liberados na atmosfera em forma de
gases. Neste caso, a resultante da emissdo desses gases chama atencdo pela perda de
compostos quimicos que poderiam ser utilizados como forma de agregar valor (BRITO,
1990).

Os agentes poluidores oriundos do processo de carbonizacdo podem ser
identificados como: materiais particulados, gases ndo condensaveis e compostos
organicos condensaveis. O material particulado sdo as cinzas, particulas de carvao e
fuligem. Os gases ndo condensaveis sdo compostos de CO,, CO, H,, e CHjy. Por sua vez,
0S compostos organicos condensaveis sao um grupo de compostos quimicos agrupados

em classes diferentes (PIMENTA et al., 2000). A fumaga é composta por subprodutos
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de origem tdxica, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, que possuem
impacto negativo na salde humana por apresentar caracteristica mutagénica e
cancerigena (BARCELLOS, 2002; CRISTALE et al., 2008).

Durante o processo de carbonizagdo da madeira, a fumaga expelida na natureza
possui potencial poluidor devido a presenca dos elementos que a compdem (SILVA et
al, 2006). Como forma de reduzir os indices poluidores, a coleta e condensacdo da
fumaca origina o extrato pirolenhoso (EP) que é classificado como um subproduto
oriundo diretamente da carbonizacdo da madeira. A utilizacdo do EP bruto, logo apés a
sua obtencdo, ndo é recomendada e faz-se necessario a realizacdo do processo de
destilacdo a vacuo ou pelo método de decantacdo, para assim eliminar o alcatrdo de sua
composi¢cdo (MIYASAKA et al., 2001). Ap6s esse processo, 0 EP obtém a seguinte
composicdo: de 80 a 90% de &gua e de 10 a 20% de compostos organicos, dos quais o
principal é o acido acético (MAEKAWA, 2002).

Apb6s o processo de condensacdo, através do resfriamento do material, 0s
compostos organicos originam duas fracdes: a aquosa, 0 extrato pirolenhoso, e a oleosa,
o alcatrdo (QUADROS, 2005; CAMPQOS, 2007). O extrato pirolenhoso possui
coloragdo que varia de amarelo claro a marrom avermelhada e € constituido por cerca de
200 compostos quimicos, tendo destaque o acido acético, acetona, metanol e agua
(ZANETTI et al., 2003; SILVEIRA, 2010). Sua coloracdo do pode variar de acordo
com a temperatura utilizada no processo de obtencdo que atua como agente ativador ou
inibidor dos componentes bioativos (BROWN et al. 1997).

O processo de obtencdo do extrato pirolenhoso é realizado a partir da extracao
do alcatrdo insoltvel da mistura e pode ser realizado através do método de decantacdo
artesanal, onde o material fica em repouso por aproximadamente 100 dias para que as
fracdes sejam separadas. ApoOs esse periodo, realiza-se a destilacdo a vacuo para a

separagdo do alcatrdo soluvel e assim obter o extrato (SILVEIRA, 2010).

Anteriormente era descartado no ambiente causando poluicdo e por ndo se
investigar sua utilidade. Porém a crescente dos estudos envolvendo o Extrato
Pirolenhoso destaca sua importancia contra os fitopatogenos (SOUZA-SILVA et al.,
2006). A acdo inibitéria foi comprovada segundo Donde et al. (2013) onde o extrato
pirolenhoso atuou sobre o crescimento micelial do fungo Phytophthora sp. De Melo et

al. (2007) afirma que, baseado em pesquisas sobre o controle de bactérias, o extrato
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pirolenhoso tem sido eficaz no controle da Pseudomona sp. Pieta (2017) utilizou
extratos pirolenhosos de Eucalyptus spp e Saccharum officinarum L., onde observou
resultados positivos para a acdo antifungica sobre Colletotrichum truncatum, Sclerotium

rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum Macrophomina phaseolina.

3.4 Maltodextrina

Caracterizada como um polimero sacarideo nutritivo, a Maltodextrina possui um
sabor adocicado, tendo sua estrutura composta por unidades de D-glicose, unidas entre
si por ligagdes do tipo a (1-4). Visualmente, possui um aspecto de po, de cor branca ou
também pode ser encontrada como solucéo resultante da hidrélise parcial dos amidos de
milho, batata ou arroz com enzimas confiaveis (FDA, 2003). A Maltodextrina, sendo
um produto originado a partir da hidrélise do amido, pode ser caracterizada, assim, pelo
grau de hidrolise que é expresso em DE, onde aponta a porcentagem de agucares
redutores calculados como dextrose, tendo como base a matéria seca (MARCHAL et
al., 1999; OLIVER et al., 2002).

Segundo Alexander (1992), a DE é responsavel por indicar o peso molecular
médio dos polimeros de glicose da maltodextrina. De acordo com 0 avango do processo
de hidrodlise, o peso molecular das cadeias de glicose diminui e, consequentemente, o
valor para DE aumenta. O grau de hidrélise do amido € responsavel pela composi¢édo do
produto final esperado. Ainda, o processo de hidrolise completa é responsavel por gerar
a dextrose, sendo considerados os dois extremos da metodologia. Assim, sdo utilizados
para referenciar a escala de DE, atribuindo-se para hidrdlise o valor zero e para
dextrose, cem. Para a Maltodextrina e demais produtos de origem hidrolisada, atribui-se
valores intermediarios de DE, que representam os graus de quebra do amido. A
Maltodextrina possui DE entre 3 e 20.

Para os baixos indices de Maltodextrina para DE encaminham-se para apresentar
propriedades semelhantes a do amido, com grandes cadeiras lineares de glicose. Ja para
a Maltodextrina com altos indices de DE, apresentam caracteristicas similares aos
xaropes de glicose, que possuem mais cadeias com baixo peso moleculare (KUNTZ,
1997).
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A composicdo dos acgucares da Maltodextrina € responsavel por estabelecer as
caracteristicas fisicas e bioldgicas, como a higroscopicidade, fermentabilidade nos
produtos de origem alimenticia, viscosidade, estabilidade, dogura, gelatinizacéo,
osmolaridade e assimilacdo pelo organismo. A higroscopicidade € relacionada a
habilidade da substancia de absorver a umidade do meio em que estd inserida. A
osmolaridade é classificada como a quantidade de particulas do soluto é dissolvida na
solugdo (MARCHAL et al., 1999).

Das diversas aplicagcbes, a Maltodextrina possui uma vasta utilizacdo no ramo
alimenticio, quimico e farmacéutico, em suas industrias, onde atua como agente
emulsificante; no processo de secagem ou de microencapsulacdo, devido a alta
capacidade de emulsificacdo, custo reduzido e permite maior estabilidade, retencéo de
compostos volateis e reducdo da higroscopicidade (BARROS et al., 2019). O processo
de microencapsulacéo é responsavel por incorporar solidos, liquidos ou gases em corpos
que liberam gradualmente os componentes imobilizados (ABURTO et al., 1998). Além
disso, a microencapsulagdo de alimentos utiliza formulacdes que contém o ingrediente a
ser preservado em combinacdo com o0s agentes encapsulantes. Desta forma, a
Maltodextrina sendo de caracteristica estavel, de baixa higroscopicidade e baixo custo,
ela atua como o proprio agente encapsulante, sendo um dos mais utilizados nos
processos de microencapsulamento de 6leos, devido a sua capacidade antioxidante, da
qual preserva o produto (SHAHIDI & HAN, 1993).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Processo de obtencdo do extrato pirolenhoso

O processo de obtencdo do extrato pirolenhoso foi conduzido na Unidade
Académica Especializada em Ciéncias Agrarias (UEACIA), na Escola Agricola de
Jundai, pertencente a Universidade Federal do Rio Grande do Norte e localizada no
municipio de Macaiba/RN.

A madeira utilizada no processo de carbonizagéo € oriunda do plantio da propria
UEACIA, sendo a espécie hibrida de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla

(Figura 1), o Eucalyptus urograndis. O corte da espécie foi realizado do tipo raso. Para
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a queima da madeira ¢ utilizado o forno do tipo retangular, possuindo um queimador do
tipo vertical para a fumaca, conforme observado na Figura 2.

Figura 1. Eucalipto utilizado no processo de carbonizagdo e Figura 2. Forno usado para a producéao de

carvao e obtencéo do EP.

Fonte: Autor, 2019.

A temperatura final do processo é de 450° C e perdura por um periodo de 30
horas consecutivas de queima. Ao final, o extrato pirolenhoso bruto foi encaminhado
para o Laboratério de Tecnologia da Madeira da UEACIA onde passou pelo processo
de bidestilacdo, com o auxilio do destilador do tipo retorta inox a fim de obter um

liquido de coloracao clara (Figura 3).

Figura 3. Extrato pirolenhoso bidestilado.

Fonte: Autor, 2019.

A etapa de bidestilacdo é fundamental, pois possui a funcdo de eliminar as
substancias toxicas presentes, deixando o Extrato Pirolenhoso mais puro, aumentando a

sua utilizacéo para diversos fins.
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4.2.  Formulacbes do extrato pirolenhoso: em gel e sélido

As novas formulacGes do extrato pirolenhoso, em gel e solido, foram possiveis
através do processo de adicdo da maltodextrina ao EP. Essa adicdo foi realizada na
proporgdo de 10%, sendo acrescentados 1200 g de extrato pirolenhoso e 120 g de
maltodextrina. Para garantir que a mistura fosse homogeneizada por completo, utilizou-
se um agitador magnético (Figura 4 A). Ap6s a adicdo da maltodextrina, a mistura
apresentou coloracdo amarela clara, a mesma coloragdo do extrato pirolenhoso e com
odor marcante. Apds isso, as amostras foram colocadas em recipientes do tipo inox

(Figura 4 B) e levadas para estufa de secagem em temperatura constante de 60 ° C.

Figura 4 A. Homogeneizacdo da mistura EP e maltodextrina e Figura 4 B. Mistura disposta no

recipiente.

Fonte: Autor, 2021.

O tempo de permanéncia e a observagdo continua das amostras em estufa sdo
responsaveis por atingir o ponto exato das novas formulagGes. O estabelecimento do
tempo de permanéncia em estufa para ambos os extratos, em gel e solido, foi baseado
em consecutivos pré-testes anteriores, onde o material permaneceu em estufa por 60° C
durante 10 horas, 18 horas e 20 horas para o gel, 24 horas, 48 horas e 50 horas para o
solido, a fim de estabelecer o tempo aproximado e para que obtivéssemos 0 ponto
adequado para uso. Portanto, para o extrato pirolenhoso em gel, a amostra permaneceu
por 20 horas, até que foi perceptivel a viscosidade da mistura e seu aspecto gelatinoso,
como pode-se observar nas Figuras 5 A e B, além da coloragdo marrom, um pouco mais
escura, diferente da inicial, e do seu desprendimento quase que total do recipiente. Foi
perceptivel também a suavizacao do odor do extrato, se tornando bem mais discreto.

25



Figuras 5 A e B. Extrato pirolenhoso em gel.

Fonte: Autor, 2021.

Para o extrato pirolenhoso solido, o material permaneceu em estufa durante um
periodo de 50 horas, onde a amostra solidificou por completo no recipiente. Para o
processo de retirada do recipiente, foi necessario o auxilio de espatulas, realizando a

retirada e pequenas placas solidificadas e quebradicas (Figura 6 A e B).

Figuras 6 A e B. Extrato pirolenhoso sélido.

Fonte: Autor, 2021.

26



Assim como na formulagdo em gel, no sélido a coloragdo marrom, semelhante a
obtida anteriormente. O odor também se manteve suave, ndo mais marcante, como era

inicialmente.

4.3. Selecdo e preparacdo da bactéria Escherichia coli e do fungo Candida

albicans

Esta etapa do experimento foi conduzida no Laboratorio de Microbiologia
Veterinaria— LAMIV da Universidade Federal Rural do Semiarido — UFERSA.

Para testar a funcionalidade do extrato pirolenhoso contra patogenos foi
selecionada, de acordo com a disponibilidade existente no laboratério, a bactéria
Escherichia coli do tipo ATCC 25922, cuja cepa era de origem clinica, e fungo Candida
albicans do tipo ATCC 10231, para ser utilizados no experimento.

Como método de preparacdo da bactéria e do fungo, ambas foram replicadas em
tubos de ensaio para garantir que pudessem expressar todo o seu potencial durante o
processo de avaliacdo. O meio de cultura, utilizado para a Escherichia coli foi o caldo
nutritivo BHI - (BHI DIFCO®, Detroit, Michigan, EUA). Ja para a Candida albicans
utilizou-se Agar Sabouraud Dextrose (ASD).

Foi distribuido o meio de cultura referente a bactéria e o fungo em tubos de
ensaio novos de forma separada, um para cada espécie. Elas foram retiradas do tubo
antigo e postas nos novos tubos com o auxilio da alca de transferéncia de forma
uniforme e realizando movimentos circulares para garantir que todo que estava na alga
anteriormente, fosse depositado no novo tubo.

Ap0s serem replicadas, os tubos de vidro contendo a bactéria e o fungo foram
postos em estufa do tipo bacteriologica, para o tempo de incubacgéo e crescimento. Esse
periodo difere para as duas espécies. A Escherichia coli apresenta crescimento apds 24
horas de incubacédo, ja a Candida albicans necessita de 48 horas de incubagdo para

desenvolver-se.

4.4. Teste de difusédo em agar por disco de pogo
Esse procedimento foi realizado com a funcéo de nortear para o estabelecimento
das concentracGes que foram utilizadas no teste seguinte, na microdiluicdo, atuando

como um pré-teste dentro do experimento.
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Estabeleceram-se inicialmente as concentracfes teste a serem utilizadas, ficando
assim as mesmas para o extrato pirolenhoso em gel e sélido: 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 e
1:32. A diluicdo do extrato se deu de forma seriada, ou seja, para 1:1 utilizou-se apenas
0 extrato pirolenhoso na quantidade de 100 pl (Figura 7). Como controle positivo foi
utilizado a gentamicina, que é um antibiotico recomendado para o tratamento de

infeccOes da E. coli e para a C. albicans foi utilizado o fluconazol.

Figura 7. Concentragdes utilizadas para o teste difusdo de pogo.

Fonte: Autor, 2021.

A preparacdo das placas de Petri se deu a partir da aplicacdo do agar Mueller-
Hinton (MH) por toda a superficie da placa de forma homogénea, criando um local
uniforme. Foram postas para descansar por cerca de duas horas, tempo necessario para a
solidificacdo do &gar. Apds isso, realizou-se trés furos ao centro da placa, cada um
contendo 6 mm, com o auxilio de um canudo esterilizado. Fazendo isso para todas as
placas.

Ap0s isso, foi adicionado 10 pl do extrato em cada poco da placa e referente ao
seu respectivo tratamento (Figura 8 A e B). Ao final do preenchimento de todas as
placas, foram dispostas as bactérias, sendo depositadas com o auxilio de uma alca de

transporte.

Figura 8 A. Disposicdo do extrato nos pocos da placa e Figura 8 B. Placa de Petri montada.
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Fonte: Autor, 2021.

Ao final, as placas foram para uma estufa do tipo bacterioldgica a temperatura
de 35 °C, durante um periodo de 24 horas, que € o tempo correspondente para o
crescimento da E. coli. Para a C. albicans permaneceu por 48 horas.

Ap6s o periodo de incubacgdo, a formacdo ou ndo de halos nas placas foi o
parametro avaliado. Foi realizada a medicao dos halos formados com o auxilio de uma
régua milimetrada e analisado os resultados obtidos. Tais resultados foram
fundamentais para o estabelecimento de quais faixas de concentragdes utilizar para o

Teste de microdiluicdo em caldo.

4.5. Preparacdo das concentracdes de extrato pirolenhoso em gel e solido

Tendo as novas formulacBes do extrato pirolenhoso uma forma néo liquida, foi
necessario realizar a preparacao delas a fim de facilitar o manuseio durante a montagem
do teste.

As concentracOes utilizadas foram diferentes tanto para o gel quanto para o
solido, diferindo também entre as duas especies utilizadas no experimento.

Para a formulacdo em gel do extrato pirolenhoso sobre a E. coli foram utilizadas
as seguintes concentracoes: 15%, 5%, 1%, 0,5%, 0,25% e 0,125%, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos do EP em gel para a E. coli.

Tratamentos (%) EP gel E. coli (ml) Agua (ml)
15% 3 7
5% 1 9
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1% 0,2 9,8

0,5% 01 9,9
0,25% 0,05 9,95
0,125% 0,025 9,97

Desta forma, foi necessério realizar a dilui¢cdo do extrato em agua a fim de torna-
lo em um aspecto semelhante ao liquido, facilitando a coloca¢do do tratamento nos
pocos das placas. O calculo realizado para a dilui¢do foi executado a partir da regra de
trés simples, onde: Pegou-se o valor da concentracdo (15%), multiplicou-se por 2,
ficando 30%. Em seguida, multiplicou-se 30% por 10 ml, resultando em 300, valor que
foi dividido por 100% logo em seguida, como se pode observar na formula abaixo:

30% para X; 100% para 10 ml

Coor =30% X 10 ml + 100%

g

C

gel =3ml

Onde:
Cgel = Concentragéo utilizada do EP em gel;
30% = valor da concentracéo utilizado (15%) duplicado;

10 ml = volume total da solucéo.

Assim, obtendo-se 3 ml para o gel, o complemento para atingir os 10 ml, que é o
necessario por tratamento, sera adicionado de agua, no caso, 7 ml restantes, realizando
assim este calculo para todas as concentracGes. A multiplicacdo realizada com o valor
da concentracédo possibilita que, ao adicionar o meio de cultura referente a cada espécie,
o valor fique exatamente o esperado. Caso ndo houvesse a duplicacdo do valor da
concentracédo, ndo seria obtida a concentracdo de 15%, por exemplo, ela seria divido ao
meio com a adi¢do do meio de cultura, ficando 7,5%, o que ndo era esperado obter.

As concentracGes utilizadas para o extrato pirolenhoso sélido para a E. coli
foram: 60, 50, 40, 30, 20, 18, 16, 10 e 1. Para saber a quantidade de EP Solido utilizar,
foi realizado o seguinte calculo: Para atingir o volume total de 3 ml por tratamento,
pegou-se o valor da concentracdo (60), multiplicou-se por trés, obtendo o valor do
extrato a ser pesado e utilizado. A seguir na Tabela 2, seguem os valores utilizados e

suas respectivas concentragdes utilizadas.

Tabela 2. Concentragdes de EP solido para a E. coli.
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Tratamentos EP soélido E. coli (mg/ml) Agua (ml)

60 180 1,0
50 150 1,0
40 120 1,0
30 90 1,0
20 60 1,0
18 54 1,0
16 48 1,0
10 30 1,0

1 3 1,0

O valor da agua para os tratamentos com o sélido foi fixo, utilizando assim 1,0
ml em todos os tratamentos. Para este caso, em especifico, foi necessério realizar a
maceracdo do material com o intuito de fragmenté-lo para melhor manuseio nas placas.
As concentracdes ap0s preparadas e pesadas, foram levadas ao equipamento de banho-
maria por poucos minutos a fim de aquecer o extrato pirolenhoso solido para facilitar
sua insergéo nos pogos.

Para os tratamentos do extrato pirolenhoso em gel com a C. albicans foram
utilizadas as seguintes concentracdes: 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5% e 0,25%. Além dos
valores das concentracdes, 0s valores para o extrato em gel e a quantidade de agua estédo

descritos abaixo na tabela 3.

Tabela 3. Concentracdes do EP em gel para a C. albicans.

Tratamentos EP gel C. albicans (ml) Agua (ml)
4% 0,8 9,2
3% 0,6 9,4
2% 0,4 9,6
1% 0,2 9,8
0,5% 0,1 9,9
0,25% 0,05 9,95

O célculo para a obtengéo do valor do extrato em gel da C. albicans foi 0 mesmo
utilizado para a o extrato em gel da E. coli descrito anteriormente. Multiplicou-se o

valor da concentracdo para saber o valor do EP em gel que seria utilizado. O resultado
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da essa multiplicacéo foi subtraido de 10 ml, conseguindo o valor de agua utilizado para
cada tratamento.
As concentragdes utilizadas para o extrato solido da C. albicans foram: 18, 16,

14,12, 10, 8, 6 e 4. Os valores do EP e de d4gua estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Concentrages de EP solido para a C. albicans.

EP solido C. albicans

Tratamentos Agua (ml)
(mg/ml)
18 54 1,0
16 48 1,0
14 42 1,0
12 36 1,0
10 30 1,0
8 24 1,0
6 18 1,0
4 12 1,0

Assim como o calculo realizado para a E. coli, para a C. albicans foi realizado o
procedimento seguindo 0S MesmMOos Processos.

Apols a etapa de pesagem e preparacdo, os tratamentos do EP Sélido também
foram encaminhados para o Banho-Maria.

O controle positivo foi realizado a partir da adicdo de antibidticos + meio de
cultura correspondente + indculo (bactéria ou fungo). Para a E. coli foi utilizado a
gentamicina e para a C. albicans o fluconazol, ambos nas concentragfes de: 1024
mg/ml; 512 mg/ml; 256 mg/ml; 128 mg/ml; 64 mg/ml; 32 mg/ml; 16 mg/ml; 8 mg/ml; 4
mg/ml; 2 mg/ml e 1 mg/ml. O controle foi disposto em uma placa destinada apenas para
ele.

O controle negativo se deu pela adi¢cdo do meio de cultura, respectivo para cada
patdgeno, seguido da adicdo do inoculo correspondente. Preenchendo, de forma a
facilitar a leitura dos resultados, a Ultima linha da placa apds a adicdo de todos 0s

tratamentos.

4.6. Teste de microdiluicdo em caldo
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O teste de microdiluicdo proporciona o estabelecimento da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da Concentracao
Fungicida Minima (CFM).

Para a realizacdo do teste de microdiluicdo é necessario do auxilio de placas
estéreis do tipo Elisa, cada uma contendo 96 pocos (Figura 9), contendo 8 linhas (de A a
H) e 12 colunas. Desta forma, os tratamentos foram dispostos em forma de triplicata.
Para a montagem do teste foram utilizadas duas placas, uma para a bactéria e uma para

o fungo.

Figura 9. Placa utilizada no teste de microdiluicéo.

Fonte: Autor, 2021.

Recomenda-se que a disposicdo dos tratamentos na placa seja de forma
organizada, sempre seguindo uma sequéncia coerente para que as triplicatas fiqguem
préximas, facilitando a andlise visual ao final do teste.

A montagem do teste foi realizada da seguinte maneira: Para o tratamento
controle, adicionou-se com o auxilio de uma pipeta volumétrica a quantidade de 90 pL
do meio de cultura correspondente a E. coli e C. albicans (BHI e Sabouraud,
respectivamente) nos po¢os das suas determinadas placas. Apés a adicdo do meio de
cultura, foi acrescentando 10 puL do inoculo, com o auxilio de uma alga transportadora,
(bactéria e fungo) em cada pogo, assim totalizando 100 pL por unidade de pogo, e
fechando o tratamento controle do experimento. Para ficarem de forma organizada, os
tratamentos controle da bactéria e do fungo ficaram sempre nas Ultimas fileiras das
placas.

As concentracdes foram adicionadas, em triplicadas, no processo semelhante ao

do tratamento controle. Foram retiradas 90 pl de cada tratamento utilizado e

33



adicionados 10 pL do inoculo (E. coli ou C. albicans) para o preenchimento dos pocos

de suas respectivas placas, como pode ser visto na Figura 10.

Figura 10. Distribuicéo das concentracdes de EP e controle positivo.

Fonte: Autor, 2021.

Apo6s o preenchimento das placas com todos os tratamentos selecionados e com
o tratamento controle, elas foram envolvidas com papel aluminio e direcionadas a estufa
do tipo bacterioldgica para o tempo de incubacdo. Para a Escherichia coli, o tempo de
incubacdo é de 24 horas. J& para a Candida albicans necessita de 48 horas para a
visualizacdo de resultados quanto ao seu crescimento ou nao. Realiza-se ap6s a
montagem do teste a primeira (leitura de O hora) com o auxilio do Leitor de

Microplacas.

Passado o periodo de incubacdo, as placas foram lidas a fim de estabelecer a
segunda leitura (24 horas/48 horas) que possibilita realizar a leitura da absorbancia dos
tratamentos e também analisar a olho nu, através da comparacdo da turbidez dos
tratamentos. Os resultados foram colhidos, tabulados e analisados a partir da

comparacgao visual e da média das absorbancias das triplicatas por tratamento.

4.7  Analise dos dados
Os resultados das médias das triplicatas ap6s a leitura de absorbancia foram

submetidos ao teste de média, a fim de obter a concentracdo que apresentou carater
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significativo e inibiu o crescimento do patdogeno e, consequentemente, 0
estabelecimento da CIM, CBM e CFM. Com o auxilio da ferramenta BioEstat 5.0, foi
aplicado a ANOVA um critério seguido do teste de Tukey, considerando apenas 0s

valores que ndo apresentaram diferenca estatistica e p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1  Teste de difusdo em agar por disco de pogo

Nos ensaios realizados a partir do teste de difusdo de Poco, os resultados para a
acao antibactericida do extrato pirolenhoso solido para a Escherichia coli podem ser
observados nas Figuras 11 A e B, onde se observa a presenca de halos de inibi¢do do
crescimento bacteriano para os tratamentos 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8.

Figuras 11 A e B. Halos de inibigdo da E. coli sobre a acdo do EP s6lido para as concentracdes 1:1, 1:2,
1:4el:8.

Fonte: Autor, 2021.

Pode—se observar na Tabela 5 os valores dos diametros dos halos obtidos. Os
tratamentos alcancaram valores médios para os halos de: 1:1 — 23 mm; 1:2 — 19 mm;
1:4 - 11,3 mm e 1:8 — 3 mm. Para os tratamentos 1:16 e 1:32, ndo houve a formacéo de
halos, tendo um valor igual a 0, afirmando que a utilizacdo do EP solido foi eficaz e ndo

houve crescimento do patdgeno. Jankowsky (2018) afirma que o afirma que o extrato
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pirolenhoso é eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que € 0 caso da

E. coli, através de sua fracdo metanolica, ou seja, altamente solivel em metanol.

Tabela 5. Resultado do Teste de Difusdo em agar por disco de poco para EP sélido da E. coli.

Diametro do Halo (mm)

Concentragoes 1.1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
1° Repeticdo 22 19 12 9 0 0
2° Repeticao 24 19 11 0 0 0
3° Repeticdo 23 19 11 0 0 0

Os resultados do extrato pirolenhoso em gel para a Escherichia coli foram
semelhantes aos obtidos do Solido. As concentracGes que tiveram a formacao de halos
de inibicdo foram a seguintes (Tabela 6), com suas respectivas médias: 100% — 14,6
mm; 50% — 9,6 e 25% — 8,6 mm. As duas maiores médias para os halos de inibigcdo
estdo exemplificadas na Figura 12. Os tratamentos mais baixos de 12,5 %, 6,25 % e
3,125 % nao demonstraram desenvolvimento de halo nas placas. Tais diferencas nos
tratamentos podem ser levadas em conta a partir da afirmacdo de Simdes et al. (2007),
na qual é possivel existéncia de varia¢des na composi¢do dos extratos devido a condigdo
das partes em que foram coletadas para uso, utilizando por exemplo, as folhas, frutos,

cascas, raizes e partes do tronco.

Tabela 6. Resultado do Teste de difusdo em agar por disco de pogo para EP em gel da E. coli.

Diametro do Halo (mm)

Concentragoes 100% 50% 25% 12,5% 6,25% 3,125%
1° Repeticdo 14 10 9 0 0 0
2° Repeticdo 15 9 8 0 0 0
3° Repeticao 15 10 9 0 0 0

Figura 12. Halos de inibicdo da E.coli para as concentragdes 1:1 e 1:2 do EP em gel.
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Fonte: Autor, 2021.

O controle positivo utilizado para a E. coli com o EP sélido e em gel obteve

média de 30,6 mm para os halos de inibicdo, sendo esse valor superior aos obtidos com

as concentracdes do EP. Bacarro et al. (2002) relata que dentre as amostras de E. coli

analisadas, 85% delas foram resistentes a gentamicina. Os niveis elevados para a

resisténcia podem ser relacionados com a multirresisténcia, considerada um fenémeno

superior a atividade bacteriana (BONGERS et al., 1995).

Para o teste de difusdo de pocos realizado para a Candida albicans sob o efeito

do EP sdlido, observa-se os valores obtidos a partir das triplicatas na Tabela 7, onde a

média de halos de inibicdo para as maiores concentracdes (Figuras 13 A e B) foram de

1:1 — 40 mm; 1:2 — 31 mm; 1:4 — 17,3 mm. Para as concentracdes menores foram
obtidos: 1:8 — 15,6 mm; 1:16 — 15 mm e 1:32 — 9,6 mm.

Tabela 7. Resultado do teste de difusdo em &gar por disco de pogo para EP s¢lido da C. albicans.

Diametro do Halo (mm)

ConcentracOes 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
1° Repetigdo 45 32 18 15 14 11
2° Repeticao 42 30 21 17 18 9
3° Repetigdo 33 31 13 15 13 9

Figuras 13 A e B. Halos de inibig&o do crescimento para as maiores concentracdes (1:1 e 1:2) do EP

solido para a C. albicans.
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Fonte: Autor, 2021.

Para 0 EP em gel da C. albicans, as médias de inibi¢do de crescimento foram
semelhantes as obtidas pelo EP sélido. A Tabela 8 expde os valores obtidos e para as
médias elas apresentaram os valores: 1:1 — 49,3 mm; 1:2 — 39 mm; 1:4 — 23,3 mm; 1:8 —
20 mm; 1:16 — 15, 6 mm e 1:32 — 12,3 mm. Pode-se observar nas Figuras 14 A e B a
semelhanca na formacéo dos halos para as maiores concentragfes. O controle positivo
da C. albicans utilizado tanto para 0 EP em gel e solido apresentou média igual a 11,3

mm.

Tais valores, tanto para acdo do EP quanto para a agdo do antibidtico
demonstram um comportamento de resisténcia do fungo. Arthington-skaggs (2008)
comenta que a resisténcia microbiana ocorre a partir de inimeras mutacdes pelo

patdgeno apds a introdugdo do antiflngico, onde se tornam mais resistentes.

Tabela 8. Resultado do teste de difusdo em &gar por disco de pogo para EP em gel da C. albicans.

Diametro do Halo (mm)

Concentragoes 100% 50% 25% 12,5% 6,25% 3,125%
1° Repeticao 50 42 28 23 17 12
2° Repetigdo 49 35 21 17 15 13
3° Repeticao 49 40 21 20 15 12

Figura 14 A e B. Halos de inibigdo de crescimento para as maiores concentragdes (1:1 e 1:2) do EP sélido

para a C. albicans.
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Fonte: Autor, 2021.

Pode-se observar uma relacdo diretamente proporcional, a medida que as
concentracdes diminuem a formacao de halos de inibicdo também, mas ndo garantiram
a inibicdo total de crescimento dos halos. De Souza et al (2004) analisou cerca de 18
extratos de plantas e ndo obteve éxito para a inibicdo da Escherichia coli e da Candida
albicans. No caso da C. albicans, em especifico, sua resisténcia pode origem na
descendéncia clonal (VIEIRA et al., 2017).

Desta forma, como o objetivo da realizagdo do teste de difusdo em &gar por
disco de pogco como um pré-teste para o estabelecimento da margem de quais
concentracdes seriam utilizadas no teste de microdiluicdo em caldo, pode-se concluir
que, a maior concentracdo ndo é recomendada, 1:1 ou 100 do extrato pirolenhoso em
suas novas formulagBes. Essa concentragcdo ndo seria eficaz, pois ocorreu o0 maior
crescimento dos halos e, consequentemente, de suas médias. 1sso mostra que, o EP néo
demostrou seu efeito antibactericida e antifungico. Por outro lado, exclusivamente para
a C. albicans pode-se recomendar a utilizacdo de menores concentracdes a fim de

observar o comportamento do EP, se ocorrera a total inibigdo.

5.2  Teste de microdiluicdo em caldo

Os resultados do teste de microdiluicdo em caldo para a agdo antibactericida e

antifungica do extrato pirolenhoso em gel e solido sobre a Escherichia coli e a Candida
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albicans e, consequentemente a CIM, CBM e CFM obtidos apos as leituras realizadas,

podem ser observados nas tabelas abaixo.

Observou-se que resultado da leitura de absorbancia obtido para o EP em gel da
CIM para a E. coli que foi 1 ml, o menor valor dentre os resultados dos tratamentos que
ndo obteve diferenca estatistica. Ainda, para o resultado da CBM, também foi

equivalente a 1 ml, ficando a CIM igual a CBM.

Sartoratto et al. (2012) estabeleceu uma classificagdo para a atividade
antibacteriana: valores entre 50-500 pg/mL sdo consideradas fortes; 600-1500 pg/ml
como atividade moderada e acima de 1500 pg/ml como uma fraca atividade
antibacteriana. Maciel (2020) utilizando o extrato pirolenhoso de eucalipto, observou a

reducdo gradativa o crescimento micelial a medida que as doses de EP aumentaram.

Os valores das médias das triplicatas, seguido do resultado de absorbancia para o
EP em gel, estdo descritos na Tabela 9. Os tratamentos 15 ml, 5 ml, 0,5 ml e 0,25 ml
obtiveram diferencas estatisticas, ambos apresentando um valor de p < 0,05, dos quais

ndo puderam ser utilizados como resultado.

Tabela 9. Concentracdes e leitura de absorbancia para o EP em gel sobre a E. coli.

EP em gel para E. coli

Médias das triplicatas

Concentragoes
0 hora 24 horas
15 ml 0,619 0,796*
5ml 0,231 0,229*
1mi 0,080 0,329
0,5 ml 0,089 1,130*
0,25 ml 0,119 1.064*

*Valores que diferiram estatisticamente, tendo p < 0,05.

Fazendo a analise visual da placa de microdiluicdo, tais resultados sao
confirmados. Os pocos referentes ao tratamento de 1 ml ndo apresentaram turbidez,
reforcando que a CIM e CBM séo equivalentes ao tratamento de 1 ml para o EP em gel.
Em contrapartida, nos demais pocos que comp@e os tratamentos, a turbidez € nitida
(Figura 15). Vale ressaltar que os tratamentos estdo dispostos em decrescente, da coluna
la9.

Figura 15. Placa de microdiluicdo ap6s 24 horas de incubagdo da E. coli sob a acdo do EP em gel e
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Fonte: Autor, 2021.

Os valores obtidos de CIM e CBM para ao EP em sélido sobre a acdo da E. coli
foram: Para a CIM, a mais baixa concentracdo do extrato que atuou como antibacterida
foi 10 mg/ml, como pode ser observado na Tabela 10. Valor esse que se confirma na
andlise visual da placa, ficando evidente nos pocos 8A, 8B e 8C. Para a CBM deste
tratamento, o valor pioneiro que apresentou indices de inibicdo do crescimento da

bactéria foi o tratamento de 16 mg/ml, que também é confirmado pela anélise visual.

Os valores obtidos para CIM do EP sélido foi semelhante ao que Costa et al.

(2013) obteve, sendo o valor de 12,5 mg/l para a E.coli.

Tabela 10. Concentragdes e leitura de absorbancia para o EP solido sobre a E. coli.

EP solido para E. coli

Médias das triplicatas

Concentracoes

0 hora 24 horas

60 mg/ml 0,355 0,317*
50 mg/ml 0,281 0,261*
40 mg/ml 0,223 0,148*
30 mg/mi 0,223 0,226*
20 mg/ml 0,165 0,155*
18 mg/ml 0,139 0,155*
16 mg/ml 0,138 0,606*

10 mg/ml 0,149 0,172
1 mg/mi 0,113 1.038*

*Valores que diferiram estatisticamente, tendo p < 0,05.
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Para a gentamicina, o controle positivo utilizado para a E. coli, a CIM obtida foi
equivalente a concentragcdo de 1024 mg/ml, tornando-se superior a obtida pelo extrato
pirolenhoso em gel e sélido no tratamento da Escherichia coli. Santos (2019) relatou
que o estudo da atividade microbiana para as cepas S. aureus, E. coli e P. aeruginosa,
foi observado que a gentamicina ndo apresentou atividade microbiana, obtendo CIM >

1.024 pg mL™, considerado um valor irrelevante.

A acdo antifngica do EP em gel para a C. albicans, dos quais os valores estéo
expressos na Tabela 11 e demostrados na Figura 16, foi obtido para CIM e CFM o
mesmo valor para ambas. O tratamento com 1 ml do extrato em gel, demonstrou
eficacia para a CIM, por ter sido a menor concentracdo que atuou como inibitdria, além
de demonstrar o seu potencial contra a agdo fungo. Os demais tratamentos apresentaram
diferencas estatistica tendo o valor de p < 0,05 para as concentracdes 4 ml, 3 ml e 2 ml,
e p<0,01para0,5mle0,25ml.

Tabela 11. Concentragdes e leitura de absorbancia para o EP em gel sobre a C. albicans.

EP em gel para C. albicans

Médias das triplicatas

Concentracoes

0 hora 24 horas

4 mi 0,181 0,234*
3ml 0,148 0,197*
2ml 0,103 0,155*

1mil 0,168 0,222

0,5 ml 0,159 0,345*
0,25 ml 0,142 1,136*

*Valores que diferiram estatisticamente, tendo p < 0,05.

Figura 16. Placa de microdiluicdo ap6s 24 horas de incubagdo da C. albicans sob a acéo do EP em gel
e solido.
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Fonte: Autor, 2021.

Para a a¢do do EP so6lido para a C. albicans foi obtido para CIM e CFM o valor
de 18 mg/ml, como observado na Tabela 12, tendo resultados iguais para ambos. Os
demais tratamentos utilizados no teste obtiveram diferencas estatisticas, tendo p < 0,05
e p <0,01. Sant’ Ana (2002) afirma que a C. glabrata e C. albicans possuem baixa
suceptibilidade aos antifungicos convencionais. Isso pode explicar o porqué as
concentracdes baixam ndo obtiveram resultados positivos. Costa (2013) obteve para o
extrato hidroalcoolico de angico CIM para as espécies C. tropicalis e C.albicans o

resultado de 25e 12,5 mg/mL, respectivamente.

Tabela 12. Concentracdes e leitura de absorbancia para o EP sélido sobre a C. albicans.

EP sélido para C. albicans

Médias das triplicatas

Concentragoes

0 hora 24 horas

18 mg/ml 0,880 0,114
16 mg/ml 0,121 0,135*
14 mg/ml 0,138 0,147*
12 mg/ml 0,115 0,251*
10 mg/ml 0,102 0,255*

8 mg/mi 0,084 0,268*

6 mg/ml 0,091 0,291*

4 mg/mi 0,071 0,387*

*Valores que diferiram estatisticamente, tendo p < 0,05.

O controle positivo para a C. albicans obteve a CIM equivalente a concentracéo
de 1024 mg/ml. O que torna a concentracdo do EP solido uma alternativa confiavel para
utilizacdo. E observado também a resisténcia por meio do patdgeno flngico sobre a
atuacdo do antibidtico. Panizo (2001) afirma que os primeiros relatos sobre a resisténcia
da Candida ao fluconazol foram obtidos logo ap6s o surgimento do antibiético. E, ainda
segundo Sant” Ana (2002) estudos calcularam a ocorréncia da resisténcia clinica do
fluconazol, da qual foi obtida em um intervalo de 6% a 36%, variando esses valores de

acordo o grupo de pacientes e 0 uso.

6. CONCLUSAO
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O extrato pirolenhoso em gel e solido sobre a Escherichia coli possui potencial
antibactericida, onde as concentragdes recomendadas para o tratamento sdo de 1 mi,
para o EP em gel, valor obtido para a CIM e CBM. Para o EP so6lido 10 mg/ml, valor da
CIM e CBM igual a 16 mg/ml.

A utilizacdo do extrato pirolenhoso em gel e sélido sobre a Candida albicans
também apresentou resultados favoraveis, obtendo o valor de CIM e CFM iguais para o
gel, equivalente a 1 ml. Para o EP sélido a CIM e CFM também tiveram resultados
iguais: 18 mg/ml, confirmando que em ambas as concentragdes ocorreram a acao

antifangica do extrato pirolenhoso.

Ainda, é importante destacar a continuidade dos estudos utilizando o EP em gel
e solido contra patdgenos, bem como a padronizagdo dos tratamentos, testando
concentracdes menores de que as utilizadas a fim de verificar o desempenho. Além de
iniciar pesquisas que envolvam o tratamento in vivo utilizando as novas formulagdes do

extrato.
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