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RESUMO

Syzygium cumini, comumente conhecido como “jambolao”, t€ém bons beneficios
para a satde, pois apresenta propriedades hipoglicémicas, antinflamatdrias, antianémicas,
antibacterianas, antioxidantes, entre outras. Os surfactantes bioldgicos apresentam
propriedades de grande interesse para biorremediacdo, como baixa toxidade,
biodegradabilidade, atividade emulsificante e tensoativa, e a possibilidade de producio a
partir de fontes renovdveis. Sendo assim, tem-se como objetivo avaliar o potencial
antimicrobiano do extrato alcéolico de Syzygium cumini em culturas de Bacillus cereus e
Candida spp., bem como o potencial biotecnoldgico do extrato aquoso como substrato
para a produgdo de biossurfactante. Trata-se de um estudo do tipo experimental, com
ensaios desenvolvidos em um Laboratério de Microbiologia, utilizando os extratos
alcéolico e aquoso da folha do Syzygium cumini. Observou-se que a Concentragdo
Inibitéria Minima para Candida spp. foi de 500mg/ml e apresentou uma moderada
inibicao de crescimento a uma concentragdo de 250mg/ml além disso, ndo houve inibi¢ao
do crescimento do B. cereus. A bactéria, por sua vez, apresentou boa produgdo de
biossurfactante a partir da utilizacao do querosene, porém, as emulsdes apresentam pouca
estabilidade quando em uso do extrato como fonte de nutrientes, apresentando uma
atividade desemulsificante. Além disso, a basificacdo e as temperaturas mais altas
contribuem para a instabilidade dessas emulsdes. Portanto, o extrato apresentou uma
moderada atividade antimicrobiana para Candida spp. € ndo apresentou inibi¢do para o
B. cereus. Quanto a producdo de biossurfactantes, o extrato nao se mostra eficiente para
promover a estabilidade das emulsdes, apresentando assim, um efeito contrario,
acelerando e auxiliando na separacao das fases.

Palavras-Chave: Agente Antimicrobiano; Tensoativos; Fitoterapia; Syzygium cumini.



ABSTRACT

Syzygium cumini, commonly known as “jambolan”, has good health benefits,
as it has hypoglycemic, anti-inflammatory, antianemic, antibacterial, antioxidant
properties, among others. Biological surfactants have properties of great interest for
bioremediation, such as low toxicity, biodegradability, emulsifying and surfactant
activity, and the possibility of production from renewable sources. Therefore, the
objective is to evaluate the antimicrobial potential of the alcoholic extract of Syzygium
cumini in cultures of Bacillus cereus and Candida spp., as well as the biotechnological
potential of the aqueous extract as a substrate for the production of biosurfactant. This is
an experimental study, with tests carried out in a Microbiology Laboratory, using the
alcoholic and aqueous extracts of the Syzygium cumini leaf. It was observed that the
Minimum Inhibitory Concentration for Candida spp. was 500mg/ml and showed a
moderate growth inhibition at a concentration of 250mg in addition, there was no
inhibition of the growth of B. cereus. The bacterium, in turn, showed good production of
biosurfactant from the use of kerosene, however, the emulsions have little stability when
using the extract as a source of nutrients, presenting a demulsifying activity. In addition,
basification and higher temperatures contribute to the instability of these emulsions.
Therefore, the extract showed moderate antimicrobial activity against Candida spp. and
showed no inhibition for B. cereus. As for the production of biosurfactants, the extract is
not efficient to promote the stability of emulsions, thus presenting an opposite effect,
accelerating and helping in the separation of the phases.

Keywords: Anti-Infective Agents; Surface-Active Agents; Phytotherapy; Syzygium
cumini.
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Avaliacao antimicrobiana do extrato alcoolico de Syzygium cumini SOBRE

Bacillus cereus e Candida spp. e producao de biossurfactante

INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas para fins terapéuticos e como fonte de
pesquisa. Os extratos obtidos a partir destas plantas contém uma mistura complexa de
diversos componentes que podem contribuir na atividade biolégica ou terapéutica além
de incorporadas as novas formulagdes farmacéuticas pois os produtos naturais t€m a
capacidade de causar menos efeitos colaterais do que os medicamentos sintéticos (Jesus
et al.,2010; Nwodo et al., 2011; Azab et al., 2016; Lima et al., 2017).

A espécie vegetal Syzygium cumini é uma arvore perene pertencente a familia
Mpyrtaceae, comumente conhecida no Brasil como “jamboldo”, “bago de freira”,
“oliveira”, “azeitona roxa”, entre outros (Faria er al., 2011 ). Originou-se na Asia
Tropical, especificamente no subcontinente indiano, € ¢ comum em regides com clima
tropical e subtropical, que pode ser encontrado na maioria dos estados brasileiros (Baliga
etal., 2011).

Todas as partes do Syzygium cumini t€m beneficios para a satde, como
propriedades  hipoglicémicas, anti-inflamatérias, antianémicas, antibacterianas,
antioxidantes, antialérgicas, hepatoprotetoras, hipolipidémicas e antipiréticas (Chhikara
et al., 2018; Salgueiro et al., 2018; Ezhilarasan; Apoorva; Vardhan, 2019; Qamar et al.,
2022).

As frutas do Syzygium cumini contém quantidades significativas de &cido
ascorbico, acidos graxos como o 4cido laurico, miristico, palmitico, estedrico, lindico,
entre outros, além de substincias como os taninos, predominantemente a corilagina,
acidos elagico e gélico, flavonoides, fendis, saponinas, taninos, esterdis e terpendides e
polifendis (Swami et al., 2012; Cartaxo-Furtado et al., 2015).

Em suas folhas, foi relatada a presenca de vérios terpendides, alcal6ides, lignanas
e fendlicos, incluindo quercetina, miricetina, sitosterol, miricetina e acido betulinico,
porém, observa-se ainda que a parte mais rica nesses compostos sdo as sementes
(Srivastava; Chandra, 2013).

Ao avaliar a agdo antifiingica, foram encontrados estudos utilizando Botrytis
cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, Fusarium oxysporum f. sp.

Lycopersici, Phytophthora parasitica, Pythium aphanidermatum, Alternaria brassicae,
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Cladobotryum mycophilume Trichoderma aggressiveivum f.sp. europaeum, sendo esta
atividade antifiingica dose-dependente (Sharma et al., 2017; Didnez et al.,2018).

Pode-se observar ainda que a superficie celular dos microrganismos ¢ um dos
locais de ac@o desses compostos, uma vez que foi observada uma diminui¢do na
hidrofobicidade da superficie celular das leveduras (Gliemmo et al., 2016).

Estudos mostram ainda que essa planta é um potente inibidor de Candida albicans
(Swami et al., 2012; Cartaxo-Furtado er al., 2015). Em um outro estudo o extrato de
polifenol da fruta jamboldo exibiu uma atividade antimicrobiana de amplo espectro contra
cepas patogénicas de referéncia como Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Cdandida albicans, sendo o acido gélico e a
quercetina os polifendis de maior atividade antioxidante (Singh et al., 2016; Bitencourt
etal., 2017).

Com relagdo aos fungos, as leveduras do género Candida sao microrganismos de
interesse médico, devido a alta frequéncia com que colonizam e infectam o hospedeiro
humano (Plantinga et al., 2012).

Esses microrganismos sdo encontrados na microbiota da mucosa reprodutiva e
gastrointestinal, vivendo de forma simbionte em cerca de 50-70% dos individuos
sauddveis. Este género € formado por microrganismos oportunistas, que acometem,
principalmente, pacientes imunodeprimidos, como também em tratamento com
antimicrobianos de amplo espectro. Estas condi¢Oes tornam esses microrganismos
importantes agentes causadores de infeccOes, como as Candidiases, que podem ser
superficiais ou invasivas (Pappas et al., 2018).

A contaminacdo por Bacillus cereus € considerada uma das mais comuns em
alimentos como arroz, molho de soja entre outros. As intoxicagdes causadas por esse
microrganismo resultam da ingestdo de alimentos contaminados pelas enterotoxinas
produzidas durante o seu crescimento, podendo ser de dois tipos: diarreica e emética. A
toxina diarreica é uma proteina produzida durante o crescimento das células. A toxina
emética é um pequeno peptideo sem propriedades antigénicas, produzido durante a fase
estacionaria do crescimento e extraordinariamente resistente ao calor (resiste a uma
incubagdo a 126°C durante 90min), a pH extremos e a digestdo enzimatica (Koneman,
2008).

Dentre os seres vivos, as plantas, os microrganismos e os humanos, possuem a
capacidade de sintetizar compostos com propriedades tensoativas que sdo considerados

surfactantes naturais. Entretanto, dessas biomoléculas as de maior importancia sdo as de
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origem microbiana denominados biossurfactantes, que consistem em subprodutos
metabolicos produzidos por bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Fenibo et al.,
2019; Marcelino et al., 2020).

Os biossurfactantes, sdo moléculas afilicas de superficie ativa, produzidos
principalmente por microrganismos. Estas moléculas possuem a capacidade de reduzir as
tensdes superficial e interfacial de fluidos imisciveis, além de apresentarem propriedades
de formacdo de emulsdes (Xu et al., 2011; Bezza; Chirwa, 2017).

Os surfactantes biolégicos apresentam propriedades de grande interesse para
biorremediacdo, como baixa toxidade, biodegradabilidade, atividade emulsificante e
tensoativa, e a possibilidade de produgdo a partir de fontes renovaveis (Santos et al., 2010;
Pietal., 2017).

Os biossurfactantes possuem ampla gama de aplicacdes biotecnoldgicas em adreas
como: petroleo, alimentos, bebidas, cosméticos, detergentes, téxteis, tintas, mineracao,
celulose, farmacéutica e nanotecnologia (Santos et al., 2016).

Com o aumento da preocupagdo ambiental entre os consumidores bem como com
as legislacoes de controle do meio ambiente a procura de bioalternativas se torna maior.
(de Araujo; Freire; Nitschke, 2013; Gudifia et al., 2015). Dentro as propriedades
exploradas, a mais importante se encontra relacionada a sua capacidade de diminuir a
tensao superficial da dgua. (Eswari; Dhagat; Sen, 2019; Hantal et al., 2019; Satek; Euston,
2019).

Estes sao influenciados por varidveis como temperatura, concentracao de sal, pH
da fase aquosa, concentracdo e tipo de solvente (etanol, metanol, entre outros). Além
disso, as micelas formadas em solugdes aquosas podem variar em tamanho e forma
dependendo do tipo de saponina (Mitra; Dungan, 2000).

A surfactina, um dos mais conhecidos biossurfactantes, possui varias aplicacoes
farmacéuticas como a inibi¢ao da formacdo de codgulos; formacao de canais idGnicos em
membranas; atividade antibacteriana e antifingica; atividade antiviral e antitumoral. A
iturina, lipopeptidio produzido por B. subtilis, demonstrou atividade antifiingica, afetando
a morfologia e a estrutura da membrana celular de leveduras (Arima; Kakinuma; Tamura,
1968; Thimon; Peypoux; Wallach, 1995; Peypoux; Bonmatin, 1999).

Devido a sua compatibilidade com a pele, os biossurfactantes também podem ser
usados em produtos de higiene e cosméticos, atuando na formacdo da consisténcia e
textura, bem como na dispersdo de fase e na solubilizagdo de aromas. Alguns

soforolipidios sdo utilizados como umectantes para incorporacdo em produtos de
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maquiagem, bem como para aplicacdo em batons e hidratante para pele e cabelos, abrindo
o leque de possibilidades para a producdo de diversas formulacdes farmacéuticas
contendo extratos de derivados vegetais (Yamame, 1987; Brown, 1991; Desai, 1997;
Banat, 2000; Banat, Makkar, Cameotra, 2000; Nitschke; Pastore, 2002).

Diante do crescimento da resisténcia microbiana nas ultimas décadas, buscar
solucdes através de estudos que visem minimizar os custos da sadde, seja do tempo de
resposta de recuperacdo do paciente, seja os custos financeiros de desenvolvimento de
novos produtos, se tornou imperativo, possibilitando que vissemos, entao, na fitoterapia
uma alternativa para mudarmos este panorama. Desta forma, nosso estudo visa avaliar a
atividade antimicrobiana do extrato de Syzygium cumini, e avaliar seu potencial como
fonte alternativa de carbono para a producdo de biossurfactantes biodegradaveis.

Tendo em vista o que foi apresentado temos as seguintes questdes norteadoras: “O
extrato alcoolico de Syzygium cumini € capaz de inibir o crescimento microbiano do
Bacillus cereus e da Candida spp.?”’; “A cepa produz biossurfactante utilizando o extrato

como fonte de carbono?”.

METODOLOGIA
» Caracterizag¢ao do Estudo

O estudo € do tipo experimental, com ensaios desenvolvidos no Laboratério de
Microbiologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde (CCBS) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCGQG).

» Material Botanico e producio do extrato de Syzygium cumini

As folhas de Syzygium cumini foram coletadas na UFCG, no Centro de Ciéncias
Biolodgicas e da Saude, local em que a arvore se encontrava na fase frutifera. Os extratos
foram obtidos utilizando a técnica descrita por Céaceres et al. (1993) que consiste em
triturar as folhas com moinho de facas tipo Willey (R-TE-650/1, TECNAL, Sao Paulo,
Brasil), secd-las em estufa a 50°C por 2 horas, pesar 10g em balanca de precisdo (VICON,
ACCULAB, Sao Paulo, Brasil) e misturar a 100ml de dlcool de cereais (para o extrato
hidroalcéolico) ou 4gua destilada (para o extrato aquoso), deixando-se descansando em
frasco ambar coberto com papel aluminio por 15 dias, em ambiente ventilado e protegido

da luz.
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» Atividade antimicrobiana e estirpes microbianas

Foi realizado o teste de sensibilidade dos microrganismos frente aos extratos,
determinando a Concentracdao Inibitéria Minima (CIM) através da técnica de
microdilui¢do em caldo descrita nos documentos M07-A10 propostos pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Para o ensaio, foram utilizadas estirpes
liofilizadas de Bacillus cereus e Candida spp., obtidas da colecdo de culturas da

FIOCRUZ- RJ (Colecdo de Culturas).

» Preparacdo da Suspensdo Microbiana

A padronizag¢do do inéculo microbiano foi obtida conforme descrito no CLSI
(2015) e na Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2021), com adaptagdes. Assim, diluiu-se a
suspensao preparada com solugdo salina estéril de modo a obter a transmitancia de 85%,
no comprimento de onda de 600nm, em espectrofotdmetro (GENESYS 10vis, THERMO,
Sao Paulo, Brasil) a fim de obter-se uma preparacdo microbiana com uma concentragao
final entre 10° UFCml™.

Foram, entdo, cultivados previamente (reativados) em meio BHI (Brain Heart
Infusion) (pH 7,0 £ 0,2) por 24 h a 30 °C. Para os bioensaios foram utilizados os meios

de cultura caldo e Agar BHI para bactéria e Caldo e Agar Sabouraud para a levedura.

» Indculo Microbiano

As cepas liofilizadas foram reativadas empregando Caldo BHI, sendo entdo
inoculada uma al¢cada em 5ml de caldo e esperando-se entre 18 a 24 horas, depois
empregaram-se estrias aleatérias em dgar BHI para observar o crescimento e morfologia
das mesmas. Apds mais 18h na estufa bacteriologica (0316M2, QUIMIS, Sao Paulo,
Brasil), repicou-se a cepa bacteriana em 10ml de caldo BHI e incubou-se em estufas
bacterioldgicas a 37°C, 18h antes da realizacdo dos experimentos. A cepa fungica foi
entdo repicada em Agar Sabouraud e incubada a 30°C em estufa, sendo entdo realizada a
contagem do nimero de células vidveis em camara de contagem de célula. Apds esse
periodo, foram preparados 300ul do indculo bacteriano diluido em 4ml de caldo BHI,
para medirmos a absorbancia com auxilio de um espectrofotdometro com comprimento de
onda graduado em (X)600nm. Ao obter-se a absorbancia de 0.08 a 0.1 a quantidade foi de
aproximadamente 1,5x10% UFCml™. O inéculo fingico, por sua vez, finalizou-se em
2x10* células vidveis. Apds a preparagio realizou-se a microdiluicdo seriada em Placa de

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
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» Microdiluigdo Seriada

A técnica da microdiluicio é uma adaptagio da macrodiluicio em caldo. E
denominada desta maneira porque envolve o uso de pequenos volumes de caldo
colocados em placas de Elisa estéreis de 80, 96 ou mais pogos de fundo redondo ou chato,
proprias para microdiluicdo (Alves et al., 2008). Foram utilizadas microplacas contendo
96 orificios com fundo em forma de “U”, distribuidos em colunas enumeradas de 1 a 12
e linhas em letras de “A” a “H”, no intuito de submeter-se ao teste de microdilui¢do em
caldo usando os documentos M07-A10 CLSI (2015). Apdés o periodo de incubagio,
realizou-se uma leitura visual das placas de Petri para determinacdo da CIM e logo apds,
colocou-se 10ul de todas as cavidades da microplaca em placas de Petri, sendo entdo
novamente incubadas a 37°C em estufa bacteriolégica por 24 horas. A placa onde estava
incubada a menor concentracdo do extrato de Syzygium cumini e ndo houve crescimento
algum foi considerada Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracdo

Fungicida Minima (CBM) para o Bacillus cereus e para a Candida spp respectivamente.

» Testes para Biossurfactante

As andlises de producgdo de biossurfactantes empregando os extratos como fonte
de nutrientes utilizaram as folhas (10g) triturada em moinho de facas tipo Willye,
juntamente com meio de cultura minimo (este meio consiste de (gl''): NaCl 5,0g, K;HPO4
1,0g, NH4H2PO4 1,0g, (NH4)SO4 1,0g, MgS04.7H,0 0,2g e KNOs 3,0g, pH 7,0.
(CUNHA; LEITE, 2000). Os frascos foram incubados a 30°C, sob agitacdo (shaker) a
180rpm por 48 horas.

Foram utilizadas as cepas ndo inibidas pela etapa de atividade antimicrobiana do

extrato.

» Auvaliacdo da atividade de emulsificacio

Os liquidos metabdlicos do fungo e da bactéria foram separados por decantacao,
filtrados em papel filtro e centrifugados (80-2B, CENTRIBIO, Sao Paulo, Brasil) a
2000rpm por 15 minutos e destinaram-se a avaliagdo quanto a atividade de emulsificagdo
dgua em dleo (AO™) utilizando o querosene, realizando-se em duplicatas. Para cada 1ml
do liquido metabdlico, foi adicionado 1ml de querosene em tubos de ensaio, sendo entdao
agitados durante 2 minutos em vortex (QL901, BIOMIXER, Sdo Paulo, Brasil) a 200rpm

a temperatura ambiente e deixados por 24 horas em repouso. Apds esse periodo, a altura
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da por¢do emulsificada (cm) foi comparada a altura total adicionada (Cooper;
Goldenberg, 1987). Mediu-se, entdo, o indice de emulsificacdo segundo as convencoes
adotadas por Paraszkiewicz, Kanwal, Dtugonski (2002) e Jackisch-Matsuura et al. (2004)
e calculado conforme a equacdo demonstrada nas Figuras 1 e 2.

Figura 1. Célculo para se obter o indice de emulsificacao

E. e 100
=—x
24 Ht

Sendo: Eas = Indice de emulsificagio apos 24 h (%)
He = Altura da emulsao
H: = Altura total

Tabela 4. Medida da atividade emulsificante

Atividade Emulsificante Altura para emulsio
Alta =2cm
Moderada Delal9cm
Baixa <lem

Fonte: Jackisch-Matsuura (2004)
Figura 2. Esquematizacdo do indice de emulsificacio, Campina Grande, Paraiba, Brasil, 2022.

Fonte: Arquivo pessoal

» Testes de Temperatura e pH

A correcdo do pH basico do meio foi realizada utilizando solu¢do de Cloreto de
Sédio na concentracdo de 1N, chegando-se até o pH 8 e sendo avaliado com fita para pH.
Para os meios acidos (pH 3 e 5) utilizou-se Acido Cloridrico. Os testes de estabilidade de
temperatura foram realizados em estufas a 30°C e 50°C, sendo deixado para crescimento
por 20 minutos e posteriormente reavaliados os indices de emulsificacdo seguindo os
métodos utilizados por Makkar e Cameotra (1998), Mulligan, Yong e Gibbs (1999) e
Mulligan (2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO
» Atividade Antimicrobiana
Em nosso estudo, levando em considera¢do o referencial de 1g para 10ml,

apresentou a atividade antimibrobiana para Candida spp como demonstrado no Quadro
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1, onde é possivel observar que a CIM foi de 500mgml™ e apresentou uma moderada

inibicio de crescimento & uma concentracdo de 250mgml!, assim como demonstrado no

Quadro 1 e na Figura 3.

Quadro 1. Crescimento da Candida spp. utilizando diferentes quantidades do extrato

alcoolico de Syzygium cumini, Campina Grande, PB, Brasil, 2022.

Concentracao
dz:)l:(’:((:;iif)o Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 C(;)zf)rc(:)l;:zo(:;l
(1g/10ml)
lg NHC NHC NHC NHC
0,5¢ NHC* NHC NHC NHC
250mg CR** CR CR NHC
125mg HC*** HC HC NHC
62,5mg HC HC HC NHC
31,25mg HC HC HC NHC
15,625mg HC HC HC NHC
7,8125mg HC HC HC NHC
3,9mg HC HC HC NHC

*NHC: Nao Houve Crescimento; **CR: Crescimento reduzido; ***HC: Houve Crescimento.
Fonte: Autoria prépria.

Figura 3. Inoculacdo em placa de Petri da cepa de Candida spp. e o extrato alcéolico
S gium cumini, Campina Grande, Paraiba, Brasil, 2022

Fonte: Arquivo pessoal

E possivel observar na literatura, em uma pesquisa utilizando o extrato
hidroalcdolico de S. cumini, que o mesmo apresentou atividade antifungica em todas as
cepas de Candida spp. testadas, com valores de CIM entre 31,25 e 125 pgml™! e valores
de CFM entre 250 pgml! e > 1000 ugml™! (Figueirédo Junior et al., 2021).

No estudo de Khan et al. (2017), o extrato alcéolico de S. cumini apresentou a
maéxima inibi¢ao de crescimento contra os isolados de Candida spp. (16 mm) a 300 mgml
! enquanto que a 200mgml™ apresentou um halo de 14mm. Com relagdo a outros

microrganismos do género Candida, estudos mostram que o mesmo € um potente inibidor

de Candida albicans (Swami et al., 2012; Cartaxo-Furtado et al., 2015).
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De forma semelhante, em estudo realizado por Javaid e Samad (2012),
identificou-se uma reducdo de 82 a 88% da biomassa fingica de Alternaria alternata
utilizando o extrato alcdolico das folhas de S. cumini.

Quanto as bactérias, o extrato aquoso de jamboldo tem efeitos bactericidas
seletivos contra vdrios patdgenos entéricos (Salmonella typhimurium, Shigella flexneri,
Staphylococcus aureus e E. coli enterotoxigénica- ETEC), enquanto as espécies benéficas
permanecem inalteradas (Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus bulgaricus) (Haque
etal., 2017).

Utilizando o extrato de polifenol obtido a partir do fruto de Jambolao também
exibiu uma atividade antimicrobiana de amplo espectro contra cepas patogénicas de
referéncia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae € Candida albicans (Singh et al., 2016; Bitencourt et al., 2017).

Pallavalli et al. (2019), por sua vez, demonstrou atividade litica a partir da
utilizacdo do extrato metandlico das folhas nas concentracdes de 10 a 40ug/ml do extrato
de metanol a 80% para as cepas multirresistentes a drogas de P. aeruginosa, S. aureus,
K. pneumoniae e E. coli.

Em nosso estudo, ndo houve inibi¢io do crescimento em nenhuma das
concentracdes testadas do extrato alcoolico e a cepa de Bacillus cereus, crescimento este
avaliado no plaqueamento em estrias aleatdrias, como € possivel observar no Quadro 2 e
na Figura 4. Uma possivel explicacdo para essa ndo inibi¢do poderia vir da auséncia de
receptores na parede celular da bactéria que permitam a acdo do extrato, o que €
evidenciado na literatura para vdrios extratos vegetais, como no caso de Yoshimasu et al.
(2018) que analisaram a acdo bactericida da prépolis contra P. gingivalis, através do
aumento da permeabilidade de sua membrana em 30 minutos.

Outra peculiaridade € que os proprios biossurfactantes produzidos pelo B. cereus
funcionam como antimicrobianos, solubilizando os principais componentes das
membranas celulares microbianas. Através da excrecao destes biossurfactantes no meio,
os microrganismos adquirem maior chance de sobrevivéncia e maior competitividade na
busca por nutrientes (Lin, 1996).

Na literatura, ndo foi possivel encontrar outros estudos que testam a atividade
antimicrobiana do S. cumini sobre o B. cereus, sendo o nosso estudo o primeiro desse

tipo.
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Com estes resultados, selecionamos essa bactéria para a segunda fase dos
experimentos, onde foi realizada a produc¢do de biossurfactantes com fonte alternativa de
carbono.

Quadro 2. Crescimento do Bacillus cereus utilizando o extrato alcéolico de Syzygium
cumini, Campina Grande, PB, Brasil, 2022.

Concentracao
d;:;:;z? Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 ij::';(]):ii:;m
(1g/10ml)
g HC* HC HC NHC**
0,5¢ HC HC HC NHC
250mg HC HC HC NHC
125mg HC HC HC NHC
62,5mg HC HC HC NHC
31,25mg HC HC HC NHC
15,625mg HC HC HC NHC
7,8125mg HC HC HC NHC
3,9mg HC HC HC NHC

*HC: Houve Crescimento; **NHC: Ndo Houve Crescimento.
Fonte: Autoria propria.

Figura 4. Inoculacdo em placa de Petri da cepa de Bacillus cereus e o extrato alcéolico
de Syzygium cumini, Campina Grande, Paraiba, _Brasil, 2022.

Y &-x_\

Fonte: Arquivo pessoal

» Producdo de Biossurfactante

E possivel observar na tabela 1 os resultados do Indice de Emulsificaco calculado
a partir da altura da coluna de emulsao, onde foram comparados os indices apresentados
através da utilizacdo do extrato aquoso de folhas de jamboldo nos tempos de O horas e 24
horas, bem como com a utilizacdo apenas do meio Agua Peptonada (AP) como meio de

controle padronizado.
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Tabela 1. Indice de Emulsificacdo do extrato e querosene utilizando a cepa de Bacillus
cereus, Campina Grande, Paraiba, Brasil, 2022.

Temperatura ambiente, pH neutro

Concentracoes Ton Taan A I'nd.ice d(i
de extrato Emulsificacao
AP média 41,176% 38,4% 2,776%
5g média 33,9% 2,75% 31,15%
10g média 28,3% 2,65% 25,65%
15g média 28,42% 2,7% 25,72%

*AP: Agua Peptonada, meio padrio utilizado como controle

Fonte: Autoria prépria.

A partir da tabela acima, € possivel inferir que utilizando-se as folhas de S. cumini
e 0 B. cereus, hd uma boa producdo de biossurfactante a partir da aplicagdo do querosene,
porém, as emulsdes apresentam pouca estabilidade, como pode ser observado a partir do
indice de emulsificac@o avaliado apds as primeiras 24 horas.

Segundo Jackisch-Matsuura (2004), podemos classificar a producdo de
biossurfactantes como “Moderada” no tempo 0 e “Baixa” apds 24h, o que indica que
houve uma producio razodvel de moléculas ativas, porém, incapazes de estabilizar a
emulsdo.

Podemos inferir ainda que uma vez que o biossurfactante produzido apenas com
a utilizacdo do meio AP apresentou uma excelente estabilidade enquanto que com a
utilizacdo dos extratos a estabilidade foi reduzida, podendo indicar um possivel efeito
desemulsificante, como € possivel observar na Figura 5, onde a esquerda € possivel
observar micelas em tamanho reduzido a partir do uso da AP, consequentemente com
melhor estabilidade. J4 a direita € possivel verificar uma quantidade menor de micelas,
em tamanhos maiores € com uma separacdo mais nitida das fases dgua (extrato, na
colora¢do marrom) e 6leo (querosene, na coloragdo transparente).

Na literatura hd, por exemplo, o uso de O6leo de mamona com agdo

desemulsificante semelhante sobre componentes derivados do petréleo (Alves, 2020).
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Figura 5. Emulsoes produzidas a partir de Agua Peptonada e pelo extrato, indicando a
instabilidade e diferencas na formacgéo das micelas

Fonte: Arquivo Pessoal

Em relacgdo a producdo de biossurfactantes por outros microrganismos do género
Bacillus, temos como exemplo o estudo de Dias et al., (2018), os quais utilizaram o B.
subtillis e o extrato aquoso de algaroba. Também € possivel encontrar estudos utilizando
a Candida spp., como por exemplo o de Rubio-Ribeaux et al. (2017), que utilizaram como
substratos o bagaco da cana de agucar, a casca do abacaxi, o residuo de 6leo de fritura e
o residuo de macarrdo instantineo.

Isso mostra que o B. cereus por si s6, em um meio padronizado € um efetivo
produtor de moléculas surfactantes, porém, em presenga do extrato, houve uma inibi¢ao
dessa producao.

Realizamos também os testes, em duplicatas, de estabilidade das emulsdes para as
temperaturas de 30°C e 50°C e os pH’s acido e basico, como pode ser observado nas

tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Indice de Emulsificacdo do extrato e querosene utilizando a cepa de Bacillus
cereus com variacoes de temperatura, Campina Grande, Paraiba, Brasil, 2022.

Temperatura 30°C Temperatura 50°C
Concentracoes T T A Indice de T T A Indice de
de extrato Ambiente Final Emulsificacao Ambiente Final Emulsificacao
AP média 38,66% 37,3% 1,36% 42,48% 42,48% 0%
5g média 29,6% 28,17% 1,43% 27,7% 22,22% 5,48%
10g média 19,44% 5,55% 13,89% 4,05% 2,7% 1,35%
15g média 18,635%  13,33% 4,9% 28,17% 21,1% 7,07%

Fonte: Autoria propria.
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Analisando a Tabela 2, é possivel observar que as emulsdes feitas com Agua
Peptonada sdo extremamente estidveis mesmo apds as variacdes de temperatura, isso
demonstra o potencial do Bacillus cereus como bom produtor de biossurfactante.

Ao mesmo passo, as emulsdes sdo mais estaveis a uma temperatura de 50°C, uma
vez que o Bacillus cereus é termotolerante e a temperatura mais elevada garante uma
maior estabilidade da coluna de emulsao.

Ainda podemos perceber que quanto menor a quantidade de extrato mais estivel
serd a emulsdo a uma temperatura de 30°C, o inverso € valido para uma temperatura de
50°C, uma vez que na segunda situacdo o microrganismo utiliza o extrato como fonte de
nutrientes com maior eficiéncia, isso demonstra o potencial desemulsificante do extrato
de folhas de jambolao mesmo apds as variagdes de temperatura.

Seguindo o comportamento esperado, a quebra da emulsdo ocorre a2 medida que
aumenta a temperatura, pois, esse aumento causa a redu¢cdo da Concentracdo Micelar

Critica dos tensoativos ndo-ionicos (da Nobrega; Almeida; Gomes, 2021).

Tabela 3. Indice de Emulsificacdo do extrato e querosene utilizando a cepa de Bacillus
cereus com variacoes de pH, Campina Grande, Paraiba, Brasil, 2022.

Concentracies e LH Acido (3) pH Acido (5) pH Bisico (8)
AP média 45,64% 43,47% 38,66%
5¢ média 51,085% 37% 41,66%
10g média 50% 19,04% 5,35%
15g média 46,635% 40,458% 44%

Fonte: Autoria propria.

Analisando, por fim, a tabela 3, percebemos que as emulsdes em Agua Peptonada
permanecem estaveis independentemente do pH, o que comprova a boa estabilidade dos
emulsificantes produzidos pelo B. cereus em meios padronizados.

Ao observar os experimentos realizados com as diferentes concentracdoes do
extrato, no entanto, é possivel inferir que as emulsdes permaneceram estaveis em pH
acido, sendo que o pH do liquido metabdlico € naturalmente de neutro para basico (média
de 7), se tornando mais 4acido de acordo com que a concentracdo de extrato aumenta (8
apenas com Agua Peptonada, 7,5 para 5ml, 7 para 10ml e 6 para 15ml). Além disso as

emulsdes ndo possuem estabilidade no pH 8, uma vez que a coluna de emulsao se dissolve
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em torno de 30 minutos nesse pH, o que colabora com a atividade desemulsificante
observada anteriormente.

O pH do meio aquoso influencia na protonacdo/desprotonacdo dos grupos —
COOH e a acdo de componentes basicos das moléculas de asfaltenos que, por sua vez,
podem influenciar substancialmente na separac¢ao das fases. Sendo assim, a enormidade
de grupamentos funcionais do asfalteno atuam na formacao de um filme interfacial rigido
em pH 4cido (<4,0), intermediario em pH neutro (6,9-7,7) e fraco em pH bésico (>8),
corroborando com o nosso estudo (Poteau, 2005).

E relatado ainda que a estabilidade dos biossurfactantes a concentracdes de 10%
de NaCl, enquanto que concentracdes salinas de 2% a 3% sdo suficientes para inativar
surfactantes convencionais (Luna et al., 2008).

Outros produtos de origem natural também sao utilizados como desemulsificantes
biodegraddveis, como no caso do dleo de babagu estudado por Santos et al. (2019), que
observaram uma alta eficiéncia no tratamento de emulsdo de petréleo, pois favorecem a
formacdo de estruturas diretas, tendem a solubilizar as goticulas de &4gua e

consequentemente provocar uma maior separagdo de fase.

CONCLUSAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas na medicina tradicional para fins
terapéuticos e como fonte de pesquisa de novos medicamentos para tratamento e
prevencao de doengas. Dentre os seres vivos, as plantas, os microrganismos e 0os humanos,
possuem a capacidade de sintetizar compostos com propriedades tensoativas.

Concluimos, portanto, que nao houve inibicdo do crescimento em nenhuma das
concentragdes testadas do extrato alcoolico e a cepa de Bacillus cereus e uma CIM de
para a Candida spp. de 500mgml’!, e uma diminui¢io do seu crescimento a uma
concentragio de 250mgml!.

Quanto a produgdo de biossurfactantes, o extrato nao se mostra eficiente para
promover a estabilidade das emulsdes, apresentando assim, um efeito contrario,
acelerando e auxiliando na separacao das fases.

Foi observado, portanto, que as emulsdes s@o mais estiveis no pH &cido e a
temperaturas proximas a temperatura ambiente, portanto a basificacdo e as temperaturas

mais altas contribuem para as propriedades desemulsificantes.
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