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O livro Microbiologia e Biotecnologia Ambiental in foco apresenta os temas centrais das
pesquisas conduzidas no Laboratério de Microbiologia e Biotecnologia (LAMIBI),
localizado no Campus de Cascavel, na Universidade Estadual do Oeste do Parana -
UNIOESTE. Cada capitulo abrange investigacdes no campo das Ciéncias Ambientais,
integrada ao Programa de Pds-Graduacdo Strictu Sensu em Conservacao e Manejo de
Recursos Naturais (PPRN), onde os alunos de gradua¢do e mestrado dedicam-se a
pesquisas que resultam em trabalhos académicos, englobando Trabalhos de Conclusao de
Curso (TCC), Projetos de Iniciagcdo Cientifica (IC), dissertacdes e relatorios finais de
disciplinas cursadas no PPRN. O capitulo 1, tras a relevancia do estudo de prospeccao e a
compreensao dos precessos de resisténcia de microrganismos de cavernas da Amazonia
Oriental, ainda pouco explorada. Os primeiros capitulos, do 2 ao 5, abordam a importancia
de produtos naturais, como extratos e 6leos essenciais no combate da resisténcia
bacteriana, bem como sua atividade antioxidante. Além disso, demonstra as vantagens e
desvantagens dos principais métodos de extracdo de bioativos vegetais. Os capitulos 6 e
7 foram elaborados durante a disciplina de mestrado Métodos de Analises Ambientais
ofertada junto ao PPRN, e aborda por diferentes angulos a importancia e relevancia dos
bioindicadores, preferenciamente os microbioldgicos na qualidade de agua de ambiente
aquatico. Por fim, o capitulo 8 aborda a prospec¢do e caraterizacao de rizobactérias
isoladas de Unidades de Conservagdo do Parana, especificamente no Parque Estadual do
Guartela - PR para avaliacao do potencial agricola dessas bactérias como promotoras de

crescimento vegetal e uma alternativa mais sustentavel que os agroquimicos.
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Capitulo 1

Perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias
isoladas em cavernas ferriferas da Amazonia Oriental-
Parad, Brasil

Mayara Maria de Souza’
Maiara Zonin®

Debora Marina Bandeira’®
Jéssica Rosset?
Luana de Souza’®

Fabiana Gisele da Silva Pinto®

Resumo: As cavernas sdo ambientes geologicamente isolados, oligotroficos, predominando a quimiolitotrofia, e com capacidade de
abrigar uma elevada diversidade microbiana que desempenham fungdes biolégicas para sobrevivéncia nesses ambientes. Por serem
ambientes pouco estudados, apresentam escassez de trabalhos na literatura relacionados ao perfil de resisténcia bacteriana no
ambiente cavernicola. O objetivo desta pesquisa foi avaliar 53 bactérias isoladas de solo de duas cavernas ferriferas (GEM-1423 e GEM-
1462) da Serra da Bocaina, localizada no Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, no municipio de Canaa dos Carajas, PA, BR, quanto
ao seu perfil de resisténcia a 12 antimicrobianos comerciais. A coleta ocorreu nas estacdes seca e chuvosa, periodo que compreende
os meses de setembro de 2022 e marg¢o de 2023, respectivamente, e foram amostrados trés diferentes pontos: zona fética, penumbra
e afética de cada caverna. A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada por meio da técnica de disco-difusdo e o perfil de
resisténcia antimicrobiana foi avaliado de acordo com as recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).
0Os agentes antimicrobianos testados foram: Amoxicilina (10 pg), Acido Nalidixico (30 ug), Ampicilina (10 pg), Ciprofloxacin (5 ug),
Cloranfenicol (30 pg), Estreptomicina (10 pg), Imipenem (10 pg), Gentamicina (10 pg), Norfloxacina (10 ug), Trimetoprima (5 ug),
Sulfazotrim (25 ug) e Tetraciclina (30 pg). Os resultados revelaram uma variagao no perfil de resisténcia antimicrobiana, sendo mais
elevada na estagdo chuvosa (92,8%) em comparagdo com a estacgdo seca (68,7%) em ambas as cavernas. Cerca de 80% das bactérias
demonstraram resisténcia a pelo menos dois antimicrobianos. Os isolados bacterianos apresentaram resisténcia elevada aos
antimicrobianos Ampicilina, Amoxicilina e Trimetoprima. Os resultados obtidos evidenciam a presenca de genes de resisténcia a
antimicrobianos nas bactérias cavernicolas e a investigacdo propde que a resisténcia observada, nesse contexto, seja intrinseca e que
tais microrganismos desenvolveram adaptagdes ao ambiente cavernicola, sugerindo uma possivel evolugdo direcionada pela pressao

seletiva do ambiente.

Palavras-chave: Cavernas ferriferas. Antimicrobianos. Resisténcia bacteriana.
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O Brasil retne algumas das maiores formagdes ferriferas mundiais, dentre elas
destaca-se as formacdes ferriferas dos Campos Ferruginosos no Para, que se tornaram
grande alvo de estudo nos ultimos anos. Sao caracterizadas por conterem depoésitos de
minerais de ferro, com condi¢des ambientais peculiares que contribuem para evolugao de
microrganismos presentes nesse ecossistema, pesquisas a respeito dessa tematica
descrevem uma microbiota rica, com grande diversidade e alto potencial para auxiliarem
no desenvolvimento microbiolégico aliado com a biotecnologia (Candiroglu; Gilingor,
2020).

Tratando-se de desenvolvimento microbiolégico, um dos maiores produtos é a
descoberta de antimicrobianos que tem grande sucesso, sendo seu uso clinico o mais
significativo da historia (Ambrozi¢; Petri¢; PaSi¢, 2019). Todavia, o uso irresponsavel
desses medicamentos contribui para o aumento de resisténcia bacteriana, diminuindo sua
eficacia.

Assim, bactérias ambientais, especificamente de ambientes cavernicolas, tornam-
se uma fonte importante para desenvolvimento de compostos bioativos devido a sua
capacidade de adaptacao em ambientes extremoéfilos. A extensa presenca de bactérias
ambientais resistentes a antimicrobianos representa um indicador relevante da producgao
dessas substancias, conforme evidenciado por estudos sobre a prevaléncia generalizada
de resisténcia a antibioticos em bactérias do ambiente (D'Costa et al., 2006; Nodwell,
2007).

Desvendar o potencial dessas bactérias nos da um ponto de partida para
desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos. Neste contexto, foram avaliados
o perfil de resisténcia a antimicrobianos de bactérias isoladas de solo, nas esta¢des seca e
chuvosa, de duas cavernas ferriferas da Serra da Bocaina GEM-1423 e GEM-1462,
localizada no Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, no municipio de Canaa dos
Carajas, Parj, Brasil.

O local de estudo foi a Serra da Bocaina, localizada no Parque Nacional dos Campos
Ferruginosos, no municipio de Canaa dos Carajas, Pard. Com base em dados secundarios
do Relatorio de Diagnostico e Analise de Relevancia existem cerca de 235 cavernas nesta
regido (Pil6 et al., 2014). Foram selecionadas duas cavernas de relevancia maxima, de
litologia jaspilito/canga GEM-1423 (6218°49.27"S, 49253’35.06”0) e jaspilito GEM-1462
(6218°59.18"S,49253’41.71”0), considerando as caracteristicas de litotologia, morfologia,
hidrologia, presenca ou auséncia de matéria organica e presenca de solo, informacgdes
estas indicadas no mapa topografico, ficha geo e bioespeleologia.
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Figura 1- Mapa de localizagdo das cavernas GEM-1423 e GEM-1462 localizadas na Serra
da Bocaina, Parque Nacional dos Campos Ferruginosos

MAPA DE LOCALIZAGAO DAS CAVERNAS NA SERRA DA BOCAINA NO @ E.HI ;ﬁ‘é“ o
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Fonte: FERREIRA, JUNIOR D.B, (2021).

2.2. COLETA DAS MOSTRAS

A coleta ocorreu sob a licenca do Sistema de Autorizacao e Informagdo em
Biodiversidade (SISBIO) n? 86153-1 na estagcdo seca e chuvosa, periodo esse que
compreende os meses de setembro de 2022 e mar¢o de 2023, respectivamente. As
amostras foram coletadas na camada superficial da caverna, nos primeiros 10 cm. A
caverna foi classificada em zonas, de acordo com Trajano & Bichuette (2006), coletando-
se 100g de solo de trés pontos em cada zona, ou seja, trés na zona afotica (auséncia de
luz), trés na disfética (penumbra) e trés na entrada, totalizando 9 pontos de amostragem.
As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos estéreis (ziplock), com o auxilio da
pa de jardinagem estéril, sendo limpa a cada coleta com alcool 70%, identificadas com o
nome/numero da caverna, nimero da amostra, data da coleta e nome do coletor
responsavel e armazenadas em caixa térmica a 4°C para a andlise.

2.3. ISOLAMENTO E PRESERVACAO DE MICRORGANISMO

No laboratério de Microbiologia e Biotecnologia (LAMIBI) da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), as amostras de solo foram peneiradas,
homogeneizadas, retiradas subamostras (10 g) e enriquecidas em frascos contendo 90
mL de meio salino mineral (MSM), em soluc¢ao salina NaCl a 0,85% em 90 mL de agua
destilada. As amostras foram incubadas em agitador orbital a 150 rpm, 28°C por 24 horas.
Ap6s esse periodo, foram realizadas diluicdes em série, sendo retiradas aliquotas de 100
uL das diluicoes de 10-1 a 10-3 e semeadas nas superficies dos meios Luria Bertani (LB),
ISP2 (Pridham et al, 1957) e Batata-Dextrose-Agar (BDA) com o auxilio da alca de
Drigalski. As placas foram incubadas a 28°C no periodo de 24 a 48 h. As linhagens
microbianas foram divididas por caverna e zona, identificadas como IM (GEM-1423) e SC
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(GEM-1462) com o sufixo da estacdo chuvosa (C), estagdo seca (S) e sufixo da zona fética
(F), penumbra (P) ou afética (A) e nimero nominal crescente e posteriormente
conservadas em meio Agar Estoque e a -80°C.

Os isolados foram crescidos em meio LB liquido a 28 + 2°C por 24h e, em seguida,
foi realizada a coloragdo de Gram. Os isolados foram observados em microscépio 6ptico
com aumento de 100 X e caracterizados com base em sua morfologia e coloragao.

O perfil de resisténcia antimicrobiana foi avaliado de acordo com as
recomendacgdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2018). Os
antimicrobianos testados foram: Amoxicilina (10 pg), Acido Nalidixico (30 pg), Ampicilina
(10 pg), Ciprofloxacin (5 pg), Cloranfenicol (30 pg), Estreptomicina (10 pg), Imipenem (10
ug), Gentamicina (10 pg), Norfloxacin (10 ug), Trimetoprima (5 ug), Sulfazotrim (25 ug) e
Tetraciclina (30 pg). Os resultados obtidos foram comparados com os dados da tabela
padrao do documento M100-S17 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2018).

Os isolados bacterianos selecionados foram retirados do estoque, com auxilio de
alca bacteriolégica estéril, e semeados no meio sélido Agar LB por estriamento
descontinuo e incubados por 24h a 30°C. Apés esse periodo, foi realizado o in6culo com
coldnias isoladas e resuspendidas em 5ml de caldo Mueller Hinton (CMH) a fim de se obter
uma turvacgao correspondente a 0,5 da escala de McFarland. Essa avaliacao foi feita por
meio da técnica de disco-difusdo de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966) que consiste em apds
a homogeneizacao do inoculo, foi introduzido um suabe estéril dentro do tubo, e em
seguida, este foi comprimido contra a parede do tubo para a remocao do excesso de
liquido. A inoculagao foi feita em forma de estrias continuas na superficie do agar em trés
direcdes, girando a placa em angulo de 60° ap0s cada estria. Antes da aplicacao dos discos,
as placas semeadas foram deixadas em cima da bancada por aproximadamente cinco
minutos, para permitir que o excesso de umidade da superficie do agar fosse absorvido.
Os discos foram retirados do freezer uma hora antes de sua aplicacdo e deixados em
temperatura ambiente. A aplicacao destes foi realizada com auxilio de uma pinca estéril
para evitar contamina¢do. Todos os discos foram pressionados suavemente para o
contato total com a superficie do agar. Apds 24h de incubacdo, as placas foram analisadas
para verificar a presenca de contaminantes e a ocorréncia de halos de inibicdo. A leitura
foi realizada com auxilio de um paquimetro. Os testes foram realizados em triplicata.

Foram isolados um total de 183 microrganismos das amostras de solo cavernicola
nas duas coletas. Na primeira coleta, no periodo seco (setembro 2022), obteve-se 50
isolados da caverna GEM-1462 e 32 isolados da caverna GEM-1423. Na segunda coleta,
que compreende o periodo chuvoso (margo 2023), foram isolados 44 microrganismos na
caverna GEM-1462 e 57 na caverna GEM-1423.
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As amostras de bactérias foram selecionadas aleatoriamente, de duas cavernas
distintas, totalizando 53 bactérias, sendo que 52,8% foram classificadas como Gram-
positivas e 47,2% Gram-negativas. Dentre as cepas Gram-positivas, 25 apresentaram
forma de bacilo e 3 foram cocos. J4 dentre as cepas Gram-negativas, 24 apresentaram
forma de bacilo e apenas 1 isolado apresentou forma de cocos, conforme a tabela 1.

Tabela 1. Numero de bactérias isoladas e suas caracteristicas morfoléogicas

Isolados bacterianos das cavernas GEM-1423 e GEM-1462

Estacdo Seca e Chuvosa

Morfologia bacteriana Numero de Isolados %
Bacilo Gram-Negativo 24 47,05
Bacilo Gram-Positivo 25 45,09
Coco Gram-Negativo 1 1,96
Coco Gram-Positivo 3 5,88
Total: 53 100

Neste estudo, foi realizada uma andlise do perfil de resisténcia a 12
antimicrobianos dos isolados bacterianos cavernicolas, ao longo de duas diferentes
estacoes: seca e chuvosa. A escolha de realizar a analise em duas diferentes estagoes foi
fundamentada na necessidade de compreender melhor a dindmica da suscetibilidade
antimicrobiana em ambientes com variacdes sazonais significativas. A estacao seca e
chuvosa representa condi¢des ambientais distintas, que podem influenciar a ecologia
microbiana em diferentes aspectos. Os dados obtidos foram organizados com base nas
caracteristicas morfologicas das amostras, baseadas na técnica de coloragdo de Gram,
visto que, dados taxondmicos ainda estdo em processo de analise.
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Tabela 2. Perfil de Resisténcia bacteriana dos isolados da Caverna GEM-1462 e GEM-
1423 aos antimicrobianos testados

e Nuimero de bacténas resistentes aos antimicrobianos

) amostras
Bacténas testadas %  AMO NAL AMP CLO CIP EST GEN IPM NOR TRl TET SUT
ESTACAO SECA
GEM-1462
Bacilo Gram-Postivo 11 6875 4 2 6 3 1 1 - 4 - 4 2 4
Bacilo GramNegativo > 3. 3 1 2 1 - - - 1 - 3 1 1
Coco Gram-Postivo = = - - - = - - = = = o e =
Coco Gram-Negativo = = - - - = = - = = = = = =
Total 16 100 7, 3 8 4 1 1 - 5 - 7. - [
ESTACAO CHUVOSA
GEM-1462
Bacilo Gram-Postivo 7 50 6 2 4 - 1 - - 2 1 6 2 3
Bacilo Gram Negativo 4 285 4 1 4 - 1 - 1 3001 3 0 =
Coco Gram-Postivo 2 14,28 1 1 1 - - - - - - 1 T
Coco Gram-N egativo 1 7,14 1 - 1 - - 1 - - - 1 - -
Total 14 100 12 4 10 - 2 1 1 5 2 11 4 3
ESTACAO SECA
GEM-1423
Bacilo Gram-Postivo 1 1,11 - - - - = = = = 1 T = 0
Bacilo Gram-Negativo 8 888 4 - 3 1 - 1 1 4 1 2 2 2
Coco Gram-Postivo = - - - - - - = = = = = = =
Coco Gram-N egativo = = - - - - - - - - - ===
Total 9 100 4 - 3 1 - - - 4 2 3 2 3
ESTACAO CHUVOSA
GEM-1423
Bacilo Gram-Postivo 6 4285 2 1 5 = T = 8 2 6 2 -
Bacilo Gram Negativo Y s 4 - 3 - 1 1 - 3 1 5 - -
Coco Gram-Postivo 1 7,14 - 1 1 = 1 = = = 1 1 1 1
Coco Gram-N egativo < = - - - - - - - - - = - -
Total 14 10 6 2 7 - 3 2 - 6 4 12 3 1
AMO: Amoxicilina, NAL: Acido nalidixico, AMP: Ampidlina; CIP; Ciprofloxacina, CLO: Cloranfenicol;
EST: Estreptomicina; IPM: Imipenem; GEN: Gentamicina, NOR: Norfloxacing TRI: Tnmetopnma; SUT:
Sulfazotnm; TET: Tetraciclina.

Os resultados revelaram semelhancas entre os perfis de resisténcia dos isolados,
colaborando com informagdes valiosas sobre a dinamica das bactérias nas cavernas em
diferentes condi¢cdes ambientais. No que diz respeito a caverna GEM-1462 durante a
estacdo seca, um total de 16 bactérias foram testadas. Dentre essas, 43,7% bactérias
demonstraram um perfil de resisténcia a Amoxicilina e Trimetoprima e 50% a Ampicilina,
enquanto 31,2% demonstraram resisténcia ao Sulfazotrim, e Imipenem, esses foram os
antimicrobianos aos quais as bactérias apresentaram maior resisténcia.

Foi observado que, durante a estagdo seca, as bactérias provenientes da caverna
GEM-1462 demonstraram suscetibilidade a Ciprofloxacina e Norfloxacina, ambos
pertencentes ao grupo de antimicrobianos das quinolonas, assim como a Gentamicina,
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que faz parte da classe dos aminoglicosideos. Esses resultados sugerem que, apesar da
prevaléncia de resisténcia a diversos antimicrobianos, a classe das quinolonas e
aminoglicosideos demonstraram sua eficacia frente aos isolados da caverna GEM-1462.

Na caverna GEM-1462, estacdo chuvosa, foi observado maior resisténcia entre as
bactérias avaliadas. Um total de quatorze bactérias foram testadas, sendo que verificado
uma maior resisténcia a Amoxicilina e Trimetoprima (85,7%), seguido da Ampicilina
(71,4%). No entanto, a Ciprofloxacina, o Cloranfenicol e a Gentamicina mostraram-se
eficazes contra a maioria das bactérias isoladas desta caverna. Esses resultados indicam
uma persisténcia na resisténcia aos antimicrobianos de maior espectro e a eficacia
continua das quinolonas e aminoglicosideos.

Observou-se uma tendencia no perfil de resisténcia aos mesmos antimicrobianos,
em ambas as estagdes. Sendo assim, 68,7% das bactérias da estacdo seca apresentaram
resisténcia a pelo menos 2 antimicrobianos, enquanto na estacdo chuvosa, esse nimero
foi maior, sendo 92,8%. Essa varia¢do de estagdo pode ser sugestiva de que as bactérias
sdo mais adaptadas a ambientes Umidos, estando correlacionado com a expressao de
genes que conferem resisténcia a antimicrobianos.

Da Caverna GEM-1423 na estacdo seca, um total de 9 bactérias foram testadas,
44,4% das bactérias apresentaram resisténcia tanto a Amoxicilina quanto a Imipenem,
enquanto 33,3% mostraram resisténcia a Trimetoprima e Ampicilina. Na Caverna GEM-
1423 durante a estacdo seca, todas as bactérias exibiram suscetibilidade ao Acido
Nalidixico e Ciprofloxacina, e a maioria a Gentamicina, Cloranfenicol e Estreptomicina. Na
estacdo chuvosa, observou-se uma prevaléncia de resisténcia quando comparada a
estacdo seca. Das quatorze bactérias testadas, 42,8% demonstraram resisténcia a
Amoxicilina e 50% a Ampicilina, além disso, 85,7% bactérias foram resistentes a
Trimetoprima. As bactérias da Caverna GEM-1423 da estacdo chuvosa apresentaram
suscetibilidade a Cloranfenicol e Gentamicina, semelhantes ao observado na estagdo seca.

Um ambiente cavernicola é um objeto de estudo importante para compreensao de
como ambientes que nao foram expostos ao uso de antimicrobianos humanos, fornecem
uma diversidade genética de resisténcia intrigante para a compreensao da prevaléncia de
genes de resisténcia e sua relacdo com a evolugao.

De modo geral, 80% das bactérias sdo resistentes a pelo menos dois
antimicrobianos (Figura 2), apresentando um padrdo de resisténcia semelhante ao
observado por Candirogl & Gilingd (2020) na caverna Parsik, na Turquia. Ambas as
cavernas do nosso estudo, apresentaram elevada resisténcia a Trimetoprima, semelhante
ao observado por Bhullar et al. (2012), em 60% das bactérias isoladas de caverna da
Lechuguilla, localizada no Estado do Novo México (EUA), e em isolados de cavernas de
Onix dos Estados Unidos (Lavoie, 2017). Além disso, as bactérias também apresentaram
elevada resisténcia a Ampicilina e a Amoxicilina, ambos pertencentes a classe das
penicilinas, corroborando as descobertas de Bhullar et al. (2012) no Estado do Arizona, e
Turrini et al. (2020), na caverna do rio Yumugi, na Nova Guiné. Na nossa pesquisa, foi
observado semelhanca entre os isolados de ambas as cavernas, nas duas estacdes, quanto
ao perfil de resisténcia aos antimicrobianos Trimetoprima, Amoxicilina e Ampicilina,
corroborando com informagdes valiosas sobre a dindmica das bactérias em diferentes
condi¢cdes ambientais.
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Figura 2. Comparagdo dos perfis de resisténcia antibacteriana entre os isolados nas
estacOes seca e chuvosas das cavernas ferriferas GEM-1462 e GEM-1423 do Par4, Brasil
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Os elevados indices de resisténcia a antimicrobianos observados pode estar
relacionado com o ambiente, visto que cavernas ferriferas tém como caracteristica ser um
ambiente muito suscetivel as acdes de intemperismo, alto indice de umidade além do
deposito do minério. Lavoie (2017) traz como hipétese que essas caracteristicas das
cavernas agregam estresse adicional, resultando no aumento da producdo de
antimicrobianos para reduzir a competicdo ou aumentar a predacao.

Em contraste, as bactérias apresentaram maior suscetibilidade a classe das
quinolonas (Ciprofloxacina e Norfloxacina) e aminoglicosideo (Gentamicina), que
mantiveram sua eficicia ao longo das estacdes, sugerindo uma resisténcia menos
impactante a esses antimicrobianos, independentemente das variagdes sazonais.

Apés a andlise das duas cavernas, observou-se diferencas relevantes em relacdo a
resisténcia antibacteriana dos isolados bacterianos testados, nas esta¢oes seca e chuvosa.
Foi observado que as bactérias, em ambas as cavernas apresentam maior perfil de
resisténcia na estacdo chuvosa. Provavelmente, esse comportamento esta relacionado ao
isolamento de maior nimero de cepas bacterianas durante a estagcdo chuvosa, indicando
uma possivel correlagdo entre o aumento da diversidade microbiana e a expressdo de
genes de resisténcia. Além disso, a umidade elevada e as condi¢cdes de temperatura
durante a estacdo chuvosa, podem proporcionar um ambiente propicio para o
desenvolvimento e disseminacdo de bactérias resistentes a antimicrobianos,
contribuindo assim para o aumento do perfil de resisténcia observado nesse periodo.

4, CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, a investigacdo do perfil de resisténcia antibacteriana em ambientes de
cavernas ferriferas, oferece insights valiosos sobre a adaptagdo microbiana em ambientes
extremos. Os padroes de resisténcia e suscetibilidade observados nas cavernas ao longo
das estacOes, seca e chuvosa, destacam a complexidade das interagdes entre os
microrganismos e as variagcdes ambientais sazonais. A descoberta de diferentes perfis de
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos de amplo espectro em ambientes indspitos,
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destaca a capacidade adaptativa das bactérias em ambientes desafiadores e reforca a
importancia da vigilancia e pesquisa continuas para compreender a dinamica da
resisténcia antimicrobiana em contextos diversos. Além disso, a eficAcia continua das
quinolonas e aminoglicosideos, em ambos os ambientes, sugere um potencial para o
desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos. A analise da microbiota em
ambientes extremos como cavernas ferriferas contribui para a compreensiao da
diversidade microbiana, e oferece perspectivas promissoras para a pesquisa
biotecnolédgica. Esse estudo ressalta a relevancia da conservacdo desses ambientes
naturais, ndo apenas pela sua importancia geologica, mas também pelo potencial que
oferecem para a descoberta de solu¢cdes antimicrobianas inovadoras.
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Resumo: Os extratos vegetais, sendo preparacoes liquidas ou em po, apresentam diversas atividades
biolégicas e encontram aplicagdo em diversos setores, como alimenticio, farmacéutico e outros. A obtengao
desses extratos pode ser realizada por meio de diferentes métodos, os quais desempenham um papel crucial
na extracdo dos compostos bioativos, impactando diretamente no rendimento final do processo. Deste
modo, o objetivo desta pesquisa foi comparar métodos de extracdo tradicionais: infusdo, decocgao,
destilagdo a vapor, maceracido e soxhlet, e métodos modernos: extracdo por fluido supercritico (EFS),
extragdo por liquido pressurizado (ELP), extragdo com agua subcritica (EAS), extracdo aquosa assistida por
enzimas (EAAE), extracdo assistida por ultrassom (EAU), e extracdo assistida por micro-ondas (EAM),
encontrados na literatura, e apresentar algumas vantagens e desvantagens, além de ressaltar os impactos

ambientais.
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A busca por compostos bioativos de origem natural sempre foi realizada pelo
homem desde a antiguidade com o processamento de ervas ou preparo de chas com o
intuito de aplicagdo a saide e permanece até os dias atuais (Soares et al., 2016). A selecdo
das plantas para a obtencdo de bioativos pode acontecer de forma estratégica como a
zoofarmacognosia quando os animais procuram plantas para solu¢do de seus problemas
de saude, por ecologia quimica quando se observa as inter-relagdes ecossistémicas, por
exemplo a defesa produzida pela planta quando é atacada por algum inseto ou fungo, por
coletas randdmicas na procura prioritariamente de plantas endémicas, por quimiotaxia
quando se demonstra caracteristicas parecidas de acordo com a familia ou género, ou por
conhecimento popular como é o caso das plantas medicinais devido as indicag¢des
terapéuticas, ou seja elas possuem propriedades quimicas especificas, ou seja, um elevado
numero de metabolitos secundarios e bioativos (Carlini; Mendes, 2011).

Apés a escolha da planta, é importante que ela passe por procedimentos iniciais
antes da extracdo como a identificacdo botanica, separacdo de folhas, caules e frutos,
limpeza, e caso a intengao seja conseguir o pé da planta, esta deve passar por posterior
secagem e tritura¢do, gerando uma biomassa vegetal seca que facilitara sua incorporacgao
nos métodos de extracdo (Soares et al,, 2016).

Os extratos vegetais consistem em preparacoes liquidas ou em p6 derivadas de
diversas partes das plantas, como raiz, caule, folhas, flores ou frutos, que contém
compostos com atividade biolégica. Esses compostos sdao produzidos pelas plantas e
podem ser extraidos por meio de diversas metodologias. A definicdo ou adaptacdo dos
extratos ocorre em consonancia com a propriedade quimica que se pretende extrair de
cada planta, estando diretamente ligada a solubilidade de cada molécula ativa, conforme
indicado por Marques (2005).

O preparo dos extratos vegetais pode ocorrer por diferentes métodos, dos classicos
como o soxhlet, a modernos como extragdo por fluido supercritico (EFS), extracdo
assistida por ultrassom (EAU), extracdo por liquido pressurizado e outros que buscam
primordialmente eficiéncia e sustentabilidade (Sousa; Gasparoti; Paula, 2022). Na selecao
do método de extragdo apropriado, é fundamental ponderar elementos como a eficacia da
extracdo, a estabilidade das substancias envolvidas, a disponibilidade dos meios, os custos
do processo e a finalidade do extrato (Oliveira, 2020).

Se houver uma molécula alvo especifica de interesse, torna-se mais evidente a
selecdo do método de extragdo apropriado e, consequentemente, a aplicacdo subsequente
do extrato. No entanto, o desafio surge quando a busca por novas moléculas nao dispoe
de um alvo predefinido, exigindo, assim, a prospeccao desses bioativos (Soares et al,,
2016; Siqueira et al., 2020; Rodrigues, 2020; Dias, 2020). O processo de separacao de
compostos pode ser realizado a frio ou quente, e também pode envolver a utilizagcdo de
solventes como agua e etanol, e alguns considerados téxicos que devem ser utilizados com
menor frequéncia ou até mesmo evitados de acordo com os principios da quimica verde,
sdo eles, acetonitrila, metanol, hexano, cloroférmio e outros (Tsukui; Rezende, 2014).

Este estudo, embasado na busca milenar por compostos bioativos de origem
natural, destaca a importancia continua da investigacdao sobre os métodos de extracao de
extratos vegetais. Desde praticas ancestrais de processamento de ervas até abordagens
contemporaneas de zoofarmacognosia e ecologia quimica, a sele¢do criteriosa de plantas
e a aplicacao de métodos eficazes de extragdo tornam-se cruciais. A identificacao botanica,
preparo da biomassa vegetal, escolha de solventes e a aplicagdo de métodos extrativos
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variados, como extracao por fluido supercritico (EFS) e extra¢do assistida por ultrassom
(EAU), representam etapas cruciais nesse processo.

As vantagens desses métodos incluem a maximiza¢do da eficiéncia extrativa,
obtencao de concentragdes elevadas de metabdlitos secundarios e antioxidantes, além de
consideracdes ambientais, refletindo principios da quimica verde. No entanto, é
imperativo reconhecer as desvantagens, como a escolha adequada de solventes para
evitar compostos considerados téxicos e ponderar elementos como custos, estabilidade
das substancias envolvidas e a finalidade do extrato (Oliveira et al., 2016).

Nesse contexto, a prospeccdo de bioativos torna-se um desafio, exigindo uma
abordagem mais ampla e exploratéria. Em tltima andlise, o estudo destaca a relevancia
de métodos extrativos eficientes para otimizar a concentracdo de ativos potenciais,
contribuindo assim para avancos significativos na pesquisa de compostos bioativos de
origem vegetal.

2. METODOS TRADICIONAIS
2.1. INFUSAO

A infusdo é um procedimento de extracao direta, no qual o material entra em
contato com agua fervente, dispensando a necessidade de equipamentos ou vidrarias
especializadas. Como sua maior vantagem esta a simplicidade do método e como
desvantagem a baixa extracdo de metabolitos, pois ndo sdao solubilizados todos os
compostos (Oliveira, 2020) (Figura 1).

Figura 1 - Processo de infusdo de folha e fruto

-
§ /g

Fonte: Kempes et al. (2014).

2.2. DECOCCAO

Assim como a infusio, este método tem como base o contato direto do material
vegetal com a agua, o Unico detalhe é que eles devem ferver juntos, sendo indicado
principalmente para cascas ou partes duras da planta (Oliveira, 2020). O processo tem
como base a ebulicdo, e isso é uma desvantagem, pois gera a perda de compostos
termosensiveis, mas ele € muito utilizado no preparo de chas (Kempes et al. 2014) (Figura
2).
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Figura 2 - Processo de decocg¢do de folhas

Fonte: Kempes et al. (2014).

2.3. DESTILAGCAO A VAPOR

E um processo de separacio de substincias baseado na diferenca dos pontos de
ebulicdo. Neste método os compostos sdo extraidos por arraste a vapor, servindo
principalmente para os compostos insoliveis em agua, volateis ou com sensibilidade
térmica (Oliveira, 2020). Sendo assim, é muito utilizado na extracdo de 6leos essenciais
(Busato et al., 2014) (Figura 3).

Figura 3 - Extrator por destilacao a vapor

Fonte: Coelho (2012).

2.4. MACERACAO

Este método pode ocorrer em condigcdes a frio ou quente e baseia-se em contato
estatico ou dindmico do solvente com a planta (Marques, 2005). A maceracdo dindmica
consiste em submeter o material vegetal e o solvente em agitacdo, seja por shaker,
liquidificador ou algum outro equipamento durante um periodo de tempo determinado
(Garcia et al,, 2019; Torres et al. 2022) (Figura 4).
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Figura 4 - Maceracao de folhas em cadinho para extracdo de compostos ativos

Fonte: Kempes et al. (2014).

2.5. SOXHLET

Este método pode ser classificado como um processo extrativo exaustivo e
altamente eficiente, pois se assemelha a uma percolagdo ciclica com destilagdo. Uma
vantagem do método é a possibilidade de reutilizacdo do solvente por rotaevaporador.
Porém tem como desvantagens “o alto consumo energético, tempo elevado de extracao e
limitacdo de uso em materiais com compostos termoldbeis, devido ao aquecimento
continuo do extrato no reservatoério de solvente” (Sousa; Gasparoti; Paula, 2022, p. 2).

No preparo do extrato é preciso pesar a biomassa seca da planta e coloca-la em um
cartucho de papel filtro. Depois disso adicionar o solvente no baldo que vai ser encaixado
ao Soxhlet (Figura 1). Essa extracdo a quente acontece a partir do aquecimento do
solvente por meio de uma manta térmica, ele evapora e passa por resfriamento de modo
a condensar, formando gotas que passaram pela biomassa seca e retornam ao sistema de
aquecimento formando ciclos (Figura 5).

O sistema de extragdo por Soxhlet foi desenvolvido em 1879 e tem sido utilizado
como um método de extracdo laboratorial ha mais de um século, mesmo assim, continua
sendo uma referéncia frente ao desempenho dos métodos de extracao modernos (Castro;
Priego-Capote, 2010; Sousa; Gasparoti; Paula, 2022).
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Figura 5 - Extrator Soxhlet

Fonte: A autora (2023).

3. METODOS MODERNOS
3.1. EXTRACAO POR FLUIDO SUPERCRITICO (EFS)

Este método se baseia em alcancar o ponto critico de uma substancia pura, ou seja,
em que a temperatura e a pressdo estejam em estado critico, fazendo com que a densidade
seja a mesma tanto na fase liquida quanto na gasosa, e possa ser controlada sem cruzar o
limite de fases (Sousa; Gasparoti; Paula, 2022). Este procedimento também tem sido
utilizado na extracao de compostos vegetais, devido a sensibilidade que estes principios
ativos possuem em relagdo as variagoes de temperatura, e a alta pureza alcancada durante
o processo de extracao (Contado et al., 2010) (Figura 6).

Tem como vantagens a reducdo do tempo de extracao, aumento do rendimento do
extrato, inclusive com a possibilidade de escolher os compostos a serem separados por
meio da mudancga das condi¢des de temperatura e a pressdo, e reciclagem do solvente
(Contado et al., 2010; Sousa; Gasparoti; Paula, 2022).
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Figura 6 - Extrator por fluido supercritico

Fonte: Directindustry (2023).

3.2. EXTRACAO POR LIQUIDO PRESSURIZADO (ELP)

Este método consiste na alta pressdo, que vai manter o solvente em sua forma
liquida, mesmo que a temperatura tenha atingido o limite para mudanca de fase para
vapor. Como vantagem é possivel manter compostos termicamente sensiveis e devido a
sua eficiéncia vem sendo utilizado na obtencdo de extratos vegetais enriquecidos com
bioativos (Rodrigues, 2020) (Figura 7). No processo ha o aumento na solubilidade dos
compostos e a melhora nas taxas de transferéncia de massa, que facilitam o acesso do
solvente a areas que normalmente ndo estariam acessiveis por métodos de extra¢do
tradicionais. Tem como vantagem a extragdo dos compostos de forma mais rapida, e como
desvantagem o alto custo de investimento no equipamento (Cunha et al,, 2020).

Os métodos de alta pressao como o ESF e ELP possuem o conceito de tecnologia
verde, ou seja, cumprem alguns quesitos da quimica verde, pois utilizam no geral
solventes como o etanol, a d4gua e o CO2 que ndo trazem consequéncias maléficas ao meio
ambiente (Torres et al., 2021).
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Figura 7 - Extrator por liquido pressurizado

Fonte: Raykol (2023).

3.3. EXTRACAO COM AGUA SUBCRITICA (EAS)

Este método se baseia em manter a 4gua em seu estado liquido sob condig¢des de
alta pressdo e uma temperatura elevada entre 100°C e 374°C, é muito parecido com o que
acontece no ELP (Sousa; Gasparoti; Paula, 2022). No processo, a temperatura vai ser o
fator chave para controlar a extracao dos bioativos. Tem como vantagem a reducdo do
tempo de extracdo e a substituicdo do uso de solventes téxicos (Souza; Souza; Oliveira,
2022).

3.4. EXTRACAO AQUOSA ASSISTIDA POR ENZIMAS (EAAE)

Este método se baseia na utilizacdo de enzimas que promovem a degradacao das
paredes celulares das plantas para a liberacdo de compostos bioativos, e além da
degradacao, também estarao envolvidas na catalise de algumas reacdes (Heemann et al,,
2019).

O processo realiza a extracdo de compostos e 6leo mesmo sendo uma extragao
aquosa sem a necessidade de condi¢cdes extremas como em EFS, ELP, e EAS. Algumas
enzimas envolvidas nesse processo sdo celulases, pectinases e proteases. Tem como
vantagens o menor uso de solvente e energia, e a obtencdo de um produto refinado
(Souza; Souza; Oliveira, 2022).

3.5. EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM (EAU)

O ultrassom é um tipo de onda eletromagnética com 20 kHz, que vai além da
frequéncia auditiva humana. Essa extracdo acontece por ondas ultrassonicas em alta
poténcia que podem provocar rupturas nos tecidos vegetais, colocando seus componentes
em contato com o solvente. Ele é uma 6tima escolha em relagdo aos outros métodos
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modernos, pois possui menor custo de equipamento (Sousa; Gasparoti; Paula, 2022). As
ondas se propagam pelo solvente formando microbolhas com tamanhos diferentes que se
soltaram, o rompimento dessas bolhas resulta na criacio de intensas forgas de
cisalhamento no meio, o que leva ao aumento da permeabilidade dos tecidos vegetais e
resulta em uma maior solubilizagdo dos compostos ativos (Silva, 2022).

Na extracdo entre sélido e liquido ocorre um aumento na transferéncia de massa,
além disso, o processo pode ser realizado em baixa temperatura, ocasionando a
otimizacao do processo com aumento de rendimento, diminuicdo do uso de solvente e
diminui¢do da degradacdo de compostos bioativos pela temperatura (Passos, 2022).

0 equipamento consiste em um controlador, um conversor, e uma sonda/ponteira,
sendo esta dltima a parte que entra em contato direto com o material vegetal e o solvente
(Figura 8). Ambos sao colocados ao mesmo tempo em um reator de vidro encamisado e
acoplado a um banho termostato que faz o controle da temperatura, onde a sonda é
inserida em profundidade.

Figura 8 - Extrator ultrassonico tipo sonda com ponteira

Fonte: A autora (2023).

Além deste equipamento, também é possivel realizar a extracdo de maneira
indireta por meio do banho ultrassénico. Este método possui como vantagens o curto
tempo de extracdo, facilidade de operacdo e boa capacidade de solubilizacdo dos
compostos independente do solvente utilizado, demonstrando significativa importancia
para futuros estudos e aplicagdes tanto na esfera cientifica quanto na industrial (Silva,
2022).
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3.6. EXTRACAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS (EAM)

Este método de aquecimento por micro-ondas esta ligado a principios fisicos e
quimicos que relacionam temperatura, estrutura molecular, ligagdo quimica, polarizacao
e outros. E, envolve a rota¢do de dipolo e a conduc¢ao i6nica, ocorrendo de forma contraria
ao aquecimento convencional, de modo a aquecer primeiramente o interior do material.
“A irradiacdo de micro-ondas trabalha na faixa de frequéncia entre 0,3 a 300 GHz e
comprimento de onda (A) variando entre 1 mm e 1 m.” (Tsukui; Rezende, 2014, p. 1716)
(Figura 9).

Tem como vantagens eficiéncia dos resultados quando comparados aos métodos
de soxhlet e ultrassom, etapas reduzidas no preparo de amostra, reducao do tempo de
extracdo, e geracdo de pequena quantidade de residuos (Tsukui; Rezende, 2014).

Figura 9 - Extrator por micro-ondas

Fonte: Superlab (2023).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, os métodos de extracdo apresentados abrangem uma variedade de
abordagens, cada uma com suas vantagens e desvantagens distintas. A infusdo, por sua
simplicidade e dispensa de equipamentos especializados, destaca-se pela facilidade de
implementacdo. No entanto, sua desvantagem reside na baixa extracdo de metabolitos,
pois ndo solubiliza todos os compostos.

A decoccao, similar a infusao, baseia-se no contato direto do material vegetal com
a agua, mas, neste caso, ocorre a fervura conjunta. Embora seja indicada para cascas ou
partes duras da planta, a desvantagem reside na perda de compostos termosensiveis
devido a ebuligdo.

A destilacdo a vapor utiliza a diferenca nos pontos de ebulicdo para extrair
compostos insoliveis em agua, volateis ou termossensiveis, sendo comumente
empregada na extracdo de dleos essenciais. Sua principal vantagem esta na aplicagdo a
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compostos especificos, enquanto a desvantagem esta na limitacao de uso para substancias
insolaveis em agua.

A maceracao, seja a frio ou a quente, envolve o contato estatico ou dindmico do
solvente com a planta. A macerag¢do dindmica, em particular, utiliza agitacdo durante um
periodo determinado. Vantagens incluem a versatilidade, mas desvantagens podem
surgir na eficiéncia em comparag¢dao com métodos mais avangados.

O método Soxhlet, apesar de ser um processo extrativo exaustivo e eficiente,
enfrenta desafios como alto consumo energético, tempo elevado de extracdo e limitacdo
de uso em materiais com compostos termolabeis. No entanto, sua vantagem esta na
reutilizacdo do solvente.

Os métodos modernos, como a extracao por fluido supercritico (EFS), oferecem
vantagens como reducdo do tempo de extracdo, aumento do rendimento do extrato e
reciclagem do solvente. A extracdo por liquido pressurizado (ELP), embora permita a
manutenc¢do de compostos termicamente sensiveis, enfrenta desafios relacionados ao alto
custo de investimento.

A extracao com agua subcritica (EAS) reduz o tempo de extragdo e substitui o uso
de solventes toxicos, enquanto a extracdo aquosa assistida por enzimas (EAAE) utiliza
enzimas para degradar as paredes celulares das plantas, reduzindo o uso de solvente e
energia.

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) proporciona vantagens como aumento
na transferéncia de massa, menor degradacao de compostos bioativos pela temperatura
e menor custo de equipamento. O método de extragdo assistida por micro-ondas (EAM)
destaca-se pela eficiéncia comparada a métodos convencionais, reducao de etapas no
preparo da amostra e geracdo de menos residuos. Cada método apresenta trade-offs
especificos, e a escolha entre eles dependerd da natureza dos compostos alvo, dos
objetivos da extracgdo e das condic¢des especificas do experimento.

Todos os métodos possuem vantagens e desvantagens que devem ser levados em
questao na busca por compostos bioativos, mas é importante manter o aprimoramento
durante o seu procedimento, e o cuidado com a escolha e uso dos solventes. E importante
seguir buscando avangos tecnologicos que permitam o desenvolvimento de metodologias
mais eficientes, seguras, baratas e sustentaveis, que aumentem o rendimento dos
bioativos sem deixar de pensar no impacto causado ao meio ambiente.
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Resumo: A avicultura no Brasil ocupa uma posi¢do preeminente na industria alimentar, destacando-se como
um dos pilares fundamentais em termos de producdo e exportagao global de carne de frango. Contudo, esse
crescimento nio estd isento de desafios, notadamente a ameaca representada pelo patégeno Salmonella,
uma bactéria amplamente prevalente na industria avicola. A presenca desta bactéria impoe consideraveis
ramifica¢des para a saude publica e a producdo animal. A resisténcia a antimicrobianos, é agravada pelo uso
exagerado desses compostos na avicultura, tanto para o tratamento as aves, quanto como promotores de
crescimento. A capacidade de adaptagdo bacteriana reduz a eficicia dos tratamentos, representando um
desafio significativo tanto para saide animal quanto a humana. Como alternativa aos antimicrobianos
convencionais, a busca por produtos naturais (extratos vegetais e 6leos essenciais) tem ganhado destaque.
A presente revisdo bibliografica tem como objetivo destacar estudos que evidenciam a eficacia de 6leos
essenciais e extratos vegetais no combate a diferentes sorovares de Salmonella enterica, representando uma
alternativa promissora e menos prejudicial a satide, além de constituir uma abordagem mais segura e

sustentavel para a avicultura.
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A produgdo de alimentos em territério brasileiro tem dimensdes continentais e
esta entre as maiores do mundo. A avicultura no pais cresceu muito nas ultimas décadas,
isso devido as inovagdes na sua tecnologia de produc¢do. O Brasil estd em posicao de
destaque mundial no mercado de carnes internacional, desde 2013 ocupa as primeiras
posi¢cdes em producdo mundial (Barros, Geraldo Junior, 2023). Em 2022, o Brasil foi o
segundo maior produtor de carne de frango do mundo, produzindo 14,524 milhdes de
toneladas, totalizando um valor bruto de R$112,1 bilhdes. Em relagio as exportagdes o
Brasil ficou na primeira posi¢do mundial, exportando cerca de 4,822 milhdes de toneladas
para 145 paises diferentes, arrecadando US$9,7 bilhoes (ABPA, 2023).

No mercado externo, o Brasil se destaca devido ao melhoramento genético, baixo
custo de producdo e a técnica de nutri¢cdo. A alimentacio representa 70% dos custos de
producao, sendo utilizados antimicrobianos como promotores de crescimento,
permitindo ganho de peso e melhora da conversdo alimentar das aves que vivem em
sistemas intensivos, tornando mais rapido o tempo de producao (Rizzo et al., 2010). Com
o aumento na producao deste setor, a taxa de infeccao nas aves cresceu, sendo a carne de
frango o principal veiculo de transmissao de bactérias do género Salmonella. Além disso,
o uso indiscriminado dos promotores de crescimento nessas aves promove a sele¢cdo de
microrganismos resistentes (Souza et al,, 2017; Mallmann et al,, 2021).

A espécie Salmonela enterica é constituida por diversos sorovares, os quais sao
causadores da salmonelose, uma das principais zoonoses na industria avicola, causando
grandes perdas econdmicas. Além disso, esses microrganismos conseguem sobreviver no
trato intestinal dos animais sem causar doengas, trazendo sérias ameacgas a inocuidade
alimentar, uma vez que pode perpetuar no aviario pela transmissado vertical, que se da
através do ovo contaminado desencadeando nascimento de pintos doentes (Leonideo et
al,, 2015; El-Saadony et al., 2022).

Tal doenca ganha destaque também na satde publica, pois causa intoxicacao
alimentar em humanos, podendo levar a dbito criangas e idoso. Isso ocorre, pois, o
microrganismo causador da doenca possui ampla distribui¢cdo e grande capacidade de
sobrevivéncia por longos periodos no ambiente. A resisténcia bacteriana que esse
microrganismo possui a uma grande variedade de antimicrobianos, é justamente o que
limita o tratamento da doenga tanto em animais quanto em humanos (Bona et al., 2010;
Leonideo etal,, 2015; Vaz et al., 2015).

Diante disto, hd uma preocupag¢ao com o uso continuo de antimicrobianos nos
aviarios, tendo as industrias buscado alternativas viaveis e mais seguras para a
erradicacao da Salmonella spp. (Paschoal, Luciano, Macedo, 2013). Uma escolha natural
sdo bioativos oriundos das plantas, como extratos vegetais e 6leos essenciais, estudos ja
mostram sua eficacia contra a resisténcia de microrganismos patogénicos, além de
representar uma forma menos danosa ao consumidor, que estara livre das altas dosagens
dos antimicrobianos sintéticos e possiveis danos a satide (Pandini et al., 2015b).

Diante desse contexto, esta revisao bibliografica ressalta a relevancia de
investigacdes envolvendo extratos vegetais e 6leos essenciais, posicionando-os como uma
alternativa viavel para abordar a problematica da resisténcia de Salmonella spp. na
industria avicola.
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Até adécadade 60 a avicultura no Brasil era conhecida apenas como uma producao
familiar, carnes e ovos eram apenas para consumo proprio nas propriedades rurais. A
partir de 1960 a avicultura passou a ter uma maior intensidade na sua producao, devido
aos avancos tecnoldgicos, controle sanitario, melhoramento genético, etc. Mas apenas em
1970, o Brasil iniciou as exportagdes da carne de frango, foi quando o pais se tornou um
dos maiores exportadores mundiais, se mantendo até hoje nas primeiras posi¢des com
cerca de 4 milhdes de toneladas de carne exportadas ao ano (Teixeira, Teixeira, 2021;
Belusso, Hespanhol, 2010; ABPA, 2023).

Com a alta producdo neste setor, a taxa de infeccao das aves aumentou, sendo a
carne de frango um importante veiculo de transmissdo da bactéria do género Salmonella,
causadora da Salmonelose. Uma das principais ameacgas na industria das aves no mundo,
a salmonelose é uma zoonose que causa mortalidade de pintos e embrides que estao
associados aos sinais mais severos da doeng¢a (Mallmann et al., 2021). Diversos sorovares
foram isolados de casos clinicos de aves como por exemplo, Typhimurium, Heidelberg,
Enteritidis, Infantis, os sorovares Gallinarum e Pullorum sao patogénicos e exclusivos de
aves. Nos primeiros dias de vida as aves sdo mais suscetiveis, uma vez expostas ao
patégeno, pode ser reservatério assintomatico no ambiente ou desenvolverem a doenca.
No ultimo caso, a infec¢do pode ser sistémica, resultando em graves perdas econdmicas
na industria avicola (Ibrahim et al., 2013; Souza et al., 2017; El-Saadony et al., 2022).

A infeccdo de galinhas por Salmonella sp. pode resultar em manifestagdes clinicas
diversas. Devido a significativa relevancia da Salmonela como agente causador de doencas
em aves e como potencial risco para a saude publica, essas manifestacées sdo
categorizadas em trés grupos. No primeiro grupo se encontram os sorovares S. Gallinarum
causadora do tifo aviarios, e S. Pullorum que causa pulorose. Esses dois sorovares sao
imoveis e tém galinhas e perus como hospedeiros especificos e sdo considerados de alta
patogenicidade. No segundo grupo estdo incluidas salmonelas do tipo paratificas, sao
consideradas méveis e representam cerca de 1500 sorovares, excluindo S. Enteritidis e S.
Typhimurium. A infeccao é chamada de paratifo aviario, dificilmente causam a doencga
clinica nas aves e em humanos essas salmonelas causam gastroenterites. Por fim, no
grupo trés sdo encontradas S. Enteritidis e S. Typhimurium, consideradas bactérias
moveis, ocasionalmente causam doenga clinica em aves jovens. Na grande maioria dos
casos, estao relacionadas com toxinfec¢coes alimentares em humanos (Ourofino, 2017).

As salmonelas podem ser isoladas desde as fezes, 6rgdos internos até ovos e
embrides de aves, tanto doentes quando portadoras sas. Além disso, sdo também podem
ser encontradas em cama de aviarios, instalagdes, equipamentos, bem como alimento,
matérias-primas, animais domeésticos e silvestres. Um importante vetor na disseminacao
dos sorovares é o Alphitobius diaperinus, conhecido popularmente como “cascudinho”.
Encontrado abundantemente nas instalacdes avicolas, levando a grandes prejuizos
zootécnicos e sanitarios na avicultura (Chernaki-Leffer et al, 2002; Ourofino, 2017).
Ademais, os cascudinhos sdo espécies que se alimentam de carcagas, fungos, fezes, graos
e farinhas armazenadas. Dessa forma, tornam-se portadores e vetores de agentes
patogénicos, principalmente devido aos seus habitos alimentares. De acordo com a
agroindustria brasileira, aproximadamente 60% dos casos de salmonelose em produg¢des
de frangos de corte sdo atribuidos a este vetor (Ourofino, 2017).
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Além dos problemas nos aviarios, a salmonelose apresenta-se como uma das
maiores ameacgas para a saide humana, em razdo da alta morbidade e dificuldade de
controle, visto que existem varios produtos de origem animal que podem atuar como
fonte de contaminacao de Salmonella spp. e resultar em infec¢do. Atualmente, estamos em
um mundo de producdo alimentar globalizada, esse microrganismo pode atravessar
fronteiras através da importacdo da carne de frango, e apresentar grandes riscos para a
saude publica (Kottwitz et al., 2010; Pires et al., 2014; Alikhan et al., 2022).

As Doengas Transmissiveis por Alimentos (DTA’s), tem sido foco de discussdo em
todo mundo, sendo estimados que de 86% a 95% dos casos de salmonelose estejam
envolvidos com o consumo de alimentos contaminados No Brasil, Estados Unidos e
Europa a Salmonella spp. é um dos principais agentes envolvidos em surtos da doenga,
causado aproximadamente 155.000 mortes por ano em todo mundo (Kottwitz et al., 2010;
Perin et al., 2020).

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, o género Salmonella possui a forma de
um bacilo Gram-negativo, sdo sensiveis ao calor e morrem a 70 2C mas podem sobreviver
por até 2 anos em condigdes ambientais adversas e na poeira. A Salmonella é classificada
em duas espécies: Salmonella bongori e Salmonella enterica, essa ultima possui
aproximadamente 60% de todos os sorovares do género abrangendo cerca de 2500
sorovares diferentes, todas elas patogénicas ao homem (Pandini et al., 2015a; Silva et al,,
2015; Griffitih; Carlson; Krull, 2019).

Para reduzir a carga de doencas infecciosas, os antimicrobianos tornaram-se
essenciais na medicina. O mesmo ocorreu na producdo de alimentos de origem animal,
que afim de causar melhorias na eficiéncia alimentar passou a ter antimicrobianos
adicionados as dietas (Bezerra et al., 2017; Mallmann et al., 2021; Mezarila et al., 2023).

Porém, o uso inadequado ou em excesso desses produtos tem sido um dos fatores
que mais contribui para a selecdo de patdgenos resistentes, tornando algumas infec¢Ges
bacterianas dificeis, ou até impossiveis de tratar de forma confiavel (Hawkey, 2008; Van
Baeckel etal., 2014). A exposicdo constante das bactérias e a pressao seletiva causada pelo
uso excessivo de antimicrobianos levou ao aumento dos genes de resisténcia. A
resisténcia bacteriana esta atribuida a mutagdes cromossémicas, sendo que os
microrganismos se adaptam e conseguem crescer mesmo na presenca de antimicrobianos
(Scur etal,, 2014; Bezerra etal., 2017).

Mesmo o Brasil sendo o maior exportador de carne de frango no mundo, ndo foram
encontrados relatdrios sobre a quantidade de antimicrobianos vendidos e consumidos ao
ano. Mas, um relatério publicado pela US Food and Drugs Administrations, mostrou que
no ano de 2021 os animais destinados a alimentagdo humana consumiram cerca de 12 mil
toneladas de antimicrobianos. (FDA, 2022; ABPA, 2023). Além disso, estima-se que em
escala mundial 27.000 toneladas de antibidticos sdo utilizadas em satde animal, e 25%
foram destinados para a alimentacdao como promotores de crescimento (Mendes et al,,
2013).
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Diante da grande problematica com a resisténcia bacteriana, alguns paises
acabaram banindo o uso de antimicrobianos. Desde 2006, a Unido Européia proibiu o uso
de qualquer antimicrobiano como promotor de crescimento. Os mercados exportadores
entdo tiveram de se adequar as novas legisla¢cdes para que pudessem continuar a exportar
(Bezerraetal,, 2017).

Nesse contexto, como uma alternativa aos antimicrobianos destacam-se produtos
oriundos das plantas, como extratos vegetais e 6leos essenciais. Embora, os vegetais
possuam atividade antimicrobiana comprovada, no Brasil trabalhos com produtos
naturais no setor avicola ainda sdo poucos, tornando de grande importancia mais
pesquisas, buscando novos compostos para fins terapéuticos e/ou como promotores do
crescimento, visto que os problemas com a resisténcia sdo bastante preocupantes (Weber
et al,, 2014; Pandini et al., 20152; Mezarila et al., 2023).

Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saide (OMS), as melhores fontes para se obter
moléculas ativas sdo as plantas, visto que a natureza é responsavel pela producao da
maioria das substancias organicas conhecidas. Extratos vegetais e 6leos essenciais tém se
mostrados promissores na tentativa de substituir os antimicrobianos sintéticos
comumente utilizados, para os quais diversos microrganismos ja se apresentam
resistentes. (Bona etal., 2010; Carvalho et al. 2014; Costa et al., 2023).

Dentre os bioativos que podem ser extraidos das plantas, estdo os 6leos essenciais
e extratos vegetais. A principal diferenca entre esses compostos é que para obter os
extratos vegetais utiliza-se qualquer parte da planta (folhas, caules, raizes, flores), sendo
necessario considerar a natureza do que sera extraido, bem como o solvente utilizado
para a extracao dos compostos quimicos (Fascina et al., 2012; Pandini et al., 2015b). Ja os
6leos essenciais sao liquidos oleosos, obtidos através da hidrodestilacao, caracterizados
como compostos volateis com aroma especifico, e assim como os extratos podem estar
presentes em todas as regides da planta, sendo encontrados principalmente na regido
foliar (Croteau, Kutchan, Lewis, 2000).

Nesses produtos existem diferentes principios ativos com atividades bioldgicas,
essas moléculas sdo oriundas do metabolismo secundario das plantas, os quais sdo
utilizados como mecanismo de defesa contra a predac¢do. Dentre as varias substancias
podem ser citadas os sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, compostos polifendlicos
como flavonas, taninos e cumarinas; saponinas e flavonéides. Mas o maior destaque sao
os compostos fendlicos, que sdo os responsaveis principalmente, pelas propriedades
antimicrobianas observadas nestes bioativos (Fascina et al., 2012; Furtado et al., 2015).

Dessa forma, estudos com produtos naturais tem por objetivo a diminuicao do uso
de antimicrobianos sintéticos, utilizando extratos vegetais e 6leos essenciais na busca por
bioativos semelhantes a esses antimicrobianos sintéticos comumente utilizados, porém
com menor toxicidade, mais eficazes contra a resisténcia bacteriana e com menor impacto
ambiental (Bona et al., 2014).
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Nos ultimos anos muitos trabalhos referentes a atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais e extratos vegetais vém sendo realizados, isso devido a busca por uma
alternativa aos antimicrobianos convencionais utilizados na avicultura. O Brasil é um dos
paises com maior abundancia em relacdo a biodiversidade, possuindo uma ampla area
para pesquisa de novos compostos bioativos (Santos et al., 2021).

Bona et al. (2010) avaliaram o potencial antimicrobiano do extrato aquoso de Ilex
paraguariensis (erva-mate) que apresentou atividade inibitéria para 8 sorovares de
Salmonella enterica, sendo eles: Derby, Orion, Enteritidis, Enterica, Infantis, Mbandaka,
Lexigton e Kentucky.

Também Bona et al. (2012) avaliaram atividade antimicrobiana do extrato aquoso
das folhas de Allium sativum (alho) e Dendanthema glandiflora (crisantemo) que
apresentaram grande potencial no controle dos 14 sorovares testados, inibindo
irreversivelmente 78,6% (11/14) e 24,4% (3/14) dos microrganismos, com CBM de 50

ug/ml.

Pandini et al. (2015b) relataram que a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de Guarea Kuntiana (figado-do-mato) que foi considerada de moderada a elevada para os
sorovares Infantis, Typhimurium e Give com Concentracao Inibitéria e Bactericida
Minima (CIM e CBM) de 54,6 pg/ml. Souza et al. (2017) observaram uma atividade
elevada do 6leo essencial das folhas de Zanthoxylum caribaeum (mamica—de-cadela)
para Mbandaka, Shwarzengrund, Cubana, Senftenberg e Enteritidis com CIM e CBM
variando entre 437pg/ml e 7000 pg/ml.

Outro estudo avaliaou a atividade antimicrobiana de sete diferentes extratos das
folhas de Z. caribaeum frente a onze sorovares de S. enterica, e todos apresentaram
atividade antimicrobiana, destacando os extratos acetonico, de acetato de etila e
metandlico, que inibiram o crescimento de todos os sorovares de Salmonella testados
(Souza et al., 2017).

Mallmann et al. (2021) testaram extratos das folhas de Ilex brevicuspis (catina)
frente a dez diferentes sorovares de Salmonella spp., e observaram que o extrato hexanico
apresentou atividade considerada moderada, e os sorovares S. Santpaul, S. Give e S.
Typhimurium foram os mais suscetiveis com CIM e CBM de 12,5 mg/ml e 25 mg/ml,
respectivamente.

No presente contexto, o exame critico da literatura destaca a importancia de
pesquisas que se concentram em extratos vegetais e 6leos essenciais como estratégias
alternativas para mitigar a problematica da resisténcia apresentada por Salmonella spp.
na industria avicola. Estes compostos fitoterapicos emergem como promissores agentes
antimicrobianos, oferecendo potencial eficacia no controle da disseminagdo de cepas
resistentes, a0 mesmo tempo em que minimizam os impactos adversos associados ao uso
convencional de antimicrobianos.

A exploracdo dessas substancias naturais ndo apenas sugere uma abordagem
inovadora para a gestao da resisténcia bacteriana, mas também ressalta a necessidade
premente de diversificacdo de estratégias de controle na indudstria avicola. A consideragado
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e implementacdo de compostos derivados de fontes vegetais apresentam-se como um
campo promissor para a pesquisa aplicada, buscando ndo apenas mitigar os riscos a saide
publica e animal, mas também promover a sustentabilidade ecologica dentro do setor.

Em sintese, a abordagem centrada em extratos vegetais e 6leos essenciais surge
como uma alternativa promissora, destacando-se como um campo de investigacdo
relevante para aprimorar as praticas atuais na industria avicola. O desenvolvimento
continuo nessa linha de pesquisa ndo apenas contribuira para a eficacia no controle de
Salmonella spp., mas também oferecera perspectivas valiosas para a inovagao sustentavel
e a gestdo responsavel na producao de aves.
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Resumo: As plantas sintetizam, por meio de seu metabolismo secundario, compostos bioativos que incluem
a produgdo de antioxidantes. Estes ultimos, desempenham um papel crucial na promog¢ao da saide humana
e animal, atuando no equilibrio fisiol6gico, modulacdo das vias biolégicas e na regulacdo da produgio e
manutencdo de antioxidantes. Como proteinas, esses antioxidantes desempenham uma fun¢ao protetora
nos tecidos contra os danos causados pelo estresse oxidativo. Neste contexto, os 6leos essenciais emergem
como potenciais alternativas para a substituicdo de produtos sintéticos por solugdes naturais,
especialmente na industria alimenticia e de medicamentos, devido as suas propriedades antioxidantes. O
presente estudo traz uma abordagem metodoldgica que consistiu na pesquisa de artigos relacionados a
atividade antioxidante de d6leos essenciais do género Myrcia, publicados entre os anos de 2018 e 2023, nas
plataformas cientificas SciELO e Google Scholar. O objetivo principal da pesquisa foi destacar as
propriedades antioxidantes dos 6leos essenciais provenientes de plantas do género Myrcia, considerando a

crescente busca por alternativas naturais a substituicdo de produtos sintéticos.
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Os compostos bioativos originam-se do metabolismo secundario das plantas e
estdo distribuidos por todo o organismo vegetal. Uma das notaveis caracteristicas desses
compostos reside em sua capacidade antioxidante, sendo os flavonoides, carotenoides e
compostos fendlicos os mais proeminentes nesse contexto (Silva et al., 2010).

Os compostos antioxidantes conferem beneficios a saide humana ao contribuir
para o equilibrio fisioldgico e a modulagao das vias biolégicas (Smeriglio et al., 2019). Os
antioxidantes enddégenos desempenham papéis cruciais na producdo, equilibrio e
manuteng¢do dessas substancias, uma vez que sao proteinas responsaveis por proteger os
tecidos contra os danos causados pelo estresse oxidativo (Singh et al,, 2019; Jawed et al,,
2019). A oxidagdo lipidica representa um dos desafios preeminentes enfrentados pela
induastria devido a sua capacidade de induzir sabores e odores indesejados nos produtos
(Santos et al., 2020). Portanto, a busca por alternativas torna-se de extrema importancia,
visando substituir o uso de antioxidantes sintéticos na industria, e explorando produtos
naturais como fontes de antioxidantes para promover a sadde tanto humana quanto
animal.

Os oOleos essenciais consistem predominantemente em sesquiterpenos,
monoterpenos e fenilpropanoides, sendo esses compostos responsaveis pela origem e
conferéncia das caracteristicas organolépticas dos o6leos. Tais substancias estao
amplamente distribuidas nos oOrgaos vegetativos das plantas. Os 6leos essenciais
encontram diversas aplicacdes, incluindo a industria cosmética, perfumaria (para aromas
e fragrancias), setor alimenticio e até mesmo na formula¢do de medicamentos. (Craveiro
et al,, 1993; Silva-Santos et al., 2006; Bizzo et al., 2009).

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos ultimamente, com foco nas atividades
bioldgicas dos 6leos essenciais, alguns exemplos de propriedades que os 6leos essenciais
apresentam sdo: antioxidantes, antimicrobianas, entre outras (Miranda, 2010).

Sendo assim, o presente capitulo tem como objetivo apresentar as propriedades
antioxidantes dos 6leos essenciais de plantas do género Myrcia, uma vez que, alternativas
para substituicdes de produtos sintéticos por produtos de origem natural, na industria
alimenticia e de medicamentos, vem se tornando cada vez mais frequente.

As plantas, em sua totalidade, contém uma variedade de compostos bioativos.
Esses compostos sdo derivados do metabolismo secundario das plantas e, quando
liberados no solo, tém o potencial de causar interferéncias positivas ou negativas em
outros organismos ou microrganismos proximos (fendmeno conhecido como alelopatia).
Além disso, esses compostos podem exibir atividade antimicrobiana e/ou antioxidante
(Brass, 2009; Silva et al., 2010).

Devido as diversas atividades que apresentam, os 6leos essenciais tém sido objeto
de estudos significativos na atualidade. Os 6leos essenciais sao compostos organicos
aromaticos e volateis encontrados nos 6rgaos vegetativos das plantas, sendo passiveis de
extracdo por meio de técnicas como a hidrodestilacao. Suas aplicagdes abrangem diversas
areas, incluindo alimentos, cosméticos, perfumaria, entre outros (Craveiro et al., 1993;
Silva-Santos et al., 2006; Bizzo et al., 2009).
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Devido a elevada concentragdo de compostos bioativos em sua composicao, os
6leos essenciais manifestam uma a¢ao farmacoldgica significativa. Isso ocorre em virtude
da presenca de diversas classes de metabolitos secundarios, os quais conferem atividades
bioldgicas essenciais para a promog¢do da saude, tanto em seres humanos quanto em
animais (Ehlert et al., 2006). Sendo assim, a identificagio dos compostos bioativos
presentes nas espécies vegetais é de extrema importancia, pois, quando conhecemos
quais compostos estao presentes, podemos deduzir suas possiveis atividades biolégicas e
direcionar as pesquisas para desenvolvimento de novos produtos de origem natural.

Os antioxidantes sdo de extrema importancia para as células, pois, auxiliam no
controle e na diminuicdo de danos oxidativos celulares, resultantes da presenca de
radicais livres. Existem variadas classes dentre os antioxidantes, os compostos fenolicos,
por exemplo, tém como abrangéncia, classes como antocianinas, flavonas, flavonoides
dentre outros como o acido ascorbico (vitamina C), também pertencente a classe dos
antioxidantes (Feitosa, 2017).

Os flavonoides, desempenham varias func¢des na planta, algumas delas sao:
protecdo contra insetos, virus, fungos, bactérias, radiacdo ultravioleta entre outras
(Santos & Rodrigues, 2017), além de serem caracterizados, como inibidores de células
cancerosas, por conta de apresentarem propriedades antioxidantes, que possivelmente,
sdo responsaveis por controlar a proliferacdo dessas células e bloqueio da oncogénese
(Hung et al., 2009; Amado et al., 2011).

O estresse oxidativo é resultado da producdo exagerada de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), além de fatores exdgenos, que podem resultar em
problemas na homeostase do organismo, por conta do desequilibrio gerado no sistema
oxidante e antioxidante, desencadeando altera¢des funcionais e estruturais de proteinas,
peroxidagdo lipidica e danos no DNA (Vasconcelos et al, 2007). Enzimas catalase,
glutationa e superoxido dismutase, sdo antioxidantes endogenos e estdo envolvidos no
equilibrio e manutencdo dos agentes oxidantes, tendo atuacdo na protecao dos tecidos
contra danos provenientes das ERNs e EROs, todavia, se houver debilitacdo no sistema
antioxidante e excesso de produgdo dos radicais oxidantes, se tem o desencadeamento do
estresse oxidativo, que se expressa através da aceleracdo no processo de envelhecimento
e aparecimento de doencas (Rahal et al,, 2014; Jawed et al.,, 2019; Singh et al., 2019).

Sendo assim, os estudos voltados para antioxidantes de origem vegetal, como os
6leos essenciais e extratos vegetais, vem sendo cada vez mais frequentes, por conta da
atividade antioxidante apresentada por essas substancias, que proveem bioativos
benéficos a saude, controlando os radicais livres nas células e até mesmo evitando
deterioracdo de alimentos (Pupo & Gallo, 2007; Tomei & Salvador, 2007; Moon &
Shinamoto, 2009).

A familia Myrtaceae tem abrangéncia de cerca de 132 géneros e 5.950 espécies,
sendo localizadas em regides tropicais e subtropicais do planeta (Farag et al., 2018). Os
0leos essenciais dos representantes desta familia, contém propriedades aromaticas e
medicinais (Bida et al., 2019), tendo suas atividades biolégicas descritas com frequéncia,
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como exemplo: acdo antibacteriana e anticancer (Dias et al., 2019), antioxidante (Maggio
et al.,, 2019), antiparasitaria (Gevu et al., 2019), entre outras.

O género Myrcia, tem destaque pelo seu potencial terapéutico, sendo que muitas
espécies, ja apresentaram atividade antioxidante, antiflamatoria, analgésica e citotdxica,
e a relacdo deste género com seu uso na medicina popular para diabetes, tem muitos
relatos (Russo et al., 1990; Stefanello et al., 2011). Dentro do género Myrcia, varias
espécies ja foram estudadas quanto aos seus potenciais biologicos. As espécies de Myrcia
multiflora, M. shaerocarpa e M. salcifolia sdo utilizadas no tratamento da diabetes (Russo
et al,, 1990), M. amazonica tem suas folhas utilizadas para tratamento de leucemia (Mors
et al., 2000) e Myrcia hatschbachii D. Legrand tem seu 6leo essencial, que pode ser usado
como bioherbicida e apresenta atividade antibacteriana para Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis (Gatto et al.,, 2020).

Quanto ao 6leo essencial proveniente das folhas de espécies do género Myrcia e
suas possiveis atividades antioxidantes, Silva e colaboradores (2018), coletaram as folhas
de M. sylvatica (G. Mey.) DC. no més de agosto e observaram baixa atividade antioxidante
da espécie. Ja Santos e colaboradores (2021), demonstraram elevada atividade
antioxidante, de até 82,81% com o 6leo essencial de Myrcia palustris DC., Gatto e
colaboradores (2020), também observaram resultados significativos, para a atividade
antioxidante do 6leo essencial de Myrcia hatschbachii D. Legrand e tiveram suas folhas
coletadas no més de abril.

Os trés trabalhos de atividade antioxidante apresentados anteriormente, tiveram
resultados variados quanto a atividade antioxidante de seus respectivos 6leos, de baixa
até elevada atividade. Geralmente, possiveis motivos para tais variacoes, nos resultados
apresentados pelos autores, podem ser relacionadas com a época de coleta das folhas,
condi¢cdes climaticas, variabilidade genética, além de que, as substincias e suas
quantidades presentes em cada espécie, também tém grande influéncia (Sa et al., 2012;
Rosa et al,, 2016). Estudos que avaliaram a atividade antioxidante de espécies do género
Myrcia, ja apresentaram atividade antioxidante moderada do género, como exemplo,
Myrcia oblongata (Santana et al., 2018), Myrcia splendens, Myrcia bella, Myrcia tomentosa,
entre outras (Magina et al., 2010).

Para a elaboracdo do presente capitulo, que versa sobre as propriedades
antioxidantes dos 6leos essenciais de plantas pertencentes ao género Myrcia, realizou-se
uma revisdo bibliografica nas plataformas cientificas SciELO e Google Scholar. A busca
abrangeu o periodo de 2018 a 2023 e foi utilizado como termos-chave as palavras
"antioxidante", "Myrcia" e "6leo essencial". A seleg¢do criteriosa resultou na identificacdo
de 4 artigos pertinentes ao tema, sendo quatro deles dedicados ao estudo do Oleo
essencial extraido das folhas. Desse conjunto, dois artigos estavam redigidos em lingua

inglesa, enquanto os outros dois estavam em lingua portuguesa.

Cabe ressaltar que foram excluidos da analise os artigos que ndao abordavam
somente o género Myrcia, aqueles que investigavam a atividade antioxidante de extratos
vegetais em detrimento dos dleos essenciais, bem como os que versavam sobre 6leos
essenciais obtidos de partes da planta distintas das folhas. Esta abordagem seletiva visou
garantir a pertinéncia e especificidade dos estudos considerados, consolidando assim
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uma base sélida para a analise das propriedades antioxidantes dos dleos essenciais de
Mpyrecia, especialmente quando provenientes de suas folhas.

Conclui-se, portanto, que tanto o género Myrcia quanto a familia Myrtaceae
apresentam uma diversidade de atividades bioldgicas, que incluem propriedades
antimicrobianas, antioxidantes, citotoxicas, entre outras. A analise dos 6leos essenciais
das espécies mencionadas ao longo do capitulo revela uma gama variada de atividades
antioxidantes, desde niveis mais baixos até atividades consideraveis. Essas variacoes
podem ser atribuidas a diversos fatores, como as condi¢des climaticas, a época da coleta
das folhas, entre outros. Portanto, é evidente que o género Myrcia apresenta atividade
antioxidante em seus O6leos essenciais, sendo essa atividade sujeita a variacdes
dependentes da espécie em questao.
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Capitulo 5

Perfil de resisténcia antimicrobiana de sorotipos de
Salmonella enterica provenientes de carcacas de
frango do oeste do Parand
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Resumo: O presente estudo foi realizado para verificar o perfil de resisténcia a agentes antimicrobianos de diferentes
sorotipos de Salmonella enterica isoladas em carcacas de frango de corte na regido oeste do Parana frente. Foram
testados 10 diferentes sorotipos Salmonella enterica de maior incidéncia, sendo: S. Mbandaka, S. Montevideo, S.
Typhimurium, S. Agona, S. Infantis, S. Enteritidis, S. Newport, S. Gallinarum, S. Heidelberg e S. Orion. A determinagao do
perfil de resisténcia para os 10 sorotipos de Salmonella enterica identificados foi realizada frente a 12 antimicrobianos
comerciais, sendo: acido nalidixico (30 pg), amoxicilina (30 pg), ampicilina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), ciprofloxacina
(5 pg), estreptomicina (10 pg), imipenem (10 pg), gentamicina (10 pg), norfloxacina (10 pg), sulfazotrin (25 pg),
tetraciclina (30 pg) e trimetropina (10 pg) pela metodologia de disco-difusdo. Os sorotipos que apresentaram os
maiores indices de resisténcia foram: S. Heidelberg, S. Newport e S. Typhimurium. Os resultados indicam que 30% dos
sorotipos de S. enterica apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos, com diferentes padrdes de resisténcia.
O maior percentual de resisténcia foi verificado no sorotipo S. Newport a trés antimicrobianos (trimetoprim,
trimetoprim-sulfametoxazol e tetraciclina). Os niveis de resisténcia indicam que os antimicrobianos devem ser
utilizados nos aviarios de forma prudente, buscando assim, minimizar a disseminacdo de cepas resistentes e possiveis

patégenos.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Resisténcia. Sorotipos.
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A producao de frango de corte é de extrema importancia para a o estado do Parana
e para a economia brasileira, uma vez que o pais é o segundo maior produtor e exportador
de frango do mundo. Em 2022, o volume de produtos exportados, incluindo in natura e
processados, totalizou 4,610 milhdes de toneladas (ABPA, 2022). A avicultura industrial
do Brasil esta em constante evolugdo e o sistema de contratos de integracdo entre
produtores e industria tem sido o método predominante para alcan¢ar os mercados mais
desejados do mundo, aumentando a produtividade, reduzindo custos e mantendo um alto
padrao de qualidade nos produtos. De acordo com dados do Sindicato das Industrias de
Produtos Avicolas do Estado do Parana (SINDIVIAPAR), o Parana se mantém como maior
produtor de frangos do Brasil e responde por 35,54 % de toda carne de frango produzida
e exportada pelo pais.

Entre os patégenos transmitidos pela avicultura, destaca-se o género Salmonella
que é amplamente encontrado na natureza e capaz de infectar tanto seres humanos
quanto animais (Silva, Duarte, 2002). Além de causar perdas na produtividade do setor
avicola devido ao aumento da mortalidade e contaminag¢do de produtos para o consumo
humano (Santos, Moreira, Dias, 2009), as salmonelas representam um grande desafio
para a saude publica, ja que a sua eliminagdo de granjas avicolas é complexa e muitas
vezes impraticavel devido a diversas fontes de infeccao e sua capacidade de disseminag¢ado
entre hospedeiros e vetores (Andino, Hanning, 2015; Antunes et al,, 2016).

Essas bactérias do género Salmonella spp. pertencem a familia Enterobacteriaceae
e sdo divididas em duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori. Muitos
sorotipos estao identificados atualmente, dentre estes a S. enterica subsp. enterica, inclui
os de maior importancia para a avicultura e para a saude publica. Dentro da espécie
Salmonella enterica subsp. enterica os sorotipos que recebem maior aten¢do sao:
Pullorum, Gallinarum, e Enteritidis, por causarem prejuizos econdémicos na avicultura
mundial e doen¢as em humanos (Santos, Moreira, Dias, 2009).

Para o controle da salmonelose é necessario o uso de antimicrobianos para o
tratamento, sendo também utilizado na producdo animal, como promotores de
crescimento (Kottwitz et al., 2008). Isolados de Salmonella spp. multirresistentes com alta
adaptabilidade, tém sido responsaveis por muitos surtos de doencgas transmitidas por
alimentos (Xu et al, 2020). Contudo o uso extensivo desses produtos em animais
destinados a alimenta¢cdo humana é uma das provaveis causas da emergéncia de cepas de
salmonela resistentes (Silva, Duarte, 2002), ocasionando obstaculos aos procedimentos
clinicos, além de aumentar os custos do tratamento e das doencas na populagdo humana
(Lima, Andreatti-Filho, Pinto, 2009).

Com o intuito de minimizar a ocorréncia de enfermidades bacterianas, os
antimicrobianos possuem reconhecido destaque na rotina médica, tanto veterinaria,
quanto humana. Dentre as classes mais utilizadas, incluem (-lactamicos, tetraciclinas,
aminoglicosideos, anfenicéis, quinolonas, fluoroquinolonas e sulfonamidas (Moreno-
Bondi et al, 2009). No entanto é importante ter cuidado no controle e prevencao de
salmoneloses nas aves é fazendo o controle epidemiolégico, pois ha tratamento somente
na medicina humana. Na avicultura as prescri¢des de antimicrobianos sao utilizadas em
outros tipos de infec¢des tal como em quadros de enfermidades respiratorias.
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No Brasil através da instru¢dao normativa n? 9, de 27 de junho de 2003 (Brasil,
2003) que limitou e proibiu a utilizacdo de varios farmacos. Desta maneira proibe a
fabricagdo, a manipulagdo, o fracionamento, a comercializagdo, a importagdo e o uso dos
principios ativos cloranfenicol e nitrofuranos e produtos que contenham estes principios
ativos, para uso veterinario e suscetivel de emprego na alimentagao de todos os animais
e insetos. A portaria n? 31, de 29 de janeiro de 2002 (Brasil, 2002) determina o
cancelamento dos registros, na area de alimentos para animais, de todos os produtos
formulados com principios ativos a base de arsénicas e antimoniais a instrucao normativa
n? 20, de 21 de outubro de 2016, estabelece o controle e o monitoramento de Salmonella
nos estabelecimentos avicolas comerciais e de abate, registrados no Servico de Inspecao
Federal (SIF).

Devido ao surgimento de cepas resistentes em frangos causadas proveniente de
varios sorotipos de Salmonella spp., o presente trabalho teve como objetivo analisar o
perfil de resisténcia a antimicrobianos destas bactérias isoladas em carcacas de frango de
aviarios do Oeste do Parana.,

Foram isoladas 83 cepas de Salmonella provenientes de granjas do oeste do PR e
tipificadas no Instituto Adolfo Lutz. Destas cepas isoladas, foram escolhidas
aleatoriamente 10 sorotipos para os testes de perfil de resisténcia a antimicrobianos,
sendo 1 representante de cada sorotipo identificado. As cepas de Samonella enterica
foram obtidas da Colecao de Culturas de Microrganismos Multifuncionais e de Interesse
Ambiental e Biotecnolégico da UNIOESTE - CCMMIAB vinculada ao Laboratério de
Microbiologia e Biotecnologia - LAMIBI da Universidade Estadual do Oeste do Parana -
UNIOESTE.

Foram utilizados 10 sorotipos de Salmonella enterica sendo: S. Mbandaka, S.
Montevideo, S. Typhimurium, S. Agona, S. Infantis, S. Enteritidis, S. Newport, S. Gallinarum,
S. Heidelberg e S. Orion.

Uma al¢ada de cada sorotipo de Salmonella foi repicado em agar nutriente (AN),
dgar Salmonella Shigella e Agar Xilose-Lisina Deoxicolato (XLD), e as placas foram
incubadas a 372C por 24 horas. As colonias caracteristicas transferidas para tubos
contendo AN e incubadas a 372C por 24 horas. Em seguida, foram submetidas aos testes
de reacdo em agar triplice acucar ferro (TSI), citrato, Agar motilidade, indol, ornitina
(MIO) e Caldo Lisina descarboxilase.
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Os sorotipos foram recuperados em caldo Brain-Heart Infusion (BHI) a 372C por
18h antes do teste, semeados em placa de Petri com meio cultua Agar Mueller Hinton. O
teste de suscetibilidade antimicrobiana foi realizado pela metodologia de difusdo em
disco de de Kirby-Bauer e de acordo com as recomendacgdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2017). Foram testados 12 agentes antimicrobianos
(LABORCLIN®): acido nalidixico (30 pg), amoxicilina (30 pg), ampicilina (10 ng),
cloranfenicol (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), estreptomicina (10 ug), imipenem (10 pg),
gentamicina (10 pg), norfloxacina (10 pg), sulfazotrin (25 pg), tetraciclina (30 pg) e
trimetropina (10 pg).

Para a realizacdo do antibiograma, colénias recém-cultivadas (18-24hs) das
bactérias isoladas e ja identificadas foram inoculadas em solucdo salina estéril (NaCl
0,85%) e o valor da densidade 6ptica foi ajustado para 0,5 na escala de McFarland (grau
de turbidimetria que equivale a aproximadamente 1,5x108 UFC/mL). Em seguida, o
indculo de cada bactéria foi semeado com auxilio de um suabe estéril em placas contendo
Agar Mueller Hinton. Apds breve periodo para a secagem do indculo sobre a superficie do
Agar, foram distribuidos os discos de antibidticos (Multidisco, Laborclin, Brasil). Os
antibiéticos foram escolhidos de acordo com a preconizacdo do CLSI (2017).

Os sorotipos que apresentaram resisténcia intermediaria foram agrupados com as
amostras sensiveis para evitar superestimacdo da resisténcia. Foram utilizadas como
cepas de referéncia Salmonella Enteritidis ATCC 13076 (American Type Culture
Collection) e Escherichia coli ATCC 25922. Foram consideradas multirresistentes as
linhagens que apresentaram resisténcia a dois ou mais antimicrobianos

Os resultados do teste de suscetibilidade dos sorotipos de Salmonella aos agentes
antimicrobianos demonstraram que a maioria dos sorotipos testados, 8 (70%)
apresentaram suscetibilidade a todos os antimicrobianos em diferentes niveis. Os
sorotipos S. Newport, S. Heidelberg, S. Typhimurium foram os tnicos a apresentar
resisténcia aos antimicrobianos. O S. Newport apresentou resisténcia a trés
antimicrobianos testados, sendo Trimetropim, Sulfazotrim e Tetraciclina. O sorotipo S.
Heidelberg e S. Typhimurium apresentaram resisténcia a ao acido Nalidixico. Os sorotipos
que apresentaram resisténcia equivalem a 30% das cepas analisadas. Os demais
antimicrobianos foram eficientes para todos os sorotipos testados (Tabela 1 e Figura 1).
Em geral, foram observados nas amostras dois padroes de resisténcia unica e um de
resisténcia tripla, variando de um a trés antimicrobianos.
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Tabela 1: Perfil de resisténcia de sorotipos de Salmonella enterica a antimicrobianos

SOROVARES AMO AMP CIP CLO EST IMI GEN NOR | TMP SUT TET
mm Mm mm mm mm Mm Mm mm mm mm Mm mm
24 37 30 16 20 27 22 27 28 18

S. Infantis

S. Heidelberg

S. Orion 25 22 27 39 23 12 26 30 38 25 31 16
S. Montevideo 25 20 25 40 28 21 19 24 40 25 30 18
S. Agona 25 21 24 40 28 18 20 28 35 30 30 18
S. Gallinarum 25 20 24 40 30 21 25 25 39 28 30 18
S. Newport 25 20 29 38 20 23 25 31 40 R R R
S. Mbandaka 27 20 23 37 24 20 25 25 35 25 30 17
S. Enteritidis 20 18 23 25 24 22 24 30 28 31 34 18
S. Typhimurium 32 R 36 30 28 27 38 30 27 12 35 25
E. coli 22 20 15 39 19 25 21 23 31 25 22 29

AMO: amoxicilina; NAL: Acido nalidixico; AMP: Ampicilina; CIP: Ciprofloxacina; CLO: Cloranfenicol; EST:
Estreptomicina; IPM: Imipenem; GEN: Gentamicina; NOR: Norfloxacina; TMP: Trimetoprina; SUT:
Trimetoprim-sulfametoxazol; TET: Tetraciclina; R= resistente.

No geral, onze antimicrobianos mostraram-se eficientes frente aos sorotipos de
Salmonella, sendo eles: Amoxicilina, Ampicilina, Ciprofloxacina, Cloranfenicol,
Estreptomicina, Imipenem, Gentamicina, Norfloxacina, sem resisténcia e Trimetoprim,
Trimetoprim-sulfametoxazol, e Tetraciclina com uma resisténcia cada. Esses dados
corroboram a pesquisa realizada por Duarte et al., (2009), que avaliaram a suscetibilidade
de Salmonella spp. isoladas de carcacas de frango de corte e verificaram que 31,6% das
amostras foram resistentes a tetraciclina, e 21% ao acido nalidixico.

Em estudo realizado por Pandini et al,, (2015), foi observado que os sorotipos de
Salmonella Heidelberg apresentaram 100% de resisténcia ao antimicrobiano acido
nalidixico Fato que corrobora os resultados do presente estudo, pois o sorotipo
Salmonella Heidelberg também apresentou resisténcia ao acidonalidixico.

Figura 1: Perfil de resisténcia de sorotipos de Salmonella enterica frente a
antimicrobianos

Perfil de resisténcia de sorovares de Salmonella enterica
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AMO: amoxicilina; NAL: Acido nalidixico; AMP: Ampicilina; CIP: Ciprofloxacina; CLO: Cloranfenicol; EST:
Estreptomicina; IPM: Imipenem; GEN: Gentamicina; NOR: Norfloxacina; TMP: Trimetoprina; SUT:
Trimetoprim-sulfametoxazol; TET: Tetraciclina.

Outro trabalho que corrobora ao presente estudo demonstra que a resisténcia,
especialmente de Salmonella Typhimurium e Salmonella Heidelberg, a um ou mais
antimicrobianos foi aumentada consideravelmente na década passada, na Europa (Saeed
e Nair, 1999). O que no presente estudo foi semelhante pois os sorotipos da Salmonella
Typhimurium e Salmonella Heidelberg foram resistentes ao mesmo antimicrobiano, o
acido nalidixico.

Aliteratura revela uma crescente presenca de bactérias com multipla resisténcia a
agentes antimicrobianos. No estudo de Silva et al, (2014), das vinte amostras de
Salmonella spp analisadas, dez (50%) apresentaram multirresisténcia. No presente
estudo, apenas 30% dos sorotipos testados apresentaram uma resisténcia, sendo apenas
a Salmonella Newport apresentando multirresisténcia.

No estudo feito por Figueiredo et al., (2013), que analisaram a resisténcia
antimicrobiana em isolados de S. enterica provenientes de alimentos de origem animal de
94 amostras, 39 amostras (42%) foram positivas para Salmonella e os maiores indices de
resisténcia antimicrobiana foram observados para a tetraciclina (31%) e ampicilina
(21%). Ja no presente estudo houve apenas resisténcia do sorotipo de Salmonella
Newport para a tetraciclina, ja com a ampicilina, todos os sorotipos foram sensiveis.

De todos os sorotipos testados, 70% foram 100% suscetiveis aos antimicrobianos
testados. Dados semelhantes foram observados em Cardoso etal., (2006) encontraram
resultados de 100% de suscetibilidade de Salmonella Enteritidis a ciprofloxacina e
norfloxacina, e 3,75% de resisténcia para enrofloxacina.

O aumento da resisténcia antimicrobiana pode ser veiculado ao uso intensivo de
antimicrobianos como promotores de crescimento na produ¢do animal e posterior
disseminacdao dos genes que carreiam esta resisténcia a outros micro-organismos
(Wegener et al,, 1999). A importancia do uso de antimicrobianos de forma mais segura e
prudente ou até mesmo da substituicdo dos antimicrobianos sintéticos existentes por
antimicrobianos alternativos naturais, assim como o monitoramento constante de
Salmonella na cadeia avicola, contribui com a satude publica, com o intuito de reduzir e
evitar a disseminacdo de sorotipos resistentes, mantendo a eficacia clinica desses
antimicrobianos.

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é determinada pela expressao de
genes de resisténcia, que determinam o funcionamento dos mecanismos de resisténcia,
magquinarias bioquimicas e/ou estruturais que promovem falha no mecanismo de agdo do
antimicrobiano. Dentre as falhas existentes, em relagdo a tratamento na causa de
infeccdes a resisténcia bacteriana é um dos mais importantes, a propagacdo de
microrganismos multirresistentes acarreta a necessidade de busca e desenvolvimento de
novos antimicrobianos. Na tabela 2 estdo listados os mecanismos de acdo de todos os
antimicrobianos avaliados neste estudo.
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Tabela 2: Antimicrobianos utilizados para o teste de antibiograma e seus mecanismos
de acao

Amoxicilina
Inibidores da sintese da parede celular Ampicilina

Imipenem

Estreptomicina

o , ; Cloranfenicol
Inibidores da sintese de proteinas —
Tetraciclina

Gentamicina
Ciprofloxacina

Acido nalidixico
Inibidores da biossintese de acidos nucleicos (RNA e DNA) :
Norfloxacina

Sulfazotrim

Inibicdo da sintese de metabdlitos essenciais Trimetroprim

Os antimicrobianos escolhidos no presente estudo para serem avaliados no teste
de antibiograma atuam por diferentes mecanismos de ac¢do. Baseados no perfil de
resisténcia observado no nosso experimento, foi possivel relacionar a classe dos
antimicrobianos em que os sorotipos foram resistentes e os seus mecanismos de a¢do. As
classes mais utilizadas normalmente, incluem (-lactamicos, tetraciclinas,
aminoglicosideos, anfenicéis, quinolonas, fluoroquinolonas e sulfonamidas (Moreno-
Bondi et al., 2009).

0 mecanismo de acdo das tetraciclinas é bem estabelecido e hd um consenso de
que tetraciclinas se ligam a um sitio na subunidade 30S do ribossomo bacteriano
impedindo a ligacdo do aminoacil-t-RNA no sitio A do ribossomo, a adi¢do de aminoacidos
e, consequentemente, impedindo a sintese proteica (Pereira-Maia et al., 2010).

Na membrana plasmatica das bactérias Gram-negativas encontram-se proteinas,
caracterizadas como bombas de efluxo, que atuam na eliminacdo de substancias téxicas
decorrentes do metabolismo bacteriano. Também atuam na eje¢do dos antimicrobianos,
impossibilitando que a sua concentracdo seja efetiva (transporte ativo do meio
intracelular, para o extracelular) (Ribeiro, Cortina, 2016). Embora tenha predilecao por
diferentes classes de antimicrobianos, é relacionado principalmente as tetraciclinas e
fluoroquinolonas (Baptista, 2013).

O desenvolvimento das quinolonas teve inicio com a identificagdo do acido
nalidixico por Lesher e Cols em 1962, a partir de um subproduto da sintese da cloroquina,
0 6-cloro-1-H-etil-4- oxoquinolona-3-acido carboxilico (Machado et al., 2009). Devido sua
atividade contra bactérias Gram-negativas aerébias, o 4cido nalidixico foi uma boa opc¢ao
terapéutica para o tratamento de infec¢des urinarias nos anos 60. Entretanto, sua
consideravel ligacao proteica e as modestas concentracdes séricas e teciduais, somadas
ao surgimento de resisténcia, restringiram sua indicacdo ao tratamento de infec¢bes
sistémicas (Barlow, 1963).
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A replicagdo do DNA bacteriano tem inicio em uma sequéncia especifica do
cromossomo, e prossegue em sentido bidirecional até que as fitas se encontrem no lado
oposto da molécula ou se deparem com sequéncias terminadoras da replicacao. Diversas
enzimas estdo envolvidas nesse processo, entre elas a DNA-helicase que desenrola a dupla
fita de DNA antes da atuacdo da DNA-polimerase, facilitando assim a progressdo da
replicacdo. No entanto, a agdo combinada dessas enzimas resulta na formacdo de super
espirais positivas no DNA em frente ao brago de replicacdo. Se esta super espiralizacao
nao for corrigida, pode impossibilitar a replicacdo (Piddock, 1998).

Ha muitas décadas as sulfonamidas tém sido uma classe de compostos de grande
interesse farmacéutico. Elas apresentam um grande espectro de bioatividade e sdo
bastante utilizadas na farmacologia devido a sua notoéria atividade antibacteriana. As
sulfonamidas sdo, agentes bacteriostaticos que atuam como antimetabdlitos do acido
paminobenzoico, substrato para a di-hidropteroato sintetase bacteriana, impedindo a
formacdo do di-hidropteroato e, consequentemente, do N5, N10-metileno-tetra-
hidrofolato (Patrick, 2005).

A Salmonella é um patdégeno altamente adaptavel, por isso pode estar presente na
maioria dos produtos de origem animal e vegetal em nivel mundial. O uso indiscriminado
de antimicrobianos na avicultura exerce uma pressao seletiva, tornando assim mais facil
as cepas de Salmonella resistentes sobreviverem e serem transmitidas para os humanos
por meio do consumo de alimentos. Portanto, é importante que se tenha um
monitoramento continuo da resisténcia e prevaléncia dessas bactérias, levando em
consideracao as implicacdes que a multirresisténcia pode causar a saude (Perin, 2017).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram a ocorréncia da disseminacao
de Salmonella enterica isoladas de amostras de carcacas de frango obtidos de aviarios do
Oeste do Paranj, resistente a alguns antimicrobianos, apresentando resisténcia de 1 a 3
antimicrobianos. O sorotipo que apresentou maior resisténcia foi a S. Newport, resistente
a Trimetropim, Sulfazotrim e Tetraciclina. Este fato pode acarretar a algumas implicacdes
de saude publica, devido a possibilidade de transferéncia de resisténcia a patégenos
humanos por meio do consumo da carne de frango produzida por esses aviarios.

A resisténcia bacteriana a varios antimicrobianos é uma preocupac¢do constante
das autoridades sanitarias, sendo necessario maior cuidado na administracao de
antimicrobianos em ambientes aviarios.
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Resumo: Preservar a qualidade da agua é crucial para a saide publica, exigindo avaliacdes precisas através
de bioindicadores microbioldgicos. Esses organismos, invisiveis a olho nu, revelam altera¢des na agua e
alertam para possiveis danos a saide humana, indicando contaminag¢do. A microbiologia desempenha um
papel crucial neste contexto, destacando a importancia de grupos especificos, como coliformes fecais
termotolerantes, Escherichia coli, Enterococcus sp e microrganismos causadores de doengas em humanos.
A presenca de alguns desses bioindicadores indica contaminagdo fecal recente e pode sinalizar a existéncia
de patégenos e deficiéncias nas condigdes sanitarias. O padrdo de potabilidade exige auséncia completa de
coliformes totais e E. coli em 100 ml de agua tratada. Além disso, protozoarios como Giardia sp e
Cryptosporidium sp, bem como adenovirus, representam ameagas a saide humana e desafiam os métodos
tradicionais de tratamento de agua. A interligacdo entre a analise microbioldgica e a segurang¢a da agua
destaca a necessidade de monitorizacdo constante destes bioindicadores para garantir a qualidade da agua

consumida e prevenir a propagacdo de doencas transmitidas pela agua.
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A agua é um recurso vital para a sobrevivéncia de todos os organismos na
Terra, incluindo os seres humano. Portanto, a garantia da sua qualidade é essencial
para a preservacado da saide publica e dos ecossistemas aquaticos. Nesse contexto, os
bioindicadores microbiolégicos desempenham um papel crucial na avaliagdo da
qualidade da agua.

Esses marcadores biolégicos sdo organismos vivos, cujo objetivo é indicar a
presenca de alteracdes causadas pela poluicdo que pode causar danos a saude
humana e ao ecossistema (Brasil, 2004). Na avaliacao da qualidade da agua, os
microrganismos, como bactérias, virus e fungos, atuam como sinalizadores das
condig¢Oes sanitarias e ambientais do meio aquatico.

Um dos principais beneficios dos bioindicadores microbiolégicos é sua
capacidade de indicar a contaminagdo fecal na agua. Bactérias como Escherichia coli
(E. coli) e coliformes termotolerantes sdao frequentemente utilizadas como
indicadores, pois sua a presenca desses microrganismos em grande quantidade pode
oferecer danos a saude além de constatar que aquele recurso hidrografico esta
poluido com matéria de origem fecal (Fernandes, 2015). A deteccdo desses
organismos em niveis elevados pode alertar para a possivel presenca de patégenos
causadores de doencas, indicando riscos a saude publica.

Além disso, a monitorizacdo continua dos bioindicadores microbiologicos
possibilita a identificagdo de fontes especificas de poluicdo e o rastreamento do
impacto de atividades humanas no meio ambiente aquatico. Isso é essencial para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de gestado e controle da qualidade da agua.

Os bioindicadores também desempenham um papel fundamental na avaliacdo
da eficacia de processos de tratamento de agua. Ao monitorar a presenca e a
viabilidade desses organismos antes e depois do tratamento, é possivel avaliar a
eficacia dos métodos empregados e garantir que a dgua tratada atenda aos padroes
de qualidade estabelecidos.

Em resumo, os bioindicadores microbiolégicos sao ferramentas valiosas na
avaliacao da qualidade da agua, fornecendo informacgdées cruciais sobre a presenca de
poluentes e riscos a saude, visto que a agua de ma qualidade e exposta a
contaminadores patogénicos podem causar doencas e até a morte dos individuos sem
acesso a agua dentro dos parametros microbiolégicos, fisicos e quimicos de
potabilidade e balneabilidade (Alves et al 2016). Além do mais, sua utilizacdo
sistemadtica ndo apenas protege a saude humana, mas também contribui para a
preservacao dos ecossistemas aquaticos. Investir na pesquisa e monitoramento
desses indicadores é essencial para promover a gestdao sustentavel dos recursos
hidricos e garantir um futuro mais saudavel para as gera¢cdes vindouras.

Neste contexto, o presente capitulo teve por objetivo discorrer sobre, os
principais grupos de microrganismos que influenciam a qualidade da agua, a sua
importancia, e como a presenca e quantidade interferem na potabilidade da mesma.
Nao basta saber que a dgua esta limpida, translticida, incolor, inodora, é necessario
enxergar o que nao é visto.
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A agua, é um recurso indispensavel para todas as formas de vida presentes neste
planeta, representa 60% do peso corporal em humanos e pode atingir até 90% em plantas
(Bassoi, 2014). Cerca de, 98% da dgua disponivel no planeta é salgada, sendo encontrada
nos oceanos e 2% do total de agua disponivel é doce, onde destes, 70% se encontram
na atmosfera e geleiras e 30% nas aguas superficiais e subterraneas, sendo disponivel
diretamente para o consumo humano 0,3%, nas aguas superficiais (Reis et al., 2021).

A caracteristica de ser um solvente universal, possibilita com que a agua se
associe a muitas substancias, até mesmo as contaminantes (Marin-Morales et al.,
2016). De tal forma, a exposicao através do consumo de d4gua contaminada a agentes
infecciosos, acarreta mudancas na qualidade de vida da sociedade,como doencas de
veiculacdo hidrica, resultantes da presenca de virus, parasitase bactérias, presentes
na agua contaminada, tendo como uma das fontes de suacontaminacdo, fezes de
animais e de individuos ja infectados (Daronco et al., 2020).

Por conta de sua vital importdncia para a vida na Terra, é de extrema
necessidade a realizacdo de testes bioindicadores microbioldgicos, na d4gua que sera
consumida por humanos e até mesmo animais. Os testes de determinacdo de
coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli, sdo alguns dos testes que
podem ser realizados para avaliar a qualidade da agua.

Os coliformes totais, sdo bactérias gram-negativas, facilmente encontradas nos
recursos hidricos e solo. A Escherichia coli, tem seu género pertencente ao grupo dos
coliformes totais, pode ser patogénica ou nao dependendo da cepa, seu crescimento
ocorre com altas temperaturas e esta presente nas fezes de humanos e animais
(Pulido et al., 2005; Harwood et al., 2014; Who, 2017).

No grupo dos coliformes termotolerantes, se tem como dominante o género
Escherichia, além de Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Citrobacter spp., que sdo bactérias
ambientais, sendo inadmissivel a presenca de E. coli na agua que sera destinada para o
consumo humano, ja que a mesma provém de contaminacao fecal (Harwood et al., 2014;
Who, 2017).

Sendo assim, é de extrema importancia o monitoramento e preservacao da
qualidade dos recursos hidricos, para sustentabilidade ambiental e seguranca da
populacao.

Os bioindicadores sdo utilizados para avaliar a qualidade da agua com o
objetivo de conserva-la. Biomarcadores sdo organismos vivos que pretendem indicar
a presenca de alteracdes causadas pela poluicao, que pode ser prejudicial a saude
humana e aos ecossistemas (Brasil, 2004). O termo bioindicador microbioldgico,
sugere que a presenca desse tipo de organismo evidencia a contaminacao da agua e
determina a presenca de matéria fecal de origem entérica humana e de animais
homeotérmicos (Filho & Silva, 2008).

As doencgas de veiculacdo hidrica sao transmitidas através da contaminacao
da agua por bactérias, virus e parasitas, que sdo eliminados pelas fezes de animais e
humanos infectados. Quando ingeridos, esses patdégenos passam pelo trato
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gastrointestinal, onde completam seu ciclo infeccioso, sendo entdao eliminados nas
fezes (Rios-Tobon, 2017). Quando esses patdégenos acessam a agua, eles enfrentam
barreiras naturais presentes ali, como pH e temperatura e outras tantas substancias
artificiais, como produtos utilizados nos processos de tratamento de agua, esses

tratamentos podem remover totalmente ou parcialmente esses contaminantes
(Brasil, 2006).

Durante andlises da qualidade de &gua sao utilizados bioindicadores
especificos, um exemplo sao as bactérias do grupo coliformes (Silva et al., 2001). Os
coliformes estdo amplamente distribuidos pela natureza e se propagam facilmente na
agua, principalmente os coliformes termotolerantes que tem grande atenc¢do da satide
publica por estarem associados a varias patologias que causam infec¢des intestinais
humanas conhecidas. Escherichia coli é um coliforme termotolerante e é o indicador
patogénico de origem fecal mais importante, ndo possui vida livre no ambiente e a sua
presenca indica a contaminacdo da agua por fezes (Hofstra et al., 1988).

Além dos coliformes serem os principais causadores de infec¢des intestinais,
podem ter participacdo em outras patologias: meningites, intoxicacdes alimentares,
infec¢bes urinarias e pneumonias. Outros géneros como Enterobacter, Citrobacter,
Klebsiella e Serratia, também sdo encontrados na dgua e no solo e sdo constituintes da
microbiota intestinal dos vertebrados, e sdo caracterizadas como coliformes totais
(Koneman et al. 2001). A andlise microbiolégica se mostra uma ferramenta
importante para a determinac¢do da qualidade da agua (Brasil, 2005).

Os indicadores microbiolégicos sdo microrganismos que possuem um
comportamento semelhante aos microrganismos patogénicos e a sua presencga
determina a existéncia desses agentes, permitindo a comparacdo de suas reacgdes as
alteragdes fisico-quimicos, com a vantagem de ser mais facilmente cultivavel,
identificavel e economicamente viavel. Os bioindicadores microbiolégicos devem
seguir certos requisitos: auséncia em aguas ndo contaminadas e manter uma
correlacdo de sua presenca com a de patégenos, devem sobreviver na agua por mais
tempo e ser iguais ou mais resistentes que os patégenos, ndo serem patogénicos, e
ndo devem se reproduzir em animais pecilotérmicos, ser encontrados
constantemente em fezes e aguas residuais, ser distribuidos aleatoriamente nas
amostras e serem resistentes a inibicdo do seu crescimento por outros
microrganismos (Vasquez et al., 2006).

Embora exibam a identificacdo e quantificacio de microrganismos que
qualificam a qualidade da agua, nao substituem as andlises fisico-quimicas, mas
reduzem custos e fornecem informacdes no monitoramento da qualidadeda agua
(Vasquez et al., 2006).

Microrganismos com a capacidade de indicar a presenca de altera¢gées na agua
sdao denominados bioindicadores e sdo utilizados para avaliar a qualidade da agua
(Souto et al., 2015). Quando encontrados em grande quantidade podem oferecer
danos a saide humana e alertam que aquele corpo d’agua esta contaminado, portanto
a analise da presenca de contaminantes na agua potavel é essencial para a seguranca
de saude publica (Saxena et al., 2014).
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A contaminagdo do recurso hidrico pode ocorrer na fonte durante a
distribui¢do ou nos reservatorios, entretanto higiene pessoal e ambiental também sao
fatores a serem levados em considera¢do para a proliferacdo de enfermidades de
veiculagcdo hidrica. Nos lugares onde as condicdes de saneamento bdsico sdo
precarias, a 4gua atua como veiculo para a transmissao direta ou indireta de variados
microrganismos (Souto et al.,, 2015).

Para ser utilizado como indicador microbiolégico, o organismo deve indicar a
presenca de poluicao fecal, de esgoto doméstico, de patdgenos e ser eficiente ao
demonstrar a eficacia da estagdo de tratamento. Os grupos de microrganismos
bioindicadores reconhecidos e usados em estudos sdo: coliformes (totais e
termotolerantes) incluindo Escherichia coli, bactérias do género Enterococcus e
microrganismos causadores de doengas em humanos (Filho & Silva, 2008, Saxena et
al,, 2014).

No Brasil os parametros legais para avaliacdo microbiolégica da agua para
consumo humano sdo coliformes totais e E. coli, sendo recomendado apenas em
situacbes especificas a pesquisa de outros patégenos de veiculacdo hidrica (Brasil,
2004).

Coliformes termotolerantes sdo o grupo das bactérias aerdbias ou anaerébias
facultativas, do tipo gram negativas, ndo esporuladas e em forma de bastonete, que
fermentam lactose com formacdo de gas. Dentro deste grupo estdo bactérias que
divergem nas suas propriedades bioquimicas, soroldgicas e quanto ao habitat, sendo
elas: Escherichia coli, Aerobacter sp., Citrobacter sp., Klebsiella sp. e outras encontradas
mais raramente como a Serratia sp. (Souto et al., 2015).

A presenca de coliformes totais na d4gua nao tratada nao significa que o local
esta contaminado pois esse grupo de microrganismos é encontrado difundido no
meio ambiente entretanto a presenca de coliformes termotolerantes indica
contaminacdo de origem fecal recente e podem indicar apresenca de patdgenos
entéricos e deficiéncia de condigbes sanitarias proprias, essas bactérias sao
residentes do trato intestinal de animais homeotérmicos (Souto et al., 2015).

O padrao microbiolégico de potabilidade da 4gua para consumo humano, agua
tratada e oriunda de sistemas de distribuicao deve ser de total auséncia de coliformes
totais e de E. coli em 100 ml de amostra da agua (Brasil, 2004).

Bactérias do género Enterococcus tém importancia sanitaria e podem ser
usadas como indicadoras por estarem presentes nas fezes de animais, ndao se
multiplicarem em dguas contaminadas por esgoto e juntamente com coliformestotais
podem determinar a fonte da contaminacgao fecal recente, humana ou animal (Souto
etal, 2015). Este grupo de Streptococcus fecais tem alta toleranciaa condi¢des adversas
de crescimento como sobreviverem a pH acido e em ampla faixa de temperatura (10°
a45°(C).

A presenca da bactéria Clostridium perfringens nas fezes de todos os animais
de sangue quente, assim como sua estabilidade e resisténcia a processos de
desinfeccao o tornam um definitivo indicador de contamina¢do de esgoto na agua.
Entretanto seus esporos sdo resistentes a estresses ambientais e sobrevivem por um
longo periodo de tempo longe do local de contaminacdo o que os torna ndo
recomenddavel para monitoramentos de rotina (WHO, 2017).
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Giardia e Cryptosporidium sao protozoarios que causam gastroenterite e infecgdes
intestinais, tais infec¢des sdo transmitidas pela via oral-fecal portantoa origem das
doencas é a dgua contaminada. Sistemas de purificacdo de agua podem falhar, pois os
cistos da Giardia e oocistos de Cryptosporidium tem potencial de sobreviver na dgua
por meses e estudos comprovaram sua alta resisténcia a tratamentos convencionais
com cloro e cloraminas (Castro-Hermida et al., 2015; Vernille et al., 2008).

Indicador viral da qualidade da agua, o adenovirus, é um patdégeno com
resisténcia a luz UV que prevalece em aguas residuais ndo tratadas durante todo o
ano e causa doengas como gastroenterite, meningite e infeccdes respiratérias, sua
presenca é uma ameaca a saude humana (Sendji et al., 2018). Suas propriedades para
ser considerado indicador complementar para melhorar a avaliacdo da qualidade
microbiolégica da 4gua sao: estabilidade e resisténcia em variadas matrizes de agua,
sua maior abundancia relativa a outros virus entéricos, continua deteccdo em esgotos
e ter especificidade do hospedeiro humano (Lima et al., 2022; Rames et al., 2016).

Existem diferentes metodologias que podem ser empregadas para a analise
microbiolégica da agua. Estas técnicas visam detectar contaminantes que possam
estar presentes na agua. As métodologias que serdao descritas abaixo, visam atender
as especificacdes do Standard Methods for the Examinationof Water and Wastewater,
publicacdo da American Public Health Association (APHA, 2017), American Water
Works Association (AWWA) e Water Environment Federation (WEF).

Para a andlise de coliformes totais e fecais nas amostras de agua, uma das
técnicas, é o método tradicional de tubos multiplos. Nessa técnica, a amostra é
inoculada em caldo lauril sulfato de sédio (LST), que estimula o crescimento de
bactérias do grupo dos coliformes, causando a turva¢ao do meio com formagaode gas
no tubo de Durham, incubados durante 48 horas, a 35°C. Apds, é utilizado o meio
seletivo para Escherichia coli (EC) que é um teste presuntivo para coliformes
termotolerantes, e também o caldo verde brilhante (VB), que é um teste presuntivo para
coliformes totais, para onde serdo transferidas alcadas do caldo lauril positivados, que
permanecerao incubados durante 24 horas a 44,5°C. A avaliagdo positiva para presenca
de coliformes totais e termotolerantes, se dara pela turvagdo do caldo EC e VB com
formacao de gas (Rompré et al., 2002).

O numero de coliformes totais e termotolerantes podem ser obtidos na tabela
de NUumero mais Provavel (NMP), baseado no nimero de tubos positivosdo caldo VB
e de caldo EC respectivamente, sendo os resultados expressos em NMP/100 mL.

Para a avaliacdo de presenca da bactéria Escherichia coli, que é encontrada nas
fezes de animais e humanos, sendo um indicativo de contaminacgao fecal daagua, pode
ser utilizada a metodologia utilizando o meio de cultura Agar Eosina Metileno Azul
(EMB), pois o crescimento dessas col6nias de bactérias sdo identificadas pela
coloracao verde metalico.

Para o teste presuntivo de presenca de Enterococcus, que é uma bactéria gram-
positiva, presente no aparelho digestivo e urinario de mamiferos, pode ser utilizado
a técnica com Caldo Azida Dextrose, para onde serdo transferidas as amostras de
agua, e serao incubados durante 24 horas a 35°C, sendo consideradas positivas as que
apresentarem crescimento nesse meio. Nasequéncia, sera estriado uma al¢cada dos
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tubos positivos para o meio de cultura Agar Pfizer, seletivo para Enterococcus, sendo
incubados a 35°C, em um periodode 48 horas, sendo consideradas positivas as
coldnias com colorac¢ao castanho claro com halo marrom.

Outro método empregado para a andlise de agua é a contagem debactérias
aerdbios mesofilos heterotroficos, que tem seu crescimento otimizado em uma faixa de
temperatura entre 26°C a 40°C. Para esta analise, é empregado o método de spread plate,
por meio do espalhamento uniforme da solucdo em placas de petri, facilitando a
contagem dessas bactérias. Para isso, é feita a diluicdo seriada da amostra, com salina,
para depois fazer o plaqueamento em meio Agar Nutriente (AN). As placas devem ser
incubadas a 35°C, durante 48 horas, para depois realizar a contagem de crescimento
dessas colonias, em UFC/mL.

Outra analise importante para ser realizada em amostras de dgua é a detec¢do de
bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, do género Salmonella. Estas
bactérias, podem ser encontradas em alimentos e também na agua, visto que também
sdo repassadas através de fezes contaminadas. Esse teste, utiliza erlenmeyers com
90 mL de agua peptonada 1%, para onde a amostra de agua é transferida (0,2 mL da
amostra),incubadaa 36°C por 16 a 20 horas. Na sequéncia é transferido 1 mL da agua
peptonada tamponado, para um tubo que contenha 10 mL do Caldo Rappaport, que
serdo incubados a 41°C por 24 horas. Para o isolamento desses microrganismos, sera
necessario estriaruma alcada de cada tubo para placas com agar sulfito bismuto (SB),
agar Hektoen-enteric (HE), e agar Rambach (RAM) ou XLD ou XLT4 a 36°C de 24 a 48
horas. No meio SB ou XLD , as colonias com coloracao do centro enegrecidas,sao
consideradas positivas para a presenca de Salmonella, pois ocorre aproducao
de Sulfeto de Hidrogénio (Hz2S). No agar (HE), as colonias ficam com coloragao verde
azuladas a azuis com ou sem centro enegrecido. Vale ressaltar que muitas culturas de
Salmonella podem produzir coldnias totalmente negras.

Estes procedimentos sao realizados devido a legislagdes como a Portaria n°
GM/MS N°888/2021, que estabelece critérios para controle e vigilancia da qualidade
da agua, para consumo humano e seu padrao de potabilidade. Portanto, estas analises
microbiolégicas, sdo de extrema importancia, visto queé através delas que podem ser
identificadas possiveis contaminag¢des da agua.

A agua apresenta uma importancia crucial como um recurso vital para a
sobrevivéncia de todos os organismos, incluindo o ser humano e garantir a qualidade
da agua é vital ndo apenas para a saude publica, mas também para a preservacao dos
ecossistemas aquaticos. Nesse contexto, os bioindicadores microbioldgicos emergem
como ferramentas valiosas na avaliagcdo da qualidade da agua.

Os bioindicadores microbioldgicos, principalmente microrganismos como
bactérias e fungos, sdo organismos vivos sensiveis as condi¢cdes ambientais,
especialmente a presenca de poluentes. Sua capacidade de indicar a contaminacdo
fecal, com foco em bactérias como Escherichia coli e coliformes termotolerantes,
torna-os cruciais para alertar sobre possiveis riscos a satide publica.

A monitorizacdo continua desses bioindicadores nao apenas permite a
identificacdo de fontes especificas de poluicdo, mas também rastreia o impacto das
atividades humanas no meio ambiente aquatico. Esse conhecimento € vital para o
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desenvolvimento de estratégias eficazes de gestdo e controle da qualidade da agua.

Além disso, os bioindicadores desempenham um papel fundamental na
avaliacao da eficacia dos processos de tratamento de dgua. Ao monitorar a presenca
e a viabilidade desses organismos antes e depois do tratamento, é possivel garantir
que a dgua tratada atenda aos padroes de qualidade estabelecidos.

Em suma, o investimento na pesquisa e monitoramento desses bioindicadores
é essencial para promover a gestdo sustentavel dos recursos hidricos e garantir um
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resisténcia e potencial patogénico de microrganismos
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Resumo: A preservacao da qualidade ambiental assume um papel crucial na prote¢do da saide humana,
demandando a aplicacdo de métodos microbioldgicos de elevada qualidade. Estes procedimentos revelam
modificagdes no ambiente que indicam potenciais contaminacdes, capazes de desencadear eventos
epidémicos de menor escala. A microbiologia emerge como disciplina de extrema importancia nesse
cenario, conduzindo analises voltadas para a identificagdo de grupos microbioldgicos, incluindo coliformes
termotolerantes, Salmonella spp., Escherichia coli, e Enterococcus spp., microrganismos frequentemente
associados a patogenicidade e resisténcia. O objetivo deste estudo consistiu na avaliacdo da qualidade
ambiental, tanto na dgua quanto no sedimento, do lago municipal de Cascavel-PR, empregando métodos
microbiolégicos padrdes para andlise ambiental. Adicionalmente, buscou-se caracterizar o perfil de
resisténcia desses microrganismos aos antibidticos comumente utilizados. Os resultados obtidos revelaram
uma baixa qualidade nos parametros analisados, com a detec¢ao de diversos microrganismos patogénicos.
No perfil de resisténcia, observou-se que os microrganismos testados apresentaram resisténcia a Penicilina,
Trimetropina e Cloranfenicol, enquanto se mostraram sensiveis apenas a Gentamicina. Este estudo ressalta
a importancia das analises microbioldgicas ambientais como ferramenta fundamental na determinagao da
qualidade e seguranca do ambiente, destacando a necessidade de medidas efetivas para mitigar potenciais

riscos a saude publica associados a contaminagdes microbioldgicas.
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A andlise dos parametros de qualidade das aguas superficiais, pelos critérios fisico-
quimicos e geoquimicos estdo sempre atrelados a utilizagdo de bioindicadores, que nada
mais é que a observacao e estudo da espécie ou grupo indicador durante um intervalo de
tempo, com o intuito de obter informagdes a respeito das condicées do ambiente e
mudancas nas comunidades biolégicas (Pimenta et al,, 2016).

Em estudos de monitoramento ambiental, os bioindicadores sdo organismos (ou
partes de organismos ou comunidades de organismos) que podem ser usados na obtengao
de informacgdes sobre a qualidade do ambiente (ou parte do ambiente). Ja os biomonitores
sdo organismos que contém informagdes sobre as caracteristicas quantitativas da
qualidade do ambiente (Becker et al., 2003; Pérez et al., 2019).

Na presenga de agentes poluentes presentes na agua, 0os microrganismos e suas
populagdes sdo afetados, com isso sdo capazes de indicar o efeito, das acdes antrépicas ou
naturais no ambiente, o que permite uma avaliacao biolégica eficiente na identificagdo dos
fatores atuantes (Pimenta et al., 2016; Ricardo et al., 2021).

Para Callisto e Moreno (2006) e Barik e colaboradores (2018), uma espécie
indicadora é aquela que é dotada de uma pequena tolerancia a alteragdes ambientais e,
quando presentes em determinada area, revela um conjunto de condi¢des particulares
daquele ambiente. Em suma, a bioindicacdo sdo as relagdes estabelecidas entre os seres
vivos e os fatores ambientais. As rapidas mudancas do ambiente causadas pelo ser
humano provocam flutuacdes populacionais nos organismos. Cada espécie possui um
padrao de variagao caracteristico: algumas sdo mais tolerantes, outras menos (Garcia-Teh
etal., 2022).

A deteccdo e quantificacdo de microrganismo patogénicos presentes na agua é
trabalhosa, demanda um tempo consideravel, os custos sao altos e nem sempre se obtém
resultados positivos ou que confirmem a presenca dos microrganismos (Nnachi et al,,
2022.). Os métodos convencionais de detec¢do de patégenos produziram resultados que
levaram ao diagnostico bem-sucedido de muitas bactérias patogénicas na agua e meio
ambiente, tais métodos requerem de 18 a 72 horas para crescer os patégenos a uma
concentracdo que podem ser quantificados (Zeng et al., 2018).

O potencial da agua potavel para transmitir patéogenos microbianos a muitas
pessoas causando doencas subsequentes estd bem documentado em muitos paises em
todos os niveis de desenvolvimento econémico (Leta; Dibaba, 2019).

A composicao quimica das aguas superficiais esta associada a alterag¢des no leito
rochoso e compostos carreados pela erosdo, com os quais interagem. Também ha
influéncia da deposicdo de particulas provenientes da atmosfera e de componentes da
adgua da chuva (Lintern et al, 2018). A entrada de substadncias provenientes da acao
humana nos cursos d’agua, de forma continua ou esporadica, alteram as concentracoes
das espécies dissolvidas e de microrganismos, podendo ser facilmente notadas (Patel et
al,, 2019).

Os elementos quimicos metalicos e outras espécies quimicas encontram-se
dissolvidas nas aguas intersticiais dos sedimentos do solo ou adsorvidos as superficies
das particulas sedimentares (Giraldo, 2018). As dguas intersticiais sdo consideradas o
reservatdrio do ambiente aquatico em que os compostos dissolvidos sdo biodisponiveis
e, por este motivo, importantes na avaliacao ecotoxicolégica (Ragnvaldsson et al., 2022).
O acimulo de ions metalicos acontece mais facilmente nas superficies das particulas
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solidas e o efeito aditivo de diversos metais também podem acarretar toxicidade aos
organismos aquaticos, especialmente os bentdénicos (Vonk; Kraak, 2020; Butnariu, 2022).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi analisar os parametros microbiol6gicos da
agua e do sedimento do Lago Municipal de Cascavel - PR, como fator de biomonitoramento
da qualidade da agua.

A area de estudo escolhida foi o Lago Municipal, inserido no Parque Ecolégico
Paulo Gorski, pertencente ao municipio de Cascavel, Parana, Brasil. Foram coletadas duas
amostras de agua e de sedimentos em julho de 2023 seguindo as orientacdes
estabelecidas pelo Guia nacional de coletas e preservacao de amostras. Foram coletadas
duas amostras de dgua e sedimentos, que foram acondicionadas em frascos de vidro de
300 mL, previamente esterilizados em autoclave a uma temperatura de 121 2C por 15
min. Apods a coleta das amostras, os frascos foram transportados em caixas isotérmicas
para o laboratdrio encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia e Biotecnologia
(LAMIBI) da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), Campus Cascavel,
para realizacdo das andlises necessarias e do isolamento e identificacdo das cepas
microbianas.

A quantificacdo dos meséfilos heterotréficos foi realizada pela contagem padrao
em placa, utilizando a técnica de semeadura em meio sélido “Spread Plate”. Foram feitas
diluicdes decimais seriadas selecionadas (101, 10-2 e 10-3) e adicionou-se 0,1 mL dos
inéculos em placas de Petri esterilizadas contendo Agar Padrio para Contagem (PCA).
Homogeneizou-se com auxilio da al¢ca de Drigalski, esperou-se secar e foram incubadas
invertidas em estufa a 35°C por 48 horas. Apds esse periodo, obteve-se a leitura das
coldnias.

No isolamento de bolores e leveduras foram preparados dois indculos, de modo
que para cada amostra, agua e sedimento, foram retirados 10 mL e colocados em
erlenmeyers com 90 mL de salina, que foram agitados durante 10 min a 28°C. Em seguida,
foram feitas diluicoes seriadas (10-1, 10-2 e 10-3) em solucdo salina 0.85% e adicionou-se
0,1 mL dos inéculos em placas de Petri esterilizadas contendo Agar Batata Dextrose
(BDA). Homogeneizou-se com auxilio da alca de Drigalski, esperou-se secar e foram
incubadas invertidas em estufa a 25° C por 5 dias. Ap6s esse periodo, obteve-se a leitura
das coldnias.

No isolamento de Bacillus spp. foi preparado dois indculos, agua e sedimento, que
foram colocados 10 mL de cada u em dois erlenmeyers com 90 mL de salina, que foram
agitados durante 10 min a 28°C, ap0s isto foram colocados em estufa a 70° C por 8 min
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para o choque térmico. Foram feitas diluicdes seriadas (10-1, 10-2 e 10-3) e adicionou-se
0,1 mL dos inéculos em placas de petri esterilizadas contendo Agar Nutriente (AN).
Homogeneizou-se com auxilio da al¢ca de Drigalski, esperou-se secar e foram incubadas
invertidas em estufa a 35° C por 48 horas. Apds esse periodo, obteve-se a leitura das
colénias.

A quantificacdo de esporos aerébios mesofilos foi realizada pela contagem padrao
em placa, utilizando-se técnica de semeadura em meio sélido “Pour Plate”. Foram feitas
diluicdes decimais seriadas selecionadas (10-1, 10-2 e 10-3), adicionados 1 mL dos inéculos
em placas de Petri esterilizadas e apds adicionados 15mL de AN, homogeneizou-se com
movimentos circulares em formato de “8”, esperou-se solidificar e foram incubadas em
estufa a 35°C por 48 horas. Apo6s esse periodo, obteve-se a leitura das colonias.

Para a contagem de aerdbios mesofilos heterotréficos foi realizada diluigao
seriada, de agua e sedimento, onde 25 mL das amostras foram adicionadas a um
erlenmeyer contendo 225 mL de salina. Para as dilui¢des 1 mL da amostra, ja adicionada
a salina, foi adicionado a um tubo contendo 9 mL de salina 0,85%, e para a segunda
diluicdo foi adicionado 1 mL dessa segunda dilui¢do a outro tubo contendo 9 mL de salina
0,85%, ficando nas concentragdes de 10-1, 10-2 e 10-3, respectivamente.

Para o teste de tubos multiplos, foi retirado 1 mL de cada uma das concentragdes
e adicionadas a um tubo com Duran contendo meio LST, para observar a turbidez e a
producdo de gas, e foram incubados em estufa a 35°C por 24h. Todos os testes foram
realizados em triplicata.

Dos tubos que apresentaram caracteristica positiva foi retirado 1 mL e adicionada
a tubos com Duran contendo meio EC e meio VB, os tubos de EC foram incubados a 44°C
por 24h e os tubos de VB foram incubados a 35°C por 24 hrs. Apds esse periodo foi
observado as caracteristicas turbidez e produgdo de gas para os tubos positivos. Os tubos
positivos para EC foram inoculados em placas de petri contendo meio EMB, e foram
incubadas a 35 °C por 24 hrs. Apds esse periodo, para identificacdo de E. coli, foi observado
nas placas, colénias com coloragdo preta e aspecto verde brilhante.

Para a identificagdo bioquimica foi realizado a inoculagao de coldnias retiradas do
meio EMB em tubos com diferentes meios, sendo eles, TSI, CITRATO, LISINA e MIO.

Para identificacdo de Clostridium spp., 100 mL das amostras de agua e de
sedimento, foram submetidas a um choque térmico em estufa a 80°C por 10 min. Apds
esse periodo 10 mL de cada amostra foi adicionada a tubos contendo 10 mL de caldo
DRCM, em concentragao dupla, os tubos foram incubados a 35°C por 48h, em condi¢des
de anaerobiose. Os tubos positivos apresentaram escurecimento do meio.
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Dos tubos com caracteristicas positivas foi retirado 0,1 mL e adicionado em tubos
contendo 10 mL de leite tornassolado (Litmus Milk), esses tubos também foram
incubados a 35°C por 48h, em condi¢des de anaerobiose. Os tubos positivos apresentaram
caracteristica de coagulacao tempestuosa com formacgdo de gas.

No isolamento de Enterococcus spp. foi inoculado uma série de tubos de Caldo
Azida Dextrose em concentracao dupla, com 5 mL de cada amostra. Os tubos foram
incubados a 35°C por 24h. Apés isto, os tubos com a presenga de turvacao foram passados
por estriamento para placas com meio de cultura Agar Pfizer, e incubadas em estufa a
35°C por 48h. Apés esse periodo, observou-se a formacao de coldnias tipicas castanhas
escuras com halo marrom.

No isolamento de Pseudomonas spp. foi inoculado uma série de tubos de Caldo
Acetamida em concentra¢do dupla, com 1 mL de cada amostra. Os tubos foram incubados
a 35° C por 48 horas. Apds isto, os tubos com a presenca de coloragdo purpura foram
passados por estriamento para placas com meio de cultura Agar Leite, e incubadas em
estufa a 35°C por 24h. Apds esse periodo, observou-se a formac¢ado de colonias com halo
de hidrolise de caseina e pigmento verde e amarelo.

Para detectacdo de Salmonella spp., foi retirado 25 mL de cada amostra, de agua e
de sedimento, e adicionado em 225 mL de agua peptona 1%, que foi submetida a agitacdo
em aparelho Shaker a 362C por 24h, para o pré-enriquecimento da amostra. Apds esse
periodo foi transferido 1 mL de cada amostra para tubos contendo 10 mL de caldo
Tetrationato e tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, esses tubos foram
incubados a 36 °C por 24h. Esse teste foi realizado em triplicata.

Dos tubos que apresentaram turbidez foi retirada uma al¢ada e estriada em placas
de Petri contendo agar Hektoen-enteric e agar Salmonella Shigella (agar SS), as placas
foram incubadas a 36 °C por 24h. Apds esse periodo foram observadas as coldnias
positivas com caracteristica enegrecida.

Para a identificagdo bioquimica foi realizado a inoculacao de coldnias retiradas do
meio agar SS em tubos com diferentes meios, sendo eles, TSI, CITRATO, LISINA e MIO.

Os microrganismos isolados nas técnicas anteriores: Escherichia coli, Enterococcus,
Bacillus, Salmonella e Pseudomonas foram colocados para crescimento em caldo nutriente
e incubados a 352C por 24h. Apos isto, foram adicionados 0,1 mL dos in6culos em tubos
com 2 mL de salina, e passados com o uso de SWAB para placas com dgar Mueller-Hinton.
Nas placas foram adicionados os discos de antibidticos, sendo eles: 1-Penicilina, 2-
Trimetoprima, 3-Ampicilina, 4-Cloranfenicol, 5-Gentamicina, 6-Imipenem, 7-Acido-
nalidixico, 8-Amoxicilina, 9-Neomicina, 10-Norfloxacina e incubadas em estufa a 352C por
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24h. Apos esse periodo observou-se a formacgdo de halos de inibicdo que foram medidos
com o auxilio de uma régua.

Com relacao as analises quantitativas, para a contagem de aer6bios mesofilos, apos
24h de incubacao, foi realizada a contagem de colonias em placa, onde para a amostra de
agua na concentra¢do 101 foi observada a contagem de 37 colonias, ja na amostra de
sedimento nao foi observada a presenc¢a de colonias na placa de petri.

Apés cinco dias de incubacdo a avaliacdo das placas foi realizada. Foi possivel
verificar a presenca de leveduras e bolores em todas as placas, tanto na amostra da agua
quanto sedimento. Sendo possivel contar em ambas as amostras na concentracao 10-1com
20 coldnias na amostra de 4gua e 24 para amostra de sedimento.

As placas das amostras do sedimento e agua foram avaliadas com 24 horas de
incubacdo. Enquanto com este periodo de incubag¢ao ndao houve nenhum crescimento nas
placas da agua e sedimento, que ficaram por mais 24 horas para entao realizar uma nova
avaliacao.

Para a amostra do sedimento, nas duas placas que continha a amostra diluida na
10-1 houve crescimento de coldnias com caracteristica de Bacillus spp. Ao realizar a
coloracao de Gram foi possivel confirmar a presenca de Bacilo Gram negativo e Bacilo
Gram positivo. Nas placas com a dilui¢do 10-2 houve a confirmacao através da coloracgao
de Gram da presenca de Bacilo Gram Negativo. Nas placas contendo a dilui¢cao na 10-3ndo
houve crescimento de coldnias, a diluicdo pode ter sido muito alta ndo contendo
microrganismos.

Para as amostras da dgua, ndo houve crescimento caracteristico de colonias de
Bacillus spp. em nenhuma das placas mesmo com 48 horas de incubacdo, podendo ter
como justificativa a presenca em baixo nivel de esporos na agua onde as diluicoes foram
muito altas resultando na auséncia de colonias.

A presenca de esporos aerébios meséfilos foi observada em todas as placas que
foram inoculadas com amostra de agua e para amostra de agua, nao foi observado
crescimento na concentracdo de 100 uL, foi realizada a coloracdo de Gram para
identificacdo dos microrganismos, onde foi observada a presenca de bacilos Gram
positivo de solo na amostra de sedimento.
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3.5. COLIFORMES TOTAIS, COLIFORMES TERMOTOLERANTES E ESCHERICHIA COLI -
TECNICA DE TUBOS MULTIPLOS PARA DETERMINACAO DO NUMERO MAIS
PROVAVEL (NMP)

A presenca de coliformes totais é com base nos tubos contendo meio de cultura VB,
a confirmacgao da presenca desses microrganismos nas amostras de agua e sedimento foi
mostrada pela turvagao do caldo e a producao de gas no interior do tubo de Durhan. A
presenca de coliformes termotolerantes é baseada nos tubos contendo caldo EC que
também apresentou turvacao do caldo e presenga de gas no interior do Durhan.

Com relacdo aos coliformes totais, termotolerantes e E. coli, para a amostra de
sedimento foi observado que para a concentracdo de 10-1 trés dos tubos foram positivos
para esses microrganismos, para a concentracdo 10-2 trés tubos foram positivos para
amostra de sedimento, e para a concentracdo 10-3 nenhum tubo foi positivo, de acordo
com a tabela de nimero mais provavel, a amostra de sedimento apresentou 17
NMP/100ml. Para a amostra de agua foi observado que para a concentracao 10-1 trés
tubos foram positivos para esses microrganismos, para a concentracao 10-2 dois tubos
foram positivos e para a concentragdo 10-3, nenhum tubo foi positivo, sendo que de acordo
com a tabela de nimero mais provavel, o resultado foi de 14 NMP/100ml.

Os tubos positivos, que apresentaram turbidez e formacdo de gas no tubo de
Durhan, foram estriados em placas de EMB, onde todos apresentaram colonias verde
brilhante, caracteristica de E. coli, apresentando, assim, resultado positivo para presenca
desses microrganismos nas amostras. Os testes bioquimicos realizados também
comprovaram a presenca do microrganismo tanto na dgua quanto no sedimento (Tabela
1).

Tabela 1 - Testes bioquimicos confirmatérios

Testes Bioquimicos ‘

TSI |
KIA Acida
H2S Negativo
Gas (Bolhas) Bolhas
Citrato Positivo
MIO
Motilidade Positivo
Indol Positivo
Ornitina Positivo
Lisina Amarelo - Negativo

Fonte: as autoras (2022). TSI - Triple Sugar Iron Agar; HzS - teste de sulfeto de hidrogénio.

3.6. CLOSTRIDIUM SULFITO REDUTORES E CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

Foi confirmado a presenca de Clostridium nas amostras de agua e sedimento, o que
mostra que o choque térmico em que as amostras foram submetidas, foi capaz de quebrar
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adorméncia dos esporos. Esta presenca foi identificada através do escurecimento do meio
de cultura Caldo DRCM. Também ocorreu a formagdo de codgulo, acidificagdo e a formacgdo
de gas (rompimento do coagulo) no meio Litmus Milk evidenciando o crescimento do
microrganismo em questao.

3.7. ENTEROCOCCUS - (NMP)

A presenca de Enterococcus ndo foi observada nos tubos com 24 horas de
incubagdo, porém apo6s 48 horas de incubacao foi apresentado resultado positivo para
presenca de Enterococcus nas amostras de agua e de sedimento. As amostras que
apresentaram turbidez no tubo foram estriadas em placas de petri com meio Pfizer, sendo
que todas apresentaram resultado positivo, sendo que as col6nias nesse meio
apresentaram coloragao castanha escura e halo marrom.

3.8. PSEUDOMONAS - (NMP)

Através das analises foi possivel verificar que houve presenca de Pseudomonas spp.
em ambas as amostras devido a degradacdo do Agar- Leite, porém nio se trata de
Pseudomonas aeruginosa devido ao fato que no caldo Acetamida obteve-se coloragdo
vermelha, indicando resultado negativo para P. aeruginosa.

3.9. SALMONELLA - PRESENCA/AUSENCIA

A presenca de Salmonella foi confirmada nas amostras de agua e sedimento, os
tubos apresentaram turbidez e quando estriadas nas placas de petri contendo meio XLD
e SS apresentaram as caracteristicas exclusivas para esses microrganismos. Obtendo
confirmacao através dos testes bioquimicos realizados (Tabela 2).

Tabela 2 - Testes bioquimicos confirmatérios para Salmonella spp

Testes Bioquimicos

TSI
KIA Alcalino
H2S Positivo
Gas (Bolhas) Bolhas
Citrato Negativo
1\ 1(0)
Motilidade Positivo
Indol Positivo
Ornitina Positivo
Lisina Roxo - Positivo

Fonte: as autoras (2022). TSI - Triple Sugar Iron Agar; HzS - teste de sulfeto de hidrogénio.
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3.10. TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS - ANTIBIOGRAMA

Os resultados revelaram padrdes no perfil de resisténcia das cepas testadas
(Quadro 1). Entre as cinco cepas testadas, Pseudomonas sp., apresentou maior resisténcia
aos antimicrobianos testados, sendo sensivel apenas para Gentamicina (Figura 1), seguida
de Enterococcus sp. com resisténcia a seis antimicrobianos (Figura 2), a Salmonella sp. foi
resistente a cinco antimicrobianos (Figura 3), Bacillus sp. a quatro antimicrobianos
(Figura 4) e E. coli resistente a apenas um antimicrobiano, a Penicilina (Figura 5).

Quadro 1 - Perfil de resisténcia das cepas testadas no método de antibiograma

Antibimicrobiano/ Escherichia coli

Enterococcus  Bacillus Salmonella  Pseudomonas

Bactérias
1-Penicilina R R R R R
2-Trimetoprima S R R R R
3-Ampicilina S S S R R
4-Cloranfenicol S R R R R
5-Gentamicina S S S S S
6-Imipenem S S S S R
7-Acido nalidixico S R S S R
8-Amoxicilina S S R R R
9-Neomicina S R S S R
10-Norfloxacina S R S S R

Fonte: as autoras (2022).

As cinco cepas bacterianas testadas indicam persisténcia na resisténcia aos
antimicrobianos de maior espectro e todas apresentaram suscetibilidade a Gentamicina
que pertence a classe dos aminoglicosideos, o que o torna eficaz contra estes
microrganismos patogénicos.
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Figura 1 - Teste de antibiograma (A ESQUERDA); Lamina de Pseudomonas sp.
submetida a coloracdo de Gram (A DIREITA)

Fonte: As autoras (2022).

No geral, observou-se um padrdo em relacgdo ao perfil de resisténcia e
suscetibilidade aos antimicrobianos. Entretanto, as cinco cepas apresentaram resisténcia
a Penicilina, seguidas de Trimetoprima, Clorafenicol e Amoxilina, antimicrobianos estes
comumente utilizados no tratamento de doengas causados por estes microrganismos.
Essa resisténcia pode ser sugestiva de que os microrganismos podem se adaptar ao
ambiente (dgua e sedimento) podendo estar correlacionado com a expressdo de genes
que conferem resisténcia a antimicrobianos.

Figura 2 - Teste de antibiograma (A ESQUERDA); Lamina de Enterococcus sp. submetida
a coloragao de Gram (A DIREITA)

Fonte: As autoras (2022).
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Figura 3 - Teste de antibiograma (A ESQUERDA); Lamina de Salmonella submetida a
coloracao de Gram (A DIREITA)

Fonte: As autoras (2022).

Em suma, os padrdes de resisténcia e suscetibilidade observados destacam a
complexidade das interacdes entre os microrganismos no ambiente. A resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos de amplo espectro observada, refor¢ca a importancia do
uso responsavel desses medicamentos para evitar a disseminac¢do da resisténcia.

Figura 4 Teste de antibiograma (A ESQUERDA); Laminas de Salmonella submetida a
coloracao de Gram (A DIREITA)

Fonte: As autoras (2022).
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Figura 5 - Teste de antibiograma (A ESQUERDA); Laminas de Escherichia coli submetida
a coloracao de Gram (A DIREITA)

Fonte: As autoras (2022).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio das andlises conduzidas, foi constatado que tanto a dgua quanto o
sedimento do Lago Municipal de Cascavel demonstram baixa qualidade, evidenciada pela
presenca de diversos microrganismos patogénicos, os quais também desempenham o
papel de indicadores de contaminacgdo fecal ambiental. Com base nos resultados obtidos,
é possivel inferir que a utilizagdo de bioindicadores e biomonitores desempenha um papel
crucial na avaliacdo da qualidade das aguas superficiais, proporcionando informacdes
valiosas sobre as condi¢gbes ambientais e alteracdes nas comunidades bioldgicas. A
presenca de agentes poluentes na agua impacta significativamente os microrganismos,
tornando-os indicadores eficazes das acdes antrépicas ou naturais no ambiente. A
bioindica¢do, conforme observada nas flutuagdes populacionais em resposta as rapidas
mudancas ambientais, destaca a importancia da compreensao dos padrdes de variagdo
especificos de cada espécie. Além disso, a deteccdo e quantificacdo de microrganismo
patogénicos na agua, embora desafiadora e custosa, é crucial para a seguranga da agua
potavel, dada a documentada capacidade de transmissdo de patégenos microbianos e a
potencial ocorréncia de doengas associadas. As alteragdes na composicao quimica das
aguas superficiais, decorrentes de atividades humanas, influenciam diretamente as
concentracoes de espécies dissolvidas e microrganismos, evidenciando a importancia da
monitorizacdo continua. A presenca de elementos quimicos metalicos nas aguas
intersticiais dos sedimentos, destaca-se como um indicador critico para avalia¢des
ecotoxicoldgicas, ressaltando o potencial acumulativo desses metais nas superficies
sélidas e seus efeitos tdxicos, especialmente sobre organismos bentdnicos. Essas
conclusdes ressaltam a necessidade de abordagens integradas e continuas para a gestao
eficaz da qualidade das aguas superficiais, considerando a complexidade das interacdes
ambientais.
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Resumo: A necessidade de encontrar op¢des mais sustentaveis na agricultura torna-se urgente devido a
utilizacdo excessiva de fertilizantes nitrogenados. Uma estratégia promissora para impulsionar a
produtividade de culturas economicamente relevantes é a implementagdo da inoculagdo com Bactérias
Promotoras do Crescimento de Plantas (BPCPs). Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi realizar a
prospeccdo e caracterizacdo de rizobactérias isoladas de solos nativos do Parana, no Parque Estadual do
Guartela, com potencial de promover crescimento vegetal. Foram isoladas sete bactérias de raizes de
plantas do Parque Estadual do Guarteld, e quinze bactérias de planta-isca (feijdo e milho) cultivados em
solos coletados do Guartela. Quanto a caracterizagdo dos isolados, observou-se que a maioria foram bacilos,
Gram negativos, com coldnia de forma circular, com elevac¢do plana, borda inteira com superficie lisa e pouca
producdo de muco, com consisténcia aquosa. Quanto a solubilizacdo de fosfato e potassio, somente nos
isolados a partir de planta-isca foram observados esse potencial, sendo os isolados 19 e 20, solubilizadores

de fosfato e o isolado 14 solubilizador de potassio.
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Com o aumento do uso de fertilizantes nitrogenados, torna-se urgente a busca por
alternativas mais sustentaveis na agricultura. Essa necessidade surge da crescente
compreensao dos impactos negativos do uso indiscriminado desses fertilizantes na satde
do solo, na qualidade da 4gua e na emissdo de gases de efeito estufa. Sendo assim, medidas
mais eficientes e menos agressivas ao meio ambiente, sdo praticas que devem ser
empregadas (Boswell et al., 1985; Hamid et al., 2021; Liu et al., 2021; Molajou et al.,
2021; Yao et al., 2021).

Uma alternativa adicional para incrementar a produtividade das culturas
economicamente importantes, reside na aplicagdo de inoculagdo de culturas com
Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (BPCPs). Estas bactérias sao
habitualmente encontradas tanto na rizosfera quanto no interior das raizes das plantas,
desempenhando um papel crucial no desenvolvimento e crescimento vegetal. Os
beneficios proporcionados por esta pratica sdo manifestados através da producdo de
substancias que contribuem para diversos mecanismos fisioldgicos da planta, como por
exemplo, a fixacao biolédgica de nitrogénio (FBN) (Fukami; Cerezini; Hungria, 2018; Ikeda
et al., 2020; Mahmud et al., 2020; Moretti et al., 2020); a producdo de sider6foros (Zarei
et al, 2019; Kour et al, 2020; Puri; Padda; Chanway, 2020; Torres et al, 2020);
solubilizacdo de fosfato (SF) e potassio (SK) (Lyu et al., 2016) producdo de acido indol-3-
acético (AIA) (Puente et al., 2018), substituindo o efeito e o uso de muitos fertilizantes.

Dessa forma, torna-se interessante o estudo de microrganismos em locais nativos
e preservados. A Unidade de Conservacao do Parque Estadual do Guarteld (PEG), esta
localizado no municipio de Tibagi, no segundo Planalto do Estado do Paranda, nas
coordenadas 24°39°10”S e 50°15’25”"W. Tem como limite Norte e Leste o rio lap6, ao
Sudeste o riacho do Pedregulho e ao Noroeste, propriedades particulares. O clima dessa
regido é considerado subtropical umido quente. Os solos dos Campos Gerais, sdo pouco
profundos, predominando os Cambissolos e os Litossolos (Neossolos Litolicos)
constituidos de areia esbranquicada proveniente da decomposicao do arenito Furnas
(Klein & Hatschbach, 1971). Nos locais com pouco escoamento, formam-se solos
cinzento-escuros a pretos, ricos em matéria organica (Rocha, 1995).

A area apresenta elevado interesse ecologico, devido a grande variagcdo ambiental
e vegetacional, coexistindo varios ecossistemas. Portanto, é um local importante para
isolamento de bactérias que possam ter potencial de promoc¢ao de crescimento vegetal.
Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi realizar a prospeccao e caracterizacdo de
rizobactérias isoladas de solos nativos do Parana, no Parque Estadual do Guarteld, com
potencial de promover o crescimento vegetal.

Ao longo da evolu¢dao do mundo, as plantas desenvolveram algumas adaptacoes,
que contribuem para a sua sobrevivéncia. Nesse sentido, elas apresentam interacées com
microrganismos, que auxiliam na absor¢ao de nutrientes, além de desempenharem papel
de prote¢do contra fitopatégenos (fungos, oomicetos, bactérias, virus, protozodrios e
nematoides) e herbivoros (Lynch e Whipps, 1990).
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Com a busca de uma agricultura mais sustentavel, a utilizacao de bactérias como
estimulantes no desenvolvimento das plantas, sdo alternativas possiveis e viaveis para
melhor expressdao do potencial genético das plantas. Sabe-se que a rizosfera, é uma
por¢do do solo altamente dinamica, onde o contato de raizes com microrganismos
benéficos e patogénicos, interagem entre si, através de producdo e secre¢do de
substancias quimicas. Alguns desses microrganismos que crescem préximos as raizes
presentes na rizosfera, denominados como rizobactérias, possuem a capacidade de
sintetizar fosfatos minerais, fornecer ou aumentar a producdo de acido-indolacético,
promover a fixacao associativa de nitrogénio, produzir sider6foros e outros compostos,
auxiliando no desenvolvimento dessas plantas, e sendo caracterizados como rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) (Cattelan, 1999; Moreira e Siqueira,
2006).

O grupo das RPCPs, é bastante diversificado, sendo essas bactérias classificadas de
acordo com o seu efeito no crescimento vegetal. Dessa forma sdo classificadas em
benéficas, deletérias ou neutras (Dobbelaere et al., 2003; Pereira et al., 2008). As
rizobactérias com efeito benéfico nas plantas, auxiliam na qualidade do crescimento das
plantas, além disso podem adaptar-se as diferentes condi¢cdes climaticas, por serem
altamente resistentes a diferentes fatores abidticos, como temperatura, pH e umidade.
Dessa forma, sdo alternativas viaveis para desempenharem func¢des de protecao celular,
contra por exemplo, o dessecamento dessas plantas (Kavamura, 2012).

Dentre os principais microrganismos relatados como promotores de crescimento
estdo os géneros: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Azospirillum brasilense,
Serratia marcescens, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Rhizobium, Bradyrhizobium,
Arthrobacter, Enterobacter, Azotobacter, entre outras, (Longhini et al., 2016; Lin et al,,
2018; Leite et al., 2019; Pereira et al., 2019; Silveira et al., 2019; Souza et al., 2019; Zaheer
et al,, 2019; Narayanasamy; Thangappan; Uthandi, 2020).

O potassio (K) é um cation com grande mobilidade nas plantas, sendo o segundo
nutriente essencial mais absorvido pelos vegetais. Desempenha fun¢des importantes no
crescimento e desenvolvimento das plantas, ativando mais de 60 enzimas, como por
exemplo, sintetases, cinases, desidrogenases e tranferases. Além disso, desempenha
diferentes fun¢des enzimaticas em processos metabodlicos da planta, como fotossintese
(Wang et al, 2012), sintese de proteinas e carboidratos (Prajapati e Modi, 2012),
regulacdo dos estomatos (Hedrich, 2012) além de tolerancia a seca (Grzebisz et al., 2013).

Na cultura do feijdo, o nitrogénio, potassio e fosfato desempenham funcdes
importantes em seu desenvolvimento e produtividade. A dosagem certa de potassio
aumenta a produtividade do feijoeiro, pois, sua auséncia prejudica processos metabolicos
das plantas, aparecendo por exemplo, folhas amareladas (Oliveira, 2009).

O potassio pode ser classificado de acordo com Zorb; Senbayram; Peiter (2014),
em quatro diferentes grupos, conforme sua disponibilidade para as plantas. Primeiro,
como potassio soldvel, disponivel para as plantas e microrganismos, porém sujeito a
lixiviagdo. Segundo, como potassio trocavel, infiltrado nos argilominerais e coloides
organicos do solo. Terceiro, potassio ndo trocavel, mantido fortemente por ligacoes de
alta energia a argilominerais ou minerias primarios. Quarto, potassio estrutural,
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incorporado a minerais como feldspato e micas, sendo as micas, pouco disponiveis as
plantas.

Ja o macronutriente fésforo (P), também é muito importante nas fungdes
fisiolégicas das plantas e ndo esta altamente disponivel, por isso, utiliza-se fertilizantes
fosfatados, para os fosfatos serem utilizados pelas plantas. Porém, uma pequena parte dos
fosfatos fica disponivel, e a maior parte interage com outras moléculas do solo, formando
complexos insoldveis, levando a necessidade constante de utilizacdo desses fertilizantes
(Novais e Smyt, 1999).

Dessa forma, ja existem estratégias de utilizagdo de fosfatos de rochas (FR) para as
culturas, além de buscas por microrganismos solubilizadores de fosfato, que além de
facilitarem a disponibilidade desse macronutriente, nao sdo agressivos ao meio ambiente
e auxiliam no desenvolvimento dessa cultura (Rajapaksha et al., 2011).

A atividade bioquimica de RPCV, é uma das alternativas sustentaveis para
obtencdo do foésforo pelas plantas, pois possuem mecanismos facilitadores desse
processo, como producdo de expolissacarideos, sideréforos, e principalmente, pela
producdo de acidos organicos (Souchie et al., 2005). Sabe-se que diversos rizobios, além
de fixar nitrogénio atmosférico, conseguem solubilizar fosfatos, sendo uma estratégia
interessante de uso na agricultura (Rodriguez e Fraga, 1999).

Os experimentos foram executados no periodo de Outubro de 2022 a Outubro de
2023 no Laboratério de Microbiologia e Biotecnologia (LAMIBI), na Universidade
Estadual do Oeste do Parana, no campus de Cascavel - PR.

Os isolados bacterianos foram isolados de nédulos ou raizes de plantas, e também
através do processo de utilizacao de planta-isca em diferentes tipos de solo, utilizando a
soluc¢do nutritiva de Norris (Vincent, 1970).

As amostras de solo e de plantas foram coletadas na Unidade de Conservagdo do
Parque Estadual do Guartel4, no municipio de Tibagi — PR. Ao total foram coletadas cinco
amostras, sendo que cada amostra foi composta por cinco pontos distintos, a uma
distancia de até cinco metros, sendo homogeneizadas.

As amostras de solo e de plantas, foram coletadas com o auxilio de uma pa de
jardinagem, sendo transferidas em um saco plastico tipo zip loc, que foi transportado em
uma caixa de isopor, até o laboratério (Hungria e Silva 2011).

Essas amostras foram utilizadas para realizar o isolamento de bactérias através da
maceracdo de raizes e retirada de nédulos de plantas-iscas.

Para a utilizacao de planta-isca foi utilizado sementes de feijao (Phaseolus vulgaris)
e milho (Zea mays) que foram plantadas em cinco solos coletados em diferentes pontos
no Parque Estadual do Guarteld, sendo 10 repeticoes de cada tratamento, distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado. O experimento foi desmontado ap6s 30 dias, para
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entdo fazer o processamento dos nodulos e raizes das plantas para isolamento das
bactérias (Medeiros et al., 2009).

Para o isolamento de rizébios a partir de nédulos e raizes de plantas, foi realizada
a desinfeccdao dos mesmos, onde permaneceram por trinta segundos na solugdo de alcool
70%, em seguida, trés minutos na solugao de hipoclorito de s6dio 3% e por ultimo, foi
realizado dez lavagens em agua destilada. Para a maceragdao dos n6dulos, os mesmos
foram triturados em cadinho pré-estéril, com 100 uL de agua destilada, dentro da cAmera
de fluxo, sendo inoculados em placas de petri, contendo meio sélido seletivo Yeast
Mannitol (YMA), com azul de bromotimol, e meio YMA, com vermelho congo, para
observacao do crescimento dos rizébios.

Para a maceracdo de raizes, foi utilizado 8 centimetros de raiz, que foram
fragmentadas em pequenos pedacgos, para entao serem maceradas em cadinho pré-estéril,
com 100 uL de 4agua destilada, para onde foram transferidos 100 uL dessa solugdo para
o plaqueamento em triplicata em placas de petri com meio YMA, com azul de bromotimol,
e com meio YMA, com vermelho congo. Essas placas foram incubadas em B.0.D, durante
7 dias a 28°C.

As bactérias foram repicadas em placas de petri e incubadas por sete dias a 28°C,
para caracterizacao dessas colonias, quanto ao crescimento, alteragcdo do pH, tamanho,
forma, elevacdo, borda, superficie das colonias, producao de muco, e consisténcia,
cromogénese em meio YMA com corante vermelho congo e com azul de bromotimol, e
coloracao de Gram.

Para a selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico in vitro, foi
utilizada a metodologia Nautiyal (1999), onde as colonias isoladas foram repicadas em
quatro pontos distintos da placa de Petri com meio sélido NBRIP (1,0% glicose; 0,5%
Ca3(P04)2; 0,5% MgCl2.6H20; 0,02% KCI; 0,025% MgS04.7H20; 0,01% (NH4)2S04). O
experimento foi incubado durante 15 dias a 28°C. O resultado positivo foi caracterizado
pela formacdo de um halo ao redor das coldnias (area clara), verificando quais bactérias
solubilizaram o fosfato.

Para a avaliacdo da solubilizacdo de potassio, foi utilizado o meio de cultivo
Aleksandrov [Glicose 5 g L-1; extrato de levedura 2 g L. -1; MgS0a4 0,005 g L-1; FeCls 0,08
gL-1; CaCO3 2 gL -1; 4gar 15 g L-1; 1,6 g L-1 de K (Fonolito ou KCl), indicador de pH azul
de bromotimol 0,025% - 5 mL L-1], ajustando o pH do meio de cultura para 7,0. As placas
de petri inoculadas foram incubadas em camara de crescimento a 25 °C por 10 dias. Foram
realizadas as avaliagdes no 5° 8° e 10° dia de incubacao, verificando quais bactérias
solubilizaram o mineral.
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As bactérias isoladas de raizes de plantas coletadas na Unidade de Conservagdo do
Parque Estadual do Guartela - PR, apresentaram crescimento rapido (até 3 dias), sendo
todas com coloracao Gram negativa, e somente o isolado 01 apresentou morfologia de
coco, e os demais foram bacilos. A morfologia da coldénia mais representativa dentre os
isolados avaliados, foi a circular, diferenciando somente o isolado 07, com morfologia
irregular. O pH, ndo alterou nas coldnias repicadas em meio de cultura com azul de
bromotimol, e as crescidas em meio de cultura com vermelho congo, apresentaram
coloracao levemente rosadas. A elevagdo da borda das colonias mais evidenciadas foram
as planas e lenticulares, enquanto a borda foi a inteira. As superficies de todas as colonias
foram lisas, a producao de muco nao foi muito pronunciada, sendo as consisténcias mais
encontradas, secas e aquosas. Dentre os sete isolados crescidos em meio NBRID, para a
solubilizacdo de fosfato, 100% nao formaram o halo de solubilizacdo. Quanto ao teste de
solubilizacdo de potassio (SK), também nenhum isolado solubilizou esse mineral (Tabela
1).

Tabela 1: Prospeccao e caracterizacao de bactérias isoladas de raizes de plantas do
Parque Estadual do Guartela - PR.

Bactérias isoladas das ralzes de plantas Parque Estadual do Guarteld - Parana
Consisté&ncia do
Cresc | Gram | Morf Mort. Elevacdoda | Bordada | Sup.Da | Produgdo
ID i YMA i g massa de SP|SK
(dlas) | +ou-| Gram Colénia colénla Colénia | Celonia | de muco -
cregscimento
1 répldo N €OCo circular | L rosado plana inteira lisa e5cassa secd NS| NS
2 répldo N | bacllo | circular |Lrosado| lenticular Inteira lisa moderada 8quosa NS| NS
£ rapldo N | bacllo | circular |L rosado plana Inteira lisa @scassa seca NS|NS
4 ripldo N bacllo | circular |Lrosado plana Intelra lisa £5¢a558 seca NS|NS
6 ripldo N bacllo | circular | neutro lenticular inteira lisa pouca aquosa NS| NS
7 rapldo N | bacllo | irregular | neutro lenticular labada lisa pouca aquosa NSNS
8 réplde N | bacllo | circular | neutro plana Intelra lisa 25Cassa seca NS|NS

ID: identificacdo das bactérias através de nimeros; Crescimento em dias: rapido, lento ou intermediario,
Morfologia Gram: coco, bacilo, cocobacilo, levedura; Morfologia da coldnia: circular, irregular, puntiforme
ou filamentosa; YMA: meio de cultura com o corante azul de bromotimol: acido (amarelo), neutro (sem
alteracdo de cor), alcalino (azul); YMA: meio de cultura com o corante vermelho congo: incolor (lupa),
branco, Levemente rosado, rosa (bebé), avermelhado (centro), vermelho. Eleva¢ido da coldnia: plana,
lenticular, convexa, pulvinada, umbonada, umbilicada; Borda da colonia: inteira, ondulada, lobada,
denteada ou filamentosa; Superficie da colonia: Lisa, rugosa ou papilada; Produgdo de muco: escassa,
pouca, moderada ou abundante; Consisténcia da massa de crescimento: seca, aquosa, gomosa (creme),
viscosa (elastica), butirica (manteiga); SP (Solubilizacao de fosfato): NS: ndo solubiliza fosfato; SP:
solubiliza fosfato; SK (Solubilizacdo de Potassio): NS: ndo solubiliza potassio; SK: solubiliza potassio.

As bactérias isoladas de nodulos e raizes de plantas-iscas (feijao e milho)
cultivadas em solos coletados da Unidade de Conservacao do Parque Estadual do Guartela
- PR, apresentaram crescimento rapido (até 3 dias), sendo que somente os isolados 09,
10, 11 e 23 apresentaram coloragdo Gram positiva e os demais, Gram negativos. A maioria
possui forma de bacilo, sendo o isolado 19 e 21 Cocobacilos e 0o 23 uma levedura. A
morfologia das col6nias mais representativa foi a circular. O pH, nas colonias repicadas
em meio de cultura com azul de bromotimol, foi acido no isolado 10 (coloracdao amarela)
e alcalina nos isolados 12 e 17 e as demais ndo alteraram o pH (coloracdo verde). A
elevacdo da borda das colonias mais evidenciadas foram as planas, lenticulares e
convexas, enquanto, a borda foi a inteira. As superficies de todas as colonias foram lisas,
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a produgdo de muco ndo foi muito pronunciada, sendo as consisténcias mais encontradas,
secas e aquosas. Dentre os quinze isolados crescidos em meio NBRID, para a solubilizagao
de fosfato, 86,7% nao formaram o halo de solubilizacao, sendo somente os isolados 19 e
20, que apresentaram essa capacidade. Quanto ao teste de solubiliza¢do de potassio (SK),
93,4% nao solubilizaram, sendo somente o isolado 14, que apresentou a capacidade de
solubilizar potassio (Tabela 2).

Tabela 2: Prospecgdo e caracterizagdo de bactérias isoladas de nodulas e raizes de
plantas-iscas (feijao e milho), isoladas em solos do Parque Estadual do Guartela - PR.

Bactérias isoladas de planta-isca feljfo (nédulos) milho (raizes) do solo do Parque Estadual do Guarteld - Paran4
o, | Crese |Grams| o | Mot | | Elevagdo |Bordads| Sup.Da | erodugfo ZZ";E:::: w | a

(dlas) ou- Coldnla dacoldnla | Colénla | Colénla | de muco

crescimento

9 | répldo I P bacilo circulor | neutro | lenticulor | inteira lica pouca aquoss NS | NS
10 | rdpido P bacilo | circular | dcido | lenticular | inteira liss | moderada| gomosa NS | NS
11 rapido P bacllo clreular | neutro plana intelra lisa pouca aquoss NS | NS
12 répldo N bacllo clrcular | alcallno plana Intelra lisa pouca aquosa NS | NS
13 rapide N bacllo clrcular | neutro | lentlcular | Intelra lisa pouca gomosa NS | NS
14 rapldo N bacllo clrcular | neutro | convexa | Intelra lisa moderada 3quosa NS | SK
15 rapldo N | baclo | circular | neutro | lenticular | intelra lisa | moderada aquosa NS | NS
16 rdpido N | bacllo circulor | neutro plana inteira lisa e5C8553 seca NS | NS
17 | rdpide N bacllo circular | alcalino plana intelra lisa ascassn seca NS | NS
18 rdpldo N bacllo | clrcular | neutro plana intelra lisa escassa seca NS | NS
19 rapldo N cocobacllo | clrcular | neutro plana Intelra llsa escassa seca SP | NS
20 rapldo N bacllo clrcular | neutro | lenticular | Intelra lisa moderada gomosa SP | NS
21 | rdpldo N cocobacilo | circular | neutro plana intelra lisa es5cassa seca NS | NS
22 rapldo N bacllo | circular | neutro Plana intelra lisa scassa secs NS | NS
23 | rapido P levedura | circular | neutro | convexa | inteira lisa | moderadn viscosa NS | NS

ID: identificacdo das bactérias através de nimeros; Crescimento em dias: Rapido, lento ou intermediario,
Morfologia gram: coco, bacilo, cocobacilo, levedura; Morfologia da colonia: circular, irregular, puntiforme
ou filamentosa; YMA: meio de cultura com o corante azul de bromotimol: acido (amarelo), neutro (sem
alteracdo de cor), alcalino (azul); YMA: meio de cultura com o corante vermelho congo: incolor (lupa),
branco, Levemente rosado, rosa (bebé), avermelhado (centro), vermelho. Elevacido da coldnia: plana,
lenticular, convexa, pulvinada, umbonada, umbilicada; Borda da colonia: inteira, ondulada, lobada,
denteada ou filamentosa; Superficie da colonia: Lisa, rugosa ou papilada; Produgdo de muco: escassa,
pouca, moderada ou abundante; Consisténcia da massa de crescimento: seca, aquosa, gomosa (creme),
viscosa (elastica), butirica (manteiga); SP (Solubiliza¢do de fosfato): NS: ndo solubiliza fosfato; SP:
solubiliza fosfato; SK (Solubilizacdo de Potassio): NS: nao solubiliza potassio; SK: solubiliza potéssio.

Bactérias que solubilizam fosfato, apresentam a capacidade de converter o fésforo
insoluvel presente no solo, em uma forma disponivel para as plantas (Figura 1). Em outros
estudos, ja foram relatados que bactérias pertencentes a estes géneros: Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, Erwinia,
Exiguobacterium, Natrinema, Pseudomonas, Rhizobium e Serratia, sdo eficientes
solubilizadores de fosforo (Garcia et al., 2015; Kour et al., 2021).
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Figura 1: Bactérias isoladas em meio NBRIP para solubilizacao de fosfato. Isolados 19
(A) e 20 (B), formaram o halo de solubilizacdo

Bactérias que solubilizam potassio, tem a capacidade de solubilizar esse composto
que esta retido em minerais silicaticos, através da decomposicdo, e assim disponibilizam
0 potdssio que esta indisponivel no solo para a planta (Figura 2). Dentre os principais
grupos de solubilizadores de potassio, podemos citar: Acidothiobacillus ferrooxidans,
Paenibacillus spp, Bacillus mucilaginosus, B. Edaphicus, B. Circulans, Arthrobacter sp,
Enterobacter hormaechei, Paenibacillus mucilaginosus, P. Frequentans, Cladosporium sp,
Aminobacter sp, Sphingomonas sp, Burkholderia sp e Paenibacillus glucanolyticus (Meena;
Maurya; Bahadur, 2014).

Figura 2: Bactérias isoladas em meio aleksandrov para solubiliza¢do de potassio.
Isolado 14, formou o halo de solubilizacao
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A investigacao conduzida por Oliveira et al. (2020) também destaca o potencial de
solubilizacdo de fosfato e potassio por parte de bactérias diazotroficas, contudo, é
relevante notar que este estudo foi realizado em meio liquido, diferenciando-se da
abordagem adotada neste trabalho, que foi conduzido em meio sé6lido. No presente
estudo, foram identificados 10 isolados com capacidade de solubilizacdo de fosfato (P) e
seis com capacidade de solubilizacao de potassio (K), dentre um total de 12 bactérias
diazotroéficas isoladas. Contrastando com isso, no estudo de Massenssini et al. (2016),
foram isoladas 24 bactérias da rizosfera de Eucalyptus sp., todas as quais apresentaram
habilidade para solubilizar fosfato.

Diante dos resultados obtidos, as bactérias isoladas das raizes de plantas coletadas
na Unidade de Conservacao do Parque Estadual do Guarteld - PR apresentaram um
crescimento rapido em até 3 dias, todas exibindo coloracdo Gram negativa, exceto o
isolado 01, que apresentou morfologia de coco, enquanto os demais foram bacilos. A
morfologia da colonia mais representativa foi circular, com excecao do isolado 07, que
exibiu uma morfologia irregular. As caracteristicas das coldnias, incluindo pH, elevagao,
borda, superficie e consisténcia, variaram entre os isolados. No entanto, nenhum dos sete
isolados testados em meio NBRID para solubilizacio de fosfato formou halo de
solubilizacdo, e nenhum deles solubilizou potassio.

Os isolados bacterianos que apresentaram maior capacidade de serem promotores
de crescimento vegetal, foram isolados de plantas-iscas (feijao e milho), sendo o isolado
19 e 20 solubilizador de fosfato e o isolado 14 solubilizador de potassio. Com a descrigdo
dessas bactérias, é possivel utilizar essas informagdes, para posteriormente fazer o
sequenciamento do 16 S, e conseguir identificar de qual género e espécie essas bactérias
pertencem. Além disso, o teste de solubilizacio de potassio e fosfato, indicam um
potencial dessas bactérias serem promotoras de crescimento de plantas. Por isso, é
necessario mais estudo, para realizar outros testes que indiquem esse potencial, para em
seguida, testar a inoculacao dessas bactérias em plantas.

Sendo assim, capacidade de algumas bactérias isoladas de solubilizar fosfato
destaca seu potencial em converter fésforo insoltivel em formas disponiveis para as
plantas, sendo esse fendmeno documentado em diversos géneros bacterianos. As
bactérias solubilizadoras de potassio, por sua vez, desempenham um papel crucial na
disponibilizacdo desse nutriente para as plantas, decompondo minerais silicatados.

Os resultados obtidos fornecem insights valiosos sobre a diversidade funcional
dessas comunidades bacterianas na Unidade de Conservacdo do Parque Estadual do
Guartela - PR.
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