UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
CURSO DE FARMACIA

HELEN MIRELA SANTOS DAS NEVES

Atividade antimicrobiana e antibiofilme de extrato aquoso de Caryocar
brasiliense Cambess (Pequi) combinado com nisina contra Salmonella

Typhimurium

Barreiras — BA
2025



HELEN MIRELA SANTOS DAS NEVES

Atividade antimicrobiana e antibiofilme de extrato aquoso de Caryocar
brasiliense Cambess (Pequi) combinado com nisina contra Salmonella

Typhimurium

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado a
Universidade Federal do Oeste da Bahia, como
requisito parcial para obtengcdo do Diploma de

Graduagao no Curso de Farmacia.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Claudia Vieira Prudéncio

Barreiras — BA
2025



FICHA CATALOGRAFICA

N518 Newes, Helen Mirela Santos das.

Atividade antimicrobiana e antibiofilme de extrato aquoso de Caryocar brasiliensi
Cambess (Pequi) combinado com nisina contra Salmonella Typhimurium. / Helen
Mirela Santos das Newves. — 2025.

31f.

Orientador: Prof* Dr2 Claudia Vieira Prudéncio.

Artigo (Graduacao) — Bacharelado em Farmacia. Universidade Federal do Oeste
da Bahia. Centro das Ciéncias Bioldgicas e da Saude. Barreiras, BA, 2025.

1. Nisina; 2. Extrato vegetal; 3. Antimicrobianos naturais; 4. Biofilme; 5.
Bacteriocina. |. Prudéncio, Claudia Vieira. Il. Universidade Federal do Oeste da
Bahia - Centro das Ciéncias Bioldgicas e da Saude. lll. Titulo.

CDD 615.32

BibliotecaUniversitariade Barreiras - UFOB



HELEN MIRELA SANTOS DAS NEVES

Atividade antimicrobiana e antibiofilme de extrato aquoso de Caryocar
brasiliensi Cambess (Pequi) combinado com nisina contra Salmonella

Typhimurium

Trabalho de Conclusdo de  Curso
apresentado a Universidade Federal do
Oeste da Bahia, como requisito parcial para

obtencdo do Diploma de Graduacdo no
Curso de Farmacia.

Aprovado em 28 de novembro de 2025.

BANCA EXAMINADORA:

Documento assinado digitalmente
b CLAUDIA VIEIRA PRUDENCIO
g L Data: 04/12/2025 14:00:50-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof.2 Dr2. Claudia Vieira Prudéncio
(Orientadora)

Documento assinado digitalmente
b JAMILLE SOUZA FERNANDES CHIARELOTTO
g L Data: 04/12/2025 17:47:19-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof.2 Dr2. Jamille Souza Fernandes Chiarelotto
(Membro)

Documente assinado digitalmente
b MARCELA DE SA BARRETO DA CUNHA
g » Data: 04/12/2025 14:26:50-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof.2 Dr2. Marcela de Sa Barreto da Cunha
(Membro)



Atividade antimicrobiana e antibiofilme de extrato aquoso de Caryocar
brasiliense Cambess (Pequi) combinado com nisina contra Salmonella

Typhimurium

Resumo

As doencas de origem alimentar (DOA) constituem um problema crescente de saude
publica, sendo Salmonella spp. uma das principais bactérias responsaveis por
infeccbes em humanos. Salmonella Typhimurium se destaca pela capacidade de
adaptacao e formacao de biofilmes, o que favorece sua persisténcia em diferentes
superficies e aumenta a resisténcia a antimicrobianos, representando um desafio
relevante para a saude publica. A busca por novos antimicrobianos, especialmente os
de origem natural, &€ essencial para enfrentar a crescente resisténcia microbiana e
ampliar alternativas seguras para a conservagao de alimentos. Através de analise in
vitro com ensaios em microplaca e corpos de prova, foi avaliado o potencial
antimicrobiano e antibiofime do extrato aquoso foliar de Caryocar brasiliense C. e
nisina contra Salmonella Typhimurium. Os resultados mostraram que o extrato reduziu
o crescimento de Sa/monella a partir da concentragao 0,02 mg/mL com concentragao
minima inibitéria (CMI) e concentracao minima bactericida (CMB) de 0,039 mg/mL. A
nisina reduziu o crescimento e a adesdo de forma discreta quando as maiores
concentracdes foram utilizadas. O extrato também exibiu atividade biofilme, com
redugdo de pelo menos 64,0% nas contagens de células sésseis em todas as
concentracdes avaliadas. O efeito combinado de ambos os antimicrobianos nao foi
observado possivelmente pela atividade expressiva do extrato, o que evidencia seu
potencial antimicrobiano e antibiofiime. Estes resultados podem contribuir com o
desenvolvimento de novos antimicrobianos naturais a partir do extrato aquoso e
auxiliar na redugdo da contaminacdo por Salmonella em alimentos, e reduzir os

impactos das DOA.
Palavras-chave
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Abstract

Foodborne illnesses (FBIs) constitute a growing public health problem, with Salmonella
spp. being one of the main bacteria responsible for infections in humans. Salmonella
Typhimurium stands out for its ability to adapt and form biofilms, which favors its
persistence on different surfaces and increases resistance to antimicrobials,
representing a significant challenge for public health. The search for new
antimicrobials, especially those of natural origin, is essential to address the growing
microbial resistance and expand safe alternatives for food preservation. Through in
vitro analysis with microplate assays and specimen assays, the antimicrobial and
antibiofilm potential of the aqueous leaf extract of Caryocar brasiliense C. and nisin
against Salmonella Typhimurium was evaluated. The results showed that the extract
reduced Salmonella growth from a concentration of 0.02 mg/mL with a minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of 0.039
mg/mL. Nisin reduced growth and adhesion discreetly when the highest concentrations
were used. The extract also exhibited biofilm activity, with a reduction of at least 64.0%
in sessile cell counts at all concentrations evaluated. The combined effect of both
antimicrobials was not observed, possibly due to the expressive activity of the extract,
which highlights its antimicrobial and antibiofilm potential. These results may contribute
to the development of new natural antimicrobials from the aqueous extract and help

reduce Salmonella contamination in food, and reduce the impacts of DOAs.
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Introdugéao
1

As doencas de origem alimentar (DOA) representam um crescente e
persistente problema de saude publica, sendo Salmonella spp. uma das principais
bactérias responsaveis por infectar milhées de pessoas anualmente (OMS, 2024). Em
2023, a salmonelose foi uma das zoonoses mais relatadas em humanos na Europa,
correspondendo a segunda infecgdo mais notificada, com um aumento de 16,9% em
relagdo ao ano anterior (EFSA, 2024). Nos Estados Unidos, estima-se que Salmonella
seja responsavel por cerca de 1,35 milhdes de infecgdes por ano, sendo uma das
principais causas de hospitalizagdes e mortes relacionadas a DOA (CDC, 2019; 2024).
Comportamento similar também é observado no Brasil, em que dados do sistema de
informagédo de agravos de notificagdo (SINAN) apontam Salmonella como um dos
principais agentes etiolégicos de DOA, responsavel por 9,6% de surtos entre 2014 a
2023 (BRASIL, 2024). Embora geralmente a salmonelose seja uma doenca
autolimitada, estima-se uma mortalidade de cerca de 150 mil pessoas no mundo por
ano, sendo as criangas menores de 4 anos as mais afetadas e os sorotipos Enteritidis
e Typhimurium, os mais comumente associados a mortalidade e as maiores taxas de
infecgdo em humanos (CHLEBICZ e SLIZEWSKA, 2018; EFSA e ECDC, 2022).

Nessa perspectiva, a ocorréncia de salmonelose ocasiona diversos impactos
sobre a saude e a economia, pela fragilizagao fisica dos individuos infectados, pelos
gastos com hospitalizacbes e tratamento dos doentes, além da reducédo da
produtividade e auséncia ao trabalho, recolhimento de alimentos contaminados, entre
outros (CHLEBICZ e SLIZEWSKA 2018; MELO et al., 2018). Estima-se que em paises
de baixa e média renda, as DOA ocasionem prejuizos econdmicos de
aproximadamente 110 bilhbes de dodlares por ano, decorrentes dos custos com
assisténcia a saude e perda de produtividade (FAO e WHO, 2025).

A contaminagao dos alimentos por Salmonella pode ocorrer em diferentes
etapas da cadeia produtiva, como por exemplo, pela higienizagdo inadequada de
manipuladores, superficies e/ou do ambiente, ou pelo armazenamento inadequado e
contaminagao cruzada (MELO et al., 2018; ALVES et al., 2024). Diferentes tipos de

matrizes alimentares de origem animal e vegetal podem ser afetadas, sendo ovos de
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galinha, carne de porco, carne bovina, frango, laticinios, peixes, frutas e vegetais com
sementes os mais comuns (HABIB, MOHAMED e KHAN, 2021; IFSAC e CDC, 2024).

Além disso, Salmonella possui capacidade de adaptacdo a ambientes
distintos, como superficies de plasticos, aco inoxidavel, vegetais, frutas e células
epiteliais, além da capacidade de formar biofilmes, o que favorece sua persisténcia
em superficies bidticas e abidticas (STEENACKERS et al., 2012). Biofilmes sao
formados por agregados de células sésseis embebidos em uma matriz
extrapolissacaridica (EPS) composta por proteinas, polissacarideos e acidos
nucleicos (ROSSI et al., 2022). Células sésseis possuem maior resisténcia a
antimicrobianos do que células planctdnicas, pois a matriz de EPS atua como uma
barreira (SINGH et al., 2021). Essa maior resisténcia € exemplificada pelo estudo de
Palomares-Navarro et al. (2025), em que a concentragdo minima inibitoria (CMI) de
eugenol necesséria para inibir células sésseis de Salmonella foi até trés vezes
superior aquela observada contra células planctonicas.

Neste contexto, a producao de biofilmes também contribui para o aumento da
resisténcia antimicrobiana (RA) (CIOFU et al., 2022). Além da barreira fisica que
impede a entrada de antimicrobianos através da matriz de EPS, as células sésseis
podem alterar sua expressao génica e fisiologia, com impactos sobre seu metabolismo
e sua persisténcia nas superficies (KOLYPETRI et al., 2023; PUNCHIHEWAGE-DON,
RANAWEEERA e PARVEEN, 2024). Essa condicdo compromete a eficacia de
diversos antimicrobianos, cuja atividade depende, em grande parte, de processos
metabdlicos ativos para alcancar seu efeito bactericida ou bacteriostatico
(ALEKSANDROWICZ et al., 2023).

Esse comportamento foi exemplificado pelos achados de Gonzalez et al.
(2018), pela resisténcia de Salmonella a ciprofloxacino, em que foi percebido que a
baixa atividade metabdlica celular no biofiime interferia no mecanismo de agdo do
farmaco, que atua inibindo as enzimas DNA girase e topoisomerase, essenciais para
0s processos de replicagdo e transcricdo. Fatores moleculares também estao
envolvidos na RA, como pelas alteragdes na expressédo de genes reguladores, como
SoxRS que mantém sua expressdo ativa independente de sinais externos (como
estresse oxidativo e presencga de antimicrobianos), o que modula a expressao de um
sistema de efluxo multidrogas AcrAB-TolC, que contribui para a resisténcia de
bactérias Gram-negativas, como Salmonella (ALEKSANDROWICZ et al., 2023). Esse

sistema age na membrana interna e no espago periplasmatico, removendo



substancias da célula bacteriana, incluindo antibidéticos como quinolonas,
aminoglicosideos, clorafenicol e tetraciclina (ALEKSANDROWICZ et al., 2023).

Neste contexto, a RA representa um desafio critico para a saude publica no
século XXI, especialmente quando observada em patdgenos de relevancia alimentar,
como Salmonella (OMS, 2022). Cepas resistentes tém sido isoladas com frequéncia
em alimentos de origem animal, como carne de frango, suinos e ovos, o que dificulta
o controle de surtos e compromete a eficacia do tratamento clinico (OMS, 2017,
CASTRO et al., 2020). A presenga de genes de resisténcia em cepas de Salmonella,
adquiridos principalmente por transferéncia horizontal, favorece a disseminagao de
determinantes genéticos entre diferentes nichos ecolégicos, o que amplia o risco de
contaminagao cruzada ao longo da cadeia produtiva (OLADEINDE et al., 2021). Por
isso, Salmonella € uma das bactérias consideradas como de maior ameaga a
humanidade pela sua resisténcia a antibiéticos (CDC, 2025).

Devido aos impactos adversos causados pela formagao de biofilmes e RA, ha
um aumento nos esforgos cientificos para identificar novos compostos com atividade
antibiofilme e antimicrobiana (SAKARIKOU et al., 2020; ROSSI et al., 2022). Os
compostos naturais, como extratos vegetais tém apresentado propriedades
promissoras pela presenca de metabdlitos secundarios, como flavonoides e terpenos,
que atuam contra os micro-organismos (PAULA-JU et al., 2006; ROSSI et al., 2022;
KOLYPETRI et al., 2023; CHAVES et al., 2024). Além de representarem alternativas
mais sustentaveis para aplicagado na conservacgao de alimentos (ROSSI et al., 2019;
DUPAS et al., 2020).

Exemplos de extratos aquosos com atividade antimicrobiana ja foram
observadas em diferentes espécies como Thymus vulgaris (tomilho) contra
Salmonella Typhimurium (GAVRIIL et al., 2021), Helianthus annuus (girassol) contra
Klebsiella pneumoniae (ZAHOOR et al.,, 2025) e Schinus polygamus Cabrera
(assobiadeira) contra Escherichia coli (KADHIM e AL HAWANI., 2024). Extratos
alcodlicos também exibiram atividade antimicrobiana, como observado com Caryocar
brasiliense C. (pequi) contra K. pneumoniae, E. coli e Pseudomonas aeruginosa
(MOREIRA et al., 2022; DE SOUSA et al., 2022).

Em contrapartida, estudos relataram que o potencial antimicrobiano dos
extratos vegetais pode ser ampliado pela combinagdo com outros compostos, como
as bacteriocinas, que também representam alternativas promissoras no controle de

micro-organismos (GUO et al., 2025; SANI et al., 2022). Nisina, produzida por
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Lactococcus lactis € uma das bacteriocinas mais estudadas, com comprovada eficacia
antibacteriana e seguranga, observada pelo status de substancia geralmente
reconhecida como segura (GRAS) pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos
dos Estados Unidos (FDA) e Uniao Europeia (UNITED STATES, 1988; EFSA, 2017;
GHAPANVARI et al., 2022) e permissao de uso como aditivo em alimentos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2023).

Nisina € um conservante natural amplamente utilizado na industria de alimentos
por possuir baixa toxidade em humanos, com pequena interferéncia nas propriedades
organolépticas dos alimentos (SANGCHAROEN, KLAYPRADIT e WILAIPUN., 2023;
CHAREST et al., 2024). Em geral, esta bacteriocina apresenta boa atividade contra
bactérias Gram-positivas e quando associada a outros agentes amplia seu espectro
de acéo contra bactérias Gram-negativas, como Salmonella (CHAREST et al., 2024).

Assim, dada a necessidade de busca de novas alternativas de antimicrobianos
contra Salmonella, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano e

antibiofilme do extrato aquoso foliar de Caryocar brasiliense C. combinado com nisina.
2. Materiais e métodos
2.1 Micro-organismos e condi¢bes de cultivo

Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028 foi armazenada em
caldo infusdo cérebro coragédo (BHI, Kasvi, Italia) acrescido de glicerol e a - 20°C.
Antes de cada ensaio, a cultura foi cultivada em caldo BHI a 35 £ 2 °C por 24 h. As
células eram coletadas por centrifugagéo a 2500 rpm durante 10 minutos, lavadas e

ressuspensas em solucao salina a 0,85%.
2.2 Preparo do Extrato

Para produgao do extrato aquoso, folhas selecionadas de Caryocar brasiliense
C. foram secas em estufa a 40 °C, e posteriormente trituradas até obtencédo de um pé
fino. O p6 era misturado em agua destilada a 100 °C em proporgéo 10:1 (m/v) por 15
minutos. A solucéao foi filtrada, evaporada e liofilizada (BRANCO et al., 2016). O
material foi armazenado sob refrigeracéo (8 £ 2 °C) até o momento do uso. Para uso,

o extrato era solubilizado em agua destilada estéril

2.3 Preparo de nisina
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A nisina foi preparada a partir de um produto comercial Globalfood® (ltatiba,
SP, BR), diluindo-se o pé em solugéo fosfato de sédio 0.005 M, pH 2,0. A mesma

solucgéo foi utilizada como controle.
2.4 Analise da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada por meio de ensaios em microplacas de
poliestireno com 96 pogos com caldo BHI. A cultura foi inoculada em uma
concentragdo de 10° UFC/mL. Foram avaliadas trés concentragdes de extrato (0,078
mg/mL, 0,039 mg/mL e 0,02 mg/mL), e quatro concentra¢des de nisina (entre 50 a
400 AU/mL), que exibiram alguma atividade em estudos anteriores (PRUDENCIO,
2025, informacgao verbal).

Como controle, foram utilizados agua destilada e solugao fosfato de sédio. A
placa foi selada com pelicula adesiva transparente (Sigma Aldrich, EUA) e incubada
em leitor de microplaca Varioskan Lux multimode reader (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA), a 37 £ 0,5 °C por 24 h. Leituras de absorbancia foram realizadas em
intervalos de 15 min a 600nm. Apds a incubagao, foram coletadas aliquotas de cada
poco da microplaca que foram plaqueadas em agar padrao de contagem (PCA - Kasvi,
Italia), para analise de crescimento. As placas foram incubadas a 35 £ 2 °C por 24 h.

A menor concentracdo de extrato que nao apresentou alteracdo na densidade
optica do micro-organismo foi considerada como a concentragdo minima inibitéria
(CMI), e a menor concentragdo em que nao foi observado crescimento em PCA foi
considerada como a concentracdo minima bactericida (CMB) (CATAPAN., 2020).

Foram realizadas quatro repeticdes independentes com quatro réplicas cada e
os dados analisados por meio de um fatorial 2x2, com uso do teste de Tukey, ao nivel

de significancia de 0,05, no programa AgroEstat, versao 1.10.712.
2.5 Analise da atividade antibiofilme

Apods a coleta das aliquotas para plaqueamento, o conteudo remanescente da
microplaca era descartado, sendo adicionado 250 pul de cristal violeta (0,1%) por 30
minutos. A placa era lavada trés vezes com 250 ul de agua destilada para remogao
do excesso do corante. Posteriormente a placa era seca por 30 minutos a 35 + 2 °C.
Apos esse periodo foi adicionado 250 pl de alcool 95% e realizada a leitura de
absorbancia a 590 nm no mesmo equipamento (ELGAMOUDI e KOROLIK., 2023)
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A atividade antibiofiime também foi avaliada pela metodologia de corpos de
prova, com uso de cupons de poliestireno com dimensdes de 10 x 10 x 1 mm. Os
cupons eram higienizados em hipoclorito de sodio por 48 h e posteriormente
submersos em solugdo composta por agua destilada e detergente neutro por 30 min.
Passado esse tempo os cupons foram lavados com esponja macia e enxaguados em
agua abundante. Logo depois, foram transferidos para etanol por 1 h e enxaguados
em agua estéril 3 vezes em ambiente asséptico. Para desinfec¢do, os cupons eram
submetidos a luz ultravioleta por 30 min em cada lado (ANDRE et al., 2019). Controles
da desinfecgédo dos cupons eram realizados, por meio de sua imersdo em tubos com
caldo BHI, que eram incubados por 24 h a 35 + 2 °C. Em caso de crescimento, o
procedimento de higienizagéo era repetido.

Os ensaios foram realizados em placas de cultura de células de 24 pogos em
caldo BHI. A cultura foi inoculada em uma concentragdo de 10° UFC/mL, acrescida ou
nao das mesmas concentragdes de extrato e nisina. A placa foi selada com pelicula
adesiva (Sigma Aldrich, EUA), e incubada a 35 + 2 °C por 24 h.

Apods a incubacédo, os cupons foram retirados dos pocgos, lavados com solugao
salina 0,85% por 3 vezes de cada lado e adicionados a tubos com 20 mL de solugao
salina 0,85%. Para desagregagao das células sésseis, os tubos foram levados ao
sonicador sob frequéncia de 45Hz por 30 minutos e, posteriormente, agitados a 2500
rpm por 3 minutos (VON HERTWIG et al., 2022).

Aliquotas das células sésseis e planctonicas foram coletadas, diluidas e
plaqueadas em triplicata pela técnica de microgotas em agar PCA (Kasvi, Italia). As
placas foram incubadas a 35 £ 2 °C por 10 a 12 h, antes da contagem de colénias,
cujos numeros eram utilizados para os calculos de UFC/mL ou UFC/cm?.

Foram realizadas quatro repeticoes independentes e os dados analisados por
meio de um fatorial 2x2, com uso do teste de Tukey, ao nivel de significancia de 0,05,

no programa AgroEstat, versao 1.10.712

3. Resultados

3.1 Avaliagéo da atividade antimicrobiana e antibiofime de extrato de Caryocar

brasiliense C. isolado ou combinado a nisina contra Salmonella Typhimurium
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O extrato aquoso de Caryocar brasiliense C. isoladamente exibiu atividade
antimicrobiana contra Sa/monella Typhimurium (Tabela 1). A menor concentragéo do
extrato utilizada (0,02 mg/mL) reduziu o crescimento do patégeno (p<0,05) (Tabela 1),
embora nao tenha sido observada atividade bactericida, visualizada pelo crescimento
de colbénias em PCA. A CMI e a CMB foram observadas com uso de 0,039 mg/mL
(Tabela 1). A adicdo de nisina isoladamente sé alterou o crescimento do micro-
organismo quando as maiores concentragdes da bacteriocina foram utilizadas e sem
efeito bactericida (Tabela 1). Quando ambos os antimicrobianos foram combinados,
foi observado um menor crescimento do micro-organismo ja com uso das menores
concentragbes. O aumento da concentragdo de ambos os agentes pareceu

potencializar a atividade (Tabela 1).

Tabela 1 Densidade 6tica maxima da cultura (O) de Sa/monella Typhimurium em meio
caldo infusédo cérebro coragao (BHI) com adigdo ou nao de extrato aquoso de folhas
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de Caryocar brasiliense C. e nisina e em diferentes concentra¢gdes. Numero de pogos

positivos ( @ ) com crescimento em PCA.

Concentracao Concentragao de extrato de Caryocar brasiliense C. (mg/mL)

de nisina 0 0,02 0,039 0,078
(AU/mL) M+DP M+DP M+DP M+DP
0 0,886 + 0,671 % 0,200 + 0,152 +
0,0442A 0,14128 0,0432C 0,0982C

16 16 0 0
50 0,783 + 0,494 + 0,146 + 0,194 +
0,0362A 0,072°8 0,04220C 0,1192C

16 16 0 0
100 0,771 % 0,427 + 0,261 + 0,164 +
0,1532A 0,10208 0,069°C 0,078C

16 16 2 0
200 0,423 + 0,178 + 0,133 % 0,237 +
0,080°A 0,054¢8 0,0422b8 0,0302B

16 14 0 0
400 0,174 + 0,100 + 0,038 + 0,113 +
0,067°A 0,048°%A 0,051bA 0,0342A

16 12 0 0

*Letras mailsculas indicam comparagdes entre linhas; letras minusculas indicam
comparagoes entre colunas. Em cada coluna, valores que apresentam a mesma letra
(maiuscula ou minuscula) nao diferem estatisticamente entre si. Valores apresentados
como média (M) £ desvio padrao (DP).

Um comportamento diverso foi apresentado na avaliacdo de biofilme, pois a

adicao isolada do extrato de Caryocar brasiliense C. e/ou de nisina nao reduziu a

adesao de Sal/monella Typhimurium a microplaca (Tabela 2). Ao contrario, quando a

maior concentragao de extrato foi utilizada houve uma maior leitura de densidade 6tica

do corante utilizado (p<0,05). Comportamento similar foi observado mesmo com uso

das combinagdes de ambos os antimicrobianos (Tabela 2).
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Tabela 2 Densidade ética maxima de biofilme de Salmonella Typhimurium em meio
caldo infusdo cérebro coracéo (BHI) com adigdo ou nao de extrato aquoso de folhas

de Caryocar brasiliense C. e nisina e em diferentes concentragoes.

Conc. de Concentragao de extrato de Caryocar brasiliense C. (mg/mL)
nisina 0 0,02 0,039 0,078
(AU/mL)
MtDP M+DP MzDP MtDP
0 0,576 + 0,13728 0,504 + 0,24728 0,729 + 0,078 1,13 £ 0,116"A

50 0,525+ 0,136%8 0,567 + 0,05228 0,544 + 0,120°® 1,027 + 0,258°A

100 0,553 +0,185%8 0,571 + 0,055 0,875+ 0,158 1,178 + 0,118

200 0,341+ 0,041 0,72 + 0,128 1,699 £ 0,299%4 1,937 £ 0,773

400 0,218 +0,03228 0,477 +0,151%8 1,158 + 0,182"A 1,458 + 0,295A

*Letras maiusculas indicam comparagdes entre linhas; letras minusculas indicam
comparacgoes entre colunas. Em cada coluna, valores que apresentam a mesma letra
(maiuscula ou minuscula) nao diferem estatisticamente entre si. Valores apresentados
como média (M) £ desvio padréo (DP).

A analise com corpos de prova confirmou a atividade antimicrobiana do extrato
de Caryocar brasiliense C., pois a menor concentragao utilizada reduziu o crescimento
de células planctdnicas do patdogeno em 86,87%, com valores abaixo do limite da
técnica utilizada. Nisina isoladamente demonstrou menor impacto sobre a viabilidade
do micro-organismo, com redugao de 0,7 ciclos log, com uso da maior concentragéo
utilizada (Tabela 3). Nao foi possivel perceber o impacto da combinagcao de agentes
sobre a viabilidade do patdégeno, devido ao intenso efeito demonstrado pelo extrato
de Caryocar brasiliense C. (Tabela 3).

Comportamento similar foi observado na analise das células sésseis, sendo
demonstrado que todas as concentragdes de extrato avaliadas reduziram a adesao
do patégeno em pelo menos 64,0% (Tabela 3). Nisina isoladamente demonstrou
reduzir a adesédo do patéogeno em 3,27 e 8,33%, com uso de 200 e 400 AU/mL,
respectivamente. O impacto do extrato combinado a nisina ndo pode ser visualizado,
pois 0 uso isolado do extrato reduziu a quantidade de células sésseis abaixo do limite

da técnica utilizada.
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Tabela 3 Contagens de células plancténicas ( O ) e sésseis (@ ) de Salmonella
Typhimurium em cupons de poliestireno em meio BHI adicionado ou nao de diferentes
concentragdes de extrato aquoso foliar de Caryocar brasiliense C. combinado ou ndo

a nisina.
Concentragao de extrato de Caryocar brasiliense C. (mg/mL)
Conc. de
nisina 0 0,02 0,039 0,078
AU/mL MzDP M+DP MzDP MzDP
0 9,295 + 0,136%A 1,22 + 08 1,22 + 0B 1,22 + 028
6,125 + 0,163%A 2,2 + 0% 2,2 + 0% 2,2+ 0%
50 9,28 + 0,1273A 1,22 + 028 1,22 + 0B 1,22 + 0B
6,115 + 0,225 2,2 +0% 2,2 +0% 2,2+ 0%
100 9,257 + 0,260%A 1,22 + 028 1,22 + 0B 1,22 + 0B
6,08 + 0,1953°A 2,2+ 0% 2,2+ 0% 2,2+ 0%
200 9,11 £ 0,2113A 1,22 + 08 1,22 + 0B 1,22 + 028
5,92 + 0,131°A 2,2+ 0% 2,2+ 0% 2,2 +0%
400 8,575 £ 0,098**  1,295+0,15%8 1,295 + 0,15% 1,22 + 028
5,615 £ 0,174 2,2 + 0% 2,2 +0% 2,2 +0%

*Letras maiusculas indicam comparagdes entre linhas; letras minusculas indicam
comparacgdes entre colunas. Em cada coluna, valores que apresentam a mesma letra
(maiuscula ou minuscula) nao diferem estatisticamente entre si. Valores apresentados
como média (M) + desvio padrao (DP).

Discussao

Salmonella é uma das bactérias que apresenta maior frequéncia e gravidade
entre as DOA, afetando milhdes de pessoas anualmente (OMS, 2024). A
contaminacgao durante a cadeia de producéo e o aumento da RA tem contribuido para
a disseminacgao da doenca (ALVES et al., 2024; MELO et al., 2018; OMS, 2022). Por
outro lado, a procura de consumidores por alimentos mais naturais tem crescido, em
decorréncia dos efeitos negativos do uso de conservantes sintéticos, como por
exemplo as reacgdes alérgicas, nauseas, irritacdo gastrica e diarreia pela adicdo de
dioxido de enxofre, em pessoas sensiveis (MORALES-DE LA PENA., 2019;
VINCENZI, 2021). Assim, fica evidente a necessidade de estratégias para controle de

micro-organismos com antimicrobianos naturais, de forma a garantir a seguranga
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microbiolégica dos alimentos e a saude dos consumidores, e reduzir o impacto nas
DOA, na economia e na saude (SAKARIKOU et al., 2020; HOFFMANN e AHN, 2021;
ROSSI et al., 2022; OMS, 2022).

Neste sentido, a aplicagado de extratos de origem vegetal tem se destacado
como uma alternativa promissora (ROSSI et al., 2022), devido as suas atividades
antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria, que contribuem com o aumento da
vida util e com o potencial funcional dos alimentos (RUTKOWSKA e PASQUALONE,
2025). O uso de extratos vegetais também pode trazer outros beneficios, ao promover
a geracgao de renda para as comunidades locais de origem, o que reforga seu potencial
como ingrediente de origem natural e de baixo impacto ambiental (COSTA et al.,
2025).

Exemplos de resultados positivos do uso de extratos vegetais foram detalhados
por Mallman et al. (2021), que demonstraram a atividade antimicrobiana in vitro do
extrato hexanico de llex brevicuspis Reissek (cauna) contra Salmonella Typhimurium
com CMI| de 12,5mg/mL e CMB de 25mg/mL, e detalharam que a atividade
antimicrobiana do extrato pode estar relacionada a presenca de metabdlitos
secundarios, como flavonoides, identificados nos testes fitoquimicos. No entanto, os
autores observaram que embora o extrato hexanico apresentasse potencial
antimicrobiano, o extrato acetbénico era isento de flavonoides e exibiu uma baixa
atividade, possivelmente devido a variagdo na composi¢cao quimica entre os extratos.
Isso evidencia que o método de extragdo pode influenciar a presenga de compostos
com agao antimicrobiana e, consequentemente, os resultados obtidos (MALLMAN et
al., 2021).

Alves (2025) avaliou o uso de extrato aquoso da casca de Plathymenia
reticulata Benth (vinhatico), uma espécie presente no Cerrado, contra bactérias Gram-
negativas e observou CMI de 250 ug/mL e 125 pg/mL para Salmonella spp. e E. coli,
respectivamente. Dados semelhantes também foram relatados por Curia et al. (2024)
que observaram atividade antimicrobiana in vifro de extrato etandlico e aquoso de
folhas de Tamarindus indica L. (tamarindo) contra Salmonella Typhimurium. Os
resultados obtidos no presente estudo corroboram estas evidéncias ao demonstrar a
reducdo do crescimento e atividade bactericida do extrato aquoso foliar de Caryocar
brasiliense C. contra Salmonella (Tabelas 1 e 3). A atividade antimicrobiana desta
espécie ja foi previamente demonstrada contra E. coli, embora com CMI superior aos

resultados do presente estudo (1,09 mg/mL) e sem atividade bactericida (BORGES et
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al., 2021). Nao foram encontrados estudos que avaliassem o potencial antimicrobiano
de Caryocar brasiliense C. contra Salmonella Typhimurium, o que representa um
aspecto relevante e singular nos resultados obtidos neste estudo.

O pequizeiro (Caryocar brasiliense C.) € uma arvore tipica do Cerrado brasileiro
com grande importancia na manutengao do bioma, na geragdo de renda e emprego
para as comunidades extrativistas do setor (ROMANI et al., 2025). Seu fruto possui
grande importancia para industria alimenticia por possuir propriedades nutricionais
benéficas a saude humana como lipidios, carotenoides e compostos fendlicos que
atuam com potencial antioxidante (NASCIMENTO et al., 2017). O potencial
antimicrobiano do extrato de Caryocar brasiliense C. é associado a presengca de
flavonoides e terpenos, conhecidos por atuarem como agentes antimicrobianos
naturais (AMARAL et al., 2014). Sua atividade antibacteriana ocorre por diferentes
mecanismos, como a inibigdo da membrana citoplasmatica, o comprometimento da
integridade celular e a interferéncia na sintese de acidos nucleicos, relacionada aos
flavonoides (ZHANG, 2025. J& com os terpenos, a atividade antimicrobiana é
associada a danos na integridade da membrana celular, por meio da interagdo com
fosfolipideos e a inibicdo da respiragao celular, o que leva a morte celular (DINIZ-
SILVA et al., 2019; LIU et al., 2020).

Outros extratos com presenca destes metabdlitos ja demonstraram atividade
antimicrobiana contra este patdégeno, como observado por Wu et al. (2016), que
avaliaram o extrato metandlico de Ginkgo biloba contra Salmonella spp. e Listeria spp
e observaram uma redugdo significativa na formacdo de biofiime a partir das
concentragbes de 100 pg/mL e 50 pg/mL, respectivamente. Zhong et al. (2022)
demonstram a atividade do extrato metandlico de Fagopyrum tataricum Gaertn (trigo
sarraceno tartarario), que é rico em flavonoides. Estes autores observaram atividade
antimicrobiana in vitro deste extrato contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
como Staphylococcus albus e Salmonella Typhimurium, com CMI de 3,2 mg/mL e 1,6
mg/mL, respectivamente (ZHONG et al., 2022). J& Alexandre e Nunez (2023)
avaliaram o extrato metandlico de Minquartia guianensis Aubl. (acariquara), cuja
composi¢cao quimica apresenta presenca de terpenos, e demonstraram in vitro a
reducao do crescimento de Salmonella Enteritidis em 30% com uso de 1 mg/mL.

O presente estudo também inova ao evidenciar a atividade antibiofilme do
extrato aquoso de Caryocar brasiliensi C., com redugdo de pelo menos 64,0% de

células sésseis em todas as concentragdes avaliadas (Tabela 3). Esta atividade pode
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ser relacionada a reducdo do crescimento em presenga do extrato e/ou a outros
mecanismos como interferéncia na comunicagdo celular (quorum sensing), na
motilidade bacteriana e na adeséao as superficies (EL-SAWY et al., 2024). O potencial
antibiofiime da espécie ja havia sido previamente demonstrado contra outros micro-
organismos com uso de 6leos e/ou de extratos, mas com uso de dosagens superiores
aquelas utilizadas no presente estudo (ALMEIDA-BEZERRA et al., 2025; BORGES et
al., 2021). A eficacia do 6leo foi avaliada in vitro por Almeida-Bezerra et al. (2025)
contra P. aeruginosa em microplacas, que evidenciaram a inibicdo de
aproximadamente 60% da formagéo de biofilmes com uso da dosagem na CMI (10
mg/mL). Ja Borges et al. (2021) demonstraram uma redu¢cao média de 4,53 ciclos
logaritmicos na contagem de células sésseis de E. coli apés a aplicagdo de 1.09
mg/mL do extrato etandlico das folhas de Caryocar brasiliense C.

E valido mencionar que as limitagdes da técnica de coloragdo com cristal violeta
foram evidenciadas pelos resultados do presente estudo, pois, curiosamente, quanto
maior a concentracdo de antimicrobianos, maiores eram as leituras de densidade
optica (DO) (Tabela 2). Embora esta técnica seja uma das mais utilizadas para
avaliagao de biofilme, ela nao permite diferenciar se o material aderido € composto
por células vivas ou mortas, ou mesmo por componentes presentes no material
utilizado, o que pode resultar em um aumento da absorbancia mesmo em auséncia
de crescimento (PANTANELLA., 2013; COFFEY e ANDERSON., 2014). Assim,
elevadas leituras de DO néo refletem, necessariamente, o aumento de células viaveis,
ao contrario podem estar relacionadas a uma maior deposi¢ao de componentes da
matriz e/ou de elementos liberados de células mortas que foram corados pelo cristal
violeta, o que gera um falso positivo, como observado em nossos dados pelas altas
leituras de DO em concentragdes em que foi observada atividade bactericida (Tabela
2). Esta limitacdo ja foi previamente demonstrada por outros estudos como Dos
Santos et al. (2025) e Latka e Drulis-kawa (2020) e justifica a necessidade de uso de
mais de uma técnica para obtengdo de dados mais confidveis para analise do
potencial antibiofiime.

Por outro lado, o uso combinado de substancias, especialmente aquelas de
origem natural, tem se mostrado uma estratégia promissora para potencializar a agéao
antimicrobiana, reduzir a resisténcia microbiana e ampliar o espectro de acado dos
compostos (QUICHABA et al., 2023). Nessa perspectiva, outro antimicrobiano natural

amplamente estudado € a nisina, uma bacteriocina que age pela formagao de poros
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na membrana celular e pela inibicdo da sintese da parede celular, por sua interagéo
com o lipidio Il (CHAREST et al., 2024). Bactérias Gram-negativas geralmente sao
resistentes a agdo de nisina, pois a camada de lipopolissacarideo (LPS) impede a
passagem da bacteriocina (CHAREST et al., 2024).

Mas, o uso de altas dosagens pode induzir alguma atividade antimicrobiana,
mesmo que limitada, como observado nos dados do presente estudo em que foi
observada a reducgao de 0,46 e 0,71 ciclos log, com uso das maiores concentragdes,
200 e 400 AU/mL, respectivamente (Tabela 1). Similarmente, uma atividade
antimicrobiana limitada também foi demonstrada Singh, Prabha e Rishi (2013), em
que a aplicagao isolada de nisina diminuiu a populagdo de Salmonella Typhimurium
em 0,42 e 0,67 ciclos log, com uso de 25 e 50 mg/kg em murinos.

Por isso, a combinagdo de nisina com outros agentes antimicrobianos é
importante para superar as limitagbes contra Gram-negativas (CHURKLAM., 2020;
WU.,2023). Diversos compostos quimicos e fatores fisicos ja demonstraram efeito
sinérgico de nisina contra bactérias Gram-negativas, como o EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) e baixas temperaturas (PRUDENCIO et al. 2016,
JAHANGIRI et al. 2021)). A combinagao de nisina com compostos naturais, como
Oleos essenciais também demonstra resultados promissores, como observado por
Turgis et al. (2012) em andlise in vitro através do indice de concentragao inibitéria
fracionaria (FIC) 0,2, que demonstraram o efeito sinérgico do uso de nisina e 6leo
essencial de Thymus vulgaris contra Salmonella Typhimurium. Outro estudo in vitro
utilizou trés Ooleos essenciais de Ocimum basilicum, Salvia officinalis e
Trachyspermum ammi com nisina e foi observado o efeito sinérgico de todos os
compostos utilizados contra E. coli, sendo a combinacgao do 6leo de T. ammi e nisina,
aquela em que foi observado o melhor efeito com CMI de 0,31 mg/mL e 31,25 Ul/mL
e CMB 0,62 mg/mL e 62,5 Ul/mL, respectivamente (MEHDIZADEH et al., 2016).

Contudo, os resultados do presente estudo ndo evidenciaram a redugao na
populagéo de Salmonella, com uso combinado de nisina e do extrato de Caryocar
brasiliense C., possivelmente devido ao expressivo efeito antimicrobiano do extrato
aplicado de forma isolada (Tabela 3). Resultados similares foram observados
Klangpetch e Noma (2018), que n&do observaram agao sinérgica de nisina e carvacrol
contra E. coli e apenas um efeito parcial contra Salmonella Typhimurium. Tais achados
mostram que nem sempre as combinacgdes de antimicrobianos podem atuar de forma

sinérgica contra todos os tipos de micro-organismos, mesmo que pertengam ao
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mesmo grupo estrutural, como ocorre com a Salmonella Typhimurium e E. coli, pois,
a eficacia de uma combinagao depende das caracteristicas fisiolégicas de cada micro-
organismo e composi¢do quimica dos agentes utilizados (KLANGPETCH e NOMA,
2018).

Portanto, no presente estudo o extrato aquoso foliar de Caryocar brasiliense C.
demonstrou bons resultados contra Salmonella Typhimurium, o que reforca a
necessidade em explorar o potencial antimicrobiano de espécies nativas, como
espécies do Cerrado, que representa uma estratégia fundamental para a valorizagéo
e conservagao desse ecossistema biodiverso e promover o aproveitamento
sustentavel dessas espécies. Além de contribuir para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos, sua aplicagdo em areas distintas pode contribuir para gerar renda em
comunidades locais, estimular a manutencdo dos conhecimentos tradicionais e

incentivar a preservagao do ambiente natural (SILVA et al., 2025).

Conclusao

Os resultados do presente estudo evidenciaram expressivo potencial
antimicrobiano do extrato aquoso foliar de Caryocar brasiliense C. contra Salmonella
Typhimurium, com CMI e CMB de 0,039 mg/mL. O potencial antibiofiime do extrato
também foi evidenciado, ao reduzir a adesdo do patégeno em pelo menos 64% com
uso de todas as concentragdes avaliadas. Nisina isoladamente apresentou atividade
antimicrobiana e antibiofilme limitada, mesmo nas maiores concentrag¢des testadas. A
associagao entre os dois agentes nao exibiu aumento na atividade antimicrobiana ou
antibiofilme, possivelmente devido a eficacia do extrato isoladamente. Esses achados
reforcam o potencial desses compostos naturais como alternativas aos
antimicrobianos convencionais.

As analises realizadas foram restritas a condi¢cbes in vitro. Dessa forma,
estudos complementares sdo necessarios para avaliar o desempenho do extrato em
matrizes mais complexas, como em alimentos e sistemas biolégicos, bem como
investigar o uso combinado da nisina e do extrato em diferentes concentragdes, a fim
de verificar possiveis interagdes sinérgicas.

Assim, os resultados obtidos reforcam a importancia da valorizagdo de
espécies do bioma Cerrado como fontes sustentaveis de compostos bioativos com

potencial antimicrobiano, especialmente frente a micro-organismos associados a



22

doengas de origem alimentar (DOA), destacando sua possivel aplicagdo nas

indUstrias alimenticia e farmacéutica.
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