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AVALIACAO DE ACAO MICROBIOLOGICA DO EXTRATO DE Nasturtium

officinale (AGRIAQ)

Eduardo Mendes Paulino'
Mariana Carina Frigeri Salaro)"

RESUMO

Os processos fermentativos da industria sucroenergéticas estdo sujeitos a muitos tipos de
contaminagfes por microrganismos em diferentes etapas do processo. Para o controle dos
contagios o uso de antibidticos faz-se necessario, porém sdo substancias custosas que com o
uso continuo pode levar a selecdo de cepas resistentes dificultando o controle. Como alternativa
para o tratamento vem se estudando o uso de vegetais. O Nasturtium officinal, o agrido é um
vegetal que apresenta segundo estudos propriedades antimicrobianas. O presente estudo tem
por objetivo avaliar a acdo bactericida e fungicida do extrato de Nasturtium officinale em
bactérias e leveduras presentes no processo de fermentacédo alcoodlica. Para isso foi realizado a
diluicdo do extrato de agrido, sendo sua acao biocida testado em bactérias padrdes (American
Type Colection Culture - ATCC) Staphyloccoccus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli
(ATCC 25922), e um combinado de leveduras e contaminantes microbianos do processo
fermentativo obtidos da cuba de tratamento do fermento de trés unidades sucroenergéticas
diferentes da regido de Jaboticabal. A atividade antimicrobiana foi avaliada segundo a técnica
de difusdo em &gar pelo método hole plate, os pocos (4mm) foram preenchidos com 30 pL do
extrato diluido na concentracdo 0,5g/mL. O extrato apresentou uma alta solubilidade 1:2. A
acdo da substancia sobre os microrganismos apresentou efeito sobre as bactérias padrbes
Staphyloccoccus aureus e Escherichia coli sendo formado um halo médio de inibicéo de 18,45
e 18,82mm, respectivamente. Nao apresentou acao sobre 0s mixes de bactérias e de leveduras,
ndo sendo recomendado para controlar infeccdes do processo fermentativo.

Palavras-chave: 1. Agrido. 2. Nasturtium officinale. 3. Antibacteriano.
ABSTRACT

The fermentation processes of the sugar-energy industry are subject to many types of
contamination by microorganisms in different stages of the process. For the control of
contagions, the use of antibiotics is necessary, but they are costly substances that, with
continuous use, can lead to the selection of resistant strains, making control difficult. As an
alternative for treatment, the use of vegetables has been studied. Nasturtium officinale,
watercress is a vegetable that according to studies has antimicrobial properties. The present
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study aims to evaluate the bactericidal and fungicidal action of Nasturtium officinale extract on
bacteria and yeasts present in the process of alcoholic fermentation. For this, the watercress
extract was diluted, and its biocidal action was tested on standard bacteria (American Type
Collection Culture - ATCC) Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Escherichia coli
(ATCC 25922), and a combination of yeast and microbial contaminants from the fermentation
process obtained from the yeast treatment vat of three different sugar-energetic units in the
Jaboticabal region. The antimicrobial activity was evaluated using the agar diffusion technique
using the hole plate method, the wells (4mm) were filled with 30 uL of the diluted extract at a
concentration of 0.5g/mL. The extract showed a high solubility 1:2. The action of the substance
on the microorganisms influenced the standard bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia
coli, forming a mean inhibition halo of 18.45 and 18.82mm, respectively. It did not show action
on bacteria and yeast mixes and is not recommended for controlling infections in the
fermentation process.

Keywords: 1. Agrido. 2. Nasturtium officinale. 3. Antibacteriano.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um dos grandes produtores de etanol do mundo, tendo produzido cerca de
30,26 bilhdes de litros na safra 2020/2021 e espera-se o crescimento dessa producdo nas
proximas safras (CONAB, 2022).

A fabricacdo deste produto da-se principalmente pelo processo de fermentagdo. A
fermentacdo alcodlica é uma operacdo complexa e importante na fabricacdo do alcool, por
utilizar organismos vivos e concentrar grande parte da eficiéncia da producgdo. O processo
fermentativo das industrias sucroenergéticas esta sujeito a contaminacao por bactérias, fungos
e até por leveduras ndo Saccharomyces (Saccharomycetaceae). Esses contaminantes podem
gerar problemas operacionais e econémicos. As contaminacdes ocorrem devido ao reciclo de
células de levedura para aumentar a produtividade, com isso também pode-se reciclar as
bactérias contaminantes. O contdgio por microrganismos no processo pode-se originar durante
as operacdes de transferéncia da cana-de-agUcar do campo até a industria, envolvendo corte,
carregamento, transporte, descarregamento e até armazenamento da matéria-prima (DIAS,
2018).

A contaminacao bacteriana pode diminuir o rendimento da producdo do produto de
interesse, devido a elas consumirem uma grande quantidade de sacarose ou até mesmo reduzir
a viabilidade da levedura. A existéncia de certos indices de microrganismos indesejaveis pode
ocasionar prejuizos ao processo industrial (PRADO, 2014). Em razéo ao grande aumento da
resisténcia de microrganismos patogénicos a multiplas drogas, devido ao uso indiscriminado de
antimicrobianos, surge a preocupacdo para a procura de novas alternativas de tratamentos
(OLIVEIRA et al., 2007).

Entre as alternativas, as plantas estdo dentre os produtos naturais de grande interesse
cientifico devido a possibilidade de empregéa-las como biocidas, devido a diversidade de seus
constituintes (LIMA et al., 2006). O interesse dos pesquisadores na avaliacdo da atividade
antimicrobiana e fungicidas de plantas tem sido despertado pela aceitacdo dessas espécies como
alternativa no controle de microrganismos e pelo aumento de microrganismos resistentes aos
antibidticos disponiveis (DAS K, TIWARI e SHRIVASTAVA, 2010). A eficacia
antimicrobiana de extratos vegetais, 0leos essenciais e compostos isolados, como alcaloides,
flavonoides, lactonas e terpenos, tem sido relatada por estudos. (RIOS E RECIO, 2005)

Tem sido reportado que o agrido (Nasturtium officinale) (Brassicaceae), (Figura 1)
possui atividades antibacterianas, antiescorbutica, colagoga e propriedades expectorantes
(BLUMENTHAL et al., 2000).

Figura 1. Nasturtium officinale — agrido.

o LR o
Fonte: LIEWY, 2006.



As partes aéreas de N. officinale sdo consumidas em grande quantidade na alimentacéo
humana, possuem odor caracteristico, sabor levemente amargo e picante que a torna agradavel.
E rica em substéncias ativas e vitaminas sendo utilizadas no tratamento de infecgdes ou como
expectorante para tratamento de bronquites, de acordo com Blumenthal et al. (2000).

O presente estudo tem por objetivo avaliar a acao bactericida e fungicida do extrato de
N. officinale em bactérias e leveduras presentes no processo de fermentacéao alcoodlica.

2. MATERIAIS E METODO

O experimento foi realizado no Laboratério de Bioprocessos da Faculdade de
Tecnologia Nilo de Stéfani de Jaboticabal (FATEC) Jaboticabal, SP.

Foi utilizado extrato seco sollvel de agrido, obtido a partir do método de secagem por
Spray Drying Lote 001761 PAS, fabricado em 03/2022 e com validade em 03/2024.
Comercializado por Engenharia das Esséncias CNPJ: 36.437.409/0001-17, engenheiro quimico
responsavel CRQ: 04367032. (Figura 2)

Figura 2 — Extrato em p6 de agrido.

Fonte: proprio autor.

A determinacéo da solubilidade em &gua foi realizada transferindo 1 grama (Tabela 1)
do extrato para microtubo com volume de 2 mL onde foi adicionado o solvente e utilizado o
agitador mecanico (vortex) para realizar a completa homogeneizacéo e solubilizagdo da amostra
(Figura 3 e 4).
Para a determinacgéo da solubilidade foi utilizado a escala presente na Tabela 2 presente na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010) e realizado por Nascimento,

(2008) e Carvalho et al. (2022).



Tabela 1- Quantidade de amostra e de solventes utilizados para avalia¢do da solubilidade

Amostra (9) Adicéo Volume de Partes de
cumulativa de solvente | solvente (mL) solventes para 1g de
(mL) amostra
- 1 1
1,0 9 10 10
20 30 30
- 1 100
0,01 9 10 1000
90 100 10000

Fonte: NASCIMENTO, (2008).

Tabela 2- Termos descritivos para expressar a solubilidade

Termo descritivo

Quantidade de solvente

Muito soltvel
Facilmente soltvel

Solavel

Menos de 1 parte
De 1 a 10 partes

De 10 a 30 partes

Ligeiramente soltvel

De 30 a 100 partes

Pouco solvel
Muito pouco sollvel

Praticamente insol(vel

De 100 a 1.000 partes
De 1.000 a 10.000 partes

Mais de 10.000 partes

Fonte: ANVISA (2010).

Figura 3 — Pesando a amostra
para a solubilizacéo.

Fonte: proprio autor.

Figura 4 — homogeneizagdo com
uso do vortex.

Fonte: proprio autor.
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Para realizacdo do presente trabalho foram utilizadas uma mistura de bactérias (Mix
bacteriano) e de levedura (Mix de levedura) (Figura 5).

Figura 5 — Placas contendo uma variedade de bactérias e leveduras

Fonte: proprio autor.

Os microrganismos padrdes utilizados foram (American Type Colection Culture -
ATCC) Staphyloccoccus aureus (Staphylococcaceae) (ATCC 25923) e Escherichia coli
(Enterobacteriaceae) (ATCC 25922), e também um combinado de leveduras e contaminantes
microbianos do processo fermentativo. O combinado de microrganismos fora obtido a partir da
simulacdo de um processo fermentativo realizado na FATEC Jaboticabal e do material da cuba
de tratamento do fermento de trés unidades sucroenergéticas diferentes da regido de Jaboticabal
(Usinas A, B e C) como descrito em Carvalho et al., 2022.

A atividade antimicrobiana foi avaliada segundo a técnica de difusdo em &gar pelo
método “hole plate” ou técnica do pogo. Para isso, 100 pL de uma suspensdo contendo 0s
microrganismos desejados fora espalhado com al¢a de Drigalsky em placas de Petri contendo
agar Mueller Hinton (Himedia®). Os pogos foram confeccionados com um dispositivo
cilindrico pléstico esterilizado de 4,0 mm de didmetro (Figura 6 e 7). A seguir, 0s pocos foram
completamente preenchidos com 30 uL da substincia a ser testada (extrato de agrido diluido
em &gua destilada na concentragdo 0,5g/mL) (Figura 8). Halos de inibi¢do maiores que 7 mm
foram considerados como resultados positivos (NASCIMENTO et al., 2000). Os testes foram
realizados em triplicata.
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Figura 6 — Perfuragcéo do pogo na placa de Figura 7 — Retirada do agar para formacao
Petri. do poOCo.

Fonte: proprio autor. Fonte: préprio autor.

Figura 8 — placa com pocos preenchidos de extrato diluido, em verde na foto.

Fonte: proprio autor.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato de agrido em po segundo a tabela de solubilidade disponibilizada pela
ANVISA (2010) classificou-se como facilmente soltvel (Tabela 3).
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Tabela 3- Solubilidade do extrato vegetal em termos descritivos
Extrato vegetal Solubilidade observada (mg/ml) Termo descritivo

Nasturtium officinale 1:2 Facilmente soltvel

A concentracdo utilizada para verificar a inibicdo do crescimento microbiano foi de
0,5g/mL, por ser a mais concentrada possivel verificada pelo teste de solubilidade (1:2).

A acdo da substancia sobre 0s microrganismos apresentou efeito sobre as bactérias
padrdes Staphyloccoccus aureus e Escherichia coli (Tabela 4) sendo formado um halo médio
de inibicdo de 18,45 e 18,82mm, respectivamente. Assim como encontrado por Buffon (2005)
onde o extrato de Nasturtium officinale inibiu bactérias do género Staphyloccoccus.

Figura 9 — Halos na cultura padréo E. coli

Fonte: proprio autor.

Tabela 4. Medida dos halos de inibicdo obtida para 0os microrganismos padres.
Didmetro dos halos (mm)

S. aureus E. coli
1 18,95 18,23
2 17,58 19,02
3 18,38 19,20
Média 18,45 18,82
Controle * *

*Medida do halo < 7mm. Fonte: Dados da pesquisa
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No mix de bactérias isoladas dos processos industriais o extrato ndo apresentou nenhum
efeito (Figura 10).

Figura 10 - Cultura desenvolvida do mix de bactérias.

Fonte: proprio autor.

Nas leveduras fermentativas o agrido ndo apresentou efeitos inibitérios (Figura 11) na
dose aplicada, sendo um bom indicativo, pois na fermentacdo ndo se busca a inibicdo desses
fungos.

Figura 11 — Placa com cultura de leveduras do Mix.

Fonte: proprio autor.

4- CONCLUSAO

O extrato de Nasturtium officinale apresenta o efeito inibitdrio na concentracdo de
0,5g/mL em bactérias Staphyloccoccus aureus e Escherichia coli sendo necessario mais estudos
sobre as melhores concentragGes para sua agao.

Nesta concentracao nao apresentou acdo sobre o mix de leveduras utilizadas no processo
de fermentacdo alcoolica.
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N&o apresentou acdo inibitéria no mix de bactérias contaminantes da fermentacéo.
Demonstrando que seu uso na concentracao de 0,5g/mL néo é viavel para o controle de bactérias
infectantes do processo fermentativo.
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