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RESUMO

A busca por novos compostos antimicrobianos é essencial diante do aumento da
resisténcia bacteriana a antibiéticos convencionais. Comunidades microbianas que
habitam o continente Antartico vém sendo recuperadas de diversos substratos
coletados neste ambiente, linhagens que demonstram ser promissoras na produgao
de biomoléculas com atividades antimicrobianas. Este estudo investigou a produgao
de compostos antimicrobianos sintetizados por linhagens bacterianas isoladas de
sedimento marinho coletado na Ilha Deception, Antartica. Foram utilizadas 13
linhagens bacterianas previamente reativadas, sendo submetidas a ensaios de
difusdo em disco contra os patdégenos humanos Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium e Pseudomonas aeruginosa. Nenhuma das amostras testadas
apresentou halos de inibicdo, sugerindo a auséncia de atividade antimicrobiana
detectavel por esse método. Diante desse resultado, foi realizado o ensaio de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) com oito, das treze linhagens reativadas, no
qual foi observada atividade antimicrobiana entre 0.50 a 0,003 mg mL™", sendo a
menor concentragao eficiente contra S. typhimurium. Os resultados sugerem que as
linhagens bacterianas do ambiente antartico produzem metabdlitos com potencial
antimicrobiano, destacando-se como possiveis fontes para o desenvolvimento de

novas terapias contra infecgdes bacterianas.

Palavras-chave: Antartica, antibidticos, resisténcia microbiana, bactérias

psicrotolerantes.

Versao Final Honol ogada
26/ 03/ 2025 08: 24



ABSTRACT

The search for new antimicrobial compounds is essential in view of the increase in
bacterial resistance to conventional antibiotics. Microbial communities inhabiting the
Antarctic continent have been recovered from various substrates collected in this
environment, strains that have shown promise in the production of biomolecules with
antimicrobial activity. This study investigated the production of antimicrobial
compounds synthesized by bacterial strains isolated from marine sediment collected
on Deception Island, Antarctica. Thirteen previously reactivated bacterial strains
were used and subjected to disk diffusion assays against the human pathogens
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium and Pseudomonas aeruginosa.
None of the tested samples showed inhibition zones, suggesting the absence of
detectable antimicrobial activity by this method. Given this result, the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) test was performed with eight of the thirteen
reactivated strains, in which antimicrobial activity was observed between 0.50 and
0.003 mg mL-1, with the lowest concentration being efficient against S. typhimurium.
The results suggest that bacterial strains from the Antarctic environment produce
metabolites with antimicrobial potential, standing out as possible sources for the

development of new therapies against bacterial infections.

Keywords: Antarctica, antibiotics, microbial resistance, psychrotolerant bacteria.
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1. INTRODUGAO

A intensificacdo da resisténcia antimicrobiana (AMR) tem colocado em
evidéncia a necessidade de novas estratégias para combater microrganismos,
exigindo pesquisas mais aprofundadas quanto a fontes alternativas de compostos
bioativos (Murugaiyan, J., et al. 2022). Nesse sentido, o ambiente antartico,
caracterizado por suas condicbes extremas, como baixas temperaturas, alta
incidéncia de radiagao ultravioleta e recursos nutricionais escassos (Colesie, C., et
al. 2022), representa um ecossistema singular em que as comunidades microbianas
desenvolvem adaptacdo as condigdes adversas (Ramasamy, K., et al. 2023),
resultando em vias metabdlicas adaptadas (Li, Y., et al. 2019). Tais microrganismos,
classificados como extremdfilos, possuem o potencial de produzir substancias
antimicrobianas inovadoras, as quais podem superar a ineficacia observada em
antibiéticos convencionais diante de patégenos resistentes a multidrogas (Silva, B.S.,
et al. 2018). Além disso, existem indicios de que bactérias isoladas de regides
polares podem apresentar vias de biossintese de metabdlitos com propriedades

inibitérias contra patdégenos resistentes (Bruno, S., et al. 2019).

Dessa maneira, as investigagdes dirigidas a caracterizacdo das bactérias
antarticas e a avaliagdo de seu potencial na produgdo de compostos
antimicrobianos tém se mostrado fundamentais para a descoberta de novas
moléculas para o desenvolvimento de terapias mais eficazes (Nufiez-Montero, K., et
al. 2018).

Nesse sentido, o presente trabalho propds avaliar a capacidade de linhagens
bacterianas previamente isoladas de sedimentos marinhos coletados na llha
Deception, Antartica na inibicdGo do crescimento de patdgenos incluindo
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus. O
estudo compreendeu a reativacédo de linhagens bacterianas, a realizagao de testes
de triagem em meio de cultivo sdlido (disco-difusdo) e a determinagdo da

Concentracgao Inibitéria Minima (CIM).
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10
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sdo amplamente utilizados no tratamento de infeccdes
microbianas, e muitas vezes de forma indiscriminada (Leekha, S. et al, 2011). Apo6s
a descoberta da penicilina, por Alexander Fleming, em 1928, houve um grande salto
na forma de tratamento de doencas microbianas (Ligon, B. 2004). A descoberta de
Alexander Fleming abriu as portas para um novo mundo, dando origem a uma
industria dedicada a produgéo de penicilina e outros antibioticos. A purificagéo da
penicilina e seu uso clinico s6 foram possiveis gragas aos esforgos de Howard
Florey e Ernst Chain, que, junto com Fleming, receberam o Prémio Nobel de
Medicina em 1945 (Lalchhandama, K. 2021). Essas substancias revolucionaram o
tratamento de diversas doengas infecciosas, como tuberculose, pneumonia,
meningite e sifilis, possibilitando uma melhor qualidade de vida para milhdes de
pessoas (Lobanovska, M., & Pilla, G. 2017).

Nos tempos atuais, entretanto, o uso indiscriminado de antibiéticos acarreta
em resisténcia das bactérias aos tratamentos propostos, o que gera um grave
problema de saude publica (Mancuso, G., et al, 2021). O uso inadequado dos
antibiéticos, como usa-los para distintas indicacbes, que nao para combater
bactérias, é um dos grandes fatores da resisténcia aos antibidticos

(Tangcharoensathien, V., et al. 2018).

A resisténcia antimicrobiana (AMR) é um problema de saude publica global
que ocorre quando microrganismos como bactérias, virus, fungos e parasitas nao
respondem mais aos tratamentos com antimicrobianos, permitindo que sobrevivam
e se multipliquem no hospedeiro (Kashem Tang et al. 2023). Assim, AMR representa
uma ameaca consideravel para os sistemas de saude publica, ndo apenas em
paises em desenvolvimento, mas em todo o globo (Dadgostar, 2019). Ela resulta no
aumento de infecgbes graves, complicagbes, permanéncias hospitalares
prolongadas e taxas de mortalidade mais altas, impactando niveis nas economias
nacionais e nos sistemas de saude (Ferri, M., et al. 2017). A AMR é responsavel por

milhdes de mortes anualmente, com patégenos como Escherichia coli e
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11

Staphylococcus aureus, contribuindo significativamente para essa carga (G, C., et
al. 2022).

A falta de saneamento basico, agua limpa e medidas de controle de
infeccdes em hospitais sdo fatores que exacerbam a disseminacdo da AMR. A
resisténcia  antimicrobiana esta fortemente correlacionada com fatores
socioecondmicos e de saude (Hendriksen, R., et al. 2019). Os microrganismos
desenvolvem resisténcia através de mutagdes genéticas, transferéncia horizontal de
genes e pressao seletiva. Esses mecanismos permitem que as bactérias se tornem
resistentes a antibidticos multiplos (Sharma, S., et al. 2024). A resisténcia é
frequentemente disseminada através de elementos genéticos mébveis, como
plasmideos, que facilitam a transferéncia de genes de resisténcia entre diferentes
espécies bacterianas (Delgado-Blas, J., et al. 2022). A implementacdo de
programas de gestdo antimicrobiana é crucial para promover o uso racional de
antimicrobianos e preservar sua eficacia futura. Esses programas tém sido eficazes

na promogao do uso de protegao de antimicrobianos (Majumder, M., et al. 2020).

2.1.1 MECANISMO DE AGAO DOS ANTIBIOTICOS

Os medicamentos antimicrobianos podem ser categorizados de acordo com
0os mecanismos de agao (Tenover, F. 2006). Os principais grupos incluem os
antibidticos que bloqueiam a sintese da parede celular, os que perturbam a
membrana celular, inibem a produgdo de proteinas, impedem a sintese de acidos
nucleicos e os que interrompem as vias metabdlicas das bactérias (Quadro 1)
(Reygaert, 2018).

Quadro 1. Mecanismos de acéo de diferentes tipos de antibiéticos.

ANTIBIOTICO MECANISMO DE AGAO

Sao transportados para o citoplasma, onde se ligam a
subunidade 30S do ribossomo. Isso causa uma leitura errada
Aminoglicosideos _ _
do RNA mensageiro (RNAm), o que resulta na producao de

proteinas alteradas. Essas proteinas alteradas interferem na
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permeabilidade da membrana celular, causando desequilibrio

eletrolitico e lise bacteriana.

Cloranfenicol

Liga-se a subunidade 50S do ribossomo. Isso impede o
movimento dos ribossomos ao longo do RNA mensageiro
(RNAm), o que interrompe a sintese de proteinas. O inibidor
da peptidiltransferase também impede a ligacdo do RNA de
transferéncia (RNAt) ao ribossomo, o que significa que novos
aminoacidos ndao podem ser adicionados a cadeia proteica

em crescimento.

Licosamidas

Alteram a superficie bacteriana, favorecendo a opsonizacéo,
fagocitose e destruigdo intracelular das bactérias. Liga-se a
subunidade 50S do ribossomo  prejudicando o

desenvolvimento das proteinas.

Macrolideos

Ligam-se ao RNAr 23S da subunidade 50S e interferem nas
reacoes de transpeptidacédo e translocagao, o que impede a

produgao de proteinas bacterianas.

Oxazolidinonas

Ligam-se a subunidade 50S dos ribossomas, prejudicando
sua unidao com a subunidade 30S e a formagao do ribossomo

70S, necessario para que ocorra a sintese proteica

Tetraciclinas

As tetraciclinas se ligam a subunidade 30S do ribossomo
bacteriano, que €& responsavel pela leitura do RNA
mensageiro e pela ligacdo dos aminoacidos para formar
proteinas. A ligagcdo das tetraciclinas a essa subunidade
impede a ligagdo do aminoacil-tRNA, que é o portador de

aminoacidos para o ribossomo.

Fonte: adaptado de Oliveira, 2024.

Os mecanismos bioquimicos de resisténcia empregados pelas bactérias

incluem a inativagdo de antibidticos, a modificacdo de alvos, a alteracdo da

permeabilidade e o desvio de vias metabdlicas (Oliveira, 2024). A figura 1

exemplifica esses mecanismos. A inativagdo de Antibidticos ocorre através de
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bactérias produzidas por enzimas como beta-lactamases, acetilases, adenilases e
fosforilases que inativam os antibioticos, impedindo sua ac¢do (Egorov, A., et al.
2018). Ja a modificagdo do Alvo se da a partir de bactérias que podem alterar o
local de acao dos antibidticos, como as proteinas de ligagao a penicilina (PBPs),
tornando os antibioticos ineficazes, enquanto a alteragcado da permeabilidade ocorre
por mudancas na membrana celular que podem reduzir a entrada de antibidticos,
limitando sua eficacia (Kapoor, G., et al. 2017). Algumas bactérias utilizam bombas
de efluxo para expelir antibiéticos do interior celular, reduzir sua concentragao e
eficacia (Moravej, H., et al. 2018), as bombas de efluxo sdo compostas por
proteinas transportadoras localizadas na membrana celular bacteriana, que
removem uma variedade de substratos, incluindo antimicrobianos, solventes

organicos e metais pesados (Huang, L., et al. 2022).

Figura 1. Mecanismos bioquimicos de resisténcia microbiana.

1. Blogueio
Antibiotico da entrada

2. Inativacdo
por enzimas

Molécula-
-alvo alterada

3. Alteracdo da 4. Efluxo do
molécula-alvo antibiotico

Fonte: (Tortora et al. 2012).

Uma alternativa aos antibidticos existentes, sdo os peptideos antimicrobianos
(AMPs), tem demonstrado-se promissores para tratar infeccbes bacterianas,
principalmente aquelas que sao multirresistentes (Rima, M., et al. 2021). Os AMPs
possuem um tamanho pequeno, além de sequéncias catibnicas e hidrofdbicas,
tendo também um mecanismo nao especifico, fazendo com que a resisténcia a eles

seja mais rara (Ageitos, J., et al. 2017).
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2.2 BACTERIAS DA ANTARTICA

Microrganismos recuperados de ambientes extremos como o Antartico, onde
condigdes ambientais como baixas temperaturas, escassez nutricional e baixa
umidade, proporcionam uma capacidade na comunidade microbiana de adaptagao a
estas condi¢des, fazendo com que distintas vias metabdlicas possam sintetizar
enzimas responsaveis por processos ainda pouco estudados (Margesin; Miteva,
2011).

Os ecossistemas antarticos sdo amplamente dominados por microrganismos,
cujo papel crucial no funcionamento desses sistemas € fundamental (Silva et al.,
2018). Microrganismos encontrados em ambientes de dificil sobrevivéncia sao
conhecidos como extremofilos, organismos que habitam ambientes caracterizados
por parametros indspitos para a maioria dos seres vivos devido a suas temperaturas
e valores de pH extremos, forca ibnica alta ou baixa, pressao ou escassez de
nutrientes, entre outros (Martinez-Espinosa R. M., 2020). Devido as suas
propriedades metabdlicas unicas, essas células tém despertado crescente interesse
na comunidade cientifica devido as suas potenciais aplicagdes biotecnolégicas em

diversas areas (Silva et al., 2018).

As Proteobactérias, um filo significativo de bactérias Gram-negativas, séo
comumente identificadas em amostras da Antartica, sendo os mais abundantes em
diversos ambientes desse ecossistema (Papale, M. et al, 2017; Park, C. et al 2016;
Li, Z. et al, 2016). Pesquisas que se dedicaram a diversidade microbiana em solos
antarticos identificaram as Proteobactérias e Actinobactérias como os filos mais
prevalentes (Wang, L. et al, 2017), enquanto Cianobactérias e Firmicutes foram
encontrados com menor frequéncia, embora ainda comuns (Nuiez-Montero, K., et
al. 2018). No mesmo trabalho, Nufiez-Montero et al. (2018) afirmam que, pelo que
se sabe até agora, ndo ha estudos que mostram a composicdo completa dos
microrganismos na Antartica. Contudo, a presenga de uma comunidade microbiana
na camada ativa de Edmonson Point, foi revelada por meio de uma abordagem
multi-6mica, uma técnica que nado depende de cultivo. Essa area, fica livre de gelo
na encosta leste, fica perto do sopé do Monte Melbourne, na Terra da Vitoria do
Norte, na Antartica (Brincar, M. et al, 2018).
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2.2.1 Bactérias da Antartica com atividade antimicrobiana

Comunidades bacterianas recuperadas de amostras do continente Antartico
tém demonstrado capacidades na sintese de compostos com atividades bioativas
(Silva et al., 2018). Pesquisas indicam que bactérias isoladas da Antartica,
pertencentes a géneros como Psychromonas e Arthrobacter, apresentam
expressiva atividade antimicrobiana, incluindo a capacidade de inibir o crescimento
de cianobactérias téxicas, como Microcystis aeruginosa, além de promover a
inativagdo de microcistinas (Benegas, G., et al. 2021). Além disso, actinobactérias
isoladas da Antartica, como Streptomyces e Micromonospora, demonstram
potencial antimicrobiano, atuando contra bactérias tanto Gram-positivas quanto

Gram-negativas (Tistechok, S., et al. 2021).

A exploracdo de organismos antarticos para a descoberta de novos
compostos antimicrobianos tem gerado interesse crescente, com patentes indicando
o potencial de compostos ativos contra importantes patégenos humanos, como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Mycobacterium tuberculosis
multirresistente (Silva, M., et al. 2022). A cepa Streptomyces fildesensis S013.3, por
exemplo, demonstrou atividade antibidtica significativa contra bactérias
Gram-positivas e redugdo do crescimento de patdogenos Gram-negativos
(NuRez-Montero, et al. 2019).

Diversas linhagens bacterianas isoladas do permafrost antartico, incluindo
espécies de Bacillus, mostraram-se eficientes na produgdo de compostos
antimicrobianos contra Staphylococcus aureus multirresistentes. Estas bactérias

representam uma fonte promissora de novos antibiéticos (Efimenko, T., et al. 2018).

O permafrost é uma camada de solo ou rocha que permanece congelada a
uma temperatura igual ou inferior a 0°C por pelo menos dois anos consecutivos. Ele
€ encontrado principalmente no Hemisfério Norte, cobrindo cerca de um quarto da
superficie terrestre exposta (Nawghare, S. 2024). Existem tipos diferentes de
permafrost, sendo eles o continuo presente em areas com temperaturas médias
anuais abaixo de -5°C, cobrindo grandes extensdes de terra, o descontinuo que

ocorre onde a temperatura média anual esta entre -2°C e -4°C, cobrindo 50% a 90%
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da paisagem, e o esporadico e isolado, encontrado em areas com temperaturas
meédias anuais entre 0°C e -2°C, cobrindo menos de 50% da paisagem. Sendo a
camada ativa, aquela superior que descongela no verdo e congela no inverno,
sobrepondo o permafrost (Murton, J., 2021). O aquecimento global esta acelerando
o descongelamento do permafrost, o que pode ter consequéncias para o clima e

ecossistemas (Salzmann, N., & Gartner-Roer, |. 2017).
2.3 BACTERIAS PATOGENICAS

Bactérias patogénicas sao microrganismos que podem causar doencas em
humanos, utilizando diversos mecanismos para evitar o sistema hospedeiro do
hospedeiro e estabelecer infecgdes. A compreensdo desses mecanismos € crucial

para o desenvolvimento de estratégias de prevengao e tratamento.
Alguns dos mecanismos de patogenicidade:

Adesédo e Invasdo: Bactérias patogénicas possuem capacidade de adesao e
invasdo de células hospedeiras, utilizando moléculas especificas que se ligam a
alvos celulares, facilitando a resposta do hospedeiro. Algumas bactérias conseguem
atravessar barreiras epiteliais e endoteliais, acessando tecidos internos e causando
doengas graves (Ribet, D., & Cossart, P. 2015).

Evasdo do Sistema Imunolégico: Para sobreviver e proliferar, as bactérias
patogénicas desenvolvem estratégias para evitar as defesas do hospedeiro,
incluindo a producgao de toxinas e fatores de viruléncia que sao regulados de forma
precisa (Lh, V. 2001). Eles também manipulam o citoesqueleto de actina e ativam

vias apoptoticas para seu beneficio (Donnenberg, M. 2000).

Respostas ao Estresse: Durante a infeccdo, as bactérias enfrentam
condicbes adversarias no hospedeiro, como variacbes de pH, temperatura e
disponibilidade de nutrientes. Elas estimulam a esses estresses ativando genes de
viruléncia no momento e protetores locais, 0 que € essencial para a patogénese
(Fang, F., et al. 2016).

As interagdes entre a microbiota e bactérias patogénicas no intestino séo
fundamentais para a saude humana. Alteragées na microbiota podem promover ou

resistir a infeccbes por bactérias patogénicas. Essas bactérias exploram fontes de
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carbono e nitrogénio derivadas da microbiota como nutrientes e sinais regulatérios
para promover seu crescimento e viruléncia (Baumler, A., & Sperandio, V. 2016).
Além disso, as interagdes bacterianas-fungicas podem influenciar a resposta imune

e a eficacia do tratamento (Nogueira, F., et al. 2019).
2.3.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa amplamente
distribuida na natureza, sendo encontrada em diversos ambientes e hospedeiros
(Diggle, S., & Whiteley, M., 2019). P. aeruginosa possui um genoma grande e
diversificado, permitindo uma alta capacidade de adaptacdo a diferentes nichos
ecologicos. A presenga de genes de resisténcia a antibidticos e a capacidade de
adquirir novos genes por transferéncia horizontal sdo fatores criticos para sua
sobrevivéncia em ambientes hostis, como hospitais (Botelho, J., et al. 2019;
Moradali, M., et al. 2017). As infecgdes causadas por P. aeruginosa apresentam
altas taxas de morbidade e mortalidade, tornando-se um patdégeno de grande
importancia clinica (Krell, Tino et al. 2024), e isso €& evidente em casos de
bacteremia, pneumonia, infeccbes da corrente sanguinea e infecgbes
intra-abdominais (Frem, J., et al. 2023).

Um dos principais desafios no tratamento das infec¢des por P. aeruginosa &
sua resisténcia. P. aeruginosa possui resisténcia intrinseca a muitos antibidticos
devido a sua grande diversidade genética e capacidade de adquirir genes de
resisténcia através de transferéncia horizontal de genes (HGT), isto é o que
contribui para uma dificuldade crescente no controle das infecgbes associadas a
esse microrganismo (Botelho, J., et al. 2019). Essa resisténcia esta relacionada a
baixa permeabilidade da membrana celular (Langendonk, R., et al. 2021), a
presenca de multiplas bombas de efluxo (Lorusso, A., et al. 2022), a produgao de
enzimas capazes de modificar ou inativar antibiéticos e a formacao de biofilmes, que

dificultam a agao dos agentes antimicrobianos (Pang, Z., et al. 2019).

2.3.2 Salmonella typhimurium

Salmonella typhimurium € uma bactéria Gram-negativa nao esporulada,
capaz de fermentar glicose com producgéo de gas, e utilizar citrato como unica fonte
de carbono (Sargo, C., et al. 2015). Seu crescimento é otimizado em temperaturas
entre 25 °C e 37 °C (Alvarez-Ordofiez, A., et al. 2010). No entanto, por ser
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termossensivel, é destruida quando submetida a 65 °C por um periodo de 15 a 20
minutos (Migeemanathan, S., et al. 2011)

Salmonella typhimurium € uma bactéria entérica amplamente reconhecida
por causar intoxicagdes alimentares, representando um importante problema de
saude publica global, sendo responsavel por milhdes de casos de gastroenterite
anualmente, com uma significativa taxa de mortalidade (Galan-Relafio, A., et al.
2023). Os sinais e sintomas provocados por essa bactéria podem ser confundidos
com outras enfermidades, dificultando diagndsticos precisos e sobrecarregando o
sistema de saude. A maioria dos sorotipos de Salmonella é patogénica ao ser
humano, existem mais de 2.600 sorotipos identificados de Salmonella, e a maioria
deles pode infectar uma ampla gama de espécies hospedeiras, incluindo humanos
(Lamichhane, B., et al. 2024).

Salmonella typhimurium frequentemente apresenta resisténcia a multiplos
antibioticos, incluindo ampicilina, estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina,
formando padrdes de resisténcia como ASSuT e ACSSuT (Wang, X., et al. 2019). S.
typhimurium pode desenvolver resisténcia através de mutagdes compensatorias que
restauram a viruléncia sem perder a resisténcia (Bjorkman, J., et al. 1998). A
resisténcia pode ser adquirida e mantida por meio da transferéncia horizontal de
genes, especialmente em ambientes com uso intensivo de antibiéticos (Peng, M., et
al. 2018).

2.3.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva de morfologia esférica,
reconhecida por sua capacidade de producdo de coagulase e catalase, além de
apresentar metabolismo anaerébio facultativo. Sua organizagao estrutural pode
variar, podendo ser encontrada de forma isolada, em pares, disposta em cadeias
curtas ou agrupadas de maneira irregular (Santos, A. et al., 2007). Embora seja
frequentemente encontrado na pele e nas cavidades nasais de seres humanos, o
Staphylococcus aureus pode causar infecgbes que variam de niveis, como acne e
furunculos, infecgdes mais graves, como pneumonia e meningite (Cheung, G., et al.
2021).

Para o crescimento e sobrevivéncia de Staphylococcus aureus , € necessario
que certas condigdes ambientais sejam atendidas, por exemplo, se a temperatura
ultrapassar os 48,5°C, a \viabilidade das células comegca a diminuir

significativamente, sendo a faixa de sobrevivéncia (Schmitt, M., 1990), e a faixa que
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configura a temperatura ideal para seu desenvolvimento esta situado em 37 °C
(Cebrian, G., et al. 2019). A sintese de enterotoxinas, compostos relacionados a
viruléncia bacteriana, ocorre em temperaturas que variam de 10 °C e 44 °C (Pexara,
A., et al. 2019). Além disso, Staphylococcus aureus possui a capacidade de resistir
a multiplos ciclos de congelamento e descongelamento, permanecendo viavel por
periodos prolongados em alimentos conservados a -20 °C (ASAE, 2021). Essa
bactéria demonstra adaptabilidade a diferentes niveis de pH, sendo capaz de
crescer em um intervalo de 4,5 a 9,0, com um desenvolvimento otimizado em faixas
de pH entre 6,0 e 7,0 (Tango, C., et al. 2018).

Staphylococcus aureus € conhecido por sua capacidade de desenvolver
resisténcia a antibidticos, tornando-se um desafio significativo no tratamento de
infeccbes. A resisténcia pode ocorrer através de mutagbées no genoma ou pela
aquisicao de genes de resisténcia de outras bactérias (Mccallum, N., et al. 2010). A
resisténcia € frequentemente adquirida por meio de elementos genéticos méveis,
como plasmideos e bacteriéfagos, que facilitam a transferéncia de genes de

resisténcia entre bactérias (Vestergaard, M., et al. 2019).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de inibicdo de crescimento de bactérias patogénicas
pela produgcao de compostos antimicrobianos de bactérias isoladas do continente
Antartico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Reativar linhagens bacterianas isoladas de amostras de sedimento marinho

coletadas na llha Deception, Antartica;

B. Realizar um screening em meio de cultivo sélido (teste de difusdo em agar)
dos produtos microbianos produzidos pelos isolados contra bactérias

patogénicas pré-determinadas;

C. Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) dos isolados selecionados

no teste em meio soélido.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e isolamento das linhagens

A coleta das amostras e o isolamento das bactérias foram realizadas de
acordo com de Melo Carlos, L., et al. 2023 (Figura 2). As amostras isoladas foram
preservadas a - 80 °C, em glicerol a 20%. As linhagens estdo acondicionadas em

ultra-freezer no Laboratério de Biotecnologia Ambiental da UNILA.

Figura 2. Mapa da localizagao (ponto amarelo) das amostras.

R
e King George Island

Deception Island

Fonte: de Melo Carlos, L., et al. 2023.

4.2. Ensaio de difusao em disco

Para a realizagdo dos extratos metabdlicos, as linhagens da Antartica foram
previamente reativadas em placas de Petri em meio de cultivo NA crescidas a 15 °C
por 7 dias. ApGs esse periodo, uma colénia de cada linhagens foi transferida para

Erlenmeyers contendo o meio de cultivo NB, incubada a 15 °C, por 7 dias.

A atividade antimicrobiana das amostras foi determinada usando o teste de
difusdo em agar. Os microrganismos usados no teste foram as bactérias
patogénicas: Staphylococcus aureus (CBMAI 485), Pseudomonas aeruginosa
(CBMAI 489) e Salmonella typhimurium (PA 261). As bactérias patogénicas foram
cultivadas em meio a cultura NA (composto por peptona de gelatina 5,00 g/L; extrato
de carne 3,00 g/L e agar bacteriolégico 15,00 g/L), incubadas a 30 °C por 48 horas.
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Apos esse periodo, uma colénia de cada bactéria patogénica, foi transferida para o
meio NB (composto por peptona de gelatina 5,00 g/L; extrato de carne 3,00 g/L), em
Erlenmeyer de 30 mL, em temperatura de 30 °C por 48 horas. Foi utilizado uma

densidade ética (DO) entre 0,8 e 1,0, para garantir uma padronizagao das culturas.

Apods a verificagado de DO, as bactérias patogénicas foram transferidas para
o meio agar Muéller Hinton (MH), composto por 17,5 g L' de acido de caseina
hidrolizado, 1,5 g L' de amido e 17,0 g L' de agar. O extrato metabdlico das
bactérias de linhagens da Antartica foram obtidos através da centrifugagdo por 10
minutos a 1200 rpm e coletado o sobrenadante. Posteriormente, discos de papel de
filtro estéreis (d 6 mm) foram inseridos, equidistantes, embebidos com 50 pL do
extrato metabolito das bactérias isoladas da Antartica, contendo ainda um disco
estéril como branco no centro da placa. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
h. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela formag¢ao e mensuragao da zona de
inibicdo das colbnias patogénicas (Bernal, S. P. F, et al. 2021). Os testes foram

realizados em triplicata.
4.3 Ensaio de concentracdo inibitoria minima (CIM)

O ensaio de CIM foi realizado utilizando os isolados usados no teste de
difusdo em agar, onde foram selecionadas 8 linhagens de bactérias da Antartica das
treze testadas anteriormente, a escolha pelas 8 linhagens foi pela morfologia distinta
entre as linhagens, algumas possuiam coloragao esbranqui¢gadas e outros em tons
alaranjados. Os isolados foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 50 mL
contendo 30 mL de caldo nutriente. Os frascos também foram incubados a 15 °C,
sem agitacdo mecanica durante 24 horas. Apos o crescimento, as culturas tiveram a
sua fase aquosa extraida duas vezes com 30 mL de diclorometano. As fases
organicas combinadas foram submetidas a secagem sobre Na,SO, anidro, filtradas,
e o0 solvente evaporado até a secura em uma capela de exaustdo em temperatura
ambiente. Os extratos que restaram nos Erlenmeyers (Quadro 1, situado no topico
Anexos) foram analisados quanto a atividade antimicrobiana contra as mesmas
bactérias patogénicas previamente cultivadas em meio de cultura NA, e incubadas a
30 °C por 48 horas. Apés esse periodo, uma colénia de cada bactéria patogénica foi
transferida para meio NB, sendo cultivadas em frascos Erlenmeyer de 30 mL, sob

incubagao a 30 °C por 48 horas.
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O inéculo para os ensaios foi preparado de acordo com Bernal et al. (2021)
modificado. Suspensdes celulares de cultura bacteriana patogénica foram
preparadas em solu¢cado de NaCl a 0,85% e densidades o6pticas (DO) de 0,8 onde foi
confirmado por analise espectrofotométrica a 580 nm. Os testes de CIM foram
realizados utilizando caldo Muéller-Hinton (2 g L de solidos de infusdo de carne
bovina, 17,5 g L' de hidrolisado de caseina e 1,5 g L™ de amido) em uma placa de
teste de cultura ELISA (96 pogos). As solugbes estoque dos extratos foram diluidas
e transferidas para o segundo poco e diluicbes seriadas foram realizadas para obter
concentragdes variando de 1,0 a 0,001 mg mL™.

A atividade antimicrobiana foi detectada pela adicdo de 20 pL da solucao de
cloreto de trifenil tetrazdlio (TTC) a 0,5%. A CIM foi definida como a menor
concentracdo de extrato microbiano que inibiu o crescimento visivel. O primeiro
poco foi utilizado como controle positivo, sendo adicionado o meio Muéller-Hinton e
também a bactéria patogénica. enquanto no ultimo pogo foi utilizado como branco,
sendo adicionado apenas o meio para a leitura em equipamento especifico de
leitura de placa elisa de 96 pocgos, espectrofotdbmetro de microplacas (Leitor de

microplacas de absorbancia AMR-100).
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5. RESULTADOS

5.1 Teste de disco-difusao

As bactérias selecionadas para a pesquisa encontram-se na (tabela 1), onde
foram reativadas e crescidas em meio de agar nutriente. Das bactérias selecionadas
quatorze se desenvolveram e foram transferidas para um meio de caldo nutriente,
sendo um meio liquido, no repique do meio sélido para o meio liquido, uma das
amostras contaminou-se e também foi descartada, sendo ela a BALD 29.

Conforme a tabela 1 mostra, algumas linhagens das amostras nao
proliferaram, sendo elas BALD 15, BALD 26, BALD 27, BALD 29, BALD 36, BALD
40 e BALD 43. Em contrapartida as demais linhagens, BALD 5, BALD 7, BALD 9,
BALD 11, BALD 17, BALD 19, BALD 21, BALD 23, BALD 24, BALD 25, BALD 32,
BALD 37, BALD 38 proliferaram adequadamente.

Tabela 1. Linhagens bacterianas da Antartica reativadas em meio sélido

Cddigos dos isolados Crescimento microbiano
BALD 5 Positivo
BALD 7 Positivo
BALD 9 Positivo
BALD 11 Positivo
BALD 15 Negativo
BALD 17 Positivo
BALD 19 Positivo
BALD 21 Positivo
BALD 23 Positivo
BALD 24 Positivo
BALD 25 Positivo
BALD 26 Negativo
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BALD 27 Negativo
BALD 29 Negativo
BALD 32 Positivo
BALD 36 Negativo
BALD 37 Positivo
BALD 38 Positivo
BALD 40 Negativo
BALD 43 Negativo

Fonte: O Autor, (2025).

Para o teste de disco-difusdo todas as linhagens que proliferaram foram
utilizadas. Apos o periodo de incubacédo, nenhuma das 13 linhagens bacterianas
antarticas testadas demonstrou a formacao de halos de inibicdo ao redor dos discos

impregnados com seus extratos. E possivel observar esse resultado na Figura 3.
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Figura 3. Resultado do teste de disco-difusdo dos extratos das linhagens 23, 38, 21, 37, e
32 das bactérias da Antartica testados contra Salmonella typhimurium.

-

Apesar de na Figura 3 conter apenas o teste contra S. typhimurium, todas as

Fonte: O Autor, (2025).

outras amostras ndo obtiveram resultados positivos para formacéo do halo em torno
dos discos. Em um primeiro momento, demonstrando que as linhagens antarticas

nao possuissem compostos bioativos contra as bactérias patogénicas.

5.2 Ensaio de concentragdo inibitoria minima (CIM)

No presente protocolo, o CIM foi determinado de extratos produzidos por
bactérias antarticas contra diferentes patégenos de relevancia clinica, como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimurium.

Como nenhuma linhagem das 13 selecionadas houve a formagé&o do halo no
ensaio de difusdo em disco, foram selecionadas 8 linhagens, para a realizagdo do

CIM, com caracteristicas morfolégicas distintas, incluindo diferentes coloragdes,
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esbranquigadas ( BALD 19, BALD 38, BALD 26, BALD 32, BALD 17) e alaranjadas
(BALD 05, BALD 11, BALD 23). Os resultados obtidos através do CIM s&o
encontrados na Figura 4, o qual mostra o teste com o cloreto de trifeniltetrazdlio

(TTC) apbs leitura por espectrofotometria.

Figura 4. Placas de 96 pogos com ensaio CIM de Salmonella typhimurium e
Staphylococcus aureus.

Fonte: O Autor, (2025).

Apés a leitura em espectrofotdbmetro, foi produzida uma tabela com os
resultados obtidos (Tabela 2). Visualizando a tabela tem-se que todas as 8
linhagens foram capazes de produzir alguma atividade antimicrobiana contra as
bactérias patogénicas testadas. Obtendo variagbes de concentragdes inibitorias,
algumas linhagens foram capazes de produzir metabdlitos com propriedades
antimicrobianas com uma baixa concentracdo de extrato, como BALD 11 com
apenas 0,003 mg mL" testada contra S. typhimurium, e outra, como BALD 5 com
uma concentragéo de 0,5 mg mL™ de extrato contra a S. aureus. BALD 38 foi capaz
de inibir as 3 linhagens patogénicas com a mesma concentracdo de extrato
metabdlico a 0,25 mg mL™". BALD 23 foi capaz de inibir as 3 linhagens patogénicas
com concentragdes distintas, sendo elas 0,12 mg mL" de extrato testada contra P.
aeruginosa, 0,25 mg mL™" de extrato contra a S. typhimurium, além de 0,06 mg mL™"
de extrato contra a S. aureus. Assim como a BALD 11, que obteve concentracdes

distintas para as 3 linhagens, sendo elas 0,25 mg mL" de extrato testada contra P.
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aeruginosa, 0,003 mg mL™" de extrato contra a S. typhimurium, e de 0,06 mg mL" de

extrato contra a S. aureus.

Tabela 2. Resultados de concentragao inibitéria minima dos extratos das
bactérias da Antartica.

Atividade antimicrobiana

Halo CIM(mgmL™")

P. aeruginosa S. typhimurium S. aureus

CM| X | DP CIM| X | DP CiM| X | DP
BALD 05 - 0,25 0,19 0,24 0,25 0,02 0,006 0,50 0,01 0,02
BALD 38 - 0,25 0,20 +0,04 0,25 0,11 0,07 0,25 0,70 0,20
BALD 26 - 0,12 1,66 +0,15 0,25 0,14 0,05 0,172 1,14 0,55
BALD 23 - 0,12 1,58 0,13 0,25 0,08 0,04 0,06 1,79 0,99
BALD 19 - 0,12 1,51 0,05 0,12 1,78 0,33 0,25 090 0,43
BALD 11 - 0,25 0,33 0,24 0,003 1,53 0,25 0,06 2,51 0,20
BALD 17 - 0,25 0,18 +0,14 0,25 0,09 0,02 0,06 226 0,04
BALD 32 - 0,25 0,05 +0,02 0,25 0,09 0,01 0,25 0,50 0,29

x: Média das triplicatas do ensaio CIM dada em absorbancias; Fonte: O Autor, (2025).

DP: Desvio padrao.

6. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi encontrar linhagens bacterianas que pudessem

combater bactérias patogénicas, sendo elas P. aeruginosa, S. typhimurium e S.

aureus. No primeiro momento, com o teste de disco-difusdo, as bactérias da

Antartica ndo expressaram nenhuma atividade antimicrobiana frente as bactérias

patogénicas. Nao foi identificada a presenca de halos em nenhuma das 13

linhagens testadas, todas as placas continham o disco controle e foram realizadas

em ftriplicata. Segundo Peter Smith et al. (2018), o teste de difusdo em disco é

amplamente utilizado devido a sua simplicidade e baixo custo, porém a sua precisao

pode ser afetada pelas condigdes de incubagao, como temperatura e tempo, que

podem reduzir a precisao dos dados obtidos.
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R. Skov et al. (2006), cita que para garantir a precisdo, € recomendado
realizar testes a 35 °C por 18 a 24 horas, sendo essa uma dificuldade ja que manter
as amostras em uma temperatura constante pode ter influenciado no resultado final
do teste, pois a estufa utilizada era comumente aberta, fazendo com que houvesse
uma oscilagéo de temperatura frequente.

Com o resultado negativo nos testes de disco-difusao, foi decidido fazer o
teste CIM, onde foram utilizados os extratos bacterianos das linhagens da Antartica
em diluicdo seriada frente as bactérias patogénicas. O CIM apresentou resultados
positivos em todas as linhagens, realizado em triplicata com controle positivo e
branco.

Os testes realizados sao distintos entre si, o teste de disco-difusdo é um teste
qualitativo, baseado no tamanho das zonas de inibigdo ao redor dos discos (Lian, C.
et al 2019). Enquanto o CIM é um teste quantitativo, por medir a menor
concentracdo de um antibidético que inibe visivelmente o crescimento bacteriano
(Daragon, B. et al. 2021).

A discrepancia observada entre os resultados do teste de disco-difuséo e da
CIM pode ser atribuida a diversas variaveis metodologicas e microbiolégicas que
influenciam a interacdo dos compostos bioativos produzidos pelas bactérias da
Antartica com os patégenos testados. No teste de disco-difusdo, a auséncia de
halos de inibicdo em todas as amostras sugere que os compostos antimicrobianos
presentes nos extratos bacterianos podem nao se difundir de maneira eficiente no
meio soélido de agar Mueller-Hinton, o que pode estar relacionado a sua polaridade,
peso molecular ou baixa solubilidade (Uwizeyimana, J., et al. 2020). Compostos
antimicrobianos que apresentam baixa difusibilidade tendem a ndo gerar halos de
inibicdo visiveis, mesmo que sejam biologicamente ativos contra os
microrganismos-alvo (Dubreuil, L. 2020).

Os resultados do ensaio de CIM demonstraram atividade antimicrobiana em
todas as amostras, 0 que sugere que os extratos bacterianos possuem compostos
com potencial de inibicdo do crescimento de patégenos, mas que sua eficacia é
mais bem avaliada em um sistema liquido. O meio liquido empregado no ensaio de
CIM proporciona uma maior disponibilidade dos compostos ativos para interagir com
as células bacterianas, independentemente de sua difusdo (Vazquez-Mufioz, R., et
al. 2020). Dessa forma, mesmo que os antimicrobianos testados nao tenham

formado halos na difusdo em agar, eles foram capazes de inibir o crescimento
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microbiano quando presentes em concentracbées adequadas no meio de cultura
liquida.

A auséncia de efeito inibitério no teste de halo, associada a eficacia
detectada no ensaio de CIM, reforga a importancia de utilizar multiplos métodos
para a avaliagdo da atividade antimicrobiana de novos compostos. Em meio liquido,
essas substancias podem se dispersar mais uniformemente, permitindo uma
interagcdo mais eficaz com os microrganismos (Balouiri, M., et al 2015). Dessa
forma, os resultados obtidos sugerem que os extratos bacterianos da Antartica
podem conter compostos com atividade antimicrobiana de interesse, requerendo
investigacbes adicionais para caracterizagdo estrutural e avaliagdo de seu
mecanismo de agao.

Os resultados obtidos demonstram que os metabdlitos encontrados nos
extratos das 8 linhagens de bactérias da Antartica produziram atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas sendo Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella typhimurium, bem como contra bactéria Gram-positiva, a linhagem de
Staphylococcus aureus. Esses resultados apontam que os metabdlitos encontrados
podem ter atividade antimicrobiana de amplo espectro de agao, esses compostos
podem ser explorados para o desenvolvimento de novos tratamentos contra
infeccbes por patdgenos resistentes a multiplas drogas, oferecendo alternativas
promissoras para a medicina. Na literatura encontra-se que, algumas cepas, como a
Pseudomonas sp., uma bactéria psicrotolerante da Antartica, demonstraram um
amplo espectro de atividade antimicrobiana, incluindo efeitos antiproliferativos e
antiparasitarios (Silva, T., et al. 2018).

Estudos identificaram que bactérias formadoras de esporos isoladas da llha
Deception, como linhagens de Bacillus spp., possuem a capacidade de inibir o
crescimento de varias bactérias patogénicas humanas, incluindo Salmonella
typhimurium, avaliada no presente estudo, além de obter inibicdo contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (Yong, S., et al. 2024). Em outro estudo, também
foi identificada atividade antimicrobiana contra o patégeno Salmonella typhimurium.
As bactérias responsaveis por essa atividade foram actinobactérias, isoladas da llha
Deception, que demonstraram uma agao antimicrobiana significativa (Cheah, Y., et
al. 2015).

Assim, podemos dizer que linhagens bacterianas recuperadas de amostras

de sedimentos marinhos coletados na llha Deception, apresentam a maquinaria
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metabdlica necessaria para a producao de moléculas antimicrobianas capazes de
inibir o desenvolvimento de bactérias patogénicas ao homem, sendo assim, grande
candidatas a descoberta de novos medicamentos alternativos para o tratamento de
doengas bacterianas, resultados que contribuem para futuras pesquisas envolvendo

comunidades microbianas que habitam ambientes frios.

7. CONCLUSAO

Nesta pesquisa, foram reativadas linhagens bacterianas isoladas de
sedimentos marinhos da llha Deception, Antartica, com o objetivo de avaliar seu
potencial na producdo de compostos antimicrobianos. A atividade desses isolados
nao pode ser comprovada utilizando o ensaio de teste de disco-difusdo em agar
contra bactérias patogénicas. O CIM foi feito em amostras com diferentes
morfologias para buscar compostos promissores. Os resultados obtidos destacam o
potencial das bactérias isoladas da Antartica como fontes de compostos
antimicrobianos. Embora o teste de disco-difusdo nédo tenha indicado atividade
inibitéria, o ensaio de CIM demonstrou que os extratos bacterianos da Antartica
foram eficazes contra Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e
Staphylococcus aureus, sugerindo a presenca de metabdlitos com atividade
antimicrobiana, ressaltando a relevancia da biodiversidade microbiana antartica na

prospecc¢ao de novas moléculas com aplicagdes biotecnologicas e terapéuticas.
8. CONSIDERAGOES FINAIS

A realizagdo de uma caracterizagdo molecular detalhada das linhagens
bacterianas incluindo analises taxondmicas (sequenciamento do gene ribossomal
16S) e funcionais, permitira compreender melhor quais genes estao envolvidos na
producdo dos compostos antimicrobianos, e a quais grupos microbianos eles
pertencem, fornecendo subsidios para estudos futuros. Além disso, a extracédo e
purificacdo dos metabdlitos ativos, seguida da analise estrutural por técnicas como
cromatografia e espectrometria de massas, poderiam esclarecer os mecanismos de
acao desses compostos e avaliar seu potencial farmacéutico.

Dessa forma, este estudo contribui para a crescente busca por alternativas

terapéuticas inovadoras, ressaltando a importancia da biodiversidade microbiana da
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Antartica na descoberta de novos agentes antimicrobianos, abrindo caminho para

pesquisas mais aprofundadas sobre a microbiologia do continente antartico.
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Quadro 2. Pesagem dos Erlenmeyers com residuos para produgao do extrato
bacterianos das bactérias da Antartica para o CIM.

Peso inicial Peso + residuos Extratos
BALD 05 74,5359 g 74,5396 ¢ 0,0037 g
BALD 38 37,7716 g 37,7757 g 0,0041 g
BALD 26 75,2058 g 75,2090 g 0,0032 g
BALD 23 45,3890 g 45,3936 g 0,0046 g
BALD 19 70,5115 ¢ 70,5156 g 0,0041 g
BALD 11 66,6813 g 66,6981 g 0,0168 g
BALD 17 34,4144 g 34,4178 g 0,0034 g
BALD 32 37,5179 ¢ 37,5229 g 0,0050 g

Fonte: O Autor, (2025).

Quadro 3. Resultados da leitura das absorbancias das amostras de Staphylococcus aureus.
Extrat | C. 1 0,5 0,25 0,125 10,062 | 0,031 0,015 0,007 |0,003 | 0,001 Branc
0s Positi o
VO

BALD ]0.329 |0.008 | 0.019 (0.425 |0.908 [2.520 |2.844 |2.111 |3.234 |2.098 | 3,308 |0.000
05

BALD ]2.013 |0.021 0.021 0.707 |2.201 2546 |2.776 |2.597 12.834 |3.265 |3.492 |0.000
38

BALD 11.728 |0.012 |(0.018 |[0.107 |1.140 |1.745 [2.089 [2.099 |2.758 |2.262 | 2.607 |0.000
26

BALD ]2.244 |0.019 |[0.020 [(0.107 |11.926 |1.701 2.747 |2.377 ]2.999 [2.908 | 3.026 |0.000
23
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I139ALD 1.885 (0.014 | 0.019 [0.908 |2.315 [2.608 |2.127 |2.697 |3.159 |2.776 |3.084 |0.000
Iﬁ-\LD 2.689 |0.017 [0.031 [0.838 |1.630 [2.511 |2.639 [2.725 |3.079 ([2.791 |2.905 |0.000
?7ALD 2.604 (0.017 |0.016 |0.426 |1.903 |[2.263 |2.676 |3.081 ]2.916 |[3.227 |[3.466 |0.000
:I?/ZA\LD 1.454 (0.024 | 0.023 [0.500 |2.102 [2.500 |2.248 |2.936 |2.808 |2.789 |[2.943 |0.000

Fonte: O Autor, (2025).

Quadro 4. Resultados da leitura das absorbéncias das amostras de Pseudomonas aeruginosa.
Extrat | C. 1 0,5 0,25 0,125 |0,062 |0,031 [0,015 }0,007 |0,003 [0,001 |Branc
0s Positi o
VO

BALD |0.987 |(0.010 |0.018 |0.191 |[1.499 |2.280 |2.344 (1.774 |1.711 |1.639 |1.457 |0.000
05

BALD |1.509 [0.029 |0.025 |0.209 |[1,561 |2.097 |1.656 [1.504 |1.854 |1.549 |1.624 |0.000
38

BALD |1.721 [0.035 |0.024 |0.332 |1.661 |1,919 |1.760 [1.637 |1.779 |1.407 |[1.298 |0.000
26

BALD |1.755 [0.029 |0.031 |0.189 |[1.583 |1.918 |1.882 [1.512 |1.855 |1.307 |[1.573 |0.000
23

BALD |1.603 |[0.020 |0.021 |0.568 |[1.510 |[1.995 |1.769 [1.755 |1.897 |1.027 |1.436 |0.000
19

BALD |1.571 [0.016 |0.025 |0.335 |1.564 |1.858 |1.742 [1.535 |1.805 |1.242 |1.458 |0.000
11
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BALD [1.626 |0.041 [0.032 |0.181 |1.585 |2.015 [2.136 |1.951 |2.220 |1.544 |1.791 |0.000
17
BALD [1.373 |0.055 [0.050 |0.058 |1.120 |1.991 [2.168 |2.027 |1.966 |1.756 | 1.607 |[0.000
32

Fonte: O Autor, (2025).

Quadro 5. Resultados da leitura das absorbancias das amostras de Salmonella typhimurium.
Extrat | C. 1 0,5 0,25 0,125 (0,062 | 0,031 |0,015 ]0,007 |0,003 [0,001 |Branc
0s Positi o]
VO

BALD |0.604 (0.006 [0.020 [0.021 J0.614 [0.935 [1.493 [1.616 |2.431 (2.232 [1.674 |0.000
05

BALD |1.517 (0.030 |0.043 |0.117 |2.010 (1610 [1.660 [1.711 ]|2.139 (1.932 |[2.340 |0.000
38

BALD ]1.873 10.022 |0.029 |(0.147 |1.943 ([1.724 |[1.765 |1.461 |1.713 |1.561 |1.884 |[0.000
26

BALD ]1.307 |0.022 |0.034 (0.074 |1.799 ([1.713 [1.590 |1.574 |1.849 |1.598 |2.030 |0.000
23

BALD |1.829 [0.033 [0.042 |0.315 |1.783 [1.952 |[2.011 1.632 |1.750 |1.551 |1.968 | 0.000
19

BALD |2.038 [0.021 [0.042 |[0.154 |1.826 [1.849 [1.708 [1.426 |1.784 (1.529 |[2.166 |0.000
11

BALD ]1.755 |0.048 |0.053 [0.097 |1.811 [1.394 |[1.744 |1.593 |1.449 |1.479 |2.175 [0.000
17

BALD ]1.408 |0.058 |0.056 |(0.094 |1.629 ([1.748 |[1.518 |1.761 |1.665 |1.778 |1.674 |[0.000
32
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