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RESUMO

O crescimento aquicola no Brasil tem impulsionado no volume de producéo, resultando na
intensificacdo do setor principalmente no aumento de animais confinados, no entanto sem
praticas adequadas de manejo podem surgir riscos que comprometem o bem estar do animal,
servindo de porta de entrada para agentes infecciosos. As doencgas bacterianas sdo as
principais contribuintes de perdas econémicas significativas nos sistemas de producao, além
de altas taxas de mortalidade nas pisciculturas, causando lesdes, deixando 0s animais
debilitados e imprdprios para comercializacdo. Para o tratamento de infecgdes bacterianas é
realizado com uso de antibioticos, todavia, os tratamentos com os farmacos no ambiente de
cultivo tém levantado varias preocupacdes, devido ao seu uso indevido em concentracdo e
tempo de tratamento, que podem ocasionar o surgimento de bactérias resistentes e
concentragdes de residuos quimicos a longo prazo nos ambientes aquaticos. Como alternativa
para essa problematica e enquadramento as exigéncias da aquicultura sustentavel, o uso de
produtos naturais tém se mostrado eficaz por apresentarem compostos bioativos com
atividade antimicrobiana. Com isso, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
antibacteriano a partir de testes in vitro de produtos naturais de extrato de Terminallia
catappa, 6leos de andiroba (Carapa guianensis), babacu (Attalea speciosa), buriti (Mauritia
flexuosa), copaiba (Copaifera langsdorffii) e pequi (Caryocar brasiliense), como controle
positivo, os farmacos Oxitetraciclina e enrofloxacina, para acdo inibitéria dos patdgenos
Aeromonas hydrophila, A. caviae, A. jandaei, Streptococcus agalactiae e Micrococcus luteus.
No qual, foram realizados testes in vitro pelo método de difusdo de disco, para avaliar o
potencial antimicrobiano dos produtos naturais e seu potencial uso alternativo aos farmacos
aplicados para tratamento na aquicultura continental, em um delineamento inteiramente
atualizado, foram semeadas discos embebidos com as solucbes testes estéril em placas
contendo Agar Miieller Hinton, onde foram incubadas a 35 °C por 24 horas, que
posteriormente realizou-se a leitura do didmetro dos halos de inibicdo de crescimento
bacteriano com auxilio de paquimetro digital. Os resultados foram tratados no software
estatistico BioEstat versdo 5.0. Os resultados encontrados indicaram que os 6leos avaliados
tém efeitos bactericida e bacteriostatico, apenas o extrato a frio da Terminallia catappa e dleo
de babacu (Attalea speciosa), ndo apresentam inibigéo frente aos patdgenos.

Palavras-chave: Piscicultura. Sanidade. Bactericida. Fitoterapicos.



ABSTRACT

The aquaculture growth in Brazil has boosted production volume, triggered the intensification
of the sector mainly in the increase of confined animals, however without adequate
management practices, complications may arise that compromise the well-being of the
animal, serving as a gateway for agents infectious. Bacterial diseases are the main
contributors to mortality losses in production systems, in addition to high mortality rates in
fish farms, causing injuries, leaving animals weak and unfit for transmission. For the
treatment of bacterial infections is carried out with the use of antibiotics, however, treatments
with drugs in the culture environment have raised several concerns, due to their misuse in
concentration and treatment time, which can cause the emergence of resistant bacteria and,
long-term concentrations of chemical residues in aquatic environments. As an alternative to
this problem and framing the requirements of sustainable aquaculture, the use of natural
products has been shown to be effective as an alternative because they present bioactive
compounds with antimicrobial activity. Thus, this study aimed to evaluate the antibacterial
potential from in vitro tests of natural products, Terminallia catappa extract, andiroba oils
(Carapa guianensis), babacu (Attalea speciosa), buriti (Mauritia flexuosa), copaiba
(Copaifera langsdorffii) and pequi (Caryocar brasiliense), as a positive control, the drugs
Oxytetracycline and enrofloxacin, for the minimum inhibitory concentration of the pathogens,
Aeromonas hydrophila, A. caviae, A. jandaei, Streptococcus agalactiae and Micrococcus
luteus. In which, , we carried out an experiment using the methodology of diluting oils in 70%
alcohol (1:10 v:v), in vitro tests using the disk diffusion method, to evaluate the antimicrobial
potential of natural products and their potential use alternative to the drugs applied for
treatment in continental aquaculture, in a completely randomized design, discs soaked with
the test solutions were sown with a sterile swab on the surface of the plates containing
Mdeller Hinton Agar, where they were incubated at 35 °C for 24 hours, which were
subsequently performed the diameter of the halos of bacterial growth inhibition was read with
the aid of a digital caliper. The results were treated in the statistical software BioEstat version
5.0, through the Tukey tests. The results found indicated that the oils we evaluated have
bactericidal and bacteriostatic effects, only the cold extract of Terminallia catappa and
babassu oil (Attalea speciosa) do not show inhibition against pathogens.

Keywords: Fish farming. Sanity. Bactericidal. Herbal Medicines.
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PROSPECQAOANO USO DE FITOBIOTICOS CONTRA BACTERIAS
PATOGENICAS NA PISCICULTURACONTINENTAL

Nathalia Cristina Soares Sarges
Joel Artur Rodrigues Dias

RESUMO

A producgdo aquicola tem apresentado um répido crescimento, todavia a intensificagdo dos
sistemas produtivos dependem das boas praticas de manejo, densidade de estocagem e
monitoramento da qualidade de &gua que precisam de um rigoroso acompanhamento para que
0s animais ndo sofram estresses, pois comprometem o desempenho zootécnico dos animais, e
consequentemente desencadeam diversos problemas, facilitando a disseminacdo de doencas
no ambiente de cultivo, causadas principalmente por infecces bacterianas. O tratamento de
doencas de origem bacteriana € realizado com uso de antibioticos, porém o uso dos
medicamentos de forma erroneas na piscicultura, podem gerar impactos negativos, incluindo
0 surgimento de microorganismo resistentes. 0s produtos naturais estdo se tornando uma
alternativa eficaz e promissora para a piscicultura sustentavel, por apresentarem compostos
bioativos com potencial terapéutico, degradacdo natural no meio ambiente e reduzido custos
na producdo. Com isso, 0 objetivo da pesquisa foi em avaliar a eficacia antibacteriana de
produtos naturais de extrato de Terminallia catappa, e dos 6leos de andiroba (Carapa
guianensis), babacu (Attalea speciosa), buriti (Mauritia flexuosa), copaiba (Copaifera
langsdorffii) e pequi (Caryocar brasiliense); como controle positivo, farmacos terramicina e
enrofloxacina, em cinco patégenos com incidéncia na piscicultura continental. Houve,
atividade inibitéria dos Oleos de pequi, buriti, copaiba e andiroba, para a maioria dos
patégenos utilizados, com zona de inibicdo de diametro supeior a 8mm de atuagdo as
bactérias Gram positivas e negativas, assim como para 0os morfotipos de bastonete e cocos,
com destaque aos Oleos de buriti e pequi, que apresentaram agdo equivalente ao controle
enroxolacina e superiores a terramecina (P<0,05). Com isso, ha um grande potencial de uso
dos produtos naturais brasileiros contra a acdo microbioldgica patogénica aquicola, que
atendem aos requisitos de uma cadeia produtiva sustentavel aos critérios bioldgicos e
ambientais.

Palavras-chave: Piscicultura continental. Antimicrobianos. Biocontrole.




10

1 INTRODUCAO

A aquicultura se destaca nos ultimos anos como uma das principais atividades
agropecuarias para o abastecimento de proteina animal, com 52% do pescado produzido
mundialmente e estimativa de crescimento em 59% até 2030 (FAO, 2020). Dentre os seus
seguimentos produtivos, a piscicultura se destaca com arrecadacdo anual de US$ 130 bilhdes,
divididos na producédo de peixes continentais US$ 104 bilhGes e marinhos US$ 35,4 bilhdes,
respectivamente (FAO, 2020).

Nesse cenario, o Brasil ocupa a 13° colocacdo no ranking mundial de produtores
de peixe, com producdo anual média de 531.000 toneladas (IBGE 2020), com o Estado do
Parana como maior produtor de tilapia do Nilo (Oreochromus niloticus), com um montante de
166.000 toneladas. Na producdo de espécies nativas o Estado do Maranhdo ocupa a 5%
colocacdo com 47.700 toneladas, que incrementa para as regides do Norte e Nordeste do pais
crescimento na producdo de espécies nativas (PEIXEBR, 2021).

Com a intensificacdo da producdo aquicola, ha um aumento do surto de doencas
nos organismos cultivados devido a véarios fatores, como alta densidade de estocagem, dieta
alimentar desequilibrada e alteraces na qualidade de agua. Ao longo do cultivo, os
organismos aquaticos contraem as doencas causadas por agentes patogénicos como virus,
fungos, protozoarios e principalmente bactérias presentes no ambiente de producao (YADA E
TORT, 2016; LEIRA et al., 2017).

Atualmente, os principais métodos de controle de doencas bacterianas em peixes
no Brasil sdo fundamentados no uso de antibidticos, em que dois oxitetraciclina e o
florfenicol sdo aprovados para uso na piscicultura, ao qual este Gltimo, o Unico permitido para
o tratamento de bacterioses em tilapia do Nilo (PADUA, 2013; ASSANE, 2018).

Esses produtos quimicos sdo frequentemente utilizados de forma indiscriminada
para o tratamento de bactérias, fungos e/ou protozoarios, mas essas praticas nos sistemas de
producdo podem causar a resisténcia a patdgenos resistentes e a dissemina¢do de compostos
quimicos no setor produtivo (CABELLO et al., 2013).

Os biocompostos de produtos naturais, como o0s extratos e dleos de plantas, pode
ser um agente antimicrobiano alternativo para a saude dos peixes de cultivo, ja que possuem
um mecanismo de acdo especifico que inibem a geracdo de multirresisténcia e reduzem a
viruléncia patogénica, além de auxiliar o sistema imunologico do hospedeiro na prevencdo a
infecgOes (BURT, 2004; SCHALCH, 2015).A rica diversidade da flora brasileira oferece um
amplo campo de pesquisa, que pode ser mais explorado em termos de medidas profilaticas
para tratamento de peixes (SCHALCH, 2015). Para isso, as sele¢cbes de um potencial
biocomposto antibacteriano na piscicultura continental sdo imprescindiveis as pesquisas in
vitro para determinar a sua seguridade de aplicacdo, atuagdo, resisténcia bacteriana e a
capacidade inibitoria contra patogenos (DIAS et al., 2019; Ql et al., 2020).

Dessa forma, com o potencial dos produtos naturais, principalmente os nativos, e
a caréncia de sua aplicacdo como medida de profilaxia e tratamento na piscicultura, a pesquisa
visa avaliar a eficacia e atuacdo de Terminallia catappa, andiroba (Carapa guianensis),
babacu (Attalea speciosa), buriti (Mauritia flexuosa), copaiba (Copaifera langsdorffii) e pequi
(Caryocar brasiliense) como possibilidade de uso sanitario na piscicultura.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia antibacteriana de produtos naturais contra as principais espécies
de pat6genos que acometem a piscicultura nativa continental.

2.1 Objetivos Especificos



11

I.  Caracterizar os microrganismos patogénicos;

Il.  Awvaliar o potencial antibacteriano a partir de testes in vitro de produtos naturais:
extrato de Terminallia catappa, e dos Gleos de: andiroba (Carapa guianensis),
babacu (Attalea speciosa), buriti (Mauritia flexuosa), copaiba (Copaifera
langsdorffii) e pequi (Caryocar brasiliense);

I1l.  Avaliar o potencial antibacteriano dos farmacos Oxitetraciclina e enrofloxacina, e
a concentracdo inibitéria minima em cinco patégenos com incidéncia na
piscicultura continental.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Panorama da aquicultura

A producdo aquicola mundial é responsavel por um exponencial crescimento no
abastecimento proteico das Ultimas décadas, que atende a um exigente mercado na oferta de
alimentos saudaveis e de seguranca alimentar. Nesse cenario, a producdo de organismos
aquaticos em cativeiro atingiu 82,1 milhdes de toneladas no ano de 2018, com perspectivas de
desempenho para os proximos anos (FAO, 2020; IBGE, 2020).

Nesse setor agropecuario o continente Asiatico lidera o ranking dos maiores
produtores aquicolas mundial, responsavel por 90% da producdo, seguido pelo continente
Americano com 4% e o Europeu 3%. Dentro da atividade aquicola, a piscicultura se destaca
com producdo média de 47 milhdes de toneladas, onde quase 90% ¢é baseada no cultivo de
peixes de agua doce (FAO,2020).

Na aquicultura brasileira, a piscicultura atinge producdo de 802.390 toneladas,
com crescimento de 5,93%, entre os anos de 2019 e 2020. Com continuada ascensdo no
segundo semestre de 2020, apo6s a pandemia da COVID-19 pelo novo coronavirus (SARS-
CoV-2) (SOUZA et al., 2022).

Nesse setor, a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), foi a espécie que mais se
destacou com producéo de 486.155 toneladas, 12,5% maior que no ano de 2019, desempenho
que colocou o Brasil como 4° maior produtor de tilapia do mundo (Peixe BR, 2021).

Em outra vertente no territorio nacional, com os avancgos tecnolégicos, a producao
de peixes nativos se fortaleceu, com 278.671 toneladas em 2020, com seus principais
representantes os Estados de Rondonia (65.000 t), Mato Grosso (42.000 t), Maranh&o (40.800
t), Para (24.900 t) e Amazonas (21.500 t) (FAO, 2020; Peixe BR, 2021).

Nesse cenério, o Estado do Maranhédo tem apresentado um grande potencial, isso
se deve aos abundantes recursos pesqueiros no Estado, que torna a atividade uma fonte viavel
de renda no meio rural. A produgdo do Maranh&o nos ultimos 5 anos se desenvolveu a uma
taxa de 97,5%, que saltou de 24.150 toneladas no ano de 2016, para 47.700 toneladas em
2020, crescimento que almeja o Estado em uma posi¢do de destaque na cadeia produtiva
nacional que contribui de forma relevante a geracdo de emprego e renda da regido (BARROS
etal., 2018; SOUZA et al., 2022).

3.2 Bacterioses Na Aquicultura

Com os promissores indicativos de desempenho na producdo de organismos
aquaticos cultivaveis, consideram a piscicultura uma estratégia global de seguranca alimentar,
uma vez que fornece uma fonte significativa de proteina em um curto periodo de tempo,
entretanto, o crescimento desordenado pode trazer serios riscos a atividade na disseminacao
de agentes patogénicos que decorrem do desequilibrio da triade epidemiol6gica ambiente,
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patdgeno e hospedeiro, ocasionado pelas errbneas estratégias em densidade de estocagem,
manejo alimentar e produtivo (SILVA, 2010; CARDOSO et al., 2016).

Principalmente aos agentes patogénicos bacterianos, que sd0 microrganismos
oportunistas, prevalentes no ambiente e na microbiota dos peixes que podem causar doengas e
infeccdes quando o hospedeiro se encontra debilitado. Essas lesdes causam inflamacédo local
intensa e uma alta multiplicidade bacteriana de uma ou mais espécies a0 mesmo tempo,
dificultando o seu tratamento (LEIRA, 2017).

As infeccOes bacterianas dentro das pisciculturas sdo responsaveis por altas taxas
de mortalidade de peixes (HUICAB-PECH et al., 2016). E para o tratamento dessas
enfermidades, envolvem o uso de antibi6ticos adaptados a cada tipo de bactéria, todavia, o
tratamento de doencas em animais aquaticos com o uso indiscriminado dos antibioticos esta
repleto de dificuldades, que ndo se limita apenas ao desenvolvimento de resisténcia dos
microrganismos, mas também ao acimulo de residuos desses farmacos no meio ambiente e
em peixes, 0 que tem consequéncias para a seguranca ambiental e alimentar (VALLADAO,
GALLANI E PILARSKI, 2015).

3.3 Enfermidades Bacterianas e Uso de Antimicrobianos Na Piscicultura

As infecgdes bacterianas ocorrem de forma secundaria, devido as alteracdes dos
parametros da qualidade da agua, falta de planejamento no manejo, altas densidades dos
animais, e uso indiscriminado de antibidticos (ALYAHYA et al., 2018).

Apesar de existirem varias bactérias que infectam os peixes, algumas se destacam
pela frequéncia com que ocorrem em Varias partes do pais como as Aeromonas hydrophila,
Edwardsiella spp., Salmonella spp., Flavobacterium columnare e Streptococcus agalactiae
(LEIRA et al., 2016).

As Aeromonas, sao organismos que fazem parte da microbiota bacteriana normal
na agua e podem ser encontrados na superficie dos peixes e em suas respectivas branquias. A
infeccdo por A. hydrophila normalmente causam hemorragia cutdnea no corpo e nas
nadadeiras, evoluindo para ulceracdes com perdas de epitélio (ALYAHYA et al., 2018).

As bactérias Streptococcus sdo patdgenos que afetam uma ampla variedade de
hospedeiros, incluindo humanos e peixes de agua doce, é responsavel por sérios prejuizos
econdmicos e altas taxas de mortalidade na tilapicultura mundial, as infec¢Oes debilitam os
animais e surgem sinais clinicos como natacdo erratica, exoftalmia unilateral ou bilateral,
anorexia, nos humanos existe o risco de infeccbes ao consumi peixe cru infectado
(NASCIMENTO et al., 2019).

A Micrococcus luteus € uma bactéria do meio ambiente que ocasionalmente é
encontrada na pele dos humanos, € Gram positivo e catalase positivo encontrados no
ambiente, apesar de ndo formar esporos estrutura ela consegue sobreviver em condic¢des
hostis, como baixas temperaturas e falta de nutrientes. (YOUNG et al., 2010)

S80 microrganismos que causam graves doencas na piscicultura, com sinais
clinicos que evoluem em um curto intervalo de tempo em infecgdes na pele, branquias,
figados, rins, baco, musculos, cérebros e olhos dos peixes infectados (ALYAHYA et al.,
2018).

Rico et al. (2013), por meio de pesquisa com 252 produtores realizada de diversos
paises asiaticos (Bangladesh, China, Tailandia e Vietnd), destacou que 9,7% das fazendas
tailandesas e 16% das fazendas chinesas, ambas produtoras de tilapias, fazem uso
simultaneamente de até dois antimicrobianos como enrofloxacina (69%), florfenicol (63%),
sufametoxazol com trimetoprima (44%) e doxiciclina (34%), com administracdo via ragdo
num periodo de 5 a 8 dias, tratamento que ultrapassa o uso do farmaco e pode ocasionar genes
de resisténcia patogénico no ambiente de produgéo (TELES, 2013).
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Assim, como 0 uso da oxitetraciclina (OTC), que é um dos antibidticos mais
usados para se tratar infeccGes causadas por uma ampla gama de bactérias (Rigos & Troisi,
2005). O ingrediente ativo de sua formulacdo é a Terramicina®, um bactericida que atua
sobre bactérias Gram positivas e Gram negativas (RIGOS et al., 2006).

Na maioria dos casos esses medicamentos sdo utilizados de forma errénea, que
sdo fortemente criticados, devido ao seu impacto negativo, principalmente pelo aumento da
selecdo de microrganismos resistentes, e bioacumulador quimico no ambiente e em sua cadeia
produtiva.

Tendo em vista isso, € necessario alternativas eficazes para o controle bacteriano
nas pisciculturas que levem em consideracdo os eixos de seguranga ambiental e se adequem
aos critérios da aquicultura sustentavel (SCHALCH, 2015).

3.4 Uso de Produtos Naturais na Piscicultura

O uso de fitoterapicos na piscicultura é uma alternativa viavel ao uso de produtos
quimicos e antibacterianos no controle e prevencdo de patégenos, que na producdo animal
tem se mostrado promissor em termos de produtos naturais, biodegradaveis e com atividade
antimicrobiana contra uma diversidade de microrganismos patogénicos (BOIJINK et al.,
2011).

No entanto, apesar de relatos positivos sobre seu uso, as pesquisas sobre sua
eficacia em organismos aquéticos ainda sdo incipientes (BANDEIRA JUNIOR et al., 2017).

3.4.1 Copaiba (Copaifera langsdorffi)

A Copaifera langsdorffii, também conhecida como Copaiba, pertence ao género
Copaifera e a subfamilia Caesalpinoideae. Segundo estudos, beta-cariofileno esta presente na
composicao do 6leo de Copaiba e possui atividade germicida além do composto cariofileno,
contétm o 4&cido caurendico que tem propriedades anti-inflamatérias, diuréticas e
antimicrobianas.

Estudos farmacoldgicos com a copaiba (Copaifera langsdorffii) realizados in vitro
demonstrou que os Gleos de varias espécies de copaiferas possuem atividade anti-inflamatoria,
cicatrizante, antiedematogénica antitumoral, tripanossomicida e bactericida, que tem a
capacidade de inibir o crescimento das bactérias Escherichiacoli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (LAMEIRA et al., 2009).

3.4.2 Andiroba (Carapas guianensis Aublet)

No Brasil a andiroba (Carapas guianensis Aublet), ocorre em toda a Bacia
Amazonica, € conhecida pela medicina popular por apresentar compostos ativos, entre eles se
destacam flavondides, terpenos e cumarinas que possuem propriedades anti-inflamatoria,
analgésica e bactericida (GONCALVES, 2001). No qual,Os flavondides exercem funcdo
antioxidante, antifngica e bactericida (CUNHA, 2005).

3.4.3 Babacu (Attalea speciosa)

O babagu (Attalea speciosa) € comum no Nordeste do Brasil, principalmente no
Maranh&o. O grande potencial para aplicagdes farmacéuticas e cosméticas presente no babacu
¢ 0 é&cido laurico, principio ativo responsavel pelas atividades antivirais, antifungicas e
bactericidas do 6leo de babagu (AMORIM, 2020)

O uso medicinal e farmacol6gico da palmeira ou do fruto tem revelado potencial
terapéutico devido a presenca de &cidos fenélicos e flavonoides (PAIXAO, 2021).

3.4.4 Buriti (Mauritia flexuosa)
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O buriti Mauritia flexuosa, € uma palmeira pertencente a familia Arecaceae,
encontrada em regiGes Umidas e alagadas do Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, € rico
em carotenoides, acidos graxos e tocoferol, o acido galico foi o composto fendlico mais
abundante, isso sugere uma visdo significativa do uso desse produto como alternativa
terapéutica e cosmética (ROSSO & MERCADANTE, 2007).

O potencial terapéutico do buriti abre a possibilidade de utiliza-lo como agente
fitoterapico; no entanto, ha escassez de estudos que atestem a real atividade do seu 6leo
(BATISTA, 2012).

3.4.5 Pequi (Caryocar brasiliense)

O Caryocar brasiliense, que é popularmente conhecido como pequi, € pertencente
a familia Caryocaraceae, é rico em &cido oleico, carotenoides e diversos compostos fendlicos,
com destaque para o acido galico. A polpa do pequi apresenta propriedades terapéuticas e
farmacologicas, possui valores de fenolicos significantemente altos aos observados na maioria
das polpas de frutas, a améndoa apresenta menores teores de fenolicos, demonstrando que a
polpa do pequi é um alimento com elevado potencial antioxidante LIMA et al. (2007).

3.4.6 Castanheira (Terminalia catappa)

Estudos fitoquimicos mostram a presenca de compostos polifendlicos no extrato
das folhas de T. catappa, entre essas substancias se destacam os triterpendides e taninos
hidrolisdveis como: punicalagina, punicalina, acido chebuldgico, geranina, acido galico,
elagico, entre outros (KINOSHITA et al., 2007; HERNANDEZ et al., 2003).

Estes compostos se destacam principalmente, por sua atividade antioxidante,
como resultado estdo se tornando cada vez mais importantes na prevencao e tratamento de
doencas, como cancer, doencas degenerativas e inflamatorias.(SILVA, 2012)

A amendoeira é bastante popular no Brasil, onde foi introduzida por colonos
portugueses. Suas folhas, frutos e raizes sdo amplamente utilizados como medicamento
popular devido a sua atividade antidiabética (NAGAPPA et al., 2003), antiinflamatéria (FAN
et al., 2004), estimulante do comportamento sexual e reprodutivo (MONVISES et al., 2009),
antibidtica e antifungica (GOUN et al., 2003; MENESES, 2017) e desinfetante (SANTOS,
2013).

4 METODOLOGIA

4.1 Obtencéao Dos Fitobioticos

Para avaliacdo das atividades antimicrobiolégicas patogénicas foram utilizados
cinco 6leos naturais de pequi, buriti, copaiba, babacu e andiroba obtidos a partir de lojistas de
produtos naturais nas cidades de Belém-PA e Pinheiro-MA; dois extratos aquosos de
Terminélia catappa obtidos por extracdo a frio e a quente e mais dois antibiéticos comerciais
enrofloxacina e terramicina, utilizados como controles positivos.

4.2 Diluigdes Dos Oleos

A extracdo dos oleos foi de origem conhecida, adaptada do método descrito por
Rigamonte-Azevedo et al. (2006), a partir da perfuracéo do tronco vegetal. Antes dos testes
microbiologicos, foi realizada a diluicdo dos 6leos em alcool 70% (1:10 v:v) adaptado do
método de Inoue et al. (2005) e Menezes et al. (2018), mantidos em refrigeracdo a 4 °C.

4.3 Preparo Dos Extratos de T. catappa
Para a obtencdo dos extratos aquosos de T. catappa foi adaptada da metodologia
de Meneses et al. (2020), no qual foram coletadas folhas secas amareladas do vegetal e
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encaminhadas para o Laboratério de Desenvolvimento Aquicola da Amaz6nia
Maranhense(L’AQUAM) da Universidade Federal do Maranh&o, Campus Pinheiro. Logo, as
folhas foram higienizadas com agua corrente, posteriormente com agua destilada e secas em
estufa de circulagdo de ar for¢ada nas condicdes de 50 °C até a perda de umidade (NADIRAH
et al., 2013).Apds secagem, as folhas foram trituradas e seu volume pesado para se dividir em
dois grupos, para as extracoes a quente e a frio. Para a extragcdo a quente, 25¢g de T. catappa
foram envolvidas em papel filtro n°1 e transferidas para imersdo em 500 mL de agua
destilada, em banho maria (80 °C.1h™). Em seguida, o filtrado foi armazenado e o contetido
solido de T. catappa foi utilizado em um novo processo de re-extracdo (KIM et al., 2011;
MENESES et al., 2020).Ao final dos processos de extracdo e re-extracdo, os dois filtrados
foram misturados e compuseram 0 extrato a quente a ser utilizado na pesquisa. A extracao a
frio (temperatura ambiente), foi conduzida sobre as mesmas condigdes de extracdo citada
anteriormente, mas em temperatura de 28°C (MENESES et al., 2020).

4.4 Preparo dos antibioticos

O preparo dos antibioticos foram conduzidos de acordo com os padrdes de
sensibilidade e resisténcia adaptados pelo método de difusdo em disco de acordo com o
Stukus (1997), com as concentracdes terapéuticas de 10 mg.L™ e 15 mg.L™, para terramicina
e enrofloxacina, respectivamente.

4.5 Aquisicédo Dos Patogenos

Para a pesquisa, 0s patdégenos Aeromonas hydrophila, A. caviae, A. jandaei,
Streptococcus agalactiae e Micrococcus luteus, foram isolados a partir de animais
sintomaticos de uma fazenda piscicola localizada no municipio de Propria-SE, Brasil,
identificadas até o nivel de espécie a partir do método MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/ lonization and Time-of-Flight), com score superior a 2.0, conservada em
glicerina e meio de cultura semi-sélido Brain Heart Infusion-BHI, e adicionada ao banco de
cepas do laboratério de aquicultura da Embrapa Tabuleiros Costeiro, Aracaju- SE
(CARDOSO et al., 2021).

4.6 Preparo Microbioldgico

As cepas patogénicas foram ativadas no L’AQUAM UFMA, Campus de
Pinheiro, a partir do crescimento microbiolégico no meio de cultura BHI caldo. O preparo do
meio de cultura foi conduzido de acordo com as recomendac6es do fabricante, para posterior
esterilidade da solu¢do em autoclave a 120 °C, 1 atm, durante 20 min, para entdo ser ativada
as culturas patogénicas na solucdo, com o auxilio da alca de platina estéril para crescimento
microbiolégico em 10 mL de BHI, nas condi¢des de 30 °C durante 24 h (RAMIREZ et al.,
2006; DIAS et al., 2019).

Ap0s crescimento microbioldgico, foram realizadas as purificacdes dos patégenos
a partir do crescimento em placa, utilizando o meio de cultura BHI Agar, em que foram
coletados 10 pL da cultura microbiana em meio liquido e aplicado o método de estrias em
placa.

Para crescimento das cepas em placa, esses foram conduzidos em 30 °C durante
24h, que apds o desenvolvimento das colbnias, essas foram coletadas e submetidas ao método
de coloracdo de Gram, para avaliar o grau de pureza microbiologico e confirmacdo do
morfotipo dos patdgenos. Posteriormente, foi realizado o isolamento e purificacdo das
colonias, que foram inseridas em um novo meio BHI caldo, para o crescimento
microbioldgico logaritmico a ser utilizado nos testes bacteriolégicos.

4.7 Teste Coloracédo de Gram e Catalase
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Para as analises microbiologicas, as cepas bacterianas foram reconhecidas e
classificadas utilizando o método de Gram. Para isso, foi utilizado de Kit LB Labocin, com
violeta genciana 1% (alcool etilico anidro 190mL, violeta genciana 10g, oxalato de amdénio
monohidratado 8g e agua deionizada qsp 1000mL; 1min), lugol (lodo metaloide 3,33g, iodeto
de potassio 6,67 e dgua deionizada 100mL; 1min), descolorante (acetona pura 300mL, alcool
etilico anidro 665mL e égua deionizada 35mL; 15seg) e fucsina fenicada (fenol 4,5g, fucsina
basica 0,99, alcool etilico 9mL e agua deionizada gsp 1000mL; 1min) (DIAS et al., 2018;
2019).

A avaliacdo de catalase, foi diagnosticada quanto a reacdo ou nédo, da adicdo de
100 pL de peroxido de hidrogénio nas coldnias (DIAS et al., 2019; BARROS et al., 2022).

4.8 Desafio Microbiolégico

O desafio bacterioldgico foi conduzido em meio de cultura Muller Hinton Agar,
meio especifico ndo seletivo para o desafio (RAMIREZ et al., 2006; DIAS et al., 2022). No
qual foi semeado 100 pL do patégeno em placa e homogeneizado utilizando de alca de
drigalski estéril, para sobreposi¢do com discos de papel filtro qualy (250 um), embebidos com
aproximadamente 10 pL de cada produto natural testado, mais o uso dos antibidticos, com
quatro repeticOes cada, e posteriormente as placas inoculadas a 30 °C durante 48h, para entdo
analise da ocorréncia ou nao de halos inibitorios, e sua avaliacdo quanto ao efeito bactericida
ou bacteriostatico (MENESES et al., 2021; DIAS et al., 2022).

4.9 Anélise Estatistica

De posse dos dados, esses foram analisados previamente quanto a normalidade e
homocedasticidade, pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente, e quando
observada a heterogeneidade da variancia, os dados foram transformados em log10 (x + 1).
Para posterior Analise de Variancia (ANOVA), que para o valor de F significativo, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a avaliacdo de pureza e patogenia das cepas foi realizado os testes de
coloragdo de Gram e catalase, no qual os procariotos confirmaram a morfologia
correspondente de sua espécie mais a resposta em catalase (Tabela 1).

Tabela 1 — Morfologia bacteriana e teste de catalase.

Cepas Gram Morfologia Catalase
+ - Cocos Bastonete +
Aeromonas hydrophila * * *
Aeromonas caviae * * *
Aeromonas jandaei * * *
Streptococcus agalactiae * * *
Micrococcus luteus * * *

Fonte: Propria autoria.
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Nota: (+)- Positivo; (-)- Negativo; (*)- Ocorréncia microbioldgica.

Apo6s purificagdo e confirmacdo das espécies microbioldgicas, essas seguiram
para o teste de antagonismo frente aos produtos naturais oleosos de pequi, buriti, copaiba,
babacu e andiroba, mais duas formulagdes de extrato aquoso de T. catappa, a frio e a quente,
utilizando de dois controles positivos constituidos dos antibioticos, enrofloxacina e
terramicina (Tabela 2).

Tabela 2 — Halo inibitério (mm) dos tratamentos com éleo de pequi, buriti, copaiba, babacu e
andiroba, extrato a quente de Terminalia catappa (EQ), extrato a frio de Terminalia catappa
(EF), enrofloxacina (Enr) e terramicina (Ter), contra o patégeno Aeromonas hidrophyla, A.
cavie, A. jandali, S. agalactiae e Micrococcus luteus.

Tratamento A. hydrophila  S. agalactiae M. luteus A. jandai A. cavie
Pequi 24.22+4.7T7TA 7.43+0.50C 10.03+2.24C 0.00£0.00 6.42+0.42B
Buriti 23.39+4.3A 6.90+4.73C 16.54+2.26B 9.90+2.00B 12.60+2.4B

Babacu 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0
Copaiba 11.57+1.19C  10.58+0.88BC  9.96+2.76C 10.56+4.43B  9.3910,41B
Andiroba 0.0£0.0 14.74+1.45B 0.0£0.0 10.61+7.19B 0.0£0.0
EQ 17.29+2.03B 7.09+0.69C 6.80£1.36C  5.07£3.57BC  7.03+1.12B
EF 0.0+£0.0D 7.70+0.80C 0.00+0.00D 0.00+0.00C 5,46+3.67B
Enr 15mg.L 23.92+0.0A 22.30+3.59% 21.44+121A  22.40+1.28A  19.04%1,52A
Ter 10mg.L 11.85+0.0C 7.24+1.80C 7.70£0.85C  5.79+0.88BC  7.73+1.16C

Nota: EQ = Extrato Quente . EF= Extrato Frio. Enr= Enrofloxacina. Ter= Terramicina
Valores médios (mm + desvio padrdo) seguidos de letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas
significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

Para as respostas obtidas dos halos inibitorios contra os agentes patogénicos A.
hydrophila, A. caviei, A. jandaei, M. luteus e Str. agalactiae foi avaliado quanto ao seu
potencial bactericida ou bacterioestatico dos tratamentos, em comparacdo aos controles
positivos (antibioticos), no qual para a terramicina, foi observado efeito bacteriostatico de
leve atuacéo.

A confirmacdo do método se deu pela formacdo de um halo de inibicéo, ou seja,
se a amostra do 6leo apresentou atividade inibitdria sobre o microrganismo testado formando
um halo limpo, apresentando efeito bactericida; para efeito bacteriostatico observou-se um
halo com crescimento bacteriano ao redor do disco na placa.

Os Oleos testados apresentaram atividade bacteriostatica e frente aos
microrganismos pesquisados, apenas o 0leo de babagu ndo apresentou efeito.
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Tabela 3 — Respostas obtidas dos halos inibitérios bactericida e bacteriostaticos para 0s
diferentes agentes fitoterapicos

Andiroba  Buriti Copaiba ~ Pequi E.Q E.F Enr Ter

Tratamentos 15mg.L 10mg.L
A.hydrophila SR BC BT BC BC SR BC BT
A.Caviae SR BC BC BT BT BT BC BT
A.Jandaei BC BT BC SR BT SR BC BT
M. luteus SR BC BT BT BT SR BC BT
S. Agalactiae BC BT BC BT BT BT BC BT

Nota:(BC) Bacterida (BT) Bacteriostatico (SR) Sem resultado

Houve atividade inibitoria dos 6leos de pequi, buriti, copaiba e andiroba, para a
maioria dos patdgenos utilizados, com zona de inibicdo para bactérias Gram positivas e
negativas, assim como, para os morfétipos de bastonete e cocos. O 6leo de andiroba obteve
inibicdo superior de 10 mm contra A. jandai e S. agalactiae, esse efeito possivelmente deve
ter ocorrido pelo principio ativo limondides (LIRA et al., 2021), que tem efeito bactericida,
todavia, para MONTEIRO (2017), utilizando do 6leo de andiroba extraido de sementes do
vegetal, ndo obteve efeito contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, resposta que esta
relacionado a concentracdo do principio ativo na estrutura extraida, que pode ser variavel de
acordo com o material de extracdo, periodo do ano e armazenamento.

O oleo de buriti apresentou efeito inibitorio para todos os patdgenos avaliados,
com um maior espectro de acdo contra a Aeromonas hydrophila, patégeno continental de letal
ocorréncia na producao de organismos aquaticos, principalmente em instalacdes piscicolas. O
seu halo de inibicdo foi superior a 23mm, resposta que se igualou a inibicdo do controle
positivo com enrofloxacina, e significativamente superior (p<0,05) a terramicina, isto se deve
a concentracdo de acidos graxos, tocoferdis e carotendides, presente em sua composicdo
(MIRANDA; RABELO, 2008), respostas que colaboram as de BATISTA et al. (2012) no
efeito antibacteriano para E. coli, S. aureus, K. pneumoniae e B. subtilis.

SILVEIRA et al. (2005), também associa o efeito inibidor do éleo de buriti a
composicdo de seus acidos graxos que tem acao microbioldgica para patdgenos Gram positivo
e negativo, como aos testados com S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente. Respostas que
colaboram as encontradas por CARVALHO (2011) e CHAVES et al. (2020), porém
utilizando de concentragdes inibitérias minimas (CIM) do 6leo de buriti, obtiveram efeito
bactericida, contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Candida albicans, e S. aureus multirresistentes.

Para as respostas do dleo de Copaiba essas apresentaram efeito bactericida aos
patdgenos Streptococcus Agalactiae e Aeromonas hydrophila, e agdo bacteriostatica para
Aeromonas caviae e Micrococcus luteus, com média de inibicdo + 10,41, respostas
promissoras como alternativas ao uso do farmaco terramicina, utilizado como controle
positivo. Os principios ativos do 6leo da copaiba sdo O B-bisaboleno que possui propriedades
anti-inflamatoria e analgésica e o -cariofileno que é descrito na literatura como anti-edémico,
bactericida e insetifugo (Veiga Jr. & Pinto, 2002). Resultados que confrontam aos
encontrados por REZENDE (2017), utilizando do mesmo 6éleo contra Sthapylococcus aureus,
n&o obtive resposta ao uso alternativo de Amoxicilina (AMC) (30 ug).

No estudo realizado por Cavalcante et al. (2022), que avaliou a atividade
antimicrobiana da copaiba (Copaifera officinalis) comercializados em uma feira livre de
Recife-PE, frente as cepas Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. O 6leo de copaiba
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(industrializado e ndo-industrializado) apresentaram atividade antimicrobiana contra as
bactérias Gram-positivas: para Staphylococcus aureus, tiveram CMI equivalente a 0,36%,
enquanto que para Enterococcus faecalis as CMIs de ambos foram de 3,12%. Nao houve
inibicdo do crescimento das bactérias Gram-negativas.

O oOleo de Pequi Apresentou halos inferiores a 8mm frente as bactérias
Micrococcus Luteus, Streptococcus Agalactiae, apresentando efeito bacteriostatico e nédo
apresentou resultados para a bactéria Aeromonas Jandaei.

Os resultados frente a bactéria Aeromononas Hydrophila, apresentou um halo de
inibicdo igual a 24.22 mm de didmetro, resultado que se igualou ao teste com o controle
positivo (Enrofloxacina), apresentando efeito bactericida. Resultados que sdo semelhantes ao
estudo de (Sousaet al., 2022) onde demonstraram que o extrato bruto da flor de Pequi
(Caryocar brasiliense) apresentou atividade antimicrobiana frente as cepas Stahylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudmonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, com halos de
suscetibilidade de 30mm, 33mm, 33mm e 34mm respectivamente.

No presente trabalho, os extratos da Terminalia catappa, formou halos de
17.29+2.03mm, para o extrato a quente (EQ), em que mostrou atividade bactericida para a
cepa Aeromonas hydrophila. Ja para (EF) da Terminalia catappa, formou halos de inibicédo
inferiores a 8.0 mm, apresentando efeito bacteriostéatico.

Segundo o estudo de Morais (2019), foi observado uma atividade antimicrobiana
das folhas da Terminalia catappa, utilizando antibiético como controle positivo, em que
houve a formacéo de halo para Staphylococcus aureus. O antibiotico utilizado como controle
positivo foi o Cloranfenicol 1pg/mL. Os resultados mostraram atividade antimicrobiana
contra as cepas bacterianas testadas, apresentando uma concentracao inibitéria minima de
0,36 mg/mL para Staphylococcus aureus.

O uso de substancias naturais contra os patogenos estudados tem mostrado
respostas promissoras para o uso terapéutico e profilatico na piscicultura sustentavel nacional,
a morfologia celular das bactérias pode ser a responsavel por essas diferencas na resisténcia
bacteriana, porém os produtos apresentaram atividade antimicrobiana tanto para bactérias
gram positivas quanto para as gram negativas.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo os 6leos andiroba, buriti, copaiba, pequei e o extrato a quente da
Terminalia catappa possuem grande efeito bactericida por possuirem principios ativos, a
capazes de inibir o crescimento bacteriano, que mostram efeito antibacteriano contra as
doencas patogénicas bacterianas na piscicultura.

No controle positivo com a terramicina, os halos de inibicdo foram menores, no
entanto apresentando efeito bacteriostatico, enquanto que para os 6leos de pequi e buriti o
crescimento foi semelhante ao do controle positivo enrofloxacina.

O oleo de babacu ndo apresentou resposta frente as cepas patogénicas, que pode
ter ocorrido pelas concentracBes utilizadas do 0leo, ja que esta € uma analise que possuli
diversas variaveis.

Pesquisas futuras devem ser desenvolvidas para estimar a concentracdo inibitoria
minima de cada produto potencialmente bactericida e seu método de atuacdo in vivo em
espécies comerciais da piscicultura.
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