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RESUMO

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) ainda representam um problema de sadde publica
em todo o mundo. A resisténcia de microrganismos a diversos antibioticos vem estimulando
pesquisas para a descoberta de novas substancias com agdo antimicrobiana natural. Extratos de
plantas vém demonstrando ser uma excelente opgdo de compostos que apresentam atividade
antimicrobiana, incluindo acdo contra os patdgenos de interesse na area de alimentos. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos aquosos
obtidos de plantas medicinais sobre bactérias patogénicas causadoras de doencas de origem
alimentar. Os extratos foram preparados através da metodologia de decoccdo e, a solugéo
aquosa foi liofilizada e submetida em diversas concentracfes a analise de atividade
antimicrobiana para Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa pela técnica de microdiluicdo. Os extratos aquosos
das plantas testadas apresentaram bons resultados sobre os microrganismos avaliados. A
atividade antimicrobiana encontrada esta associada a presenca de metabdlitos em cada amostra.
A concentracdo dos extratos foi maior para bactérias gram-negativas do que para gram-
positivas, ressaltando que a estrutura celular desses microrganismos os torna mais resistente as
substancias antimicrobianas. Os extratos da folha de Myracrodruon urundeuva e da casca do
caule do Croton blanchetianus apresentaram melhores resultados, sendo efetivos sobre todos
0s microrganismos testados em baixas concentracdes. Para o extrato da casca do caule de
Myracrodruon urundeuva somente nao foi verificada atividade antimicrobiana sobre E. coli. O
extrato da casca do caule do Croton nepetaefolius apresentou atividade inibitoria e bactericida
contra S. aureus e S. Enteritidis e apenas inibitoria para L. monocytogenes. O extrato da casca
do caule de Amburana cearensis se mostrou efetivo somente sobre a L. monocytogenes e S.
aureus. O extrato da folha de Sideroxylon obtusifolium s6 ndo foi efetivo sobre E. coli e P.
aeruginosa. O extrato da semente de Pterodon emarginatus foi inibitorio e bactericida sobre a
L. monocytogenes e S. aureus, mas apenas inibitorio contra S. Enteritidis. Diante disso,
Myracrodruon urundeuva, Sideroxylon obtusifolium, Amburana cearensis, Croton
blanchetianus, Croton nepetaefolius e Pterodon emarginatus surgem como uma nova fonte de

substancias com potencial antibidtico para aplicacdo na industria de alimentos.

Palavra-chaves: atividade antimicrobiana. extratos aquosos. bactérias patogénicas.



ABSTRACT

Foodborne illnesses (DTA) still represent a public health problem worldwide. The resistance
of microorganisms to several antibiotics has been stimulating research for the discovery of new
substances with natural antimicrobial action. Plant extracts have been shown to be an excellent
choice of compounds that present antimicrobial activity, including action against the pathogens
of interest in the food area. This work aimed to evaluate the in vitro antimicrobial activity of
aqueous extracts obtained from medicinal plants on pathogenic bacteria causing food - borne
diseases. The extracts were prepared using the decoction method and the aqueous solution was
lyophilized and submitted to the microdilution technique for analysis of antimicrobial activity
for Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
and Pseudomonas aeruginosa. The aqueous extracts of the plants tested showed good results
on the evaluated microorganisms. The antimicrobial activity found is associated with the
presence of metabolites in each sample. The concentration of extracts was higher for gram-
negative than gram-positive bacteria, emphasizing that the cellular structure of these micro-
organisms become them more resistant to antimicrobial substances. Extracts from the
Myracrodruon urundeuva leaf and the stem bark of Croton blanchetianus showed better results,
being effective on all microorganisms tested in low concentrations. For the extract of the bark
of the Myracrodruon urundeuva stem only antimicrobial activity on E. coli was not verified.
The stem bark extract of Croton nepetaefolius presented inhibitory and bactericidal activity
against S. aureus and S. Enteritidis and only inhibitory for L. monocytogenes. The extract of the
stem bark of Amburana cearensis was effective only on L. monocytogenes and S. aureus. The
leaf extract of Sideroxylon obtusifolium was not effective only on E. coli and P. aeruginosa.
Pterodon emarginatus seed extract was inhibitory and bactericidal on L. monocytogenes and S.
aureus, but only inhibitory against S. Enteritidis. In view of this, Myracrodruon urundeuva,
Sideroxylon obtusifolium, Amburana cearensis, Croton blanchetianus, Croton nepetaefolius
and Pterodon emarginatus appear as a new source of substances with antibiotic potential for

application in the food industry.

Keywords: antimicrobial activity. agueous extracts. pathogenic bacteria.
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1 INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) ainda representam um problema de
salde publica em todo o mundo. Isto se da em decorréncia do nimero de surtos relacionados
ao consumo de alimentos contaminados, apesar do desenvolvimento constante de métodos que
assegurem a qualidade higiénico-sanitaria dos produtos alimenticios (AKUTSU et al., 2005;
BRASIL, 2010). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirma que mais de 60% das
enfermidades relatadas sdo de origem alimentar, provocadas especialmente por agentes
microbioldgicos presentes nos alimentos (SOUZA, 2010; DEON, 2012).

Os sintomas mais comuns de DTA incluem dor de estbmago, ndusea, vomitos,
diarreia e, por vezes, febre. Na maioria dos casos, a duracdo dos sintomas pode variar de poucas
horas até mais de cinco dias, dependendo do estado fisico do paciente, do tipo de microrganismo
ou toxina ingerida ou suas quantidades no alimento. Conforme o agente etioldgico envolvido,
0 quadro clinico pode ser mais grave e prolongado, apresentando desidratacdo grave, diarreia
sanguinolenta, insuficiéncia renal aguda e insuficiéncia respiratéria (FORSTYTHE, 2002).

No Brasil, o perfil epidemiologico das DTA ainda é pouco conhecido. Somente
alguns estados ou municipios dispdem de estatisticas e dados publicados sobre os agentes
etiologicos mais comuns, alimentos mais frequentemente implicados, populacdo de maior risco
e fatores contribuintes (OLIVEIRA et al., 2010). De acordo com os dados disponiveis de surtos,
esses apontam como agentes mais frequentes os de origem bacteriana e dentre eles, Salmonella
spp, E. coli, S. aureus, Shigella spp, B. cereus e C. perfringens (BRASIL, 2010).

Extratos e 6leos essenciais de plantas vém demonstrando ser uma excelente opcao
de compostos que apresentam atividade antimicrobiana, incluindo acao contra os patogenos de
interesse na area de alimentos. Esses compostos, além de inibirem naturalmente
microrganismos patogénicos, melhoram a estabilidade oxidativa de diversos alimentos,
promovendo o aumento da vida atil dos mesmos (PEREIRA et al., 2006; MACHADO, et al.,
2011).

Devido a resisténcia microbiana aos farmacos, a busca de novos agentes
antimicrobianos a partir de plantas é intensa (RADULOVIC et al., 2013), principalmente
devido aos menores custos de pesquisa, provavelmente por apresentarem menores riscos de
efeitos colaterais e um grande potencial de efeito sinérgico (SALEEM et al., 2010; VAN
VUUREN; VILJOEN, 2011).

O crescente interesse na descoberta das atividades bioldgicas apresentadas por

plantas possibilitou o surgimento de diversas estratégias tecnologicas que variam desde o
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screening bioldgico, isolamento até as triagens clinicas, métodos considerados essenciais na
descoberta de valores terapéuticos de uma ampla variedade de plantas (BIBI et al., 2011).
Diversos podem ser os potenciais terapéuticos apresentados por determinados extratos vegetais,
destacando-se a atividade antimicrobiana sobre o desenvolvimento de agentes infecciosos. Uma
série de plantas tem apresentado marcante atividade antimicrobiana in vitro e in vivo,
justificando dessa maneira a busca na medicina tradicional direcionada & caracterizacao
antimicrobiana das plantas (DIAZ et al., 2010).

Os principais grupos de compostos extraidos das plantas com atividade
antimicrobiana incluem os terpendides, alcaldides, lectinas, polipeptideos, substancias
fendlicas, polifenodis (fenodis simples, acidos fendlicos, quinonas, flavonas, flavonois e
flavonoides), taninos e cumarinas (PINTO, 2008).

Acredita-se que a atividade antimicrobiana seja resultante da acdo conjunta de
complexas moléculas ativas, que afetam a permeabilidade da membrana citoplasmatica,
transporte de ions e etapas da fosforilagdo, desnaturando e coagulando proteinas, que sdo vitais
para manutencdo das células bacterianas (DORMAN; DEANS, 2000). Segundo Burt (2004)
compostos naturais podem agir sobre a célula bacteriana desintegrando a membrana
citoplasmatica, desestabilizando a forca préton motriz, fluxo de elétrons, transporte ativo e
coagulando o contetdo da célula.

Devido a grande relevancia e prejuizo que a contaminacdo por Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
Enteritidis apresenta, a pesquisa por alternativas para inibi-las se torna importante no meio
cientifico, pois pode fornecer meios as industrias alimenticias e a populacdo de evitar a
contaminacéo dos alimentos que serdo ingeridos (SILVA et al., 2010).

Neste contexto, pesquisas direcionadas a testar o potencial antimicrobiano de
extratos de plantas sobre microrganismos patogénicos sdo essenciais para descobrir novos
antimicrobianos, assim como, proporcionar grandes chances de agregar conhecimento a

Aroeira-do-sertdo, Quixaba, Cumaru, Marmeleiro Preto, Marmeleiro Sabia e Sucupira Branca.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos aquosos obtidos de plantas

medicinais sobre bactérias patogénicas causadoras de doencas de origem alimentar.
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2.2 Objetivos especificos

a) Obter os extratos aquosos de Aroeira-do-sertdo, Quixaba, Cumaru, Marmeleiro
Preto, Marmeleiro Sabia e Sucupira Branca através de decocgéo;

b) Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de plantas medicinais
sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella Enteritidis utilizando a metodologia da microdiluicao;

c) Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracgdo bactericida

minima (CBM) dos extratos aquosos de plantas medicinais.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bactérias de interesse em alimentos

Os alimentos, independentemente de origem animal ou vegetal, séo relatados em
varios casos e surtos de DTA, por apresentarem uma microbiota natural extremamente variavel
e nas diversas etapas que levam a obtencédo de produtos processados, os alimentos estéo sujeitos
a contaminacdo por diferentes microrganismos, provenientes de manipulacdo inadequada,
contato com equipamentos, superficies e utensilios ndo corretamente sanificados, ou mesmo
procedentes do ambiente (ROBERTS; LYMAN, 2008).

Segundo dados da vigilancia epidemioldgica do Ministério da Saude, ocorreram
mais de 8.663 surtos de DTA, 163.465 internacdes por DTA e 112 6bitos no Brasil, de 2000 a
2011, com uma média de 14.860 casos por ano (BRASIL, 2012). As regides de maior incidéncia
de casos sdo sudeste e centro-oeste, ja as regides norte e nordeste aparecem com menor
incidéncia, segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2010). O impacto econdmico
negativo causado pelas DTA alcanca niveis cada vez mais preocupantes, acarretando grandes

perdas para as industrias, turismo e sociedade (WELKEN et al., 2010).

3.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli € a espécie predominante entre 0s diversos microrganismos
anaeradbios facultativos. Esse microrganismo pertence a familia Enterobacteriacea e entre suas
principais caracteristicas destacam-se: bacilos Gram-negativos, ndo esporulados capazes de
fermentar glicose com producéo de acido e gas (FRANCO; LANDGRAF, 2002). Pertence ao
grupo dos microrganismos psicrotroficos, onde, a temperatura 6tima de crescimento € de 25 a
30 °C (GERMANO; GERMANO, 2011; TONDO; BARTZ, 2011).
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E. coli € um microrganismo de distribuicdo mundial que afeta principalmente
criangas menores que cinco anos de idade, estando relacionada as regides economicamente e
sanitariamente precarias. Estima-se que as E. coli enterotoxigénica sejam responsaveis por
causarem em meédia 380.000 mortes anualmente, sendo transmitidas principalmente pela

ingestdo de agua e alimentos contaminados (GUTH, 2008).

3.1.2 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, sdo imoveis, ndo
esporulados, capsulados ou ndo, anaerdbios facultativos (JAY, 2005). Sdo bactérias mesofilas,
com temperatura de crescimento variando entre 7 a 47,8 °C, com producdo de enterotoxina entre
10 a 46 °C (FRANCO; LANDGRAF, 2002). Uma das caracteristicas seletivas que torna o
género Staphylococcus sp. favorecido frente as outras bactérias é serem halotolerantes, podendo
tolerar 10 a 20 % de sal (NEWSOME; STEWART, 2004).

A contaminacao dos alimentos ocorre normalmente no momento da manipulacao
direta dos alimentos por individuos portadores assintomaticos ou por individuos que possuem
algum tipo de infecgéo, geralmente cutanea (TEIXEIRA et al., 2008). E decorrente da ingest&o
da enterotoxina pré-formada no alimento contaminado pela bactéria, a qual pode continuar
viavel ou ndo (TEIXEIRA et al., 2008).

3.1.3 Listeria monocytogenes

Listeria spp. € um cocobacilo gram-positivo, ndo-esporulado, ndo-produtor de
acidos, aerobio ou anaerobio facultativo de ampla distribuicdo ambiental (MIMS et al, 1999).
Listeria monocytogenes € patogénica para 0 homem e diversos animais, possui a capacidade de
se desenvolver entre 0 °C e 44 °C, embora sua faixa 6tima seja entre 30 °C e 37 °C, podendo
sobreviver em alimentos congelados. Essa bactéria tolera pH extremos (5 a 9), baixa atividade
da agua e concentracdes de NaCl iguais ou superiores a 10 % (PEREIRA; ROCOURT, 1993;
LANDGRAF, 1997).

Os alimentos normalmente associados com a transmissdo da doenga sdo aqueles
processados industrialmente, que possuem longa vida de prateleira em temperatura de
refrigeracdo, permitindo assim a multiplicacdo de L. monocytogenes. Outro agravante, € que
esses alimentos sé@o consumidos sem coccéo prévia (SILVA et al., 2011). A listeriose apresenta
consideravel taxa de mortalidade, que varia entre 20 a 30 %, justificando sua importancia entre
as doencas veiculadas por alimentos (FAI et al., 2011).
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3.1.4 Salmonella Enteritidis

Salmonella é um género da familia Enterobacteriaceae, caracterizado por ser um
bastonete gram-negativo, ndo esporulado, anaerébio facultativo, lactose, urease e oxidase
negativos. A maioria dos sorovares de Salmonella € movel devido a presenca de flagelos
peritriquios. O pH de crescimento varia entre 4 e 9, com 6timo em 7. Sua temperatura 6tima de
crescimento esté entre 35 e 37 °C e atividade de &gua minima para crescimento é de 0,94 (JAY,
2005). S. Enteritidis diferenciam-se bioquimicamente e sorologicamente através de testes com
soros polivalente “O” ¢ “H” e apresentam distribuicdo mundial (BERCHIERI, 2000).

Embora diversos sorovares possam ser causadores de salmoneloses, S. Enteritidis é
reconhecida como a principal responsavel por causar infeccdo em humanos, situando-a como
importante problema econdmico e de saude publica (MOORE et al., 2007; PANG et al., 2007;
KOTTWITZ et al., 2010).

3.1.5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é um bastonete gram-negativo, amplamente distribuido
pela natureza, participando muitas vezes da microbiota normal de individuos séos.
Normalmente € uma bactéria aerdbia, mas pode crescer anaerobicamente se houver nitrato
disponivel. A umidade € uma condicdo para o crescimento, porém esta necessita ser minima.
Uma das caracteristicas mais destacadas € a produ¢do de um pigmento denominado piocianina
que possui atividade antibidtica, favorecendo crescimento de P. aeruginosa melhor do que de
outras bactérias em algumas circunstancias. E um patdgeno bacteriano clinicamente importante
por causa de sua resisténcia intrinseca a muitos agentes antimicrobianos (TOLEDO;
TRABULSI, 1991).

A capacidade de P. aeruginosa de crescer em agua com baixos niveis de solidos
dissolvidos e compostos organicos confirma sua habilidade de adaptar-se perfeitamente a

ambientes nutricionalmente muito pobres (GUERRA et al., 2006).

3.2 Substancias antimicrobianas

Os antimicrobianos sdo substancias naturais (antibidticos) ou sintéticas
(quimioterapicos) que agem sobre microrganismos inibindo o seu crescimento ou causando a
sua destruicdo (SAEZ-LLORENS et al., 2000).
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Os antimicrobianos diferem em relagdo a seu mecanismo de agdo, sendo
classificados de acordo com seu local de atuacdo: na parede celular, na sintese de DNA, na
sintese proteica e na atividade enzimatica intracelular (MOREIRA, 2004).

Para que um antibidtico seja considerado ideal, ele deve possuir atividade letal
sobre um amplo espectro de microrganismos sem causar efeitos colaterais ou resisténcia
bacteriana. Assim, a busca por novas substancias com propriedades antimicrobianas é de suma
importancia, sendo os produtos de origem natural uma rica fonte de pesquisa (SCHENKEL et
al., 2001).

Véarios métodos sdo utilizados para se avaliar a atividade antibacteriana e
antifungica de extratos vegetais. Atualmente, o mais utilizado é o método da microdiluic&o.
Nesse ensaio, desenvolvido por Eloff em 1998, pode-se fazer a determinacao da Concentracéao
Inibitéria Minima (CIM), que é a concentracdo minima que um extrato ativo de planta pode ter
para inibir a proliferagdo de microrganismos (ELOFF, 1998).

A sintese de metabolitos secundarios é influenciada por diversos fatores.
Sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento; temperatura; disponibilidade hidrica;
radiacdo ultravioleta; nutrientes; altitude; poluicdo atmosférica; inducdo por estimulos
mecanicos ou ataque de patdgenos alteram a sua quantidade e, muitas vezes, até a natureza dos
constituintes ativos presentes no tecido (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: compostos fendlicos,
terpenos e alcaloides utilizados na defesa dos vegetais contra estresses bidticos e abidticos
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

Compostos fendlicos sdo biossintetizados nas plantas por meio de diferentes rotas,
razdo pela qual constituem um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista metabdlico. As
duas rotas metabdlicas basicas sdo: a rota do acido maldnico e a do acido chiquimico, sendo
essa Ultima participante na biossintese da maioria dos fenois vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os flavonoides constituem um grupo de pigmentos vegetais de ampla distribuicéo
na natureza e sua presenca nos vegetais pode estar relacionada com funcdes de defesa (SIMOES
et al., 2010). Estes compostos apresentam uma estrutura quimica difenilpropano (C6-C3-C6),
gue consiste de dois anéis aromaticos (A e B) unidos por um anel heterociclico oxigenado (C)
(Figura 1). Substituicdes dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada classe
de flavonoides (HERTOG et al., 1993; PETERSON; DWYER, 1998; ANGELO; JORGE,
2007).
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Figura 1 — Estrutura geral dos flavonoides

Fonte: Simdes et al., 2010.

A classe dos ndo flavonoides ndo apresenta uma estrutura basica em comum e,
portanto, € uma classe muito heterogénea (CHEYNIER, 2005). Os ndo flavonoides séo
classificados como: os derivados do acido hidroxibenzoico e os derivados do 4cido

hidroxicinamico (Figura 2) (ANGELO; JORGE, 2007).

Figura 2 — Estrutura quimica dos Acidos hidroxibenzoicos (A) e hidroxicinamicos (B)
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Fonte: Angelo; Jorge, 2007.

Os terpenos, conhecidos também como terpenoides, sdo compostos que apresentam
uma grande variedade estrutural e funcional (Figura 3) (RAVEN et al., 2001; PHILLIPS et al.,
2008). Todos os terpenoides sdo formados pela fusdo de unidades isoprénicas de cinco carbonos
e quando submetidos a altas temperaturas, podem se decompor em isoprenos, 0 que pode assim

referir-se a todos os terpenos como isoprenoides (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Figura 3 - Formula estrutural de alguns compostos terpénicos
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Fonte: adaptado por Burt 2004.

Os alcaloides sdo substancias naturais de baixo peso molecular derivados de
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido chiquimico, e
também de aminoacidos alifaticos, como a ornitina e a lisina (PERES, 2004), podendo ser
classificados de acordo com o amino&cido precursor e sua forma estrutural (DEWICK, 2002).

De acordo com Rahman e Kang (2009), os riscos de que microrganismos
patogénicos venham a desenvolver resisténcia aos 0leos essenciais e extratos vegetais sao muito
baixos, uma vez que estes produtos contém uma mistura de substancias antimicrobianas, que
atuam através de diversos mecanismos. Esta € uma caracteristica benéfica e vantajosa dos
produtos derivados de plantas sobre outros agentes antimicrobianos, e pode vir a aumentar a

seguranca alimentar e a vida de prateleira dos alimentos.

3.3 Plantas medicinais

3.3.1 Aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. All)

A Myracrodruon urundeuva Fr. All., conhecida comumente como aroeira-do-
sertdo, classifica-se como uma Anacardiacea arbdrea existente no Brasil. A aroeira-do-sertdo
também pode ser conhecida como aroeira-preta, urundeuvina e aroeira-do-campo é encontrada
na caatinga e nas matas secas do Ceara até os Estados do Parana, Mato Grosso do Sul, oeste da
Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e Goias, sendo mais frequente na regido Nordeste
(BANDEIRA, 1993; KATO; AKISUE, 2002).

A aroeira € popularmente conhecida por suas propriedades medicinais, como
atividade anti-inflamatoria (uso em infec¢bes urinarias e respiratorias) e cicatrizante
(ALBUQUERQUE, 2006). Além disso, a casca da aroeira pode apresentar atividade bactericida
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e fungicida (SA et al., 2009a) e atividade larvicida contra o mosquito Aedes aegypti (SA et al.,
2009b).

Os taninos sdo 0s constituintes quimicos majoritarios encontrados na espécie
(MONTEIRO et al., 2006). Evidencia-se, ainda, a presenca de alcaloides (LIMA et al., 2004),
terpenos (FORTES; GUEDES, 2006) e substancias esteroides diversas como chalconas, que
apresenta efeito analgésico e anti-inflamatério (MOTA, 2006).

De acordo com Souza (2012), o extrato hidroalcodlico das folhas da aroeira
apresenta facilidade de decomposicdo devido as caracteristicas comuns dos galotaninos
presentes, responsaveis por sua classificagdo, como taninos hidrolisaveis, onde as ligacdes
depsidicas (ligacdo entre duas unidades de &cido galico) sdo facilmente rompidas por solvélise
(reacdo entre substancias dissolvidas e moléculas do solvente para formar novas substancias).
As ligagdes sofrem metanolise em condicGes ligeiramente acidas.

Em um estudo fitoquimico utilizando extrato EtOH a 70% das folhas e cascas da
aroeira, foram identificados o &cido galico, galato de metila, galato de etila, &cido clorogénico
e acido protocatecuico. Sendo os trés primeiros em maiores quantidades enquanto que 0s
ultimos parecem substancias minoritarias (SOUZA, 2012).

Estudos realizados a partir da sua entrecasca resultaram na separacao de sete fracoes
quimicas, sendo duas com substancias bioativas de atividade farmacoldgica: uma chalcénica —
as chalconas diméricas: urundeuvina 1, 2 e 3 (Figura 4) e outra tanica — os taninos condensados:
tipo catéquico e pirogalico (LORENZI; MATOS, 2002; SOUZA et al., 2007). A presenca de
fisetina no extrato etéreo indica que seus taninos sdo do tipo profisetidinas. A elevada
quantidade de extrativos fendlicos classifica essa madeira como muito rica em metabolitos
secundarios, que podem ou ndo estar associados com a lignina e que, provavelmente, sao
responsaveis pela larga resisténcia natural a degradacéo quimica e biolégica (QUEIROZ et al.,
2002).

Figura 4 - Estrutura quimica: urundeuva (1), urundeuva (2) e urundeuva (3) isoladas da
entrecasca da M. urundeuva.
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Fonte: Nobre-Junior et al., 2009.
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As evidéncias cientificas, na sua grande maioria trabalhos in vitro, apontam os
polifendis como responsaveis pelos efeitos anti-inflamatorios, antiproliferativos, antioxidantes
e antitumorogénicos (RECIO; ANDUJAR; RIOS, 2012; ROMANO et al., 2013) e alguns so
considerados antimicrobianos (MUKNE et al., 2011). Em um trabalho recente foi proposto que
0s taninos obtidos de plantas da Caatinga, entre elas a Myracrodruon urundeuva (Figura 5),
foram capazes de inibir a formacéo de biofilme por danificar a membrana bacteriana, exibindo,

assim, propriedades bacteriostaticas em alguns microrganismos (TRENTIN et al., 2013).

Figura 5 - Myracrodruon urundeuva: A — Folha; B — Arvore; C - Flor
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Fonte: Fernando Tatagiba, 2007.

3.3.2 Quixaba (Sideroxylon obtusifolium)

Sideroxylon obtusifolium, conhecida popularmente como quixaba, quixabeira ou
rompe gibdo é uma planta da flora brasileira que ocorre em diferentes tipos de solo, como
savanas e sertBes. Consiste em uma arvore de até 15m de altura (Figura 6), da familia das
sapotaceas, nativa do Brasil, mais precisamente dos estados do Piaui e de Minas Gerais. A
madeira é dura e muito resistente, a casca tem propriedades adstringentes e tonificantes, as
folhas e os frutos séo forrageiros (VIEIRA NETO, 2002).

Figura 6 - Sideroxylon obtusifolium (Humb. Ex. Roem. & Schult.) T.D.Penn: A — Arvore; B —
Fruto; C — Caule.

Fonte: Marques, 2008.

As espécies da familia Sapotacea sdo caracterizadas pela diversidade das
substancias resultantes do seu metabolismo secundario, como triterpenos, esteroides, taninos,
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polifendis além de alcaloides, carotenos, compostos cianogénicos, carboidratos e &cidos graxos
(MONTENEGRO et al., 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2008).

Estudos farmacologicos comprovam a acdo hipoglicemiante e agdo contra
microrganismos, fazendo com que S. obtusifolium seja considerada uma espécie importante no
uso da terapia tradicional (PEDROSA et al., 2012; LEANDRO et al., 2013).

3.3.3 Cumaru (Amburana cearensis AC Smith)

A Amburana cearensis AC Smith (Figura 7) é uma arvore que pertence a familia
Fabaceae, sendo conhecida como Cumaru, Amburana ou Amburana-de-cheiro. E encontrada
no Brasil, nos estados de Pernambuco, Bahia, Sergipe, Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara,
Tocantins, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Sdo Paulo, Minas Gerais,
Distrito Federal e em outros paises como Paraguai, Peru, Argentina e Bolivia (SIQUEIRA-
FILHO et al., 2009).

Figura 7 - Amburana cearensis (Allem&o) A.C.Smith: A-Arvore, B-Folha e C— Caule

WY 7y

onte: Marques, 008.

Apresenta como caracteristicas botanicas porte regular (podendo atingir 10-12 m
de altura), flores brancas, vagem achatada, seca e escura, sementes pretas e arredondadas e a
casca do caule vermelho-pardacento (ROSSI, 2008; CANUTO et al., 2008).

As cascas do caule e as sementes do cumaru sao popularmente utilizados em forma
de extrato aquoso (cha) para o tratamento de gripe, resfriado, asma, célicas, derrame, dores no
corpo, dentre outras (ROSSI, 2008; CANUTO et al., 2008).

Um estudo fitoquimico resultou no isolamento de 13 constituintes quimicos
presentes nas cascas do caule de cumaru: cumarina, &cido vanilico e &cido protocatecuico,
amburosidio A, p-sitosterol e estigmasterol glicosilados e flavonoides (afrormosina,
isocampferidio, campferol, quercetina, 4’-metoxi-fisetina), dos quais quatro sdao flavonais,
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sendo o isocampferidio um derivado do campferol metilado na posi¢ao 3, isomero da 4’-metoxi-
fisetina, além de sacarose (CANUTO; SILVEIRA, 2006).

Os glicosideos fenolicos encontrados na A. cearensis, amburosideo A e B, com
moderada atividade bioldgica, mostraram atividade antimalarica, antiprotozoaria, antifingica e
antibacteriana in vitro (BRAVO et al., 1999).

A cumarina, lactona do &cido o-hidroxi-cindmico, apresenta atividade anti-
inflamatdria, anticoagulante, vasodilatadora, espasmolitica e antitrombotica (CANUTO;
SILVEIRA, 2006).

3.3.4 Sucupira Branca (Pterodon emarginatus VVogel)

O género Pterodon compreende cinco espécies nativas do Brasil: Pterodon
abruptus Benth, Pterodon apparicio Pedersoli, Pterodon emarginatus Vogel, Pterodon
pubescens Benth e Pterodon polygalaeflorus Benth (CARVALHO, 2004).

P. emarginatus Vogel (Figura 8) conhecida popularmente como sucupira branca, €
uma espécie da familia Fabaceae. A Pterodon emarginatus Vogel, pode chegar até 15m de
altura, sua madeira possui aspecto amarelo-pardacenta (MORAES NETO, 2008). Seu tronco é
cilindrico de até 60 cm de didmetro coberto por casca lisa branco amarelada, nativa do cerrado
do Brasil Central (Tocantins, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso do
Sul). Possui folhas pinadas, flores rosadas e seus frutos sdo vagens arredondadas que
impossibilitam abertura para liberacdo da semente. Contém uma Unica semente protegida por
uma capsula fibro-lenhosa, envolvida em uma estrutura esponjosa, contendo uma substancia
oleosa (LORENZI; MATOS, 2002).

Figura 8 - Pterodon emarginatus Vogel: A — Flor; B — Arvp_re pequ
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Fonte: Matos et al., 2007.

Todas as partes da planta sdo utilizadas na medicina popular, desde a raiz até as
folhas, sob a forma de infusdo e decoccéo, sendo utilizada principalmente no tratamento da
diabetes, do reumatismo e como agente anti-inflamatorio (SANTOS et al., 2010; GALCERAN
etal., 2011).
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Estudos fitoquimicos e de atividades bioldgicas de plantas do género Pterodon tem
sido foco de diversas pesquisas, tendo esta identificado a presenca de alcaloides nas cascas;
isoflavonas e alguns triterpenos nos caules, além de diterpenos e isoflavonas em 6leo das
sementes (DUTRA et al., 2009; SANTOS et al., 2010). Entretanto, pouco se tem estudado sobre
a composicdo quimica das folhas de Pterodon emarginatus Vogel e seu potencial
farmacoldgico.

Além disso, crescentes estudos tém demonstrado diferentes atividades
farmacoldgicas para a especie P. emarginatus Vogel, as quais podemos citar: propriedades
cicatrizantes (DUTRA et al., 2009c), antimicrobiana e leishmanicida (DUTRA et al., 2009a),
antiulcerogénica e anti-inflamatéria (DUTRA et al., 2009b) e analgésica (DUTRA et al., 2008).

Em estudos realizados por Moraes (2007), foram isolados os triterpenos lupeol e
betulina das fracbes hexanica e diclorometanica, respectivamente, obtidas a partir do extrato
etandlico bruto das cascas do caule, neste trabalho ainda foi verificada atividade anti-
inflamatoria do referido extrato. Em relacdo a avaliacdo farmacogndstica, detectou-se a
presenca de flavonoides, heterosideos saponinicos, resinas, tracos de esteroides e triterpendides
(BUSTAMANTE et al., 2005).

Alguns estudos cientificos apontam atividade antimicrobiana da sucupira branca,
em diferentes 6rgdos como semente, folha e entrecasca. A avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos extratos da casca ja foi realizada utilizando bactérias patogénicas
(BUSTAMANTE et al., 2010). A atividade antibacteriana das sementes da sucupira branca foi
comprovada utilizando um extrato hidroalcodlico, que inibiu o Staphylococcus aureus
(SANTOS et al., 2010; SILVA et al., 2005a).

Bustamante e colaboradores (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico bruto da casca da sucupira branca e constataram a inibicdo de bactérias Gram-
positivas (Rhodococcus equi ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus
luteus ATCC 9341, Micrococcus roseus), Gram-negativas (Serratia marcescens ATCC 14756,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Enterobacter cloacae FT 505, Escherichia coli ATCC
8739, Salmonella typhymurium ATCC 14028) e contra o fungo Candida albicans ATCC
10231.

3.3.5 Marmeleiro Preto (Croton blanchetianus Baill)

O Croton blanchetianus Baill (Euphorbiaceae) é popularmente conhecido como
marmeleiro preto, em virtude do tronco e ramos possuirem um aspecto geral escuro (Figura 9).

Encontra-se em abundancia no Nordeste brasileiro, sendo este o principal arbusto colonizador
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das caatingas do Nordeste do Brasil, tipico do sertdo. Habita principalmente a regido entre as
bacias do rio S&o Francisco e Parnaiba (ARAUJO FILHO et al., 1996).

Figura 9 - Croton blanchetianus Baill
S 2N

52 LY

Fonte: Angélico, E. C. CSTR/UFCG, (2009).

De acordo com Govaert, Frodin e Radcliffe-Smith (2000) a nomenclatura dessa
espécie foi reajustada de Croton sonderianus Muell. Arg. para Croton blanchetianeus Baill.

As espécies de Croton tém sido largamente estudadas em relacdo aos seus
constituintes volateis e ndo-volateis. Estudos fitoquimicos realizados com algumas espécies de
Croton de ocorréncia brasileira resultaram no isolamento de 109 compostos, pertencentes as
mais variadas classes estruturais tais como diterpenos (35,6%), alcaloides (24,8%) flavonoides
(12,8%) e triterpenos (11%) (TORRES, 2008). Estudos in vitro demonstraram que diterpenos
derivados de acidos beierendico e secotracilobanodico, foram isolados desta planta
(RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2010; SA et al., 2012).

Na medicina tradicional cascas e folhas de C. blanchetianus s&o utilizadas em
distdrbios estomacais e intestinais, hemorragia uterina, hemoptise e diarreia (ALBUQUERQUE
etal., 2007; CARTAXO et al., 2010).

Além dos efeitos benéficos a salde, diversos estudo tem constatado que essa planta
apresenta atividade antimicrobiana.

O extrato hexanico ou benzénico do cerne ou raizes do C. blanchetianus
demonstraram possuir atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Mycobacterium
smegmatis, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e antifungica frente a

Candida albicans, Sacharomyces cerevisae e outros microrganismos (DOURADO, 2003).
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Rodriguez-Garcia et al., (2010); S4 et al., (2012) constataram que a planta apresenta atividade

antimicrobiana sobre microrganismos da cavidade bucal.

3.3.6 Marmeleiro Sabia (Croton nepetaefolius Baill)

O Croton nepetaefolius Baill. ¢ um exemplar da familia Euphorbiaceae e do género
Croton, popularmente conhecido como marmeleiro vermelho ou marmeleiro sabia. Apresenta-
se como uma arvore de pequeno porte, muito abundante na regido Nordeste do Brasil, inclusive
no Ceara (CANUTO, 2005). Pode ser encontrado nos cerrados, matas litoraneas e
principalmente na caatinga (MAGALHAES et al., 2004). Na medicina tradicional cascas e
folhas de C. nepetaefolius (Figura 10) sdo utilizadas em disturbios estomacais e intestinais,
hemorragia uterina, hemoptise e diarreia (ALBUQUERQUE et al., 2007; CARTAXO et al.,
2010).

Fonte: Fontenelle et al., 2008.

A espécie C. nepetaefolius, foi estudada quimicamente e foram identificados como
constituintes majoritarios o 1,8-cineol (37,5%), o B-cariofileno (23,0%) e o y-elemeno (12,0%)
(CRAVEIRO et al., 1980). Anélises quimicas realizada por Fontenelle et al., (2008) mostraram
que C. nepetaefolius apresenta em sua constituicdo metil-eugenol (15,7%) e biciclogermacreno
(14,1%) como principais constituintes.

O metil-eugenol é um dos analogos do eugenol, que pode ser encontado como

constituinte de um grande numero de plantas do Nordeste do Brasil, dentre as quais estéo
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Croton zenhtneri, ou “canela-de-cunha” e Croton nepetaefolius, ou “marmeleiro sabia”
(VINCENZI et al., 2000).

O dleo essencial do Croton nepataefolius tem atividade antimicrobiana e anti-
inflamatdria, também relatada, sugerindo que 0 mesmo tenha também atuacéo sobre as fungdes
imunolégicas do organismo. Essa hipétese é reforcada por dados da literatura, que mostram que
o metil-eugenol, um importante constituinte deste éleo, tem propriedade imunomoduladora e
anti-inflamatoria (MAGALHAES et al., 2004).

Estudos in vitro demonstraram que diterpenos derivados de &cidos beierendico e
secotracilobandico, foram isolados desta planta e apresentaram atividade antimicrobiana sobre
microrganismos da cavidade bucal (RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2010; SA et al., 2012).
Algumas espécies de Croton também apresentaram atividade antibiofilme. Segundo Carneiro
et al. (2010), um diterpeno isolado a partir de extrato etandlico de Croton nepetaefolius inibiu
consideravelmente a formagdo de biofilme de S. aureus, mesmo ndo demonstrando atividade
inibitoria frente a bactéria cultivada na forma planctonica. Este mesmo diterpeno, denominado
Casbano, também apresentou atividade inibitéria na formacdo do biofilme de espécies de

Streptococcus da mucosa oral (SA et al., 2012).

3.4 Método de extracao

O termo extracdo significa retirar, da maneira mais seletiva e completa possivel, as
substancias ou fracdo ativa contidas no material vegetal, utilizando, para isso, uma mistura de
liquidos tecnologicamente e toxicologicamente apropriados. Para se escolher um método de
extracdo, deve-se avaliar a eficiéncia, estabilidade das substancias extraidas, disponibilidade
dos meios e o custo do processo escolhido, considerando a finalidade do extrato a ser preparado
(SILVA et al., 2005b). Os métodos convencionais de extragdo de produtos naturais incluem
extracdo com soxhlet, maceracao, decocgdo, percolacao, turbolise e sonificacdo (CHAN et al.,
2011; STICHER, 2007).

Os extratos sdo preparagGes concentradas, que possuem consisténcias diversas,
obtidas de matérias-primas vegetais secas, tratadas ou ndao previamente (inativagdo enzimatica,
moagem, entre outros) e preparadas por processos que envolvem a utilizacdo de solventes. Na
otimizacdo do processo de extracdo deve-se levar em consideragdo, além do método, solvente
e relacdo planta-solvente, a facilidade operacional, inocuidade fisioldgica e ambiental, gastos
de tempo e energia. Os solventes mais empregados para obtencdo dos extratos sdo agua, alcool,
glicerina, propilenoglicol ou misturas desses (COUTO; SILVA; VITORINO, 2010). O extrato
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aquoso é obtido pela passagem da agua atraves de partes da planta moida ou ndo, de modo a se
retirar os principios ativos contidos no vegetal (STADNIK; TALAMINI, 2004).

Dois fendmenos ocorrem em paralelo no processo de extracdo: a lixiviacdo das
substancias soluveis de células rompidas e a dissolucao e difusao das substancias sollveis das
células intactas. O solvente ao penetrar nas células induz um momento dipolar nas moléculas a
extrair, ocorrendo uma associacao quimica dessas substancias as moléculas do solvente. Essa
capacidade de ligacdo pode ser expressa em termos de constante dielétrica, que é uma funcgéo
derivada das propriedades eletroquimicas do solvente, sendo que, quanto mais polar for o
solvente maior serd sua constante dielétrica. Assim, compostos ionizaveis ou altamente polares
se dissolverdo em liquidos de elevada constante dielétrica, e compostos apolares se dissolverdo
em solventes de baixa constante dielétrica (MARQUES; VIGO, 2009).

Diversas técnicas podem ser utilizadas na extracao de principios ativos de vegetais.
A técnica de decocgdo apresenta-se como uma técnica simples, sendo bastante utilizada
atualmente. Consiste em se adicionar agua ao material vegetal e levar a mistura a fervura, em
recipiente fechado. Depois de resfriado, o liquido é filtrado. Para o procedimento, se ndo houver
especificacdo da proporcdo planta e solvente, deve-se utilizar 1:5 (ou 20%) (BRANDAO,
2007).

Este método é recomendado para 0s casos em que 0s principios ativos ndo sejam
facilmente perdidos pelo calor, ou se encontram em partes da planta com mais resisténcia como
raizes ou cascas. Deve-se, no entanto, evitar um aguecimento prolongado, que pode resultar na
degradacéo das substancias ativas (BRANDAO, 2007).

3.5 Meétodos para a determinacao de atividade antimicrobiana

Os laboratorios possuem diversos metodos para a detecgédo da sensibilidade de um
microrganismo a um determinado antimicrobiano. Entre os mais utilizados estio os testes de
difusdo em disco, microdiluicio em caldo, diluigdo em agar, Etest® e os métodos automatizados
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

3.5.1 Método de diluicéo

3.5.1.1 Método de diluicdo em meio solido

Nesse teste sdo feitas placas de meio solido contendo diferentes concentragdes do
agente antimicrobiano. O microrganismo teste que serd inoculado deve ter uma concentragdo

de 10* UFC/mL, o qual pode ser preparado através da coleta de quatro a cinco colonias e
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inoculando um meio de Mdelle-Hinton ou TBS, que serd incubado de 3 a 4 horas a 35 °C e
entdo padronizado para a escala 0,5 de McFarland (108 UFC/mL). Através do uso de uma alca
calibrada ou de um repicador de Steers, coleta-se 0,001 a 0,002 mL dessa solu¢édo padronizada
e aplica-se sobre as superficies dos meios sélidos preparados, resultando numa concentracdo de
10* UFC/mL. As placas sdo incubadas por 18 a 24 horas a 35 °C e entdo faz-se a leitura dos
resultados, verificando se houve crescimento ou ndo do microrganismo teste (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2004).

3.5.1.2 Método de diluicdo em caldo de cultura

O teste de diluicdo em caldo de cultura € normalmente utilizado para a determinacéo
da concentracao inibitéria minima (CIM) e da concentracdo bactericida minima (CBM). A CIM
mede a inibicdo do crescimento, que é somente uma das vérias formas de acdo dos
antimicrobianos na célula de bactérias. A CBM indica se as células que tiveram o crescimento
inibido foram mortas ou ndo (TORTORA et al., 2006).

A microdiluicdo é uma técnica extremamente vantajosa quando se refere a
produtos naturais, uma vez que 0s mesmos sdo obtidos em quantidades minimas. Além disso,
é uma técnica de baixo custo, simples, rapida, 30 vezes mais sensivel que outros métodos usados
na literatura, de alto rendimento e 0 mais importante, permite determinar a CIM dos produtos
em estudo (PALOMBO, 2011). Mesmo que existam alguns inconvenientes, tais como células
de alguns microrganismos que se aderem a base do poco, precipitacdo de compostos presentes
em alguns extratos e a coloracdo do extrato em concentracdo alta que podera interferir na
analise, essa tecnica pode ser considerada a mais adequada (OSTROSKY et al., 2008).

A determinacdo da CIM é feita através de uma série de diluicdes, em que a
concentracdo do extrato decresce, podendo ser feita em tubos de ensaio ou microplacas. Apos
0 inoculo do microrganismo teste, lé-se a absorbancia a 630 nm e faz-se a incubacéo
(TORTORA et al., 2006).

Um fator importante nesse teste é a padronizagdo do inoculo, pois, uma incerteza
na concentragéo celular pode interferir no resultado final. Recomenda-se a concentragdo mais
alta como sendo de 5x10° UFC/mL (TORTORA et al., 2006).

Durante o teste utiliza-se dois controles para se ter uma maior confiabilidade no
resultado. O controle positivo consiste no preparo de pogcos que ndo contém a substancia a ser
testada, somente o caldo nutritivo e 0 microrganismo inoculado. Ele é feito para garantir que o

microrganismo consiga se desenvolver no meio nutritivo sem a presenca da substancia. Existe
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também o controle negativo, que serve para garantir a inexisténcia de microrganismos
contaminantes. Nesse poco ha o caldo nutriente sem a substéncia antimicrobiana (TORTORA
et al., 2006).

Para determinar a CBM, utilizam-se as amostras que nao apresentaram crescimento
no teste para determinacdo do CIM, que devem ser semeadas em meio sélido nutriente. A
auséncia de crescimento indica que a droga apresenta efeito bactericida, e a concentragéo
minima em que isso acontece corresponde a CBM (SOUZA; AVANCINI; WIEST, 2000).

3.5.2 Método de difusao

3.5.2.1 Método de disco-difusao

Um dos métodos mais utilizados em testes antimicrobianos € o método de disco-
difusdo, também conhecido como teste de Kirby-Bauer. O método de disco-difusdo ja é
padronizado pela NCCLS, organizacdo a qual estabelece métodos de referéncia, parametros de
controle de qualidade, e critérios de analise de resultados (CLSI, 2003).

Primeiramente ocorre a semeadura uniforme de um microrganismo teste por toda a
superficie de um meio solidificado em placa de Petri. Existem varios meios de cultivo
disponiveis, sendo o mais indicado para esse tipo de teste € o agar Mueller- Hinton, pois ele
apresenta uma grande reprodutibilidade, contém baixo teor de inibidores de compostos como
sulfonamidas, trimetoprim e tetraciclinas, permite um bom crescimento de patdégenos néo
fastidiosos, e ja foi utilizado por uma grande quantidade de pesquisas nessa area (CLSI, 2003).
A gquantidade de microrganismo semeada na placa de agar deve ser padronizada em todas as
amostras a serem testadas para poder-se comparar os resultados (TORTORA et al., 2006). A
padronizacdo da densidade do in6culo ocorre através do controle da turbidez, sendo utilizada a
escala de McFarland 0,5 como padrdo em todos 0s experimentos. 1sso equivale a uma suspensao
contendo de 1 a 2 x 108 UFC/mL (CLSI, 2003). Para servir de microrganismos testes s&o
escolhidos geralmente patdgenos que causam algum processo infeccioso que é possivel tratar
através do uso de algumas substancias.

Durante o periodo de incubacéo, os agentes antimicrobianos difundem-se do papel
filtro para 0 meio de cultura, sendo que quanto mais distante do filtro, menor a concentracdo do
agente difundido.

Através da medi¢do do halo de inibicdo pode-se observar a sensibilidade do
microrganismo a substancia antimicrobiana. O diametro dessa zona também pode ser

comparado com tabelas padréo de outros antimicrobianos ja conhecidos, para determinar o grau
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de sensibilidade do microrganismo teste a substancia (sensivel, intermediario ou resistente). A
solubilidade da substancia antimicrobiana também é de extrema importancia para esse teste,
pois uma substancia antimicrobiana de baixa solubilidade ira se difundir menos pela placa e

formar um halo menor do que drogas mais solivel (TORTORA et al., 2006).

3.5.2.2 Método de difusdo em agar

A técnica de difusdo em agar é bastante utilizada, sendo considerada de facil
execucdo, reprodutivel e permite a experimentacdo de diversas concentra¢fes das substancias-
teste em uma mesma placa (CLSI, 2003; MORAIS, 2006). Contudo, ela se limita a
microrganismos de crescimento rapido e sua avaliacdo é comparativa frente a um padréo
bioldgico de referéncia (controle positivo) (COGO et al., 2010).

E um método fisico, no qual o crescimento microbiano é avaliado na presenca de
uma substéncia antimicrobiana em um meio sélido. Esse teste relaciona o tamanho da zona ou
halo de inibicdo de crescimento com a concentragéo da substancia testada (PINTO; KANEKO;
OHARA, 2003).

Essa técnica fornece resultados qualitativos de padrdo de resposta de bactérias
quanto a sensibilidade destas frente a concentragdes pré-estabelecidas de uma droga
antimicrobiana e, a partir desta resposta, é possivel classificar o microrganismo infectante como
sensivel ou resistente (ALVES; VINHOLIS; CASEMIRO, 2008; GOODMAN; GILMAN,
2010).

3.5.3 Método do Etest®

O teste E, abreviatura de epsildbmetro, permite a estimacdo da concentragdo
inibitéria minima (CIM), ou seja, a concentracdo de antibiotico mais baixa que impede o
crescimento bacteriano visivel. O teste consiste numa tira revestida de plastico que contém um
gradiente de concentracOes de antimicrobiano, e a CIM pode ser lida na escala impressa na tira
(TORTORA et al., 2006).

Esse teste pode ser aplicado na determinacéo da sensibilidade de antimicrobianos e
antifangicos contra varios organismos, incluindo microrganismos anaerdébios, microbactérias e
fungos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencao das amostras

Os extratos agquosos de Myracrodruon urundeuva, Sideroxylon obtusifolium,
Amburana cearensis, Pterodon emarginatus, Croton blanchetianus e Croton nepetaefolius
(Tabela 1) foram produzidos no Laboratorio de Anélises Fitoquimicas de Plantas Medicinais -
LAFIPLAN do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceara.

TABELA 1 - Local e data de obtencéo das plantas medicinais.

Extrato Local/Data de Secagem
Obtencéo
Myracrodruon urundeuva (casca do caule) Baraunas/RN A temperatura ambiente
Fevereiro de 2015
Myracrodruon urundeuva (folha) Nepau?! A temperatura ambiente
abril de 2015
Sideroxylon obtusifolium (folha) Mauriti/CE A temperatura ambiente

agosto de 2014

Amburana cearensis (casca do caule) Quixeramobim/CE A temperatura ambiente
outubro de 2014

Pterodon emarginatus (semente) Fortaleza/CE A temperatura ambiente

abril de 2016

Croton blanchetianus (casca do caule) Acarape/CE A temperatura ambiente
marc¢o de 2015

Croton nepetaefolius (casca do caule) Acarape/CE A temperatura ambiente
marc¢o de 2015

Fonte: Proprio autor
!Nepau: Ncleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana/UFC/Fortaleza.

O material vegetal utilizado de cada planta foi pesado e submetido & trituracdo
manual, sendo posteriormente, acondicionado em um saché de tecido de algod&o previamente
umedecido com agua destilada. Um volume de 500 mL de &gua destilada foi colocado em
aquecimento em uma chapa aquecedora (Fisatom Modelo 752A) até ebulicdo, no qual foi
depositado o saché permanecendo por 15 minutos. Foi realizado mais uma extracdo utilizando

um volume de 500 mL de &4gua destilada e 0 mesmo saché. A solucdo aquosa foi liofilizada em
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um liofilizador (Christ Modelo Alpha 1-2 LD plus), obtendo-se o decocto com peso e

caracteristicas descritas na Tabela 2.

TABELA 2 - Preparo dos extratos aquosos a partir de folhas, casca do caule e sementes de
plantas medicinais.

PARTE DA PESO DECOCTO CONCENTRACAO CARACTERISTICAS
PLANTA INICIAL DO DECOCTO
Folha da Aroeira 600 g 8319 0,6 mg/mL Soélido amorfo de cor
parda.
Folha da Quixaba 100 g 34,869 0,1 mg/mL Soélido amorfo de cor
alaranjada.
Casca do Caule da 1000 g 7759 1 mg/mL Soélido amorfo de cor
Aroeira avermelhada.
Casca do Caule do 500 g 329 0,5 mg/mL Soélido amorfo de cor
Marmeleiro Preto marrom.
Casca do Caule do 500 g 27 ¢ 0,5 mg/mL Solido amorfo de cor
Marmeleiro Sabia parda.
Casca do Caule de 100 g 7,429 0,1 mg/mL Soélido amorfo de cor
Cumaru amarelada.
Sementes de 105,12 ¢ 1,20 ¢ 0,1 mg/mL Solido amorfo de cor
Sucupira Branca alaranjada.

Fonte: Proprio autor.

4.2 Atividade antimicrobiana

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos - LMA do
Departamento de Engenharia de Alimentos, do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Ceara.

A avaliagéo da atividade antimicrobiana dos extratos aquosos sobre o crescimento
de Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
e Listeria monocytogenes foi realizada pelo método de Diluicdo em Caldo (Microdilui¢do)
(BRANEN; DAVIDSON, 2004).

4.2.1 Culturas bacterianas

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana foram empregadas linhagens de
referéncia de S. aureus ATCC-27664, E. coli ATCC-25922, L. monocytogenes ATCC-19115,
P. aeruginosa 1AL-1026 e S. Enteritidis IAL-1132. Os microrganismos foram cedidos pelo
Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos — LMA da Universidade Federal do Ceara.
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4.2.2 Diluigao dos extratos

Os extratos liofilizados (decocto) foram diluidos em &gua destilada estéril para a
determinacéo da atividade antimicrobiana. As concentracdes testadas inicialmente foram de 20
mg/mL, 15 mg/mL e 10 mg/mL, a partir dos resultados aumentou-se ou diminuiu-se as
concentragcdes até encontrar a inibitéria minima totalizando 50 ensaios. As concentracdes

testadas estdo indicadas na Tabela 3.

TABELA 3. Concentrac®es testadas dos extratos.

EXTRATOS CONCENTRAC}OES

(mg/mL)

Casca do Caule de Aroeira 0,2a50

Folha de Aroeira 0,03a16

Folha de Quixaba 0,2a20

Casca do Caule de Cumaru 3al9

Casca do Caule do Marmeleiro Preto 0,1a19

Casca do Caule do Marmeleiro Sabia 1a18

Semente de Sucupira Branca 0,2a18

Fonte: Proprio autor.

4.2.3 Preparo do inéculo

As cepas de S. Enteritidis, P. aeruginosa e S. aureus foram cultivadas no meio Agar
Tripticase de Soja — TSA (Difco, Sparks, USA), enquanto E. coli e L. monocytogenes foram
cultivadas no mesmo meio de cultura, porém enriquecido com 0,1 % extrato de levedura —
TSA+YE (Difco, Detroit, EUA), ambas incubadas a 35 “C/ 24 horas na BOD (Biochemical
Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26). Apos esse periodo, coldnias isoladas de cada
microrganismo foram transferidas para 5 mL dos seus respectivos caldos de enriquecimento,
conforme a seguir: L. monocytogenes, P. aeruginosa e E.coli para caldos de tripticase de soja
- TSB (Difco, Sparks, USA) e S. Enteritidis e S. aureus para caldos Brain Heart Infusion - BHI
(Difco, Sparks, EUA). Em seguida, foram incubadas a 35 °C/ 24 horas na BOD (Biochemical
Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26) para a obtencdo de uma concentragao bacteriana
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final de aproximadamente 108 UFC/mL para cada microrganismo (Figura 11). A partir dessa
concentracdo foram realizadas diluicdes seriadas (10 a 107) a fim de obter uma suspenséo
bacteriana de 10° UFC/mL, utilizada para os ensaios de determinagdo da concentragao inibitoria
minima (CIM).

Figura 11 - Preparo do In6culo
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4.2.4 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) por microdiluicéo

As concentragdes inibitdrias minimas dos extratos foram determinadas sobre o
crescimento de microrganismo E. coli, L. monocytogenes, S. Enteritides, P. aeruginosa e S.
aureus pelo método de microdiluicdo em placas (96 pogos, 300 ul de capacidade / pogo;
MicrotestTM, Becton Dickinson and Co.) (BRANEN; DAVIDSON, 2004) (Figura 12).

Figura 12 - Microplaca
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Todas as analises foram realizadas em capela de fluxo laminar (Pachane/modelo
410) com trés repeticdes. A partir das dilui¢Oes seriadas do inoculo em Caldo TSB (Difco,
Sparks, USA), foram distribuidas aliquotas de 100 pL da suspensio bacteriana de 10° UFC/mL
em cada pogo em que se desejava testar a atividade antimicrobiana. Em seguida, nos mesmos
pocos foram adicionadas aliquotas de 100 uL da solug¢do antimicrobiana ja diluida em &gua
destilada estéril, de acordo com as concentragdes estabelecidas anteriormente (Tabela 2). Foram
utilizados os seguintes poc¢os controles: indculo, meio de cultura e dgua (controle positivo) para
avaliar a viabilidade do microrganismo testado, assim como po¢os contendo meio de cultura e
solugdes antimicrobianas nas concentracOes testadas (controle das solugdes) para verificar a
inocuidade de cada solucdo. Ao término das distribuicdes dos tratamentos nas placas, foram
realizadas as leituras de densidade optica inicial D.O s30nm (T=0) utilizando um leitor de
absorbancia em microplacas Elx 808 (Instruments BioTek, Inc. Winooski, VT, EUA). Em
seguida, as placas foram incubadas a 35 + 1 °C durante 24 horas. Apés esse periodo, uma nova
leitura de D.O s30nm (T=24) foi realizada. Foram classificadas como inibitdrias as concentragdes
que apresentaram resultados cuja variacao (A) das leituras de DOs3o foram < 0,05 (BRANDT
etal., 2010).

4.2.5 Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

A CBM foi determinada a partir da suspensao bacteriana sobrevivente dos pocos
testes de cada microrganismo. Uma aliquota de 100 pL de cada concentragdo das solugdes
antimicrobianas testadas foram espalhadas nas superficies das placas (Spread plate) contendo
o meio diferencial para E. coli - MacConkey (Oxoid, Basingstoke, UK), S. Enteretides -Hektoen
Enteric (BD, Heidelberg, Germany), S. aureus - Baird-Parker (Difco, Sparks, EUA), P.
aeruginosa - Cetrimide (Himedia, Mumbai, India) e L. monocytogenes - Palcam Listeria (BD,
Heidelberg, Germany ). Para verificar o controle das solugdes, foi utilizada uma aliquota de 100
uL e espalhada na superficie da placa (Spread plate) contendo Triptcase Soya Agar (Difco,
Sparks, USA). Em seguida, as placas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas na BOD
(Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26).

As concentracdes das solucdes antimicrobianas testadas que proporcionaram
reducdo de trés ciclos logaritmicos (3,0 logio UFC/mL) de células viaveis a partir da
concentragdo do inoculo inicial (10° UFC/mL) foram classificadas como bactericidas
(BRANEN; DAVIDSON, 2004; BRANDT et al., 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos aquosos das plantas testadas apresentaram bons resultados sobre os
microrganismos avaliados. A atividade antimicrobiana encontrada esta ligada a presenca de
metabolitos em cada amostra. A concentracdo dos extratos foi maior para bactérias gram-

negativas do que para gram-positivas.

5.1 Casca do Caule e Folha da Aroeira

Para as bactérias L. monocytogenes e S. aureus (gram-positivas), verificou-se que o
extrato aquoso da casca do caule apresentou atividade bactericida nas concentracdes de 1,2 e 2
mg/mL., respectivamente, ja para as bactérias S. Enteretidis e P. aeruginosa (gram-negativas),
a atividade bactericida foi constatada nas concentracdes de 5 e 11,5 mg/mL, respectivamente.
Né&o foi observado efeito antimicrobiano para E. coli, para o extrato de casca de caule da aroeira
(Tabela 4).

Dessa forma, pode-se observar que, para as bactérias gram-negativas foi necessaria
uma maior concentracdo de extrato para efeito bactericida provavelmente por possuir uma
membrana interna e outra externa, além de uma parede celular quimicamente mais complexa,
0 que torna a bactéria mais resistente ao efeito agressivo das substancias antimicrobianas.

As analises com a folha da aroeira mostraram excelentes resultados, o extrato foi
efetivo contra todos os microrganismos testados. A atividade antimicrobiana foi verificada para
L. monocytogenes e S. aureus nas concentragdes de 0,2 a 0,8 mg/mL e em S. Enteretidis, E. coli
e P. aeruginosa, nas concentracfes que variaram de 6 a 16 mg/mL (Tabela 3). As concentragdes
utilizadas para o preparo dos extratos foram diferentes, o extrato da folha de aroeira apresentava
menor concentracdo do que o extrato da casca do caule da aroeira (0,6 e 1,0 mg/mL,
respectivamente), mostrando que as substancias presentes na folha de aroeira tiveram maior
efeito antimicrobiano.

Comparando-se os extratos elaborados com a casca do caule e a folha de aroeira,
nota-se que foi necessdria uma menor concentracdo de extrato da folha para inibicdo e

destruicdo de todos os microrganismos testados, com excecgéo de S. Enteritidis.

TABELA 4. Atividade antimicrobiana do extrato aquoso da casca do caule (1,0 mg/mL) e da
folha de Myracrodroun urundeuva (0,6 mg/mL).

Microrganismos Casca do caule Folha

CIM CBM CIM CBM
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
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L. monocytogenes 1,0 1,2 0,04 0,8
S. aureus 2,0 2,0 0,1 0,2
S. Enteritidis 5,0 5,0 5,0 6,0
E. coli - - 6,0 16
P. aeruginosa 11,5 11,5 3,0 10

Fonte: Proprio autor.

Cardoso (2009) avaliou o extrato aquoso da folha e do caule da aroeira-do-sertéo
nas concentragdes de 1 mg/disco, 2 mg/disco e 3 mg/disco, verificando que o extrato aquoso
do caule inibiu o crescimento do S. aureus isolado de Amostra Clinica (SAIACLIN) na maior
concentracdo testada (3 mg/disco). O autor constatou que, o0 extrato aquoso das folhas,
independente da concentracao utilizada, apresentou atividade frente as cepas de K. pneumoniae
ATCC 70603, S. cholerea-suis ATCC 10708, S. aureus ATTC 6538, SAIACLIN e P.
aeruginosa ATCC 15442. No entanto, para 0 M. luteus, apenas a concentragdo de 1 mg/disco
ndo apresentou atividade.

Pinho et al. (2012), em seu estudo com extrato hidroalcéolico de folhas de aroeira,
mostrou através do rastreamento fitoquimico, que a folha contém metabdlitos secundarios com
atividade antimicrobiana, tais como, flavonoides (flavanonas e flavanondis), saponinas, taninos
e taninos caquéticos. Esses metabolitos foram responsaveis pela atividade antimicrobiana do
vegetal, constatando a inibicdo do crescimento de S. aureus em concentracdes que variaram de
200 mg/mL a 500 mg/mL, com atividade bacteriostatica crescente de 200 a 400 mg/mL, mas
ndo houve inibicdo da E. coli.

Outros estudos descrevem que flavonoides (flavonas, flavondis e flavanondis)
(CUSHNIE; LAMB, 2005) e saponinas (VERDI et al., 2005) tém atividade antimicrobiana
importante.

A acdo antimicrobiana dos taninos é conhecida (AKIYAMA et al., 2001), e ja foi
inclusive mostrado que extratos aquosos e acetdnicos perdem a atividade sobre bactérias Gram-

positivas quando eliminado seu contetdo de tanino (DJIPA et al., 2000).

5.2 Folha da Quixaba

Para a atividade antimicrobiana do extrato de quixaba, verificou-se que as menores
concentracdes obtidas como inibitoria e bactericida (0,6 e 2,5 mg/mL, respectivamente) foram
para as bactérias Gram-positivas L. monocytogenes e S. aureus. No entanto mostrou-se efetivo

também sobre S. Enteritidis, Gram-negativa com atividade inibitoria e bactericida na



42

concentracdo de 9 mg/mL (Tabela 5). Para as outras gram-negativas ndo foi evidenciado agéo
em concentrag0es maiores testadas.

As diferencas de atividade contra esses dois grupos bacterianos (Gram-positivas e
Gram-negativas) parecem derivar da constituicdo da parede celular bacteriana e dos
constituintes do extrato vegetal, principalmente do grupo dos taninos. Conforme os dados de
outros autores (KHAN; KIHARA; OMOLOSO, 2001; SRINIVASAN et al., 2001; CIMANGA
et al., 2002), existe uma relacdo entre o teor de taninos e a atividade contra bactérias Gram-
positivas, que tém estrutura celular mais rigida, parede celular quimicamente menos complexa

e menor teor lipidico do que as Gram-negativas que favorece a entrada dessas substancias.

TABELA 5. Atividade antimicrobiana do extrato aquoso da folha de Sideroxylon obtusifolium
(0,1 mg/mL).

Microrganismos Folha
CIM CBM
(mg/mL) (mg/mL)
L. monocytogenes 1,3 2,5
S. aureus 0,6 0,6
S. Enteritidis 9,0 9,0
E.coli - -

P.aeruginosa - -

Fonte: Proprio autor.

Estes resultados concordam com os encontrados por Rocha et al. (2013) em seus
estudos utilizando o extrato de S. obtusifolium, onde os autores demonstraram resultados
satisfatorios sobre o S. mutans, S. oralis e S. salivarius, microrganismos Gram-positivos
envolvidos na patogénese da céarie. Esse potencial é justificado pelo fato da planta possuir
metabolitos secundarios que tem atividade antimicrobiana comprovada, como flavonoides e
saponinas (CUSHNIE et al., 2005; VERDI et al., 2005; VINCKEN et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2012). O potencial antimicrobiano desta planta ja foi comprovado em diferentes
concentragdes (100, 50, 25, 12,5 e 6,25%) sobre o Enterococcus faecalis, pelo teste de difuséo
em agar, pelo método do poco (COSTA et al., 2010).

Souza (2015) analisou extrato metandlico e hexanico de folhas de quixaba
identificando flavonoides e polifenois. Nesses extratos foi constatada atividade antimicrobiana
sobre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Bacillus subitilis,

Escherichia coli e Klebsiela pneumoniae.



43

Em estudo realizado por Silva (2012), o extrato etanolico da casca do caule de S.
obtusifolium, apresentou atividade inibitoria para E. coli, B. cereus, e P. aeruginosa, com CIM

de 512 pg/mL e para S. aureus, com uma concentragcdo 1024 pg/mL.

5.3 Casca do Caule de Cumaru

Os resultados obtidos referentes ao extrato da casca do caule de cumaru constatam
atividade inibitoria e bactericida do mesmo sobre L. monocytogenes (15 mg/mL e 19 mg/mL)
e S. aureus (9 mg/mL e 9 mg/mL) (Tabela 6).

Segundo Loguercio et al. (2005), a atividade antimicrobiana dessa planta esta

relacionada a presenca de grande quantidade de taninos.

Tabela 6. Atividade antimicrobiana do extrato aquoso da casca do caule de Amburana cearensis
(0,1 mg/mL).

Microrganismos Casca do caule
CIM CBM
(mg/mL) (mg/mL)
L. monocytogenes 15,0 19,0
S. aureus 9,0 9,0
S. Enteritidis - -
E. coli - -

P. aeruginosa - -

Fonte: Proprio autor

Figueiredo et al. (2012) fez a determinacgdo da concentragéo inibitoria minima do
extrato etandlico de cumaru e constatou atividade sobre E. coli (1024 ug/mL) e S. aureus (512
pug/mL) de referéncia e multirresistentes.

Em uma pesquisa com o0 extrato etanolico bruto da casca do caule de A. cearensis,
Cordeiro (2014) verificou que em uma amostragem de 60 isolados de Salmonella spp. e
Salmonella ATCC 14023, a atividade antimicrobiana foi verificada em apenas 6,6% das
amostras.

Gongcalves (2007) realizou testes de antibiose, utilizando discos com 23 extratos
hidroalcodlicos da casca do caule, sobre 10 microrganismos isolados de focos de infecgdes
clinicas. O extrato ndo mostrou atividade sobre E. coli, E. aerogenes, S. pyogenes, K.

pneumoniae, P. spp, P. mirabilis, P. aeruginosa, S. flexneri, S. aureus e S. spp.
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Figueiredo et al. (2012), na prospecgdo fitoquimica do extrato etanodlico de
Amburana cearensis, identificou a presenca de varios compostos bioativo, tais como, tanino
pirogalatos, antocianinas, antocianidinas, flavonoides, flovonois, xantonas, chalconas, aurones,
leucoantocianidinas, catequinas, flavononas e alcaldides. Esquenazi et al. (2002) identificaram
a presenca de vérias classes de metabolitos secundarios que exibem uma ampla variedade de
atividades bioldgica, tais como antimicrobiana.

5.4 Casca do Caule do Marmeleiro Preto

O extrato aquoso de marmeleiro preto apresentou atividade inibitoria e bactericida
para todos os microrganismos testados neste estudo. As concentracdes bactericidas para gram-
positivos variaram de 0,5-3 mg/mL e gram-negativas de 4,3-19 mg/mL (Tabela 7).

Cakir et al. (2004) reportaram que mono ou sesquiterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos s@o os principais componentes de 6leos essenciais que apresentam potencial
atividade antibacteriana. Os constituintes pertencentes a classe dos sesquiterpénicos, como o f3-
cariofileno e biciclogermacreno D tem mostrado notavel atividade antibacteriana (OZURK et
al., 2009).

TABELA 7. Atividade antimicrobiana do extrato aquoso da casca do caule do Croton
blanchetianus (0,5 mg/mL).

Microrganismos Casca do caule

CIM CBM

(mg/mL) (mg/mL)

L. monocytogenes 1,5 3,0
S. aureus 0,5 0,5
S. Enteritidis 4,3 4,3
E. coli 16,0 16,0
P. aeruginosa 19,0 19,0

Fonte: Proprio autor.

Dourado e Silveira (2005) realizaram estudos com oOleo essencial de C.
blanchetianus (Marmeleiro Preto) coletado em diferentes regifes do estado do Ceara em
diferentes horas do dia e a partir de diferentes partes da planta (folhas, flores, raizes e cascas do
lenho). Foram identificados 32 compostos no marmeleiro preto, dentre os quais pode citar -
felandreno (20,4%), folhas, biciclogermacreno (29,1%) nas flores e (17,7%) nas folhas, -
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elemeno (17,8%) nas flores e (22,0%) nas cascas do caule, cipereno (14,2%) nas raizes e
germacreno D (12,8%) nas cascas do caule como 0s constituintes majoritarios.

Angélico (2011) testou o 6leo essencial de C. blanchetianus e demonstrou atividade
inibitdria frente as linhagens E. coli (CIM 512 ug/mL) ¢ Bacillus cereus (CIM 256 pg/mL).
Para Sthaphylococcus aureus o autor obteve o resultado mais significativo, onde a CIM de 64
pug/mL, sendo bem inferior quando comparada aos demais microrganismos. Entretanto, nas
concentracdes testadas, os 6leos ndo foram capazes de inibir o crescimento das cepas P.
aeruginosa e K. pneumoniae, considerando a concentragdo maxima testada de 1024 pg/mL.

Melo (2011) realizou testes com o Gleo essencial sobre bactérias Gram-positivas (L.
monocytogenes, S. aureus) e Gram-negativas (A. hydrophila, E. coli, P. fluorescens, S.
Enteritidis). Os resultados revelaram que o 6leo essencial possui atividade antibacteriana
moderada, apresentando valores de CIM com variacdo de 1,25 - 40 ug/ml contra trés estirpes
bacterianas (L. monocytogenes, A. hydrophila e S. Enteritidis), o que provavelmente pode-se

resultar da presenca de mono e sesquiterpenos encontrados em Gleos essenciais de Croton.

5.5 Casca do Caule do Marmeleiro Sabia

O extrato aquoso de marmeleiro sabid mostrou atividade inibitoria e bactericida
sobre S. aureus na concentracdo de 2,8 mg/mL, S. Enteritidis na concentracdo de 8,8 mg/mL e
apenas atividade inibitoria para L. monocytogenes na concentracdo de 14 mg/mL (Tabela 8).

Fontenelle et al. (2008) demonstraram que o C. Nepetaefolius (Marmeleiro Sabia)
tem em sua constituicdo as substancias metil-eugenol (15,7%) e biciclogermacreno (14,1%)
como componentes principais. Avaliando a atividade antimicrobiana dessas substancias,
Fontenelle et al. (2011) verificou que o metil-eugenol apresentou concentracfes inibitdrias
minimas variando entre 0,62 e 1,25 mg/mL sobre Candida spp. e 0,15-0,31 mg/mL sobre

Microsporum canis.

TABELA 8. Atividade antimicrobiana do extrato aquoso da casca do caule do Croton
nepetaefolius (0,5 mg/mL).

Microrganismos Casca do caule
CIM CBM
(mg/mL) (mg/mL)
L. monocytogenes 14,0 -
S. aureus 2,8 2,8
S. Enteritidis 8,8 8,8

E. coli - -
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P. aeruginosa - -

Fonte: Proprio autor.

Aradjo et al. (2011), isolou o diterpeno casbano (DC) de C. Nepetaefolius. Esse
composto provocou uma diminuigédo no crescimento planctonico de Staphylococcus aureus em
cerca de 74% das amostras (CIM = 250 pug/mL e CBM = 500 pg/mL), além de inibir o
desenvolvimento do biofilme nas concentracdes acima de 125 pg/mL. Com relacéo as cepas de
Staphylococcus epidermis (CECT 4183), o DC também reduziu o crescimento planctonico em
concentragdes acima de 62,4 pg/mL (CIM =500 pg/mL), mas sem atividade bactericida, além

de claramente perturbar a formacao de biofilmes em concentragdes acima de 250 pg/mL.

5.6 Sementes de Sucupira Branca

O extrato aquoso das sementes de sucupira branca apresentou atividade inibitoria
e bactericida para L. monocytogenes (1,5mg/ml e 5mg/mL), S. aureus (0,4mg/mL e 1,5mg/mL)
e somente atividade inibitdria sobre S. Enteritidis (14mg/mL) (Tabela 9). Dutra et al. (2012)
realizaram uma triagem fitoquimica nas sementes de P. Emarginatus, foi possivel verificar a
presenca de classes de substancias oriundas do metabolismo secundério das plantas, tais como,
flavonoides, leucoantocianidinas, taninos, cumarinas, saponinas, triterpenos/esterdides e 6leo
essencial.

Em comparacdo a outros trabalhos analisados com a casca do caule, a atividade
antimicrobiana foi estendida a bactérias gram-positivas esporuladas, ndo esporuladas e gram-
negativas. Essa atividade pode estar associada a presenca de algum composto quimico da casca

do caule, a concentragdo desse composto ou a forma de obtencéo do extrato.

TABELA 9. Atividade antimicrobiana do extrato aquoso da semente de Pterodon emarginatus

(0,1 mg/mL).
Microrganismos Semente
CIM CBM
(mg/mL) (mg/mL)

L. monocytogenes 15 5,0

S. aureus 0,4 15

S. Enteritidis 14,0 -

E. coli - -

P. aeruginosa - -

Fonte: Proprio autor.
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Dutra et al. (2009) avaliou o 6leo essencial obtido das sementes de P. emarginatus
e percebeu inibicao no crescimento de S. aureus (CIM = 2,5 mg/mL), demonstrando atividade
bactericida. Essa atividade pode ser decorrente da presenca dos constituintes trans-cariofileno
e a-humuleno, uma vez que ja foi relatada tal atividade para estes constituintes (PICHETTE et
al., 2006; SONBOLI et al., 2006). O 6leo essencial ndo apresentou atividade antimicrobiana
contra S. mutans, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans (DUTRA et al., 2009).

Bustamente et al. (2010) realizaram testes fitoquimicos do pé da casca do caule de
P. Emarginatus e evidenciaram a presenca de flavonoides, heterosideos saponinicos, resinas e
tracos de esteroides e triterpendides. Através do presente estudo, verificou-se que o extrato
etanolico bruto dessas cascas apresentou atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram-
positivas esporuladas e ndo esporuladas, Gram-negativas e antifungicas sobre Candida
albicans. De acordo com Simfes et al. (2004), as saponinas apresentam atividade
antimicrobiana, antiinflamatoria e aumentam a permeabilidade das membranas.

Abraham (2001) realizou teste com 6leo essencial das folhas e foram encontrados
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (o-copaeno, B-elemeno, E-cariofileno, a-humuleno, allo-
aromadendreno, y-muuroleno, biciclogermacreno, acifileno, J-cadieno) que apresentam
atividade antibacteriana, anti-fungica e antioxidante.

No teste antimicrobiano realizado por Santos et al. (2010), para bactérias Gram-
positivas (S. aureus, S. epidermidis, M. roseus, M. luteus, B. atropheus, B. cereus e B.
stearothermophylus) foram obtidas CIM variando de 0,78 — 50 mg/mL. Estes autores ndo
constataram efeito inibitdrio para bactérias Gram-negativas (E. cloaceae, E. aerogenes, E. coli,
P. aeruginosa e S. marcescens).

Gongcalves et al. (2005) em seus trabalhos de avaliacdo da atividade antimicrobiana
de sementes de P. emarginatus utilizando extrato hidroalcodlico da semente da sucupira a 10%,
constataram atividade antimicrobiana sobre a Proteus mirabilis. Para E. coli, S. aureus e P.

aeruginosa, o extrato avaliado apresentou-se ineficaz nas concentracgdes testadas.

6 CONCLUSOES

Os extratos aquosos avaliados apresentaram diferentes atividades antimicrobianas,
demonstrando que a suscetibilidade dos microrganismos aos extratos variou em funcéo de cada

planta e espécie microbiana estudada.
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Os extratos aquosos da folha da aroeira e da casca do caule do marmeleiro preto
mostraram-se promissores agentes antimicrobianos, pois tiveram acdo sobre L. monocytogenes,
S. aureus, E. coli, S. Enteridis e P. aeruginosa.

As concentracGes dos extratos com acgdo antimicrobiana foram maiores para
bactérias gram-negativas do que para gram-positivas.

Os extratos aquosos das folhas e sementes apresentaram potencial antimicrobiano.
Tais extratos surgem como uma nova fonte de substancias com potencial antibiético havendo,
entretanto a necessidade de novos estudos que busquem a identificacdo dos compostos
bioativos e o esclarecimento dos seus mecanismos de acdo, para que possam ser aplicados em

alimentos como conservante natural.
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APENDICE A - IMAGEM DA MICROPLACA (A) E A RESPECTIVA LEITURA DE ABSORBANCIA (B) DO EXTRATO AQUOSO
DA CASCA DO CAULE DE AROEIRA
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12°nas linhas A, B, C, D e E. Foi designada uma linha para cada microrganismo, linha A (L. monocytogenes), linha B (S. Enteritidis), C (E. coli),
D (S. aureus) e E (P. aeruginosa). Nas linhas F, G e H foram realizados controles das soluc¢des nas colunas 1, 2, 5, 6, 9 e 10 para verificar inocuidade

de cada solucéo e controle positivo dos microrganismos teste nas colunas 3, 4, 7, 8, 11 e 12 para avaliar o crescimento de cada microrganismo.
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APENDICE B - IMAGEM DA MICROPLACA (A) E A RESPECTIVA LEITURA DE ABSORBANCIA (B) DO EXTRATO AQUOSO
DA CASCA DA FOLHA DE AROEIRA
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H

A primeira concentracdo testada se encontra nos po¢os 1° ao 3°, segunda concentragdo nos pogos 4° ao 6° e terceira concentragdo nos pogos 7° ao
9% nas linhas A, B, C, D e E. Nas linhas de A a E, colunas 10, 11 e 12 ndo houve preenchimento. Foi designada uma linha para cada microrganismo,
linha A (L. monocytogenes), linha B (S. Enteritidis), C (E. coli), D (S. aureus) e E (P. aeruginosa). Nas linhas F, G e H foram realizados controles
das solucgdes nas colunas 1 a 3 para verificar inocuidade de cada solucao e controle positivo dos microrganismos teste nas colunas 4 a 12 para
avaliar o crescimento de cada microrganismo.
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APENDICE C - IMAGEM DA MICROPLACA (A) E A RESPECTIVA LEITURA DE ABSORBANCIA (B) DO EXTRATO AQUOSO
DA FOLHA DE QUIXABA
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12°nas linhas A, B, C, D e E. Foi designada uma linha para cada microrganismo, linha A (L. monocytogenes), linha B (S. Enteritidis), C (E. coli),
D (S. aureus) e E (P. aeruginosa). Nas linhas F, G e H foram realizados controles das soluc¢des nas colunas 1, 2, 5, 6, 9 e 10 para verificar inocuidade

de cada solucéo e controle positivo dos microrganismos teste nas colunas 3, 4, 7, 8, 11 e 12 para avaliar o crescimento de cada microrganismo.
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APENDICE D - IMAGEM DA MICROPLACA (A) E A RESPECTIVA LEITURA DE ABSORBANCIA (B) DO EXTRATO AQUOSO
DA CASCA DO CAULE DE CUMARU
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A primeira concentragdo testada se encontra nos pocos 1° ao 4°, segunda concentragdo nos pogos 5° ao 8° e terceira concentragdo nos pogos 9° ao
12° nas linhas A, B, C, D e E. Foi designada uma linha para cada microrganismo, linha A (L. monocytogenes), linha B (S. Enteritidis), C (E. coli),
D (S. aureus) e E (P. aeruginosa). Nas linhas F, G e H foram realizados controles das solugdes nas colunas 1 e 2 para verificar inocuidade de cada

solucéo e controle positivo dos microrganismos teste nas colunas 3 a 12 para avaliar o crescimento de cada microrganismo.
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APENDICE E - IMAGEM DA MICROPLACA (A) E A RESPECTIVA LEITURA DE ABSORBANCIA (B) DO EXTRATO AQUOSO
DA CASCA DO CAULE DO MARMELEIRO PRETO
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A primeira concentragdo testada se encontra nos po¢os 1° ao 4°, segunda concentragdo nos pocos 5° ao 8° e terceira concentragdo nos pogos 9° ao
12°nas linhas A, B, C, D e E. Foi designada uma linha para cada microrganismo, linha A (L. monocytogenes), linha B (S. Enteritidis), C (E. coli),
D (S. aureus) e E (P. aeruginosa). Nas linhas F, G e H foram realizados controles das soluc¢des nas colunas 1, 2, 5, 6, 9 e 10 para verificar inocuidade
de cada solucéo e controle positivo dos microrganismos teste nas colunas 3, 4, 7 e 8 para avaliar o crescimento de cada microrganismo. Nos pocos
das colunas 11 e 12 das linhas F, G e H contém meio de cultura.
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APENDICE F - IMAGEM DA MICROPLACA (A) E A RESPECTIVA LEITURA DE ABSORBANCIA (B) DO EXTRATO AQUOSO
DA CASCA DO CAULE DO MARMELEIRO SABIA

I|OMmOolO|w|X>

A primeira concentracdo testada se encontra nos pocos 1° ao 4°, segunda concentracdo nos pogos 5° ao 8° e terceira concentragdo nos pocos 9° ao
12°nas linhas A, B, C, D e E. Foi designada uma linha para cada microrganismo, linha A (L. monocytogenes), linha B (S. Enteritidis), C (E. coli),
D (S. aureus) e E (P. aeruginosa). Nas linhas F, G e H foram realizados controles das solugdes nas colunas 1, 2, 5, 6, 9 e 10 para verificar inocuidade
de cada solucdo e controle positivo dos microrganismos teste nas colunas 3, 4, 7, 8, 11 e 12 para avaliar o crescimento de cada microrganismo.
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APENDICE G - IMAGEM DA MICROPLACA (A) E A RESPECTIVA LEITURA DE ABSORBANCIA (B) DO EXTRATO AQUOSO
DA SEMENTE DE SUCUPIRA BRANCA
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A primeira concentragdo testada se encontra nos pogos 1° ao 4°, segunda concentracdo nos pocos 5° ao 8° e terceira concentragdo nos pogos 9° ao
12° nas linhas A, B, C, D e E. Foi designada uma linha para cada microrganismo, linha A (L. monocytogenes), linha B (S. Enteritidis), C (E. coli),
D (S. aureus) e E (P. aeruginosa). Nas linhas F, G e H foram realizados controles das soluc¢des nas colunas 1, 2, 5, 6, 9 e 10 para verificar inocuidade
de cada solucdo e controle positivo dos microrganismos teste nas colunas 3, 4, 7, 8, 11 e 12 para avaliar o crescimento de cada microrganismo.





