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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS FRACIONADOS DE
CASCA E FOLHA DA Schinopsis brasiliensis ENGLER. ATRAVES DE ANALISE
COMPARATIVA ENTRE OS METODOS DE DIFUSAO EM DISCO E CAVIDADE EM
PLACA

Suellen Emilliany Feitosa Machado®; Delcio de Castro Felismino2

Devido ao limitado espectro de acdo dos antimicrobianos e dos seus efeitos indesejaveis,
necessita-se descobrir novas terapias. Estudos buscam novos farmacos, sendo as
pesquisas com substancias vegetais boas perspectivas. A Schinopsis brasiliensis Engler.
(bratina) é popularmente utilizada como fitoterapico, sendo eficaz contra microrganismos.
Este trabalho objetivou verificar a atividade antimicrobiana dos extratos fracionados de
hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol e metanol da casca e da folha da S.
brasiliensis frente as cepas padronizadas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, através de analise comparativa entre os
métodos de difusdo em disco e cavidade em placa. Os extratos fracionados, a partir da
casca e das folhas, foram obtidos por extracdes sucessivas através de maceracao a frio. A
avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos foi realizada pelos métodos de difuséo
em disco e cavidade em placa, sendo cada ensaio realizado em triplicata. Constatou-se que
as fracdes dos extratos de casca e folha, em ambos os métodos, foram efetivos contra as
cepas de S. aureus e K. pneumoniae. Com relacdo as cepas de P. aeruginosa, a fragédo
metandlica/casca teve acdo antimicrobiana, em ambos os métodos, enquanto que as
fracbes dos extratos da folha, acetato etilica/pogo, etandlica e metandlica, em ambas as
metodologias, mostraram-se efetivas. Por outro lado, as fragbes metandlica/casca/poco,
etandlica e metandlica/folha, em ambos os métodos, apresentaram efeito inibitério frente a
E. coli. Os resultados sugerem que a maioria dos compostos ativos sdo apolares na casca e
polares na folha e 0 método da cavidade em placa apresenta-se mais eficiente, além de
incentivar novas pesquisas para melhor investigacdo do potencial antimicrobiano da espécie
estudada.

Palavras-chave: Etnobotanica, Maceracao, Brauna, Polaridade.
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1 INTRODUCAO

A prescricdo excessiva e 0 uso inapropriado de antibidticos propiciaram um
aumento significativo na prevaléncia de patdgenos resistentes a multiplos farmacos.
Isto é possivel devido ao fato dos microrganismos terem a habilidade genética de
adquirir e transmitir resisténcia as drogas (COHEN, 1992).

Neste contexto, insere-se a necessidade de buscar novas alternativas
terapéuticas. Portanto, as plantas medicinais estdo dentre os produtos naturais de
grande interesse cientifico devido a possibilidade de emprega-las como fitofarmacos;
isso se deve a diversidade de seus constituintes (NASCIMENTO et al., 2000;
PESSINI et al., 2003; MICHELIN et al., 2005).

A Schinopsis brasiliensis Engler, conhecida popularmente como brauna, €
uma planta pertencente ao bioma da Caatinga, amplamente utilizada como
fitoterapico. Dentre suas propriedades terapéuticas, pesquisas tém demonstrado sua
eficAcia no combate a microrganismos (PEREIRA, 2007; CHAVES, 2010; SANTANA
e FELISMINO, 2010).

A preparacdo dos extratos brutos das plantas é o ponto de partida para a
maioria dos estudos fitoquimicos. Portanto, a escolha do solvente utilizado na
confeccdo desses extratos deve ser levada em consideracdo, visto que o0s
compostos ativos dos vegetais encontram-se em diferentes faixas de polaridade.
Consequentemente, a utilizacdo de solventes de polaridades diferentes durante o
processo de extracdo aumenta a quantidade obtida de principios ativos oriundos da
planta, implicando no aumento da atividade antimicrobiana da referida planta.

Atualmente, existem diversas técnicas de screening para definir se o extrato
de uma determinada planta possui atividade antimicrobiana, desde as mais simples,
que podem ser realizadas rotineiramente, até as mais sofisticadas. Dentre as
técnicas, as de difusdo em disco e cavidades estdo entre as mais comumente
utilizadas em testes (NASCIMENTO et al., 2007).

Portanto, este trabalho teve como objetivo verificar a atividade antimicrobiana
dos extratos fracionados de hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol e
metanol da casca e da folha da braina frente as cepas padronizadas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa através de analise comparativa entre os metodos de difusdo em disco e

de cavidades em placa.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Resisténcia microbiana

Em geral, as bactérias tém a habilidade genética de adquirir e de transmitir
resisténcia as drogas utilizadas como agentes terapéuticos (COHEN, 1992). Este
fato € preocupante, visto que estes seres sd0 microrganismos associados
diretamente a maioria das infec¢des, principalmente as de ambito hospitalar.

Nascimento et al. (2001) afirmam que, como consequéncia da resisténcia a
antimicrobianos, tanto as drogas consideradas classicas no arsenal terapéutico
como aquelas de introducdo recente no comércio vém se tornando ineficientes.
Neste sentido, este quadro tende a se agravar, principalmente nos casos de
patdgenos, que tanto infectam animais como humanos. Mesmo quando estes nao
sdo coincidentes, sempre ha possibilidade de transferéncia dessa resisténcia entre
bactérias, inclusive em espécies diferentes. Além do mais, o0 surgimento de
patdgenos resistentes estimula a busca por novos antibiéticos que sejam eficazes, o
gue incentiva a evolucdo das pesquisas; porém, o desenvolvimento de qualquer
novo antimicrobiano vem acompanhado pela resisténcia dos microrganismos.

Katzung (2003) acrescenta que a selegdo de microrganismos resistentes
significa uma consequéncia inevitavel do uso de agentes antimicrobianos. O uso
inapropriado e a prescricdo excessiva de antibidticos propiciaram um aumento
significativo na prevaléncia de patdgenos resistentes a multiplos farmacos, levando
alguns estudiosos a especular que estamos préximos do fim da era dos antibiéticos
sintéticos.

O problema da resisténcia microbiana € crescente e a perspectiva futura do
uso de drogas antimicrobianas, incerta. Torna-se urgente adotar, portanto, medidas
de enfrentar o problema, entre elas a do controle no uso de antibiéticos, a do
desenvolvimento de pesquisas para uma melhor compreensdo dos mecanismos
genéticos da resisténcia microbiana e a da continuacdo dos estudos acerca de
novas drogas, sintéticas e naturais (NASCIMENTO et al., 2000).

2.2 Atividade antimicrobiana vegetal
Desde 1977, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem incentivado o
estudo de plantas tradicionalmente conhecidas como medicinais, com o objetivo de

avaliar cientificamente os beneficios da utilizacdo de medicamentos fitoterapicos e



de conhecer, ao mesmo tempo, os riscos de seu uso indevido. O uso de extratos
vegetais e fitoquimicos de conhecida atividade antimicrobiana pode adquirir
significado nos tratamentos terapéuticos (LOGUERCIO et al., 2005).

As plantas medicinais estdo dentre os produtos naturais de grande interesse
cientifico devido a possibilidade de emprega-las como fitofarmacos, por
proporcionarem grandes chances de obterem-se moléculas prototipos devido a sua
diversidade de seus constituintes (NASCIMENTO et al., 2000; PESSINI et al., 2003;
MICHELIN et al., 2005).

A S. brasiliensis Engler. € uma planta muito comum no Nordeste do Brasil,
principalmente na regido da Caatinga. Atinge a altura de 12 a22 metros. Apresenta
caule aéreo tipo tronco forte e lenhoso, possui ramos espinhosos, folhas aromaticas,
com flores alvas e pequenas, e fruto alado (LORENZI e MATOS, 2002). Segundo
Lima (1989), € classificada como uma planta xerdfita, heliofita, totalmente decidua
durante o periodo seco e que floresce em épocas variaveis do ano.

Segundo Dantas et al. (2002), os raizeiros da cidade de Campina Grande
indicam a brauna contra problemas diversos, como inflamacdes nos dentes,
faringite, laringite, diarréia, disenteria, catarro, gripe, tosse, acdo anti-séptica e
cicatrizante. Provavelmente, estas acfes se devem a composi¢do fitoquimica do
extrato da brauna, o qual contém taninos, flavondides, antocianinas, saponinas,
alcaldides, flavonois e flavonas(CLAUS E TYLER, 1965; DUKE, 1992; TESKE E
TRENTINI, 1995; DANTAS, 2002), pois estudos tém comprovado a acéo
antimicrobiana da referida planta (PEREIRA, 2007; CHAVES, 2010; SANTANA E
FELISMINO, 2010).

A preparacdo dos extratos brutos das plantas € o ponto de partida para a
maioria dos estudos fitoquimicos, onde a escolha do solvente para extracdo,
purificacéo, preparacado e manipulacdo dos extratos e fracdes séo fatores relevantes
para o sucesso da pesquisa fitoquimica.

Nas ultimas décadas, é crescente o desenvolvimento de técnicas para extrair
de plantas com fins medicinais seus ativos de maior valor. O método mais
comumente usado € a extracdo com solventes liquidos, um processo dependente de
fatores como solubilidade dos constituintes fitoquimicos e fatores inerentes ao
processo como, por exemplo, temperatura e agitacdo do meio, polaridade e
toxicidade dos solventes. As diferentes classes de compostos existentes nas plantas

apresentam diferentes polaridades, fato que possibilita selecionar a extracdo de
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substancias ou classes que possuem atividade bioldgica de interesse dependendo
do sistema extracao/solvente escolhido (DI STASI, 1996; CECHINEL FILHO e
YUNES,1998; VALE, 2002; BAZYKINA et al., 2002; MACIEL et al., 2002; SIMOES et
al., 2003).

Segundo a literatura (ROEL et al.,, 2000; PEITZ et al., 2003; ANDREO e
JORGE, 2006; SANTOS et al., 2008; SILVA et al., 2008; TOMAZIM JUNIOR, 2008;
MELLO JUNIOR, 2010), esses solventes sdo utilizados na extracdo de compostos
ativos de materiais vegetais, de acordo com a polaridade dos mesmos. Como
exemplo de solventes usados para este fim, cita-se hexano, éter de petréleo,
tolueno, cloroférmio, acetato de etila, acetona, etanol e metanol.

Dai a importancia de ser trabalhar com solventes de polaridades distintas, que
sao capazes de extrair os diferentes compostos ativos presentes nos vegetais, tendo
em vista que os mesmos também se encontram em faixas de polaridade distintas e
sdo atraidos pelos solventes de maior afinidade.

Existem varios métodos descritos na literatura, propostos para mensurar a
atividade antimicrobiana de extratos vegetais. Entretanto, as pesquisas sobre essa
atividade tém sido dificultadas pela auséncia de métodos padronizados, o que
dificulta a comparagdo entre os estudos além de inviabilizar sua reprodutibilidade
(NASCIMENTO, 2007). Dentre as técnicas mais comumente utilizadas, pode-se citar
os métodos de difusdo em disco e de cavidade em placa. Os discos permitem
rapidez e praticidade durante a execucdo dos testes; ja as perfuracbes no agar
exigem o uso de uma maior quantidade de extrato, o que facilita a disseminacao do
mesmo no meio de cultura.

Santos et al. (2007) constataram a eficiéncia da técnica de difusdo em disco
ao testarem o efeito antimicrobiano do extrato da casca de Abarema cochliocarpos
(Gomes) Barneby & Grimes frente a cepas de bactérias. Ja Lima et. al (2006)
tiveram resultados satisfatorios ao utilizarem a técnica de cavidades em placa para
testar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de varias plantas frente a

cepas de Candida spp.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

A pesquisa foi realizada nos Laboratorios de Botanica e de Desenvolvimento
de Medicamentos (LABDEM), Centro de Ciéncias Biol6gicas e da Saulde,
Universidade Estadual da Paraiba.

3.20btencéo do material vegetal, localizacdo e época da coleta

Os materiais vegetais foram obtidos através da raspagem da casca do caule e
coleta das folhas de plantas adultas de S. brasiliensis, devidamente selecionadas,
baseando-se nas caracteristicas botanicas e fitossanitarias, no periodo de 8:00 as
10:00h, respeitando a época ideal de coleta (estadios vegetativo e reprodutivo). A
coleta ocorreu nas imediacbes do Sitio Cardoso, municipio de
Massaranduba/Paraiba, situado entre as coordenadas 7° 13.345'S e 35° 49.703°0,
com altitude de 418 m acima do nivel do mar. Foram realizadas, manualmente, duas
coletas das respectivas amostras de cascas e folhas, as quais foram
acondicionadas, separadamente, em sacos de papel Kraft. A primeira coleta foi uma
representacdo da planta, no estddio de floracdo, a qual foi utilizada para
identificagdo da referida espécie no Herbario Arruda Camara/Laboratério de
Botanica/UEPB, registrada sob numero 53. A segunda representou a aquisicdo do
material, no estadio vegetativo, o qual foi submetido a obtencdo dos respectivos

extratos e andlise microbiolégica no LABDEM/UEPB.

3.3 Obtencao dos extratos vegetais
3.3.1 Secagem

As cascas e folhas foram acondicionadas, separadamente, em embalagens
de papel Kraft e submetidas a secagem em estufa de ventilacao forcada (FANEM®,

modelo 330), a temperatura de 40 °C, até estabilizacdo da umidade.

3.3.2 Moagem

Apés a secagem, 0s materiais secos(cascas e folhas) foram triturados,
separadamente, em moinho do tipo Willey®, e os compostos resultantes (materiais
moidos) foram peneirados em tamis de numeracdo 10 mesh. Em seguida, os

materiais moidos (pos) foram acondicionados, separadamente, em embalagens
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hermeticamente fechadas, e protegidas do ar e da radiacdo solar. Posteriormente,

os referidos pos foram utilizados na obtencdo dos respectivos extratos vegetais.

3.3.3 Obtencé&o dos extratos fracionados

Os extratos fracionados foram obtidos por marceracdo a frio, segundo
procedimento proposto por Cechinel Filho e Yunes (1998), os quais afirmam que €&
um método alternativo para obtencéo de extratos e visa obter uma melhor extracéo
dos principios ativos presentes na planta em estudo e, consequentemente,
resultados mais efetivos.

A metodologia consistiu em extracfes sucessivas atraves de maceracao a frio
das folhas e casca, separadamente,com solventes de polaridade crescente.
Inicialmente, 150g do pé da planta foram macerados durante 5 dias diretamente com
1,5L do solvente hexano; apGs obter o liquido extrativo, este foi filtrado, separando-o
do pé da planta. Em seguida, este p6 foi colocado em uma capela de fluxo para
evaporacao do hexano (Figura 1). ApGs a completa evaporacao, o p6é da planta foi
submetido a maceracao utilizando-se 1,5L do solvente diclorometano, durante 5 dias
(Figura 1). ApGs este periodo, procedeu-se o mesmo meétodo aplicado a fragdo
hexanica. Em seguida, realizou-se 0 mesmo processo com outros solventes de
polaridade crescente, na seguinte ordem: acetato de etila > etanol > metanol, os
quais foram submetidos as mesmas etapas realizadas com os liquidos extrativos
hexano e diclorometano (Figura 1), utilizando-se, para cada solvente, 0 mesmo
volume.

Posteriormente, o liquido extrativo obtido pelo hexano foi submetido a
completa evaporacdo, no evaporador rotativo a temperatura constante de 40°C.
Apods a completa extracdo do hexano, o material foi armazenado sob refrigeracao a
5°C, até o momento da realizacdo dos testes. O mesmo processo foi aplicado aos

demais liquidos extrativos.

3.4 Anélise microbioldgica
3.4.1 Cepas de microrganismos

Foram selecionadas para 0s ensaios da atividade antimicrobiana dos
produtos vegetais, cepas-padrdo Amenican Type Culture Collection (ATCC) de
Escherichia coli (25922), Staphylococcus aureus (25923), Pseudomonas aeruginosa

(27853) e Klebsiella pneumoniae (13883), disponibilizadas pela Fundagdo Oswaldo
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Cruz (FIOCRUZ-RJ). As cepas liofilizadas foram reativadas, em camara asséptica,
seguindo as recomendagodes da referida Fundagao.

Planta

Maceragio

Evaporacgéo
Hexano —> Extrato

Material vegetal

Diclorometano Evapora(;aoér Extrato

Material vegetal

. Evaporacédo
Acetato de etila porag » Extrato

Testes Bioldgicos

Material vegetal

Y

Evaporacéo

Etanol —> Extrato

Material vegetal

Metanol Evaporagéo

» Extrato

Figura 1. Esquema de maceracdo do material vegetal com
solventes de polaridades diferentes.
Fonte: Adaptado de Cechinel Filho e Yunes (1998).

3.4.2Preparacéao do inéculo

Os in6culos microbianos foram padronizados de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute/National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS/CLSI, 2005). As colbnias isoladas das bactérias foram transferidas, com o
auxilio de uma alca bacteriolégica, para tubos de ensaio de vidro estéreis contendo
solucéo salina, de modo a obter suspensdes diluidas com transmitancia de 85%, no
comprimento de onda de 625nm em espectrofotdbmetro, em cubetas de vidro, a fim
de obter-se uma carga microbiana com concentracao final proxima a 10° UFC/mL
(Unidade Formadora de Colbnia))mL para bactérias (BAUER et al.,, 1966;
HADACECK e GREGER, 2000).
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3.4.3Testes de sensibilidade microbiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos fracionados da
casca e da folha da S. brasiliensis diante das cepas de bactérias, foram testados os
métodos de difusdo em meio sélido utilizando-se discos e cavidades em placa
(método do poco).

ApGs a rotaevaporacao dos referidos extratos, verificou-se que 0os mesmos se
apresentaram em estado pastoso, impossibilitando a utilizacdo. Portanto, foi
necessario redissolvider os mesmos. Foram realizados testes preliminares
utilizando-se Lauril Sulfato de Sodio, DMSO, Tween 80 e Hexano, em diferentes
concentragbes, com intuito de identificar o solvente ideal, sem que 0 mesmo
produzisse efeito antimicrobiano frente as cepas testadas. Apos os referidos testes,
concluiu-se que o Lauril Sulfato de Sédio a 10% foi o que melhor se adequou as
condi¢cbes dos mesmos.

ApoOs a escolha do solvente, os extratos de S. brasiliensis, rotaevaporados,
foram dissolvidos em lauril sulfato de sddio a 10%, na propor¢cdo de 9mL:1g de
extrato, visando permitir a absorcdo dos extratos pelos discos de papel e melhor
difusibilidade pelo meio de cultura, apds serem depositados nas cavidades.

O método de disco foi realizado seguindo os procedimentos de Kirby-Bauer
(NCCLS/CLSI, 2005), sendo utilizadas placas de Petri contendo 20mL de Mdller-
Hinton, no qual foram inoculadas as respectivas cepas a serem analisadas, pela
técnica de espalhamento em superficie (BAUER et al., 1966), com auxilio de swabs
estéreis, mergulhados na suspensédo contendo o indculo. Apos este procedimento,
discos de papel de filtro estéreis (n°3 e @6,0mm) foram impregnados,
separadamente, com 20uL dos extratos de casca e folha redissolvidos com o
solvente lauril sulfato de sodio a 10%, esperando-se 20 minutos antes de distribui-
los nas placas.

No método de cavidades em placa, 20mL do meio de cultura foram
distribuidos uniformemente em cada placa, sendo estas dispostas em superficies
niveladas para assegurar que a camada de meio tenha profundidade uniforme. ApGs
solidificagdo do agar, as placas foram devidamente tampadas. Os inoculos
padronizados foram dispostos, separadamente, nas placas com o auxilio de swabs
estéreis, retirando o excesso de liquido comprimindo a ponta do swab nas paredes
do tubo de ensaio. Depois, espalhou-se o conteudo do “swab” sobre o meio de

cultura solido (Muller-Hinton) distribuido na placa de Petri. Procedeu-se, entdo, a
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formacdo das cavidades, usando-se canaliculas (26,0mm), nas quais foram
colocados 50uL dos extratos fracionados, separadamente, de casca e folha de S.
brasiliensis.

Para ambos o0s ensaios, como controle positivo, foram utilizados discos
antibidticos (#6,0mm) de Cefalexina (30ug) para S. aureus e Gentamicina (10ug)
para E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa; como controle negativo, usou-se discos
de papel de filtro estéreis (n°3 e g6,0mm), impregnados em solugéo de lauril sulfato
de sodio a 10%.

Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C, por 48 horas, sendo 0s
ensaios realizados em triplicata. Apos este periodo, foram realizadas as analise dos
efeitos dos referidos extratos fracionados, comparando-se as metodologias

utilizadas no ensaio.

3.5 Analise dos dados

O resultado final foi determinado pela média aritmética dos diametros dos
halos de inibicdo (mm), obtidos nas triplicatas de cada ensaio, aferidos por
halémetro.

Foi considerada como possuidora de atividade antimicrobiana aquela
concentracdo do extrato aquoso que quando aplicada sobre o meio de cultura
contendo a suspensdo do microrganismo apresentou um halo de inibicdo de

crescimento igual ou superior a 8,0mm de diametro (LIMA et al., 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés a rotaevaporacdo dos extratos fracionados, foram obtidos materiais
sélidos com pesos correspondentes asfracbeshexanica (folha: 1,29 e casca: 0,89);
diclorometéanica (folha: 0,8g e casca: 1,0g); acetato etilica: (folha: 1,0g e casca:
0,89); etandlica(folha: 1,4g e casca: 1,3g) e metandlica (folha: 1,3g e casca: 1,4Q).

Ao observar as Tabelas 1 e 2, todas as frac6es dos extratos de casca e folha
de Schinopsis brasiliensis, em ambos os métodos, foram efetivos contra S. aureus e
K. pneumoniae, tendo 0s extratos etanolico e metandlico produzido as maiores
meédias aritméticas de tamanho dos halos. Com relacdo as cepas de P. aeruginosa,
a fracdo metandlica/casca apresentou efeito antimicrobiano, em ambos os métodos,
enquanto que as fracbes dos extratos da folha, acetato etilica/poco, etandlica e
metandlica, em ambas as metodologias, mostraram-se efetivas. Por outro lado, as
frac6es metandlica/cascal/poco, etandlica e metandlica/folha, em ambos os métodos,
apresentaram efeito inibitorio frente a E. coli.

Ao comparar a eficacia dos extratos da casca e das folhas, observa-se que,
na maioria dos resultados, a casca foi mais efetiva nas fracdes hexanica,
diclorometanica e acetato etilica, e a folha nas fracdes etandlica e metandlica.
Portanto, considerando-se o tamanho dos halos de inibicdo, presume-se que,
provavelmente, os principios ativos presentes sdo predominantemente apolares na
casca e polares na folha.

Virtuoso et al.(2005) afirmam que os esterdides e triterpenos presentes nas
plantas estdo concentrados geralmente na fracdo mais apolar e sdo conhecidos pela
atividade antimicrobiana. Aparentemente estas substancias inibem o crescimento de
S. aureus e K. pneumoniae, enquanto que os halos formados pelas fracOes
hexanicas foram de tamanhos consideraveis. Esta mesma fracdo néo produziu efeito
diante das cepas de E. coli e P. aeruginosa. Resultados semelhantes foram
encontrados por Franca etal. (2009), que ao testarem o extrato hexanico de
Hypericum brasiliense contra cepas de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa,
constataram atividade antimicrobiana somente diante da S. aureus. Os autores
explicam que isso pode ocorrer devido a presenca de uma estrutura na membrana
externa das bactérias Gram negativas, a qual incapacita a passagem de moléculas
(McCUTCHEON et al, 1992; RABE e VAN STADEN, 1997; e
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Tabela 1. Diametro dos halos formados pelos extratos fracionados da casca da S. brasiliensis, na concentracdo 100%, utilizando-se as técnicas
de difusdo em meio sélido com disco e cavidades em placa (método do poco).

Extratos de casca Controle Controle
DiscosxCavidades/ Diametro dos halos (mm) positivo negativo
_ _ Hexanica Diclorometanica Acetato etilica Etandlica Metandlica Lauril
Microrganismos Cefa- | Genta- | Sulfato de
Disco | Pogo | Disco Poco Disco | Pogo | Disco | Pogo | Disco | Pogo | lexina | micina Saédio a
10%
S. aureus 15,5 18,0 15,5 22,0 16,0 23,0 17,0 20,0 17,0 23,0 | 11,80 - -
P. aeruginosa - - - - - - - - 8,0 12,0 - 20,97 -
K. pneumoniae 21,0 23,0 21,0 24,0 22,0 25,0 23,0 24,0 22,0 26,0 - 19,16 -
E. coli - - - - - - - - - 12,0 - 18,33 -

Tabela 2. Diametro dos halos formados pelos extratos fracionados da folha da S. brasiliensis, na concentragcdo 100%, utilizando-se as técnicas
de difusdo em meio sélido com disco e cavidades em placa (método do poco).

Extratos de folha Controle Controle
DiscosxCavidades/ Diametro dos halos (mm) positivo negativo
) . Hexanica Diclorometanica Acetato etilica Etandlica Metanolica Lauril
Microrganismos Cefa- | Genta- | Sulfato de
Disco | Poco | Disco Poco Disco | Pogo | Disco | Poco | Disco | Poco | lexina | micina Saédio a
10%
S. aureus 15,0 17,0 15,0 17,0 16,0 20,0 19,5 20,0 18,0 24,0 | 11,80 - -
P. aeruginosa - - - - - 13,0 8,0 18,0 12,0 18,0 - 20,97 -
K. pneumoniae 20,0 24,0 20,0 24,0 21,0 25,0 24,0 23,0 24,0 28,0 - 19,16 -
E. coli - - - - - - 9,0 17,0 18,0 | 25,0 - 18,33 -
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MOTHANA LINDEQUIST, 2005).

As fragBes diclorometéanica e acetato etilica foram consideravelmente efetivas
com relacdo a S. aureus e K. pneumoniae. Entretanto, ndo formaram nenhum halo
de inibicdo frente a E. coli e apenas a fracdo acetato etilica/folha, usando-se o
método do poco, teve acdo antimicrobiana diante da P. aeruginosa. Resultados
semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2002), ao testarem os extratos das
partes aéreas da Mikani lanuginosa e por Andrade et al. (2005) das flores de Acacia
podalyriifolia, Portanto, presume-se que 0s principios ativos arrastados por esses
solventes ndo sao efetivos contra o crescimento de E. coli e P. aeruginosa.

A fracdo etandlica/folha produziu efeito antimicrobiano diante das quatro
cepas testadas, em ambas as metodologias, sendo significativo o tamanho dos
halos de inibicdo contra K. pneumoniae e S.aureus. Este estudo corrobora com 0s
resultados obtidos por Chaves (2010), o qual testou o efeito do extrato etandlico das
folhnas de S. brasiliensis frente as mesmas cepas, 0 que comprova que a fracéo
etandlica contém compostos ativos capazes de impedir 0os seus crescimentos. No
entanto, o extrato da casca néo produziu nenhum halo de inibigéo diante da E. coli e
P. aeruginosa, sendo efetivo para S. aureus e K. pneumoniae.

Tais resultados sdo discordantes do estudo realizado Pereira (2007), o qual
verificou atividade antimicrobiana do extrato etandlico da casca da S. brasiliensis,
utilizando cavidades, frente a S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. Provavelmente, as
diferentes condi¢cdes de obtencdo dos extratos utilizados por Pereira (método da
percolacdo e evaporacdo em manta aquecida) podem ter influenciado nos
resultados finais, j& que esta € a Unica diferenca aparente entre os trabalhos, pois foi
testado 0 mesmo extrato (etandlico/casca) diante das mesmas cepas.

Quanto aos extratos metandlicos (Tabela 1), em geral, observa-se que
apresentaram os melhores resultados em termos de inibicdo do crescimento
bacteriano, exceto na fracdo casca/disco diante da E. coli. Este resultado sugere que
a maioria dos componentes ativos da S. brasiliensis sdo polares e por isso houve
inibicdo significativa dos microrganismos testados. Resultados semelhantes foram
obtidos em um estudo realizado com extratos e particbes de Bromelia antiacantha,
popularmente conhecida como gravata (FABRI e COSTA, 2012). Tais extratos,
principalmente o extrato metanolico/folha, foram ativos contra as linhagens de P.

aeruginosa e E. coli; porém, este extrato ndo apresentou atividade contra S. aureus.
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Segundo Fabri e Costa (2012), tal resultado tem elevada importancia clinica, pois P.
aeruginosa e E. coli sdo responsaveis por elevada incidéncia de infeccoes.

Analisando-se os resultados, observa-se que as zonas de inibicdo formadas
pelos extratos, ao utilizar a metodologia das cavidades foram maiores que os halos
formados ao redor dos discos de papel, exceto na fracdo etanolica/folha frente a K.
pneumoniae. As diferencas de respostas antimicrobianas, provavelmente, devem-se
ao fato de que no método das cavidades emprega-se uma maior quantidade de
extrato (50uL) que no método do disco (20uL). Outra explicacdo € dada por Alves et
al. (2008), os quais sugerem que o método das cavidades em placa favorece uma
maior dispersdo dos extratos pelo meio de cultura, tornando-o, por vezes, mais
potencialmente inibitério que o método do disco.

Araudjo et al. (2011) acrescentam que a técnica de difusdo em cavidades
apresenta maior garantia da concentracao de extrato utilizada, por possibilitar que a
quantidade de amostra que interage com 0 microrganismo durante o teste de
sensibilidade seja igual ao volume pipetado em cada cavidade inicialmente nas
condicbes metodoldgicas testadas; o mesmo nao ocorre com a técnica de difusao
em disco, uma vez que € impossivel garantir a quantidade exata que cada disco de
papel consegue absorver quando embebido no extrato, possibilitando ainda o
extravasamento de amostra em fungcédo da saturacdo da capacidade de absorgéo do
disco, dificultando a obtencado de resultados mais precisos quando comparado com

a técnica das cavidades.
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5. CONCLUSAO

Nas condi¢cdes de estudo, constata-se que o extrato da S. brasiliensis é
composto por fitoconstituintes capazes de inibir o crescimento Vvisivel de
microrganismos, reforcando o potencial antimicrobiano da casca e revelando a
mesma capacidade por parte da folha, a qual ainda ndo foi devidamente explorada
cientificamente, merecendo uma investigacado mais detalhada.

Evidencia-se a importancia de se trabalhar com solventes de polaridades
diferentes, pois os resultados sugerem que a maioria dos compostos ativos
presentes na casca sao apolares, e polares na folha, e que o método da cavidade
em placa apresenta-se mais eficiente.

Portanto, sugere-se uma futura investigacdo dos resultados, devendo-se
identificar, extrair, isolar, purificar, fracionar e quantificar, avaliando a atividade
antimicrobiana dos fitoquimicos, isoladamente, das casca e folha, e testar frente a

outros microrganismos.
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ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF THE FRACTIONATED EXTRACTS
FROM BARK AND LEAF OF Schinopsisbrasiliensis ENGLER. BY COMPARATIVE
ANALYSIS BETWEEN THE METHODS OF DISK DIFFUSION AND CAVITY IN PLATE

Suellen Emilliany Machado® Feitosa; Delcio Castro Felismino?

Because of the limited spectrum of antimicrobial action and its undesirable effects, we need
to find new therapies. Studies are searching new drugs and investigations with vegetable
substances are good prospects. SchinopsisbrasiliensisEngler.(Brauna) is popularly used as
a phytomedicine and is effective against microorganisms. This study aimed to determine the
antimicrobial activity of fractionated extracts of hexane, dichloromethane, ethyl acetate,
ethanol and methanol from bark and leaf of S. brasiliensis against standardized strains of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiellapneumoniae and Pseudomonas
aeruginosa, by comparative analysis between the methods of disk diffusion and cavity in
plate. The fractionated extracts from bark and leaves were obtained by successive
extractions using cold maceration. The evaluation of the antimicrobial potential of the
extracts was performed by the methods of disk diffusion and cavities in plaque, each assay
performed in triplicate. It was found that all fractions of extracts of bark and leaves, using the
two methods, were effective against S. aureusand K. pneumoniae. Against the strains of P.
aeruginosa, the methanolic fraction/bark had antimicrobial effect in both methods, whereas
the fractions of leaf extracts, ethyl acetate/cavities and ethanolic and methanolic, in both
methods, were effective. On the other hand, the fractions methanolic/bark/cavities and
ethanolic and methanolic/leaf, in both methods, exhibited inhibitory effect against E. coli. The
results suggest that the most active compounds are nonpolar in the bark and polar in the
leaves, and the cavities’s in plate method is more efficient, and encourage further research to
better investigate the antimicrobial potential of the specie studied.

Keywords:Ethnobotany, Maceration, Brauna, Polarity.
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