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RESUMO

NASCIMENTO, André L. D. R. Agdo antimicrobiana do extrato de Eugenia
Uniflora L. (Pitanga) sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli. — Artigo Cientifico (Trabalho de Conclusdo de Curso),
Universidade Estadual da Paraiba — UEPB, Campina Grande, 2013. E-mail:
andreluiz.aldrn@gmail.com. Orientadora: Dr2 Rossana Miranda Cruz Camello
Pessoa (E-mail: rossana.mpa@gmail.com)

As infeccOes bacterianas tem sido responsaveis pelas doencas endémicas e epidémicas,
portanto, exercem um papel historico no que se refere aos problemas de satude. Com o
surgimento dos antibidticos produzidos pela industria farmacéutica em meados do
século XX, acreditava-se no controle das infeccbes, possivelmente o uso irracional dos
agentes antimicrobianos foi responsavel por gerar mudancas na estrutura genética
destas, tornando-as resistentes apesar da disponibilidade de antibidticos eficazes. Uma
estratégia atual no tratamento de doencas causadas por bactérias vem sendo buscar
possibilidades que visem minimizar danos a saude e maior agdo contra processos
infecciosos, tendo em vista que alguns antibioticos convencionais tém perdido a
eficacia. Nesse contexto, trabalhos desenvolvidos com extratos brutos, obtidos a partir
de plantas medicinais tém indicado potencial antimicrobiano. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcéolicos das folhas, frutos e
talos da Eugenia uniflora L. sobre cepas de Staphylococcus aureus (American Type
Culture Colection - ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (ATCC 25922). Os testes de sensibilidade microbiana aos extratos
vegetais foram determinados pela técnica de difusdo em disco, observando-se o
tamanho dos halos de inibicdo (mm) obtidos, bem como a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM); os resultados obtidos apontaram que o0 0 extrato
oriundo da folha desempenhou atividade quando aplicado em concentragdo de 100% e
50% e o extrato do fruto desempenhou atividade quando aplicado em concentracdo de

100%, ambos frente as cepas de Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, Eugenia uniflora L., Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, André L. D. R. Antimicrobial Action of Eugenia Uniflora L.
(Pitanga) extract’s in Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli. — Universidade Estadual da Paraiba — UEPB, Campina Grande,
2013.

Bacterial infections have been responsible for the endemic and epidemic diseases,
therefore, played a historic role in relation to health problems. With the advent of the
antibiotics produced by the pharmaceutical industry in the mid-twentieth century, it was
believed in the control of infections, however, the irrational use of antimicrobial agents
was responsible for generating changes in the genetic structure of these, making them
resistant despite the availability of antibiotics effective. A current strategy in the
treatment of diseases caused by bacteria has been seeking opportunities aimed at
minimizing damage to health and greater action against infectious processes,
considering that some conventional antibiotics have lost their effectiveness in their
activity. In this context, the work developed in the crude extracts obtained from
medicinal plants have shown antimicrobial potential. The aim of this study was to
evaluate the antimicrobial activity of hydroalcoholic extracts from leaves, fruits and
stems of Eugenia uniflora L. against strains of Staphylococcus aureus (American Type
Culture Collection - ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (ATCC 25922). Sensitivity tests to microbial plant extracts were
determined by the disk diffusion, observing the size of inhibition zones (mm) obtained
as well as the determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and the results
showed that extract oo deriving leaf played activity when applied at a concentration of
100% and 50% fruit extract and played activity when applied in a concentration of

100%, both front strains of Staphylococcus aureus.

Key-words: antimicrobial activity, Eugenia uniflora L., Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli.
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1. INTRODUCAO

As infeccBes bacterianas tem sido responsaveis pelas doencas endémicas e
epidémicas, portanto, desempenhando um papel historico quando se trata de problemas
de satde. Com o surgimento dos antibioticos produzidos pela industria farmacéutica em
meados do século XX, acreditava-se no controle e combate das infec¢bes. Porém, o uso
irracional dos agentes antimicrobianos acabou se tornando o principal responsavel por
gerar mudancas na estrutura genética das bactérias atenuando a patogenicidade, ou seja,
tornando-as resistentes apesar da disponibilidade de antibiéticos eficazes (TRABULSI,
2005).

Diante deste fato, uma estratégia valida atual no tratamento de doencas causadas
por bactérias vem sendo a busca por possibilidades que visem minimizar danos a satde
e proporcionem maior acdo contra processos infecciosos, tendo em vista que alguns
antibidticos convencionais tém perdido a eficicia na sua atividade.

De acordo com OBI et al.(2009), NWANEBU et al.(2009), NDUBUISI et
al.(2009), ORJI (2009), a alternativa resulta, na busca de novos antibidticos de
moléculas organicas provenientes de plantas com propriedades antimicrobianas.

Algumas espécies de vegetais tem sido responsaveis por apresentarem em sua
constituicdo propriedades bioldgicas ativas responsaveis pelo fornecimento de
substancias que atuam na prevencdo, tratamento e cura de varias doencas. Conforme
MONTANARI & BOLZANI (2001), as plantas constituem-se num enorme laboratério
de sintese orgénica, frutos de milhares de anos de evolucdo e adaptacdo sobre a terra.
Logo, a busca do conhecimento a respeito dos efeitos benéficos dos fitoconstituintes se
torna de grande utilidade.

A pitanga, Eugenia unifloraL ,6 o frutoda pitangueira, dicotileddnea da
familia Myrtaceae. Tem a forma de drupa globosa e carnosa, com as cores vermelha.

A pitangueira € uma arvore nativa da Mata Atléantica brasileira, encontrada
na floresta semidecidual do planalto e nas restingas, desde Minas Gerais até o0 Rio
Grande do Sulem regibes de clima subtropical. Na Paraiba-NE apresenta um
crescimento ideal devido ao clima da regido e aos solos que proporcionam um
desenvolvimento sem empecilhos, visto que tem uma boa adaptacdo ao clima quente,

desde que possua uma umidade satisfatoria. (SCALON, 2001)
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O fruto é utilizado popularmente para diminuir a presséo arterial, combater azia,
bronquite e colicas. A presenca de agente antimicrobiano de origem vegetal, podera
progressivamente provocar resisténcia microbiana, no entanto, o0 medicamento a base de
extratos de origem natural tem demonstrado vantagens em relacdo aos antibidticos
sintéticos por desencadear de maneira mais lenta tal resisténcia além de atuar
especificamente e ndo agredir o ambiente tornando os fitoterdpicos alvos de pesquisa
(SOUSA et al, 2008., ATHAYDE, 2008).

Neste contexto, o trabalho realizado teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato das folhas, frutos e talos da pitangueira frente a
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, bactérias de
grande importancia epidemioldgica, visto que podem ser encontradas em condicBes de
normalidade no corpo humano, ambientes hospitalares, possuir potencial de mutacéao e
capacidade de adquirir resisténcia consideravelmente alta, bem como capacidade de
desenvolverem doencgas facilmente encontradas no cotidiano a exemplo de infecgdes

urinarias, hospitalares e intoxicagdes alimentares.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcoolicos das folhas,
frutos e talos da Eugenia uniflora L. sobre cepas de Staphylococcus aureus
(American Type Culture Colection - ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922).

2.2. ESPECIFICOS

= Obter o extrato hidroalcodlico utilizando as seguintes partes vegetais: folhas,
frutos e talos da Eugenia uniflora L.;

= Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos frente as cepas mencionadas
nos objetivos gerais;

= Determinar a concentracdo inibitoéria minima (CIM) dos extratos ativos sobre
as respectivas cepas;

= Comparar as cepas quanto o grau de sensibilidade aos extratos testados.
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3. REFERENCIAL TEORICO

Um dos maiores desafios no que se refere ao desenvolvimento da sociedade é
realizar a promocédo e protecdo a saude, pois estas acdes sdo essenciais para a melhoria
da qualidade de vida da populacdo. Dessa maneira é importante destacar que o
conhecimento tradicional aliado a pesquisas cientificas fitoterpicas podem seguramente
contribuir para a descoberta de novas possibilidades de tratamentos para diversos
agentes etioldgicos (ELDIN et al., DUNFORD, 2001).

Em meados do século XX foi desenvolvida a quimioterapia antimicrobiana pela
indUstria farmacéutica, contudo, o uso indiscriminado de antibidticos devido a
disponibilidade e a publicidade geraram o uso irracional desses medicamentos,
desenvolvendo resisténcia a diversas cepas bacterianas mesmo com 0 uso de
antibidticos considerados convencionais, fator preponderante no incentivo a busca por
antibidticos de ocorréncia natural. (ELDIN et al., DUNFORD, 2001). A exemplo
daqueles encontrados nas plantas, ou seja, os fitoterapicos.

A fitoterapia é uma ciéncia milenar que atravessou diversas fases da medicina
desde os tempos mais antigos até a atualidade. Vale ressaltar que historicamente o termo
antimicrobiano foi descrito primariamente com referéncia as plantas que tinham
capacidade de degradar agentes causadores de doencas ou que possuiam capacidade de
estimular o sistema imune (ELDIN et al., DUNFORD, 2001).

Dentre a grande quantidade de bactérias ja estudadas na atualidade, muitas delas
séo consideradas comuns no que diz respeito a sua epidemiologia, como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. Essas bactérias se destacam devido
a grande facilidade de serem encontradas no cotidiano, podendo estar presente em
condig¢des normais no corpo humano bem como em ambientes hospitalares, podendo ser
causadoras de infec¢es urindrias, hospitalares, intoxicacGes alimentares, entre outras
patologias.

Ainda a respeito destas, sdo agentes patogénicos de importancia epidemioldgica
responsaveis por diferentes processos infecciosos, cuja contaminacéo pode ser direta ou
indireta em individuos saudaveis ou imunodeprimidos. Estas espécies bacterianas foram

estudadas neste manuscrito.
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3.1 Staphylococcus aureus.

A espécie Estaphylococcus aureus pertencente a familia Micrococaceae e género
Staphylococcus, sdo bactérias cocos Gram positivos agrupadas em cachos de uva; ndo-
fastidiosas; aerobios ou anaerobios facultativos; as suas colonias possuem pigmentos
que variam de branco a amarelo e séo catalase positivo. Os fatores de viruléncia estéo
presentes na superficie celular que é composta de peptideoglicano, acido tedico,
proteina A, toxinas e a presenca de enzima onde se destaca a enzima coagulase positiva
que confere sua caracteristica marcante, pela qual a diferencia das demais espécies de
estafilococos.

Esta bactéria é encontrada na microbiota normal do corpo humano, no entanto,
quando transferida para outra regido ou 6rgdo sensivel pode causar infeccdes. As
infeccdes estafilococicas graves estdo presentes nos hospitais sendo reconhecidos pela
sua grande capacidade de sofrer mutagcdes em seus genes e também adquirir resisténcia
de outras bactérias da mesma espécie, dessa maneira, tornando-se resistente a varios
antibioticos de escolha.

O S. aureus € um patdgeno causador de abcesso; intoxicacdo alimentar;
sindrome de choque tdxico; gastrenterite estafilocdcica; sindrome de pele escaldada;
impetigo bolhoso, foliculite que por sua vez pode progredir para o furinculo e depois
para carbdnculo; endocardite; bacteremia; osteomielite (TRABULSI & ALTERTHUM,
2008).

3.2 Pseudomonas aeruginosa.

As bacterias que pertencem ao género Pseudomonas séo bacilos gram negativos,
ndo fermentadores e considerados oportunistas causando infeccbes em pessoas
imunodeprimidas (JAWETZ et al., 1998). P. aeruginosa é encontrada em diversos
ambientes principalmente em hospitais, sendo considerado um patdégeno de grande
relevancia no que diz respeito a infeccdes hospitalares. Esta bactéria cresce em meios de
culturas simples devido a sua versatilidade nos requerimentos energéticos e nutricionais.
Sua patogenicidade deve-se principalmente a resisténcia adquirida em relacdo aos
antibidticos tornando dificil sua erradicacdo. Inicialmente, a infec¢do por Pseudomonas
aeruginosa requer alteracdo no sistema de primeira linha, sendo resultado de:

interrupgdo nas barreiras cutaneas ou das mucosas, por exemplo: traumas, queimaduras,
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0 uso de cateteres; imunodepressdo de ordem terapéutica, clinica ou fisioldgica
(TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).

De modo geral, conforme pode ser visto os antimicrobianos tem se tornado
progressivamente incapazes de atuar no sitio de acdo das bactérias, ou seja, 0S
microrganismos tém desenvolvido mecanismos cada vez mais complexos adquirindo e
transmitindo aos demais descendentes mutacfes e com isso conferindo resisténcia aos
quimioterapicos antimicrobianos. Salientando-se que a automedicagéo, gera aumento da

resisténcia bacteriana, gerando um problema de Saude Publica (VIOLANTE, 2008).

3.3 Escherichia coli.

A Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae € uma bactéria gram
negativa com formato de bacilo, faz parte da microbiota normal do trato gastrointestinal,
no entanto, existem determinadas cepas causadoras de doencas, tais como, ITU,
septicemia, meningite em neonatal e mais frequentemente associado com a "diarréia dos
viajantes”, uma diaréia aquosa.

Os subtipos mais conhecidos sdo: Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC),
causando disturbios gastrointestinal provocando diarréia ndo sanguinolenta, em
determinadas épocas, associadas a “diarréia de verdo”, estudos evidenciam que a EPEC
tem como reservatorio principal o homem; Escherichia coli Produtora e toxina Shiga
(STEC), pode causar uma variedade de doencas no homem desde casos de diarréias
assintomaticos a casos graves de colite hemorragica podendo evoluir para sindrome
hemolitica urémica; Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC), a maior caracteristica
desta € que as bactérias se dispdem como tijolos empilhados, sua infeccdo é tipica com
manifestacBes de diarréia secretora aquosa e com muco, podendo ocasionar febre e
vomito; Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC), apresenta capacidade de produzir
enterotoxina termolébil e termoestavel, responsavel por causar diarréias brandas a
graves principalmente em criancas menores de cinco anos; Escherichia coli
Enteroinvasora (EIEC), importante causador de diarréias em criangas menores de dois
anos e adultos e responséveis por invadir células provocando infec¢des semelhantes ao
de outra espécie chamada Shigella; Escherichia coli que Causa Infeccbes extra-
intestinais (EXPEC- Extraintestinal Pathogenic Esherichia coli), neste grupo estdo
incluidas as bactérias comensais da flora intestinal e também as cepas enteropaogénicas

extra-intestinais capazes de provocar uma diversidade de doengas em Vvarios locais do
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corpo humano, como, meningite, infeccbes do trato urinario, infeccBes intra-
abdominais, pneumonias, septicemias, dentre outras (TRABULSI & ALTERTHUM,
2008).

3.4 Plantas Medicinais - Eugenia Uniflora L.

A pitangueira (Eugenia uniflora - Myrtaceae) é uma arvore frutifera, podendo
ser utilizada no paisagismo ou cultivada em pomares domesticos. A madeira €
empregada na confeccdo de cabos de ferramentas e outros instrumentos agricolas.
Floresce entre agosto e novembro e os frutos amadurecem entre outubro e janeiro.
(LORENZI, 1998).

A pitanga é o fruto da pitangueira, ou Eugenia uniflora L., dicotileddnea da
familia Myrtaceae. Tem a forma de drupa globosa e carnosa, com as cores vermelha (a
mais comum), amarela ou vermelha escuro. Na mesma arvore, o fruto poderd ter desde
cores verde, amarelo e alaranjado até a cor vermelho intenso de acordo com o grau de
maturacdo. Existe outra espécie homoénima, a Eugenia uniflora O. Berg, descrita em
1857, e renomeada Eugenia lineatifolia (O. Berg) Mattos em 1993. Este fruto ndo é
produzido comercialmente, pois quando maduro, fica muito tenro e danifica-se
facilmente com o transporte. Apesar disto, é apreciado no Brasil pelo seu sabor e
riqueza em célcio. (LORENZI, 1998).

A pitangueira é uma arvore nativa da Mata Atlantica. Apesar de ser tipicamente
brasileira, esta espécie atualmente pode ser encontrada na ilha da Madeira (Portugal),
América do Sul (Argentina, Bolivia, Guianas, Paraguai, Uruguai e Venezuela), Améric
Central (incluindo Caribe), América do Norte (exceto Canada) e Africa (Gabdo, Afric
do Sul e Madagascar). E uma arvore medianamente ristica, de porte pequeno a médio.
A copa globosa é dotada de folhagem perene. As folhas pequenas e verde-escuras,
quando amassadas, exalam um forte aroma caracteristico. As flores sdo brancas e
pequenas, tendo utilidade melifera (apreciada por abelhas na fabricacdo do mel).
(SCALON, 2001)

A planta é cultivada tradicionalmente em quintais domésticos. O seu plantio é
feito simplesmente pela colocacdo de uma semente de pitanga no solo ou pelo
transplante de uma muda até o local adequado. Da-se bem em quase todo tipo de solo,

incluindo os terrenos arenosos junto as praias. E também usada como arvore ornamental
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em areas urbanas de cidades brasileiras, na recuperacao de areas degradadas de sistemas
agroflorestais multiestrato e em reflorestamentos heterogéneos. As pitangueiras com

frutos s@o um 6timo atrativo para passaros e animais silvestres em geral.

3.5. Descricdo botanica; Principio ativo; Atividades bioldgicas de E. uniflora L.

As figuras 01, 02 e 03 retratam as partes do vegetal E. uniflora L., utilizadas neste
trabalho.

Figura 01: Folha de E. uniflora L. Figura 02: Frutos de E. uniflora L. Figura 03: Talos de E. uniflora L.
Fonte: André Ribeiro Fonte: André Ribeiro Fonte: André Ribeiro

Espécie: Eugenia uniflora L.

Nomes populares: Pitanga, Cereja Brasileira, Pitangueira.

Familia: Myrtaceae
Parte utilizada: Folhas e sementes.
Constituintes: Folhas e frutos: éster, flavonoides, dleos volateis e, principalmente,
polifendis.
Efeitos: Estudos utilizando testes in vitro e in vivo, comprovam alguns efeitos
de extratos das folhas de pitangueira, como:

= Antidiarreico (Atinparasitario - Giardia lamblia)

= Diurético

» Antiinflamatorio, antifungico e antimicrobiano.

» Inibic&o a xantino oxidase

» Antimalarico e tripanossomicida

= Hipoglicemiante

» Hipotensor (diminui a pressao arterial)



17

= Inibicdo da replicacdo do virus Epstein- Barr (causador do carcinoma
nasofaringial), acdo dos elagitaninos, eugeniflorina D1 e D2.

IndicacGes da pitangueira: Contra diarréias, hipertensao e febre.

Contraindicacdes: Pacientes com problemas cardiacos.

Interacfes: Aumenta o tempo de sono induzido por fenobarbital
Toxicidade: Estudos demonstram que ndo ha toxicidade aguda, mas ndo h& dados sobre

0 uso prolongado. (CRIASAUDE, 2012).
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4. METODOLOGIA
4.1 Material Vegetal

Nesta pesquisa foram obtidos extratos preparados a partir da Eugenia uniflora L. A
planta foi selecionada apds realizar levantamento bibliografico de pesquisas. A coleta
realizou-se na cidade de Campina Grande, a fim de ser estudada quanto ao seu
comportamento antimicrobiano frente a micro-organismos ATCC responsaveis por
afeccdes humanas.
4.2 Microorganismos testados

Foram utilizadas cepas microbianas provenientes da American Type Culture

Colection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
4.3 Local de realizacdo dos experimentos

4.2.1 Preparacao dos extratos

Os extratos foram preparados no laboratério de Fitoterapia da

Departamento de Farmécia da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB.
4.2.2 Cepas microbianas
As cepas utilizadas foram obtidas no Laboratério de Pesquisa em

Microbiologia do Departamento de Farmécia da Universidade Estadual da

Paraiba.
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4.4 Meios de cultura

Foi utilizado o Caldo de enriquecimento BHI (Brain Heart Infusion), a fim de se
obter a viabilidade dos microrganismos; Para o cultivo bacteriano utilizou-se 0 meio
Agar Miiller-Hinton. Os meios de cultura foram preparados de acordo com as instrucdes
e recomendacdes do fabricante DIFICO®, seguindo a distribuicdo de 20mL do mesmo,
em placas de Petri estéreis.

4.5 Preparacao dos extratos de Eugenia uniflora L.

Os extratos foram obtidos segundo a Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil
(1959), utilizando-se o processo de maceracdo. O alcool etilico hidratado (30 % de
agua) foi utilizado como solvente, devido a sua baixa toxicidade, ndo inibindo o
bioensaio, seu 6timo desempenho no processo extrativo e sua viabilidade econémica
(ANTUNES, 2001 apud ELOFF, 1998)

Apds a coleta do material vegetal, este passou pelas etapas de lavagem e
separacdo de folhas, frutos e talos. Posteriormente, as folhas, frutos e talos foram
pesados separadamente, fracionados e colocados em recipientes adequados, vertendo-se
sobre cada uma das partes vegetais volume correspondente as suas massas (volume
correspondente a propor¢do 1:1 de alcool hidratado), dando-se inicio ao processo de
maceracdo. Os extratos foram colocados em recipientes de vidro estéreis, vedados com
tampa e durante os oito dias seguintes, em temperatura ambiente, sob abrigo de luz e
umidade, foram realizadas leves agitacGes periddicas. Logo apds, realizou-se 0 processo
de expressdo, correcdo do volume final, filtracdo e acondicionamento em vidros de cor
ambar, & temperatura ambiente, sem interferéncia de luz e umidade (FARMACOPEIA
DOS ESTADOS UNIDOS DO BRASIL, 1959).

4.6 Diluicdo dos extratos e aplicacdo em discos

Para o preparo das diluigdes, foram utilizados seis tubos de ensaio estéreis,
identificados com suas respectivas concentragcdes. Com auxilio de pipetador e ponteiras
estéreis, foi colocado 2mL de extrato puro no primeiro tubo (Concentracdo de 100%),
retirando-se deste o volume de 1mL e aplicando tal volume no tubo seguinte (Tubo 2 —

Concentracdo de 50%), que continha 1mL de solucéo fisioldgica. De forma semelhante,
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o procedimento foi feito até o tubo de numeracdo 6 (Concentracdo de 3,125%), sempre
obtendo 1mL do tubo anterior e aplicando este volume no tubo seguinte que continha

sempre 1mL de solucéo fisioldgica.

Il Il vl Ival Iml
% YR YRYaYS"

=0T, oA 15 S 6 D5, = 15T,
25% 12,5% &,25% 3,125%

Esquema de diluicdo dos extratos para obtencdo das concentragdes reduzidas.

4.7 Procedimentos Microbioldgicos

4.7.1 Suspensdo microbiana e inoculo

Para a realizacdo dos testes, as cepas utilizadas foram mantidas
primeiramente em Caldo de enriquecimento BHI (Brain Heart Infusion), a fim de
se obter a viabilidade dos microrganismos, sendo cultivadas apds 24 horas em
meio Agar Miiller-Hinton.

Para o indculo, as cepas escolhidas foram mantidas em meios de cultura
apropriados, durante 24h/37°C. Os in6culos foram preparados e padronizados em
solugdo fisioldgica esterilizada, comparando-se a turbidez com o tubo n° 0,5 da
escala Mc Farland a fim de se obter cerca de 10°UFC/mL (CLEELAND;
SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000; CLSI, 2005).

4.7.2 Método de difusdo em disco

Os testes para verificacdo da sensibilidade microbiana aos extratos em

estudo foram realizados através da técnica de difusdo em disco.
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As placas de Petri foram inoculadas pela técnica de espalhamento em
superficie com o auxilio de “swabs” estéreis mergulhados na suspensdo contendo
os in6culos, buscando-se obter crescimento uniforme dos microorganismos.

Posteriormente, em cada placa foi feita a identificacdo dos locais que 0s
discos com diferentes concentragdes deveriam ser aplicados, obedecendo-se a
diferenca de aproximadamente 20mm entre os discos e 15mm a partir da borda
da placa, e com auxilio de pingas estéreis, os discos previamente impregnados
com extrato em diferentes concentracGes foram distribuidos sobre as placas.

As placas foram entdo incubadas a 28-35°C por 24 horas e apés este
periodo, foram medidas as zonas de inibi¢cdo, em milimetros com auxilio de um
haldmetro. Cada ensaio foi realizado em duplicata para cada cepa selecionada. O
resultado final foi determinado pelo célculo da média aritmética do tamanho dos
halos de inibicdo (mm) encontrados. (BAUER et al., 1966).

4.7.3 Ensaios de atividade antimicrobiana

Realizou-se triagem da atividade antimicrobiana dos extratos
hidroalcoolicos pela técnica de difusdo em disco, semeando o microrganismo,
com auxilio de swabs estéreis mergulhados na suspensao contendo o indculo, por
toda superficie do agar, de modo a se obter um crescimento uniforme. Cada placa
continha sete discos, sendo seis deles embebidos com extratos com concentragdes
de 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,125% e um deles (disco central) contendo
alcool 70% correspondente ao controle do solvente utilizado na elaboracdo dos
extratos.

As placas ficaram incubadas em estufa por 24 horas, obedecendo-se ao
controle de temperatura (28-35°C). As leituras das placas foram realizadas ap6s
este periodo, através da medicdo dos halos de inibicdo de crescimento (mm)
(BAUER et al., 1966).

4.7.4 Determinagdo da Concentracéo Inibitoria Minima — CIM
Entende-se por CIM, a menor concentragdo do produto capaz de inibir o

crescimento microbiano (presenca de halo de inibicdo do crescimento), apos
incubacéo por 24h/37°C (CONSENTINO et al., 1999; FABRY et al., 1998).
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Cada ensaio foi realizado em duplicata, e o0 resultado obtido foi expresso
pela determinacéo da média aritmética dos halos de inibi¢éo obtidos nos ensaios.

A atividade bioldgica do produto seré considerada positiva quando a média
dos halos de inibicao for igual ou superior a 8 mm de diametro (SAKAR et al.,
1988; WONG-LEUNG, 1988; NAQUI et al., 1991; CATAO, 2007; CATAO et
al., 2010; PALMEIRA et al., 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos ensaios de difusdo em disco realizados com o0s
extratos hidroalcoolicos das folhas, frutos e talos da Eugenia uniflora L., demonstraram
atividade antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, no
que diz respeito aos dois primeiros extratos, visto que apés leitura das placas, foi
possivel observar a formacéo de halos de inibicdo com didmetros superiores a 8mm. O
extrato do talo da Eugenia uniflora L. ndo demonstrou atividade antimicrobiana, visto

que ndo houve formacéo de halo, conforme mostra a tabela 1.

TABELA 1: DIAMETRO DOS HALOS NAS DIFERENTES CONCENTRAGOES DOS
EXTRATOS TESTADOS DE ACORDO COM A PARTE DA PLANTA UTILIZADA

PLANTA/FASE CONCENTRACAO DIAMETRO DO HALO (mm)
100% 13/13 0/0 0/0
FOLHA (A) 50% 9/8 0/0 0/0
25% 0/0 0/0 0/0
100% 9/8 0/0 0/0
FRUTO (B) 50% 0/0 0/0 0/0
25% 0/0 0/0 0/0
100% 0/0 0/0 0/0
TALO (C) 50% 0/0 0/0 0/0
25% 0/0 0/0 0/0

S.A E.C P.A

Tabela 1: Diametro do halo obtido para os extratos nas suas respectivas concentragoes. S.A =

Staphylococcus aureus; E.C = Escherichia coli; P.A = Pseudomonas aeruginosa.

Para as demais cepas utilizadas (E. coli, P. aeruginosa), ndo foi observada
atividade antimicrobiana em nenhum dos extratos, pelo motivo de ndo ter ocorrido
formacéo de halos de inibicdo em nenhuma das concentragdes trabalhadas.

Em se tratando dos extratos que demonstraram atividade antimicrobiana, ou seja,
os extratos da folha e do fruto, observou-se formacdo de halos de inibicdo para as
concentracdes de 100% e 50% em se tratando do extrato da folha, e halos de inibigéo

para a concentracdao de 100% em se tratando do extrato do fruto.



24

Nas cepas de S. aureus, o diametro dos halos obtidos para o extrato da folha a
100% foram de 13mm na primeira placa e 13mm na segunda placa, obtendo assim
média aritmética de 13mm, confirmando atividade antimicrobiana justificada pelo
tamanho do halo ser superior a 8mm. A 50% de concentragdo, os halos apresentaram
diamentros de 9mm e 8mm, obtendo assim média aritmética de 8,5mm, o que também
confirmou atividade antimicrobiana quando comparado com o didmetro de 8mm que
preconiza a literatura consultada.

No que diz respeito ao comportamento do extrato bruto do fruto, diante das
cepas de S. aureus, os diametros obtidos foram de 9mm na primeira placa e 8mm na
segunda placa, o que proporcionou uma média aritmética de 8,5mm, também
confirmando atividade antimicrobiana desse extrato diante de tal concentragéo.

Com referéncia aos discos do controle (Alcool 70%), ndo houve formacéo de
halos de inibicdo nas cepas, confirmando desta forma que o solvente utilizado para o
preparo dos extratos utilizados na pesquisa néo interferiu no crescimento das cepas
ATCC testadas.

As concentracfes abaixo de 50% ndo demonstraram formacdo de halos de
inibicdo em nenhum dos extratos testados, podendo-se entdo concluir que o extrato do
talo ndo apresenta atividade antimicrobiana. O extrato do fruto apresentou atividade
antimicrobiana desde que seja aplicado em concentragdes de 100% (extrato bruto) e o
extrato da folha apresenta atividade antimicrobiana em concentracGes de 100% (extrato
bruto) e 50% frente as cepas de S. aureus.

Vale ressaltar que a composicdo quimica das plantas pode sofrer influencia no
que se refere a idade da planta, localizacdo geografica, variacdes climaticas, entre outros
interferentes. Além disso, € importante ressaltar que todos esses possiveis interferentes
foram observados antes da coleta do material utilizado, buscando-se selecionar um
vegetal ausente de tais interferéncias, de modo a ndo comprometer o verdadeiro
potencial desta planta no bioensaio.

As figuras 03 e 04 mostram os testes de atividade antimicrobiana dos extratos de
folha e fruto e suas respectivas diluigdes, bem como o controle do solvente utilizado no

bioensaio.
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Figura 03: Halos de inibi¢do em cepas de S. aureus referentes ao extrato obtido das folhas de E. uniflora L.
Inibigdo em discos com extratos em concentracdo de 100 e 50%.

00%
@ 3,125%%
. R |

Figura 04: Halos de inibigdo em cepas de S. aureus referentes ao extrato obtido dos frutos de E. uniflora L.
Inibicdo em discos com extrato bruto (100%).
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6. CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos do estudo, pode-se concluir que:

= Extratos hidroalcoolicos das folhas e frutos da Pitanga ap0s os testes de
difusdio em disco demonstraram atividade antimicrobiana nas
concentracfes de 100 e 50% (folhas) e 100% (frutos) frente as cepas de
S. aureus ATCC 25923;

= Extratos hidroalcéolicos das folhas e frutos da Pitanga apds testes de
difusdo em disco ndo demonstraram atividade antimicrobiana nas
concentragdes de 25% e concentracOes mais baixas (folhas) e 50%e
concentragdes mais baixas (frutos);

= Extratos hidroalcoolicos de folhas, frutos e talos ndo demonstraram
atividade antimicrobiana para as cepas de E. coli ATCC 25922 e P.
aeruginosa ATCC 27853 nas concentracgdes trabalhadas;

= Extratos hidroalcoolicos dos talos da Pitanga ndo apresentaram atividade
antimicrobiana nas cepas testadas;

= O solvente utilizado no preparo dos extratos nao interferiu nos resultados
obtidos, mediante a auséncia de formacao de halos nos discos embebidos

cOm 0 mesmo;

Diante dos resultados obtidos na pesquisa desenvolvida, sugere-se o
desenvolvimento de outras pesquisas com os extratos de E. uniflora L., como por
exemplo, alternativas que proporcionem sua potencializagdo na atividade
antimicrobiana. Um dos métodos possiveis para este objetivo, seria a associacdo dos
extratos de E. uniflora L. a antibiéticos de modo a se obter possiveis aumentos de
potencial da atividade destes.

A utilizacdo de extratos vegetais é uma alternativa valida no que diz respeito no
controle ou combate de patdgenos, sendo entdo de grande interesse pesquisas que
explorem o potencial deste vegetal bem como outros vegetais. E viavel estimular esta
atividade visto que apresenta baixo custo, facil acesso a materiais e devido a grande

variedade vegetal encontrada que ainda hoje néo foi explorada.
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