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RESUMO

Os patdgenos de origem alimentar constituem um dos maiores problemas de satde publica no
mundo, responsaveis por prejuizos com custos médicos, morbidade e mortalidade. O
surgimento de cepas microbianas resistentes a uma grande variedade de antibiGticos tem
agravado o problema, o que evidencia a necessidade de descoberta de novos compostos com
atividade antimicrobiana. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil fitoquimico
e potencial antimicrobiano in vitro de extratos vegetais de trés plantas medicinais coletadas no
Estado do Tocantins sobre micro-organismos frequentemente relacionados com toxinfeccoes
alimentares. Foram coletadas amostras de folha e entrecasca de Parkia plathycephala Benth,
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk e Lophantera lactescens Ducke e elaborados extratos brutos
aquosos e hidroalcodlicos dos vegetais. Os extratos obtidos foram submetidos a avaliacGes
fitoquimicas para identificacdo de seus compostos bioativos e solubilizados em solucéo de
Dimetilsulfoxido (DMSQO) a 1% na concentracao de 25 mg/mL, solucdo estoque, para o teste
de atividade antimicrobiana, na qual foram determinadas a Concentra¢do Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) pelas técnicas de microdiluicdo em caldo e
de observacdo de crescimento da bactéria em placas de dgar Mueller Hinton, respectivamente,
utilizando concentracdes de extratos de 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19 e 0,09 mg/mL
frente as cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Os resultados da anélise fitoquimica dos extratos
revelaram que as folhas da espécie L. lactescens foram as que obtiveram menor presenca de
compostos bioativos em sua composicao, acidos organicos, saponinas e taninos, ao passo que
a entrecasca dessa espécie e as demais plantas apresentaram também o0s compostos
catequinas, sesquiterpenlactonas e antraquinonas, este Uultimo exceto na espécie P.
plathycephala. Quanto a atividade antimicrobiana as trés espécies de plantas apresentaram-se
ativas, sendo o S. aureus o micro-organismo mais sensivel aos extratos. E. coli e Salmonella
foram inibidas somente com a aplicacdo de extratos da entrecasca da P. plathycephala. Dessa
forma, foi possivel concluir que as trés espécies de plantas avaliadas demostraram ser
promissoras para o desenvolvimento de novos produtos com atividade antimicrobiana, sendo
que a espécie P. plathycephala apresentou um maior espectro de acao.

Palavras-chave: patdgeno alimentar, atividade antimicrobiana, compostos fitoquimicos,
extratos vegetais.
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ABSTRACT

Pathogens foodborne are one of the most important problems in public health in the world,
responsible for losses with medical costs, morbidity and mortality. The emergence of
microbial strains resistant to a wide variety of antibiotics have exacerbated the problem,
highlighting the need for discovery of new compounds with antimicrobial activity. Thus, the
aim of this study was to evaluate the phytochemical profile and antimicrobial potential in
vitro of plant extracts of three medicinal plants collected in Tocantins State on often
microorganisms related to food poisoning. Leaf samples were collected and inner bark of
Parkia platycephala Benth, Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk and Lophantera lactescens
Ducke and elaborate hydroalcoholic and aqueous extracts of vegetables. The extracts were
subjected to phytochemical evaluation for the identification of their bioactive compounds,
solubilized in dimethyl sulfoxide solution (DMSOQO) at 1% concentration 25 mg/mL, stock
solution, for the antimicrobial activity test, which were determined minimum inhibitory
concentration (MIC) and bactericidal concentration Minimum (CBM) by microdilution
techniques in broth and bacterial growth observation on agar plates Mueller Hinton,
respectively, using extracts concentrations of 12.5; 6.25; 3.12; 1.56; 0.78; 0.39; 0.19 and 0.09
mg / mL front strains of Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923
and Salmonella Typhimurium ATCC 14028. The results of the phytochemical analysis
revealed that extracts of the leaves of the species L. lactescens obtained were smaller the
presence of bioactive compounds in its composition, organic acids, tannins and saponins,
while the inner bark of the species and other plants also showed the compounds catechins,
sesquiterpenlactonas and anthraquinones, the latter except in the species P. plathycephala.
The antimicrobial activity of the three species of plants had become active, with S. aureus
more susceptible microorganism to the extracts. E. coli and Salmonella were inhibited only
with extracts application of the inner bark of P. plathycephala. Thus, it was concluded that the
three species of plants evaluated have shown to be promising for the development of new
products with antimicrobial activity, and the specie P. plathycephala presented a greater
spectrum of action.

Key words: food pathogen, antimicrobial activity, phytochemical compounds, vegetable
extracts.
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1 INTRODUCAO

Patdgenos de origem alimentar sdo diversos na natureza e continuam sendo uma das
maiores causas de problemas de salde publica no mundo. Séo responsaveis por consideravel
morbidade e mortalidade, custos com cuidados médicos e perda de produtividade
(FRATAMICO et al., 2007). As medidas utilizadas atualmente para reduzir esses agravos
estdo relacionadas com um maior rigor no que se refere ao controle de qualidade sanitaria dos
alimentos, monitoramento por 6rgdos fiscalizadores, e a administracdo de antibiGticos no
tratamento de doencas infecciosas, principalmente, em pessoas idosas, criancas e pacientes
com o sistema imunologico debilitado, uma vez que os sintomas podem ser severos (SILVA
etal., 2010).

Entretanto, o surgimento de cepas microbianas resistentes a uma grande variedade de
antibidticos tem se tornado um grave problema para a saude publica. A principal causa dessa
resisténcia deve-se ao uso de antibidtico em racdes animais em doses subterapéuticas como
promotor de crescimento (CIOLFI, 2010), utilizacdo de forma inadequada no tratamento
medicinal ou por métodos alternativos de resisténcia, como transferéncia de plasmideos
(BRUNTON et al. 2007).

Nesse sentido, a descoberta de novas substancias com potencial inibi¢cdo sobre estes
micro-organismos torna-se imprescindivel. As plantas medicinais tem chamado a atencdo de
pesquisadores, por ser uma fonte promissora de substancias que podem ser utilizadas no
controle de micro-organismos. Na literatura ha diversos estudos demonstrando seus efeitos,
em particular, antimicrobianos sobre uma grande diversidade de micro-organismos, além de
apresentarem um tratamento eficaz sobre algumas cepas resistentes (ANIBAL, 2007).

Chah et al. (2006) relataram a acdo antibacteriana de extratos de folha e de raiz de
Psidium guajava (goiabeira) contra agentes etiologicos de infecgbes intestinais:
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteritidis, Bacillus cereus, Proteus spp., Shigella spp. e Escherichia coli. Ferreira et al.
(2010) encontraram sensibilidade de cepas de Staphylococcus aureus frente ao extrato
hidroalcoolico de Stryphnodendron adstringens (barbatiméo). Costa et al. (2011) avaliaram a
atividade antimicrobiana de 6leo essencial de Lippia sidoides Cham (alecrim-pimenta) frente
a cepas de E. coli e S. aureus isoladas do leite total de rebanho bovino e observaram um bom

potencial de inibicdo deste 0leo para as duas espéecies de micro-organismos testados.
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Considerando a riqueza das plantas presentes no Cerrado, a existéncia de estudos
prévios que demonstram a atividade antimicrobiana de alguns compostos das plantas desse
bioma e o uso ja adotado pela populacdo (NADER, 2010), neste estudo objetivou-se avaliar
0s compostos bioativos e a atividade antimicrobiana de trés espécies de plantas medicinais

ainda pouco estudadas cientificamente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais sdo definidas como aquelas capazes de produzir principios
ativos que possam alterar o funcionamento de 6rgéos e sistemas restabelecendo o equilibrio
organico ou homeostasia nos casos de enfermidades e que possam servir como precursores de
farmacos semi-sintéticos (FERRO, 2006; WHO, 1998).

Sua utilizagdo para o tratamento de enfermidades é conhecida desde a pré-historia,
antes mesmo de se conhecerem suas causas. Investigacdes cientificas demonstram que, entre
0s anos de 5.000 a 2.800 A.C., o homem ja utilizava as plantas medicinais, instintivamente,
notando que 0s animais buscavam nas ervas cura para suas afec¢des e por observacao prépria
de sinais e sintomas ap0s sua utilizagdo. A partir de entdo, este conhecimento empirico
acumulado sobre a fitoterapia foi passado de geracdo para geracdo até os tempos atuais
(FERRO, 2006; BESSA et al., 2013; SILVA et al., 2014).

Durante muito tempo as plantas medicinais foram o principal recurso para tratar as
doencas. Entretanto, com 0s avangos no meio técnico-cientifico, sobretudo no ambito das
ciéncias da saude novas maneiras de tratar e curar as doencgas foram surgindo, como o uso de
medicamentos sintéticos que gradativamente foram introduzidos no cotidiano das pessoas e
substituindo o uso das plantas medicinais. (BADKE et al., 2011).

Todavia, nos Gltimos anos tem-se observado o crescente interesse pelo uso das plantas
medicinais como método terapéutico novamente. 1sso se deve pela comprovacao cientifica da
sua eficacia e seguranca (SILVA et al., 2015; CLEMENTINO-NETO et al., 2016) e, por
extensdo, atendimento ao consumismo voltado a um estilo de vida natural, uma vez que para
muitas pessoas 0s produtos naturais representam, de forma equivocada, a ideia de “auséncia
de efeitos adversos”, sendo saudavel, seguro e benéficos (TAGLIATI; FERES, 2009).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude para milhdes de pessoas 0s medicamentos
fitoterapicos, os tratamentos e préaticas tradicionais sdo a principal fonte de cuidados de satude
e, as vezes, a Unica fonte de cuidados, principalmente em paises em desenvolvimento. Trata-
se de um recurso proximo de casa, acessivel e barato, além de ser culturalmente aceitavel e
confiavel por um grande nimero de pessoas. A acessibilidade da maioria dos medicamentos
fitoterapicos se torna ainda mais atraente em vista dos crescentes gastos de cuidados com a
satde (WHO, 2013).
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Assim o potencial curativo das plantas tornou-se objeto de estudo cientifico no que se
refere as suas variadas propriedades medicinais. Estima-se que das 250.000 a 500.000
espécies de plantas superiores existentes no planeta, apenas 1% tem sido estudadas pelo seu
potencial farmacoldgico (MELENDEZ; CAPRILES, 2006; FORZZA et al., 2010).

O Brasil situa-se em uma posi¢do privilegiada por possuir uma das mais ricas
biodiversidades do mundo, contando com estimativas de 56.000 espécies de plantas
catalogadas distribuidas em seus biomas (FORZZA et al.,, 2010a). Devido a sua
potencialidade ambiental, vem sendo um lugar de destaque mundial como fornecedor de
material vegetal para elaboracdo de cosméticos, medicamentos, alimentos, etc. Tem
proporcionado a humanidade produtos com propriedades extraordinarias, porém ainda possui
muitos recursos da sua flora a serem estudados, visto serem menos de 1% as espécies vegetais
brasileiras que foram analisadas sob o ponto de vista quimico e farmacolégico (FERRO,
2006).

Diversos podem ser os potenciais terapéuticos apresentados por determinados extratos
vegetais, destacando-se a atividade antimicrobiana contra uma série de agentes patogénicos.
Muitas plantas tem apresentado marcante atividade antimicrobiana in vitro e in vivo, por isso
ha intensa busca na medicina tradicional direcionada a caracterizacdo antimicrobiana das
plantas (DIAZ et al., 2010).

Duraipandiyan et al. (2012) avaliando extratos do rizoma de Costus speciosus (Koen
ex.Retz.) Sm. encontraram boa atividade contra bactérias gram-positivas e uma diversidade de
fungos patogénicos, principalmente quando testado o extrato hexanico. Dois compostos
sesquiterpenoides, costunolide e eremanthin, isolados a partir do extrato hexanico mostraram
importante atividade antifungica in vitro, sendo este o primeiro trabalho que relatou a

atividade antifingica desses compostos em fungos dermatofitos.

2.1.1 Metabdlitos secundarios

O metabolismo das plantas esta dividido em metabolismo priméario e secundario. O
priméario é responsavel pela sintese de substancias quimicas destinadas ao crescimento e
desenvolvimento do organismo produtor. As macromoléculas originadas por esse processo
sdo a celulose, lignina, proteinas, lipideos, agUcares entre outras importantes para as suas
funcdes vitais (VON POSER; MENTZ, 2003; CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2008).

Ja o metabolismo secundério caracteriza-se pela producéo, transformacéo e acumulo
de inumeras outras substancias ndo necessariamente relacionada de forma direta a

manutencdo da vida do organismo produtor. S&o substancias cuja producdo e acumulacéo
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estdo restritas a um numero limitado de organismos, sendo a bioquimica e o metabolismo
correspondentes especificos e Unicos, caracterizando-se como elementos de diferenciagéo e
especializacdo. Essas substancias sdo conhecidas como metabdlitos secundarios (FERRO,
2006).

Esses metabdlitos ainda ndo possuem suas fungbes fisioldgicas completamente
determinadas, no entanto sua producdo € associada a defesa da planta contra herbivoria,
ataque de patogenos, entre outros (FERRO 2006). Paralelamente, podem ser utilizados para o
restabelecimento da saude do ser humano (JIRSCHITZKA et al., 2012), visto que podem ser
terapéuticos (SILVA JUNIOR, 2003).

Estes compostos podem ser encontrados em diferentes tecidos e 6rgdo da planta ou
ainda permanecer em um Unico 6rgdo (SILVA JUNIOR, 2003). Entretanto, alguns fatores
podem interferir na concentracdo e na distribuicdo do composto no vegetal, tais como:
localizacdo geografica e sazonalidade, clima e intensidade luminosa, temperatura, umidade,
disponibilidade de nutrientes e tipo de solo, além do periodo do dia da coleta, condi¢Bes
fenoldgicas, forma de uso in natura ou desidratada (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010;
HARAGUCHI; CARVALHO, 2010).

Dentre esses metabdlitos secundarios os flavonoides, heterosideos com 15 carbonos
derivados dos fenilpropanoides configuram-se como um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem vegetal. Concentram-se
principalmente nas partes aéreas das plantas medicinais, ocorrendo em menor ndmero nas
raizes e rizomas. Apresentam-se frequentemente oxigenados e um grande ndmero ocorre
conjugado com agUcares (FERRO, 2006). Estima-se que mais de 8.000 diferentes flavondides
ja foram identificados (PIETTA, 2000), devido a ampla variacdo de combinacdes de grupos
metil e hidroxil como substituintes na estrutura quimica béasica desse grupo (HODEK et al.,
2002), que dao origem a diferentes classes desse composto, tais como flavonas, antocianinas,
flavondis, flavononas, isoflavonas, bioflavonas, catequinas entre outros, com efeitos
bioldgicos tanto para a planta como para 0 homem. Esses compostos podem apresentar
atividade anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, diurética, fortalecimento dos vasos
sanguineos, antialérgica, antitrombdtica e anticarcinogénica (FERRO, 2006; GARCIA-
LAFUENTE et al., 2009).

As catequinas, forma mais reduzida de unidades Cs; em compostos flavonoides,
demonstraram capacidade de inibir a enzima glicosiltransferase de Streptococcus mutans
(NAKAJARA et al., 1993) e potencial atividade antimicrobiana sobre Vibrio cholerae, S.
mutans, Shigella, dentre outros micro-organismos (COWAN, 1999). Possuem ainda potencial
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atividade antimicrobiana contra S. aureus de origem alimentar (TAGURI; TANAKA;
KOUNO, 2004).

Terpenos sdo 0 maior grupo de compostos secundarios que ocorrem nos vegetais e
compreende uma classe de metabdlitos com uma grande variedade estrutural (FERRO, 2006).
Originam-se da via do acetato-mevalonato a partir de uma unidade de isopreno, sendo
classificados de acordo com a quantidade dessas unidades encadeadas em: hemiterpendides
(C5), monoterpenoides (C10), sesquiterpenoides (C15), diterpendides (C20), triterpendides
(C30) e tetraterpendides (C40) (OLIVEIRA et al., 2003).

Os monoterpenos atuam na atracdo de polinizadores, uma vez que sdo 0s constituintes
dos oleos volateis. Os sesquiterpenos apresentam funcdo de defesa contra fungos e bactérias.
Muitos diterpenos ddo origem aos horménios de crescimento vegetal. Os triterpenos agem na
protecdo contra herbivoros, alguns sdo antimitticos e outros atuam na germinacdo das
sementes e inibicdo do crescimento da raiz (OLIVEIRA et al., 2003). Os tetraterpernos séo os
caratenoides, pigmentos encontrados na natureza que ddo cor aos frutos e vegetais com
variacdo na tonalidade do amarelo ao vermelho. Importante para 0 homem pelo fato de se
converterem em vitamina A e apresentar atividade antioxidante, prevenindo contra doencas
cronicas (COZZOLINO, 2009; ARAUJO, 2008).

Estudos com as sesquiterpenlactonas demonstraram que ela possui indmeras
atividades bioldgicas, tais como: anticancerigena, anti-inflamatdria, antimalarica, antiviral,
antibacteriana e antifungica (CHATURVEDI, 2011).

Segundo Mendoza et al., (1997) a acdo antimicrobiana dos terpenos se deve ao fato
dos terpenos lipofilicos serem sollveis em biomembranas, e que em altas concentragdes, eles
podem interagir com canais idnicos, transportadores e receptores presentes nas membranas e
assim mudar a sua conformacao e bioatividade.

Outra classe de terpenos, as saponinas, sdo glicosideos de esteroides ou de terpenos
policiclicos. Sua estrutura, caracterizada por uma parte lipofilica (triterpeno ou esteroide) e
outra hidrofilica (agucares), determina a propriedade de reducdo da tensdo superficial da agua
e sua acédo detergente e emulsificante. Esse comportamento das saponinas e a capacidade de
formar complexos com esteroides, proteinas e fosfolipidios de membranas determinam um
numero variado de propriedades bioldgicas para essas substancias, destacando-se a sua acao
sobre as membranas celulares, formando poros, alterando a sua permeabilidade, apresentando
um amplo efeito citotéxico ou antimicrobiano (SIMOES et al., 2007; WINK, 2003), além de
atividades  hemoliticas,  espermicidas,  anti-inflamatérias,  antiviral e  acdo
hipocolesterolemiante (SCHENKEL et al., 2004).
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Os taninos sdo substancias quimicas complexas, polifendlicas, ligadas a outros
componentes aromaticos, que se distribuem por toda parte da planta para protegé-la contra
herbivoros, inibir a germinacdo de sementes alheias e também diminuir a proliferacdo de
bactérias fixadoras de nitrogénio. Sua presenca € caracteristica pela adstringéncia percebida
ao mastigar o vegetal que os contém (FERRO, 2006).

Os taninos no organismo humano atuam como antioxidante, antisséptico, cicatrizante e
vasoconstritor. Se consumido em excesso podem reduzir significativamente a
biodisponibilidade mineral e a digestibilidade proteica da refeicdo (COZZOLINO, 2009).
Alguns estudos atribuem também aos taninos atividade antimicrobiana e que sua concentragdo
tem efeito direto sobre essa atividade (SOUZA et al., 2007; MIN et al., 2008)

Scalbert (1991) sugere que os taninos podem agir de trés maneiras sobre 0s micro-
organismos: complexar-se com a parede celular da célula modificando o seu metabolismo ou
complexando-se com as enzimas extracelulares ou com 0s seus substratos, assim como,
complexar-se com ions metalicos, essenciais para o desenvolvimento bioldgico.

As antraquinonas, ou heterosideos antraquinénicos, fazem parte do grupo das
quinonas, junto com as benzoquinonas e as naftoquinonas. No organismo funcionam
principalmente como purgativos (FERRO, 2006). Tonial (2010) sugere que o efeito
antimicrobiano das substancias associadas a aroeira podem estar vinculados a este grupo de

compostos, uma vez que ele foi identificado tanto nos extratos brutos como nas fracdes ativas.

2.2 Parkia platycephala Benth.

Parkia platycephala Benth., € uma espécie pertencente a familia Fabaceae, e é
conhecida dentre outros nomes como fava-de-bolota, visgueiro ou faveira. E uma planta
semidecidua, heliofita, seletiva xerofita, com distribuicdo nativa e endémica na Amazonia,
Caatinga e Cerrado, abrangendo os Estados do Para, Tocantins, Maranhdo, Piaui, Cear3,
Bahia e Goias (FORZZA et al., 2010b; LORENZI, 1998). Ocorre preferencialmente em
formac6es secundarias e areas abertas de terrenos elevados, de boa drenagem e profundos. E
uma planta de 8 a 18 metros de altura, dotada de copa ampla com as pontas dos ramos quase
encostando no solo, inflorescéncias em capitulos globosos pendentes, fruto legume achatado,
glabro, frequentemente enrolado. Floresce durante os meses de julho a setembro e os frutos

amadurecem de setembro a novembro (LORENZI, 1998).
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Figura 1. Arvore Parkia platycephala Benth. .

Devido ao aspecto das suas flores é uma arvore com utilidade ornamental, empregada
para paisagismo e arborizacdo de pragas publicas. Sua madeira é empregada para caixotaria,
tabuado para divisdes internas em pequenas construgdes, forros, para lenha e carvdo. As
vagens maduras constituem forragem para os ruminantes. (LORENZI, 1998).

Estudos com essa espécie mostraram que a mesma possui efeito gastroprotetor, efeito
contra lesdes por isquemia-reperfusdo e atividade antioxidante (FERNANDES et al., 2010),
acOes analgésicas em diabéticos (AMORIM et al., 2012), inibidores de serinoproteinases
(CHEVREUIL et al., 2011) e inibicdo da enzima colinesterase (FARIAS et al., 2013).

Souza Filho et al. (2005) pesquisando substdncias quimicas com atividades
alelopaticas presentes nas folhas de P. pendula encontraram a substancia 3,4,5-
trimetoxibenzodico, a qual segundo pesquisa realizada por Besigmano et al. (2000) avaliando a
atividade antimicrobiana do extrato de Mtracarpus scaber e constituintes isolados

encontraram nessa substancia atividade antimicrobiana para Staphylococcus aureus.

2.3 Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.

Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. € uma espécie pertencente a familia Sapotaceae,
conhecida popularmente por abiu, abiu-carriola, massaranduba, guajara, entre outros. E uma
planta semidecidua, heliofita, seletiva xerdfita, com distribuicdo nativa e ndo endémica na
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, abrangendo os Estados do Para, Tocantins, Rondonia,
Maranhdo, Piaui, Ceard, Pernambuco, Bahia, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Sao Paulo e Rio de Janeiro (FORZZA et al., 2010b; LORENZI,

2008). E uma planta altamente lactescente de 15 a 30 metros de altura, tronco de 40 a 60 cm
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de didmetro, flores amarelo-esverdeadas, dispostas em fasciculos axilares, fruto tipo drupa
elipsoide. Floresce durante os meses de agosto-outubro e os frutos amadurecem em janeiro-
fevereiro (LORENZI, 2008).

Figura

Sua madeira pode ser utilizada na construcdo civil e seus frutos séo alimentos para
animais. Por ser elegante possui caracteristicas ornamentais Uteis para arborizacdo, e pela
caracteristica de moderado crescimento e adaptadas a lugares abertos é indicada para o plantio
em areas degradadas de preservacdo (LORENZI, 2008).

Tem sido utilizada na medicina popular por apresentar diversas funcdes bioldgicas,
tais como: tratamento de dor, inflamacdo, verminoses, disenteria, atividade antinociceptiva,
anti-inflamatdria (FONTES JUNIOR et al.; 2009), efeito antioxidante (CASTRO et al., 2006),
toxicidade sobre larvas de Artemia salina (PERFEITO et al., 2005), inibitoria da atividade a-
amilase salivar, diminuicdo do indice glicémico (GOUVEIA et al., 2013), efeito neuroprotetor
contra danos oxidativos e expressao da miosina-Va, prevencao de perda neural (COSTA et
al., 2013), atividade antimicrobiana (COSTA et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2012) e
fotoprotetora contra raios UVA e UVB (FALEIROS et al., 2006).

2.4 Lophanthera lactescens Ducke

Lophantera lactescens Ducke, € uma espécie pertencente a familia Malpighiaceae,
conhecida vulgarmente, como lofantera-da-amazonia e chuva-de-ouro. E uma espécie arborea
de 10 a 20 m de altura, semidecidua, heliéfita ou escidfita, seletiva higrofita, caracteristica da

floresta pluvial da regido Amazonica. Sua floragdo se da durante os meses de fevereiro a
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maio, na forma de ramos pendentes, amarelas, vistosas e a matura¢do dos frutos ocorre de
setembro a outubro. Devido a seu valor como ornamental a espécie é bastante difundida no

sudeste do pais onde é empregada na arborizacdo urbana, pode ser utilizada também para

plantio em areas degradadas e ainda com fins madeireiros (LORENZI, 2008).

§"

i

tescens Ducke.

Figura 3. Arvore Lphantheréllac

Na medicina popular é utilizada pelos nativos amazénicos como agente febrifugo
sobre a malaria, através da ingestdo de casca e folhas sobre a forma de infusdo. Estudos
envolvendo a obtencdo de constituintes quimicos permitiram o isolamento do nor-triterpeno
codificado como LLD-3, que apresenta acdo antialgica, antitérmica e blogueadora dos canais
de potéssio (ABREU et al., 1990).

Danelli et al. (2009) encontraram em teste in vitro com o nor-triterpeno codificado
como LLD-3 isolado da Lophantera lactescens Ducke atividade contra Leishmania

amazonensis.

2.5 Micro-organismos

2.5.1 Escherichia coli

Escherichia coli € uma espécie da familia Enterobacteriaceae, definida como
bastonetes Gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo esporulados e que tem como habitat
natural o trato intestinal do homem e animais de sangue quente (FRANCO; LANDGRAF,
2008). E constituida por uma variedade de cepas patogénicas, que com base nos fatores de
viruléncia, sintomas clinicos e nos mecanismos de patogenicidade sdo divididas em seis

grupos: entero-hemorragica (EHEC), enterotoxigéncia (ETEC), enteropatogénica (EPEC),
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enteroagregativa (EAgQgEC), enteroinvasiva (EIEC) e difusamente adesiva (DAEC)
(FORSYTHE, 2013).

A principal via de transmissdo da E. coli € representada pelo consumo de alimentos
contaminados. Dependendo da cepa os sintomas vao desde gastroenterites com dores
abdominais, diarreia, febre, vomito a complicacbes crénicas como colite hemorragica,
sindrome hemolitica urémica (HUS), purpura trombdtica trombocitopénica (TTP), doenca
crbnica nos rins e distarbios nervosos centrais os quais levam a convulses, coma e morte
(FORSYTHE, 2013).

Em muitos casos as infeccbes por E. coli diarreiogénica sdo autolimitantes e o
tratamento se restringe a rehidratacio e balango eletrolitico, se necessario. A
antibioticoterapia normalmente ndo é efetiva nem desejavel, porém, é indicada quando a
infecdo € ocasionada por cepas EPEC aderentes, indutoras de diarréia persistente, por colocar
a vida em risco e por serem severamente enteropatogénicas ao intestino delgado (HILL et al.,
1988).

Entretanto, muitas cepas de E. coli vém se tornando resistentes aos antibidticos
comumente utilizados. Dias et al. (2010) estudando a sensibilidade de 44 cepas de E. coli
isoladas de mexilhdes crus, capturados no municipio de Niterdi, Estado do Rio de Janeiro,
Brasil, a antimicrobianos, observaram que 50% das cepas apresentaram resisténcia a
Penicilina, 2,27% a Ampicilina, 40,90% a Oxacilina e 100% a Carbenicilina, uma das cepas
aduziu resisténcia a 41,66% dos antimicrobianos.

Franco et al. (2010) avaliando 17 cepas de E. coli patogénicas isoladas de suinos frente
a 24 tipos de antibidticos, encontraram que 100% das cepas de E. coli patogénicas foram
resistentes a 7 antibidticos (carbenicilina, ceftazidina, clindamicina, cloranfenicol,
eritromicina, penicilina e rifampicina), sendo que 100% foram sensiveis apenas a dois tipos de
antibidticos e as 15 cepas restantes com resposta variavel.

Por outro lado, pesquisas com extratos obtidos de plantas demonstraram efeito
antimicrobiano contra estes micro-organismos. Valeriano et al. (2012) avaliando a atividade
antibacteriana de o6leos essenciais de horteld-pimenta (Mentha piperita), capim-liméo
(Cymbopogon citratus), manjerona (Origanum majorana) e manjericdo (Ocimum basilicum)
frente os patogenos de origem alimentar E. coli enteropatogénica CDC 0126, Salmonella
entérica Enteritidis S 64, Listeria monocytogenes ATCC 19117 e Enterobacter sakazakii
ATCC 29004, observaram que os 0leos essenciais demonstraram atividade antimicrobiana em
variadas concentragdes, sendo a maioria das bactérias testadas sensiveis aos 6leos. Os 6leos

essenciais apresentam alta atividade antimicrobiana contra E. coli.
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2.5.2 Salmonella Typhimurium

Salmonella € um género de bactérias da familia Enterobacteriaceae. S& Gram-
negativas, anaerobias facultativas, ndo formam esporos, tém forma de bastonetes curtos (1 a 2
pUm) e a maioria sdo moveis por flagelos peritriquios, exceto os sorotipos S. Gallinarum e S.
Pullorum (FORSYTHE, 2013). Apresentam crescimento 6timo com valores de temperatura
entre 35 e 43°C, pH entre 7,0 e 7,5 e atividade de 4gua minima de 0,94. Sdo amplamente
distribuidas no meio ambiente e tém o trato intestinal do homem e de animais como seus
principais reservatérios (SILVA et al., 2010).

Segundo Jay (2005), todas as bactérias desse género séo consideradas patogénicas aos
humanos. E um dos micro-organismos mais frequentemente responsavel por doencas de
origem alimentar no mundo e uma causa significativa de morbidade, mortalidade e perdas
econémicas (FORSYTHE, 2013).

A doenca geralmente € contraida através do consumo de alimentos contaminados de
origem animal, principalmente a carne bovina, de aves, os ovos e o leite, sendo os sorotipos
mais importantes na transmissdo dessas salmoneloses de animais para humanos a Salmonella
Enteriditis e Salmonella Typhimurium. Entretanto, vegetais contaminados com esterco
também tém sido uma das fontes de transmissdo de Salmonella, assim como produtos
acabados, tais como o0s de confeitaria recheados com creme, cacau e chocolate, coco, molhos
e coberturas para saladas ndo industrializados e preparacdo com ovos crus (SILVA et al.,
2010).

Quiroz-Santiago et al. (2009) avaliando a prevaléncia de Salmonella em vegetais no
México, encontraram a bactéria em 5,7% (98) de 1.700 amostras analisadas. Foram isoladas
de 12% das amostras de salsa, 11% de coentro, 9% de brécolis, 9% de couve-flor, 9% de
couve-cravinho, 9% de beldroega, 7% de alface, 7% de espinafre, 7% de agrido, 6% de salsa
chinesa, 4% de beterraba, 3% de aipo, 3% de alface lisa, 1% de repolho e 1% das amostras de
batata. 27,6% das cepas ndo foram tipificadas, porém das tipificadas a maior porcentagem
encontrada 23,9% foi de Salmonella Typhimurium.

Nos Estados Unidos, estima-se que, todo ano, a Salmonella cause 1,2 milhdes de
infeccbes, com cerca de 23 mil internacBes e 450 mortes (CDC, 2013). Nos altimos catorze
anos, segundo dados da Secretaria de Vigilancia Epidemiolégica das Doencgas Transmitidas
por Alimentos (DTA), o Brasil registrou 1.564 surtos de infe¢do por Salmonella, sendo ela a
bactéria mais associada aos surtos de DTA’s no geral, correspondendo a 38,2% no ranking de

micro-organismos envolvidos em toxinfec¢Oes alimentares (BRASIL, 2014). Isso porque
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muitos casos mais leves ndo s@o diagnosticados ou relatados, o que poderia aumentar o
namero real de infecces.

As salmoneloses caracterizam-se por sintomas que incluem diarréia, febre, dores
abdominais e vémitos. Os sintomas aparecem, em media, 12 a 36 horas apds o contato com o
micro-organismo, durando entre um e quatro dias. De modo geral, as enterocolites por
Salmonella ndo necessitam de tratamento com antibidticos. Em alguns casos, a
antibioticoterapia agrava o quadro clinico e pode prolongar o estado de portador. Em criancas,
idosos e individuos com o sistema imunologico debilitado ou comprometido, ao contrario,
essas infeccBes podem ser severas, sendo indispensavel a administracdo de antibidticos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Entretanto, a resisténcia a antibioticos em Salmonella tem aumentado, e, em alguns
paises asiaticos, mais de 90% das Salmonella isoladas sdo resistentes aos antibioticos mais
comumente utilizados. A combinacdo do aumento da resisténcia a antibidticos e a vasta
disseminacdo desses organismos tém resultado em cepas multirresistentes como a S.
Typhimurium DT104 (FORSYTHE, 2013). De acordo com Jay (2005), esta bactéria ja possuli
resisténcia a sete antibioticos: ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfa, tetraciclina,
trimetoprima e fluoroquinolonas.

Lin e Chen (2015) encontraram dois isolados de Salmonella em carnes de frangos
comercializadas em supermercados de Hong Kong em 2013, com resisténcia as quinolonas e
terceira geracao de cefalosporinas, assim como resistentes a fosfomicina, um antibiético com
um largo espectro de atividade contra bactérias tanto Gram-positivas e Gram-negativas
(POPOVIC et al., 2010).

Diante disso, muitas pesquisas estdo sendo feitas com plantas medicinais e ervas
aromaticas, visando encontrar compostos naturais com atividade antimicrobiana contra
Salmonella spp. De Bona, et al. (2013), encontraram atividade antimicrobiana contra alguns
sorovares de Salmonella spp. com extratos aquosos de Allium sativum L. (alho), Rosmarinus
officinalis L. (alecrim), Dendranthema grandiflora Tzvelev (crisdntemo), Ruta graveolens L.
(arruda), Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf (capim lim&o), Allium cepa L. (cebola), Curcuma

longa L. (curcuma) e Zingiber officinale Rosc (gengibre).

2.5.3 Staphylococcus aureus
As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, anaerdbias
facultativas e catalase positivas, pertencentes a familia Micrococcaceae. Dentre as espécies

que compde este género, Staphylococcus aureus é considerada a mais importante, uma vez
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que esta associada mais frequentemente as doencas estafilocdcicas, sejam de origem alimentar
ou ndo (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Tem como seu reservatdrio os seres humanos e o0s animais de sangue quente,
ocorrendo nas vias nasais, garganta, pele e cabelos de 50% ou mais individuos humanos
saudaveis. Além disso, pode ser encontrado nos alimentos, sendo os manipuladores a fonte
mais frequente de contaminagdo, embora o0s equipamentos e superficies do ambiente também
possam contamina-los. No leite também é muito comum a contaminagdo por este micro-
organismo, visto que a mastite, doenca que infecta o Ubere de vacas leiteiras, sao relacionadas
a esta bactéria (SILVA et al., 2010).

S. aureus é produtor de muitas enterotoxinas que contribuem para a patogenicidade da
espécie. Essas toxinas tém sido associadas com a sindrome de choque tdxico, intoxicacdes
alimentares, bem como alergias e doencas autoimunes. As intoxicacGes alimentares sdo
causadas pela ingestdo de enterotoxinas produzidas nos alimentos por algumas cepas de S.
aureus, em geral porque o alimento ndo foi mantido quente (60°C ou mais) ou frio o
suficiente (7,2°C ou menos) ficando na faixa de temperatura de crescimento da bactéria que
guando alcanca a populacdo de 10° células por grama sintetiza a toxina (FORSYTHE, 2013).

Os sintomas da intoxicacao estafilocdcica aparecem geralmente dentro de 4 horas apds
a ingestdo dos alimentos contaminados, embora intervalos de 1 a 6 horas tenham sido
relatados. Os sintomas sdo nausea, cdibras abdominais, diarreia, dor de cabeca, sudorese,
prostracdo, algumas vezes uma queda na temperatura corporal e geralmente tém duracdo de
24 a 48 horas e a taxa de mortalidade é bastante baixa ou nula. O tratamento usual para
pessoas saudaveis consiste em repouso e manutencao do balanco de fluidos (JAY, 2005).

Além de causar diferentes tipos de intoxicacdes, o S. aureus é o agente etioldgico
muito comum das infeccdes purulentas que atacam diferentes tecidos e 6rgdos. Pode ser a
causa de: furanculo, carbinculo, abscesso, pneumonia, miocardite, endocardite, meningite e
artrite bacteriana (VERHOEFF et al., 1999; PEREIRA et al., 2004; GELATTI et al., 2009).

Possui alta versatilidade em adquirir resisténcia aos antimicrobianos, o que os tornou
uma preocupacao universal (RIBEIRO FILHO, 2000). Kuchenbecker et al. (2009) avaliando
resisténcias a antimicrobianos em isolados de S. aureus obtidos a partir de produtos de origem
animal observaram que 35,9% dos S. aureus isolados ndo apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos testados, enquanto 64,1% apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antimicrobianos testados. Todos os isolados foram sensiveis a gentamicina. As maiores

frequéncias de resisténcia foram observadas contra penicilina, norfloxacina, canamicina e
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tetraciclina. Os produtos de frango apresentaram (82,9%) dos isolados com resisténcia a pelo
menos um antimicrobiano.

Fleming et al. (2010) encontraram em amostras de queijo S. aureus resistentes a cinco
antibioticos: amicacina, ampicilina, canamicina, gentamicina e penicilina. Em razdo da
resisténcia aos antibidticos e seu amplo potencial infectante, hd necessidade urgente, ja
reconhecida pela OMS, da descoberta e/ou sintese de novos antibi6ticos para o tratamento de
S. aureus multirresistentes (SANTOS et al., 2007).

Palmeira et al. (2010) encontraram atividade antimicrobiana de extrato hidroalcéolico
de Anadenanthera macrocarpa (@angico) em cepas de S. aureus. Garcia et al. (2011)
encontraram em extratos hidroetandlicos de Bidens pilosa (picao-preto, planta toda), Psidium
guajava var. pomifera (goiabeira, casca da arvore), Hymenaea courbaril var. stilbocarpa
(jatoba, casca da arvore) e Pothomorphe umbellata (pariparoba, folhas) atividade
antibacteriana ou bactericida contra cepas de Staphylococcus aureus resistentes e sensiveis a
meticilina (MRSA e MSSA).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar o perfil fitoquimico e potencial antimicrobiano in vitro de extratos vegetais de
trés plantas medicinais coletadas no Estado do Tocantins sobre micro-organismos

frequentemente relacionados com toxinfeccdes alimentares.

3.2 Especificos

» Auvaliar a composicao fitoquimica de extratos brutos (aquosos e hidroalcoo6licos) de:
Parkia plathycephala Benth (fava-de-bolota), Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk
(guajara) e Lophantera lactescens Ducke (chuva-de-ouro).

» Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) dos extratos vegetais aquosos e hidroalcoolicos sobre os micro-

organismos Escherichia coli, Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

4.1.1 Coleta e identificacédo

Folhas e entrecascas foram os oOrgdos das plantas utilizadas neste estudo. Foram
coletadas no municipio de Palmas-TO, Brasil, em julho de 2015 para as espécies Parkia
plathycephala Benth (22L 0789026, UTM 8873546) e Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk (22L
792144, UTM 8873322) e em setembro de 2015 para a espécie Lophanthera lactescens
Ducke (22 L 0791650 UTM 8870140). Para cada espécie de planta foram coletados materiais
de trés exemplares, totalizando trés repeticdes por espécie vegetal. As espécies foram
identificadas pelo curador Dr. Rodney Haulien Oliveira Viana e uma exsicata de cada espécie
foi depositada no Herbario Tocantins (HTO) situado no NEAMB (Nucleo de Estudos
Ambientais), Campus de Porto Nacional da Universidade Federal do Tocantins sob 0s
seguintes numeros de registros: HTO 10.951 - Parkia platycephala Benth, HTO 10.949 -
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk e HTO 10.950 - Lophantera lactescens Ducke.

4.1.2 Preparo do material vegetal

Apds a coleta os 6rgdos vegetais foram encaminhados para a Universidade Federal do
Tocantins, Laboratorio de microbiologia ambiental e biotecnologia no Campus de Palmas,
para dar prosseguimento a pesquisa. Primeiramente, as folhas foram lavadas para retirar as
sujidades, sanificadas por imersdo em solucdo clorada a 100 ppm por 10 minutos, enxaguadas
e por ultimo um enxague com agua destilada, colocadas para escorrer o excesso de dgua sobre
bandejas de aco inoxidavel com furos, em sala refrigerada e, entdo, levadas para secagem em
estufa com circulacdo de ar a 48°C até ficarem quebradicas. As entrecascas foram raladas e
colocadas para secar também em estufa a 48°C. Apds a secagem cada 6rgdo vegetal foi
triturado individualmente em liquidificador e armazenados em frascos de vidro estéreis
hermeticamente fechados sob o abrigo da luz dentro de caixas de papeldo até a elaboracéo dos
extratos (JUNQUEIRA et al., 2007) com modificacOes. Para cada orgdo vegetal foram

elaborados dois tipos de extratos (aquoso e hidroalcoolico).
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4.1.3 Obtencdo dos extratos aquosos

Para a elaboracdo do extrato aquoso foi utilizada a metodologia de Junqueira et al.
(2007) com modificacBes. Os pos obtidos a partir das folhas e entrecascas secas e moidas
foram diluidos a concentracdo de 10% (m/v) em agua tipo 1 (deionizada) esterilizada,
deixados macerar dentro de béqueres envoltos em papel aluminio para evitar a entrada de luz,
em temperatura ambiente com agitacdo ocasional por 48 horas. Apos o periodo de maceragao
os extratos foram filtrados a vacuo em funil de Blichner, congelado e liofilizado. Os extratos
liofilizados foram acondicionados em frascos de polietileno, tampados, vedados com

parafilme e armazenados sob refrigeracdo (2-8°C) até 0 momento da sua solubilizacéo.

4.1.4 Obtencdo dos extratos hidroalcodlicos

Para a elaboracdo do extrato hidroalcoolico foi utilizada a metodologia de Junqueira et
al. (2007) com modificagdes. Os pos obtidos a partir das folhas e entrecascas secas e moidas
foram diluidos a concentracdo de 10% (m/v) em &lcool 70%, deixados macerar dentro de
béqueres envoltos em papel aluminio para evitar a entrada de luz, em temperatura ambiente
com agitacdo ocasional por 7 dias. Apos o periodo de maceracdo os extratos foram filtrados a
vacuo em funil de Buchner, eliminado o solvente sob pressdo reduzida em rotaevaporador a
50°C e, posteriormente, concentrado em banho-maria a 40°C. Os extratos foram
acondicionados em frascos de vidros hermeticamente fechados envoltos com fita aluminio e

armazenados sob refrigeracdo (2-8°C) até 0 momento da sua solubilizacéo.

4.2 Triagem fitoquimica dos extratos vegetais

As analises de triagem fitoquimica dos extratos vegetais foram realizadas de acordo
com a metodologia proposta por Matos (1988), baseada em avaliagdo qualitativa de detecgéo
dos metabdlitos secundarios. Todas as analises foram realizadas com trés repeticbes e em

triplicata.

4.2.1 Identificagio de Acidos Organicos
Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 3 mL de &gua destilada, em seguida,
adicionou-se gotas do Reativo de Pascova e foi observada a reacdo, descoloracdo indica a

presenca de acidos organicos.
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O Reativo de Pascova consistiu na mistura 1:10 das solucGes B (1 parte) e A (9
partes), que foram preparadas no momento da andlise, devido a sua estabilidade ser de 5 a 10
minutos.

A solugdo “A” foi preparada diluindo-se 0,075 g de verde de bromocresol e 0,259 de
azul de bromofenol em 100 mL de etanol. Para a solu¢ao “B”, foram diluidos 0,25g de

permanganato de potassio e 0,259 de carbonato de sddio em 100 mL de agua destilada.

4.2.2 Identificacdo de Taninos
Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 10 mL de &gua destilada e, em
seguida, foi adicionada uma gota de cloreto férrico a 1%. Observou-se a mudanca de

coloracdo ou formacao de precipitado, que indicam reacao positiva para a presenca de taninos.

4.2.3 Identificacdo de Catequinas

Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 3 mL de metanol, em seguida, foi
adicionado 1 mL de solucdo aquosa de vanilina a 1% e 1 mL de &cido cloridrico concentrado.
O surgimento de uma coloracdo vermelha intensa na solucédo indica reacdo positiva para a

presenca de catequinas.

4.2.4 ldentificagdo de Flavonoides

Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 3 mL de metanol, em seguida, foram
adicionadas cinco gotas de acido cloridrico concentrado e um centimetro de fita de magnésio.
Observada a mistura o surgimento de uma coloragdo résea na solugdo indica reagdo positiva

para a presenca de flavondides.

4.2.5 Identificacdo de Glicosideos Cardioativos

Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 4 mL de metanol e a solugéo
separada em duas porc¢des de 2 mL (tubos 1 e 2).

Posteriormente, algumas gotas do reativo de Kedde foram adicionadas ao tubo 1,
observando-se a formagéo de uma coloracgdo azul ou violeta, que indica reagdo positiva.

No tubo 2, foram adicionados 3 gotas da solugéo de nitroprussiato de sodio a 5% em
agua destilada e trés gotas de hidroxido de sodio 2M. Observado no tubo 2 a formacédo de uma
coloragéo roxa intensa, indica reagao positiva.

O reativo de Kedde foi preparado no momento de realizagdo do teste, misturando-se a

solucdo A e B com as seguintes composigoes:
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Solucédo A: 2g de 3,5-dinitroacidobenzdico para 50 mL de metanol;
Solucdo B: 5,79 de hidroxido de potéssio para 100 mL de metanol.

4.2.6 Identificacdo de Sesquiterpenlactonas e outras lactonas

Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 2 mL de metanol, em seguida, foi
adicionado de duas gotas de cloridrato de hidroxilamina a 10% e 2 gotas de solugéo
metanolica de hidroxido de potéssio a 10%. Os tubos foram aquecidos suavemente, em
banho-maria, durante dois minutos, sendo resfriados e as misturas acidificadas com &cido
cloridrico 1M e adicionado de uma gota de cloreto férrico a 1%. Observado o surgimento de

uma coloragéo violeta, indica reagéo positiva.

4.2.7 Identificacdo de Azulenos

Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 1 mL de cloroférmio e a solugdo
concentrada até 0,5 mL em banho-maria. Em seguida, foi adicionado 2,5 mL do reativo de
Kaiser, sendo os tubos aquecidos em banho-maria durante cinco minutos. Depois de frios, 0s
tubos foram agitados com 10 mL de éter de petroleo e deixados em repouso para separagdo
das duas fases. Nos extratos que contém azulenos, a fase aquosa adquire a cor azul, porém se
as concentragdes forem muito pequenas, obtém-se coloragdes esverdeadas.

O reativo de Kaiser foi preparado dissolvendo-se 0,259 de p-
Dimetilaminobenzaldeido na mistura de 47 mL de &cido acético glacial (PA), 3,6 mL de &cido

fosforico concentrado a 85% e 20 mL de agua destilada.

4.2.8 ldentificacdo de Carotendides
Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 3 mL de cloroférmio e, em seguida,
acrescentado gotas de acido trifluroacético. O aparecimento de coloracdo azul na solucdo é

indicativo da presenca de carotendides.

4.2.9 Ildentificacdo de Esterois e Triterpendides

Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 3 mL de cloroférmio e, em seguida,
adicionado de 2 mL de anidrido acético. Os tubos foram agitados suavemente, com a
subsequente adicdo de 1 mL de acido sulfdrico concentrado. No caso de reagdo positiva,

observa-se uma sucessao de cores, do azul ao verde persistente.
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4.2.10 ldentificacdo de Derivados da Cumarina

Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 5 mL de éter etilico, com
subsequente evaporacdo do éter, em banho-maria, até 0,5 mL. Em papel de filtro, foi aplicado
gotas da solucdo etérea, de modo a formar duas manchas de 1 cm de didmetro cada. A uma
delas adicionou-se uma gota de hidréxido de sédio 1M. A metade da mancha foi coberta com
papel escuro e o papel exposto a luz ultravioleta. O surgimento de fluorescéncia azul na parte

exposta da mancha indica reacdo positiva.

4.2.11 ldentificacdo de Saponinas

Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 1 mL de etanol 80% e diluidos até
15 mL com &gua destilada. A mistura foi agitada vigorosamente durante alguns minutos em
um tubo de ensaio fechado. Se a camada de espuma formada permanecer estavel por mais de

meia hora, o resultado € considerado positivo para saponina.

4.2.12 Identificacdo de Alcaloides

Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 4 mL de &cido cloridrico a 5%. Em
sequida, a solucdo foi separada em trés por¢des de 1 mL em tubos de ensaio, adicionando-se
gotas dos reagentes: Bouchardat — formacéo de precipitado laranja avermelhado; Dragendorff
- formacéo de precipitado vermelho tijolo e Mayer - formacéo de precipitado branco.

A formacao de precipitacdo indica reagdo positiva.

O reativo de Bouchardat foi preparado com a dissolucdo de 4g de iodeto de potéssio e
2 g de lodo em 100 mL de agua destilada.

O reativo de Dragendorff foi preparado a partir da mistura das solucdes A e B, em
frasco escuro, com as seguintes composicdes:

Solucéo A (0,85 g de subnitrato de bismuto em 10 mL de acido acético, completando-
se 0 volume para 40 mL de &gua destilada);

Solucdo B (8g de iodeto de potassio em 20 mL de agua destilada);

O reativo de Mayer foi obtido pela mistura das solugbes A e B com as seguintes
composicoes:

Solugéo A (1,36 g de bicloreto de mercurio em 60 mL de agua destilada),

Solucédo B (5g de iodeto de potassio em 10 mL de &gua destilada).
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4.2.13 ldentificagdo de Antraquinonas
Dois miligramas do extrato foram dissolvidos em 3 mL de benzeno, adicionando-se
em seguida 2 mL de hidréxido de aménio a 10% com agitacdo suave. Observada a formacéo

de uma coloracdo rosea, vermelha ou violeta na fase aquosa, indica reagdo positiva.

4.3 Atividade antimicrobiana

Esta fase do estudo foi realizada no Laboratdério de Microbiologia de Alimentos, Setor
Produtos, do Laboratério Central de Saude Publica do Estado do Tocantins (LACEN/TO) da

cidade de Palmas.

4.3.1 Preparo das solugdes de extratos

Os extratos obtidos foram solubilizados em solucdo de Dimetilsulféxido (DMSO) a
1% na concentracdo de 25 mg/mL, solucdo estoque, homogeneizado em banho ultrassénico
até sua completa dissolucdo, filtrados em membrana de 0,22 um estéril armazenados em

geladeira até os experimentos (SIMONETTI, 2015) com adaptacdes.

4.3.2 Obtencdo e manutencédo das cepas testadas

Os micro-organismos de referéncia utilizados neste trabalho foram as bactérias
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 obtidas da Bacterioteca do Laboratorio Central de Sadde Publica
do Tocantins, fornecidas pelo INCQS/FIOCRUZ (Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude). As cepas estavam armazenadas sob congelamento a —70°C em caldo
Brain Heart Infusion (BHI) com 20% de glicerol. Para reativacdo foram repicadas em Agar
nutriente e incubadas por 24 horas a 35°C. Posteriormente, foram repicadas para tubos de
Agar nutriente inclinado incubadas por 24 horas a 35°C e armazenadas em geladeira a

temperatura de 2-8°C até o momento de preparo e padronizagdo para os testes.

4.3.3 Preparo e padronizagédo da suspensdo bacteriana

Para o preparo do inoculo, as culturas em tubo de &gar nutriente inclinado mantidas
em geladeira foram repicadas para placas de agar Mueller Hinton e incubadas por 24 horas a
35°C. Entdo, foi feita uma suspensdo direta de col6nias em uma solucgdo salina 0,85% estéril,

ajustada a turbidez com a escala 0,5 de McFarland, seguida de leitura espectrofotométrica a
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625 nm até obtencdo de absorbancia entre 0,08 a 0,10 (1,0 x 10 UFC/mL). Em seguida, a
suspensdo foi diluida em caldo Mueller Hinton (CMH) na proporcdo 1:10 para obter-se a
concentragdo de 1,0 x 10’ UFC/mL, utilizada nos ensaios (NCCLS, 2003).

4.3.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima foi determinada pela técnica de microdiluicdo em
caldo segundo a metodologia descrita ha norma M7-A6 do National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2003).

A montagem do teste consistiu primeiramente na distribuicdo de 100 pL de CMH nos
pocos de uma placa de microdiluicdo, em seguida, 100 uL de extrato, solugdo estoque a
25mg/mL aos poc¢os da primeira linha A, homogeneizacao e retirada de 100 pL de cada poco
da linha A para a linha B e, assim sucessivamente, até os pocos da linha H, do qual foi
retirado 100 pL e descartados. Assim, foram realizadas 8 dilui¢cdes de cada amostra obtendo-
se concentragdes finais de extrato de: 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19 e 0,09 mg/mL.
Logo apés, foi adicionado 5 pL de inoculo da suspenséo padréo ajustada a 1,0 x 10" UFC/mL
em cada orificio da microplaca homogeneizando o inoculo com o meio. As microplacas foram
vedadas com parafilme e incubadas a 35°C por 24 horas. Foram realizados também os
seguintes controles: controle negativo (meio de cultura, solvente DMSO a 1% e inoculo),
controle positivo (meio de cultura, antibiético cloranfenicol a concentracdo de 1000 a 7,81
pug/mL e inoculo), controle de crescimento (meio de cultura com inoculo e sem antibiotico ou
extrato) e controle de esterilidade do caldo (CMH sem o micro-organismo).

Os experimentos foram realizados com trés repetices e em triplicata, sendo que em

cada microplaca foram testados 3 extratos em triplicata, conforme Figura 04.
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OCulu.tm 1 a 3: Extrato + CMH + bactérias .Cﬂlu.tm 11: Controle positive + CMH + bactérias
.Cﬂlu.tm 4 a6: Extrato + CMH + bactérias .Cnlu.tm 12: Controle de esterilidade do CMH

.Cﬂlu.tm T a9 Extrato + CMH + bactérias .Cﬂlu.tm 12: CMH + bactérias

OC&lu.tm 10: Controle solvente+ CMH + bactérias

Figura 4. Esquema de distribuigdo e diluigdo seriada dos extratos vegetais na microplaca de
96 pocos.

4.3.5 Leitura com revelador resazurina

Decorrido o periodo de incubacdo foram adicionados em cada orificio da microplaca
30 uL de resazurina a 0,03% (m/v) estéril com o objetivo de verificar por meio de leitura
visual em quais pogos houve crescimento bacteriano. Ap6s aplicacdo do corante revelador as
placas foram reincubadas por 1 hora ou 0 tempo necessario para a viragem do corante e entao
realizada a leitura, mostrando que a presenca de cor azul representava auséncia de
crescimento e de cor rosa, presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002) com
modificagdes. Foi considerada como CIM a menor concentragdo do extrato capaz de inibir o

crescimento microbiano.



34

4.3.6 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima, a partir dos po¢os onde ndo
houve crescimento bacteriano visivel no teste da CIM, foi retirada uma aliquota de 10 pL e
inoculada na superficie de agar Mueller Hinton estéril. As placas foram incubadas a 35°C e
apos 24h foi definida a CBM como a menor concentracdo do extrato em estudo na qual ndo
houve crescimento de coldnias na superficie do meio de cultura (morte do inoculo)
(SANTURIO et al., 2007). Os ensaios de CBM foram realizados em triplicata.

A interpretacdo dos resultados consistiu: nas placas onde houve crescimento do micro-
organismo o extrato possui acdo bacteriostatica e naquelas onde ndo houve crescimento

microbiano o extrato tem acgdo bactericida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise fitoquimica

A anélise fitoquimica permite avaliar qualitativamente a composicdo dos extratos em
estudo. Na Tabela 1 apresenta-se 0 resultado expresso em presenca ou auséncia dos
compostos bioativos pesquisados nos extratos aquosos e hidroalcodlicos dos 6rgdos vegetais

das diferentes plantas avaliadas.

Tabela 1. Resultado da triagem fitoquimica realizada nos extratos brutos das espécies
vegetais Parkia platycephala Benth, Pouteria ramiflora (Mart) Radlk e Lophanthera

lactescens Ducke

P. platycephala P. ramiflora L. lactescens
Compostos fitoguimicos Folha Entrec. Folha  Entrec.  Folha  Entrec.
EA EH EA EH EA EH EA EH EA EH EA EH
Acidos organicos + + +  + o+ + o+ o+ + o+ o+ o+
Alcalbides - .o - -
Antraquinonas - - - - - -+ o+ - - + +
Azulenos - - - - - - - - - ; - .
Carotendides - - - - - - - - - - i -
Catequinas + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - - + +
Cumarinas - - - - - - - - - - . i
Esterdis e Triterpenoides - - ... - -
Flavonoides - - = - - - - - - , - .
Glicosideos cardioativos - - - e .o - -
Saponinas + 0+ o+ o+ o+ o+ A -+ o+ o+
Sesquiterpenlactonas e + + + 4+ o+ -+ 4+ - - + +
outras lactonas
Taninos + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 +

EA - Extrato aquoso; EH - Extrato hidroalcodlico; + presenca; - auséncia; +/- tracos; Entrec.: entrecasca.

Pode ser observado na Tabela 1 que todas as espécies vegetais nos diferentes tipos de
extratos apresentaram acidos organicos em sua composicdo. Isso corresponde ao fato de ser
um composto encontrado em todo o reino vegetal e que desempenha importante papel no
metabolismo primario da planta, como a fotossintese e a respiracdo (FERRO, 2006).

O composto antraquinonas foi obtido apenas nos extratos da entrecasca, com excecao
da espécie Parkia platycephala que ndo houve. Lima et al. (2006) também obteve resultado
semelhante encontrando esse composto somente nos extratos da casca de S. terebenthifolius
Raddi.
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Os compostos taninos e saponinas foram encontrados em todos os extratos avaliados,
substancias essas que sob o aspecto de investigacdo de atividade antimicrobiana sdo
consideradas muito importantes, por apresentarem esse potencial confirmado (LEWIS;
AUSUBEL, 2006; COWAN, 1999).

Para a espécie Parkia platycephala os diferentes tipos de extratos apresentaram iguais
classe de compostos fitoquimicos, até mesmo com o&rgdos vegetais diferentes. Udobi;
Onaolapo (2009) na andlise fitoquimica de extratos da folha, casca do caule e raiz de Parkia
biglobosa na Africa observaram esse mesmo comportamento quando avaliaram a fracdo
aquosa obtida dos extratos metanolicos. J& quando avaliaram fragfes com solventes apolares
obtiveram somente uma classe de metabolitos secundarios, alcaloides para a fracdo com
cloroférmio, o que nao foi extraido com o solvente polar. Isso confirma os taninos e saponinas
serem extraidos com os dois tipos de solvente utilizados neste trabalho, por serem polares.

Para algumas plantas do género Parkia alguns autores encontraram 0s seguintes
metabolitos secundarios: glicosideos cardioativos, taninos, saponinas, flavonoides (UDOBI;
ONAOLAPO, 2009; UDOBI; ONAOLAPO, 2012; ADARAMOLA et al., 2012; EL-
MAHMOOD; AMEH, 2007; ABIOYE et al., 2013). Além desses, alguns relataram a presenca
de alcaldides e esterdis (EL-MAHMOOD; AMEH, 2007; ABIOYE et al., 2013;
AJAIYEOBA, 2002), até antraquinonas foram identificadas, (ADARAMOLA et al., 2012).
Entretanto, Ajaiyeoba (2002) foi o Gnico que ndo encontrou saponinas.

Para as espéecies da familia Sapotaceae é citada a ocorréncia de flavondides e
triterpenos. Os flavondides sdo apontados como marcadores quimiotaxonémicos para o
género Pouteria, com maior frequéncia nas folhas e os triterpenos, encontrados além das
folhas, nos demais 6rgdos (SILVA et al., 2009). Também é relatada a presenca de alcaldides,
benzendides e fenilpropandides (MONTENEGRO et al., 2006).

Oliveira et al. (2014), avaliando a composi¢do fitoquimica de cascas de P. ramiflora
encontraram compostos fendlicos, taninos, antraquinonas, cumarinas, esteroides, triterpenos,
saponinas, glicosideos cardioativos e alcaloides. Silva (2007), além de isolar triterpenos
pentaciclicos das folhas de P. ramiflora, coletadas em Brasilia, encontrou também
flavonoides e atribuiu a este composto a atividade antioxidante encontrada no extrato
etandlico.

Em outras espécies do género Pouteria, tais como P. campechiana, P. sapota e P.
viridis foram identificados nos frutos dentre outros constituintes quimicos galocatequina,

catequina, epicatequina e galatocatequina (MA et al., 2004), corroborando com a presenca de
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catequinas encontrada nos extratos deste trabalho, visto que as plantas foram coletadas na
época de sua floracdo ou frutificacao.

Para a espécie L. lactescens Ducke estudo realizado por Abreu et al. (1990) mostrou
que ja foram isolados esterdides e um triterpendide de sua madeira. Em estudo realizado com
espécies da familia Malpighiaceae, foram identificados flavonoides, catequinas e taninos
quando utilizado solvente polar (MICHELIN et al., 2008), esses dois Ultimos compostos
foram encontrados na espécie deste trabalho.

As diferencas nos resultados de compostos fitoquimicos encontrados neste trabalho em
relacdo aos de outros autores € explicada pelo fato de que a constituicdo quimica de espécies
vegetais pode ser influenciada qualitativamente e quantitativamente por variagfes climaticas,
geograficas entre outras (NASCIMENTO et al., 2008).

E sabido que inGmeras atividades biologicas sdo atribuidas aos compostos
fitoquimicos, propriedades essas que foram elucidadas por meio do estudo desses compostos
na sua forma isolada dos extratos brutos das plantas. Diferentemente do que ocorre com 0s
medicamentos, em que 0s Seus principios ativos estdo presentes na forma pura, isolada e
concentrada, nos preparados fitoterapicos, assim como, nos extratos brutos todos 0s seus
constituintes quimicos estdo presentes na formulagdo e frequentemente com interacdes entre
eles, sejam por sinergismos ou antagonismos (FERRO 2006).

Diante disso e baseado nos tipos de compostos fitoquimicos encontrados nos
extratos brutos das plantas avaliadas neste trabalho algumas atividades biologicas podem ser
atribuidas ao seu uso, embora pesquisas mais aprofundadas devam ser realizadas para avaliar
quais as substancias presentes da classe desses compostos possam ser responsaveis pelo efeito
farmacoldgico. Os extratos deste trabalho possuem possibilidade de uso para fins de atividade
antifdngica, antibacteriana, antiviral, antioxidante, hipocolesterolemiante, diuréticas,
expectorantes, antiinflamatéria, cicatrizante, anti-hemorragico, hipotensor, laxativo e/ou
antidiarréico, com excecdo dos extratos elaborados das folhas de L. lactescens Ducke,
possuem tambeém acdo antitumoral, anti-malarica e reducdo da gordura corporal
(CHATURVEDI, 2011; LAMARAO; FIALHO, 2009; JAIMES, 2006; FERRO, 2006;
SOUZA et al., 2007). Além desses, 0s extratos das entrecascas das espécies P. ramiflora e L.
lactescens Ducke por apresentar antraquinonas na sua formula, podem ter atividade laxativa e
antimicrobiana, com potencial utilidade contra formac&o de biofilmes e inibicdo de atividade
hemolitica de S. aureus (FERRO, 2006; TSAFFACK et al., 2009; LEE et al., 2016).
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5.2 Atividade antimicrobiana

Os resultados de atividade antimicrobiana dos extratos vegetais obtidos neste estudo
estdo apresentados na Tabela 2. Os controles negativos e de crescimento, assim como 0
controle positivo e de esterilidade do meio de cultura responderam aos resultados esperados,
ndo havendo atividade para os dois controles citados primeiramente e com atividade

antimicrobiana para o controle positivo e comprovada a esterilidade do meio de cultura.

Tabela 2. Concentracdo Inibitéria Minima (mg/mL) e Concentracdo Bactericida Minima
(mg/mL) dos extratos de Parkia platycephala Benth, Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk e

Lophanthera lactescens Ducke

Parte da Micro-organismos
Planta planta § E. coli S. Typhimurium S. aureus
WECIM CBM CIM CBM CIM CBM
P. platycephala  Folha EA - - - - 1,56 3,12
EH - - - - 1,56 1,56

Entrecasca EA 12,5 12,5 12,5 0,78 1,56

EH 12,5 - 12,5 12,5 0,78 1,56

P. ramiflora Folha EA - - - - 0,78 1,56
EH - - - - 1,56 3,12

Entrecasca EA - - - - 1,56 3,12

EH - - - - 0,78 1,56

L. lactescens Folha EA - - - - - -
EH - - - - - -

Entrecasca EA - - - - 1,56 3,12

EH - - - - 1,56 1,56

EA - Extrato aquoso; EH - Extrato hidroalcodlico; CIM - Concentracgdo Inibitéria Minima; CBM - Concentragdo
Bactericida Minima; - : ndo determinado na faixa de concentragdo testada.

Os resultados obtidos mostram que os extratos das folhas da L. lactescens Ducke
foram os Unicos que ndo apresentaram atividade contra nenhum dos micro-organismos
testados nas condi¢Oes deste estudo.

Em relacdo aos tipos de extratos observou-se que os hidroalcoolicos foram os mais
potentes, com excecdo para a entrecasca da P. platycephala, que obteve o mesmo
comportamento em relacdo ao aquoso e da folha da P. ramiflora em que o extrato aquoso se
sobressaiu ao hidroalcodlico. Sanches et al. (2005), avaliando extratos de Psidium guajava L.
também encontraram maior atividade nos extratos hidroalcodlicos e na casca do caule para S.

aureus corroborando com os resultados deste trabalho.



39

Dentre os micro-organismos avaliados o S. aureus foi 0 que se apresentou mais
sensivel aos extratos, sendo a Unica bactéria a ser inibida também pelos extratos elaborados
das folhas. Para essa bactéria os extratos que apresentaram melhor potencial antimicrobiano
com CIM de 0,78 mg/mL e CBM de 1,56 mg/mL foram os extratos aquoso e hidroalcodlico
da entrecasca da P. platycephala, o aquoso da folha e o hidroalcodlico da entrecasca da P.
ramiflora. Quanto a espécie L. lactescens Ducke o extrato hidroalcodlico da entrecasca foi o
que apresentou melhor efeito contra S. aureus, uma vez que obteve valor de CBM 1,56
mg/mL.

Contra S. Typhimurium somente os extratos da entrecasca da P. platycephala
apresentaram atividade, com CIM e CBM de 12,5 mg/mL. E. coli apresentou CIM de 12,5
mg/mL, também somente para 0s extratos da entrecasca da P. platycephala, mas nao
apresentou CBM nas concentragdes testadas.

Varios estudos confirmam os resultados encontrados neste trabalho sobre maior
sensibilidade de S. aureus aos extratos vegetais (SILVA, 2007; SILVA, 2010; ARAUJO et
al., 2015). Segundo Bylka et al. (2004) a camada de peptidoglicano na parede celular das
bactérias Gram-positivas € mais espessa, enquanto que nas Gram-negativas € mais fina. Além
disso, as Gram-negativas apresentam duas membranas, sendo uma delas externa ao
peptideoglicano. Estas diferengas estruturais resultam em diferentes susceptibilidades a uma
variedade de antibidticos que tem as estruturas de contorno celular como sitios de acéo.

Aliado a isso, com excecdo dos extratos da folha de L. lactescens Ducke, todos os
demais extratos apresentaram o composto catequina em sua composicdo (Tabela 1), varios
estudos tem constatado que as bactérias Gram-positivas apresentam maior sensibilidade a esse
composto (HISANO et al., 2003; TAGURI; TANAKA; KOUNO, 2004). Silva (2013)
relacionou a atividade antimicrobiana de E. dysenterica frente a cepas Gram-positivas a
presenca de catequinas, composto majoritario encontrado no extrato.

As sesquiterpenlactonas encontradas nos extratos deste trabalho (Tabela 1) também ja
foram atribuidas atividade antimicrobiana. Segundo Chaturvedi (2011) varios estudos
testando esses compostos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, mostraram que
ambas podem ser inibidas e que dependendo do composto que compde essa classe, as Gram-
positivas se mostram mais sensiveis. Algumas classes de sesquiterpenlactonas ja mostraram
atividade até contra S. aureus sensivel e resistente a meticilina, assim como também contra
Mycobacterium tuberculosis e Corynebacterium diptheriae.

Farias et al. (2013) estudando o extrato etandlico de sementes de Parkia platycephala

sobre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Salmonella choleraesuis ndo detectaram
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atividade antimicrobiana. Entretanto, neste trabalho, as folhas e, em especial, a entrecasca
dessa espécie apresentaram atividade antimicrobiana nos dois tipos de extratos avaliados, o
gue mostra serem esses 0rgaos vegetais a parte promissora da espécie.

Estudos com plantas do género Parkia realizados na Nigéria evidenciam o potencial
antimicrobiano que o género possui. Ajaiyeoba (2002) reportou atividade antimicrobiana de
extratos aquosos e etandlicos da folha de Parkia biglobosa e Parkia bicolor contra bactérias
gram-positivas (S. aureus e B. cereus), porém ndo encontrou atividade para as gram-negativas
(E. coli e P. aeruginosa), consoante com o resultado deste trabalho.

El-Mahmood e Ameh (2007), avaliando extratos aquosos e metandlicos da casca da
raiz de P. biglobosa encontraram atividade antimicrobiana, mas em concentragdes muito
elevadas de extrato. Os micro-organismos mais sensiveis foram S. aureus e K. pneumoniae
com CIM de 50 mg/mL, ja P. aerugenosa e E. coli mostraram-se bem mais resistentes com
CIM de 200 mg/mL.

Udobi e Onaolapo (2009), pesquisando extratos da folha, casca do caule e raiz de P.
biglobosa, encontraram atividade tanto contra bactérias gram-positivas quanto gram-
negativas. S. aureus mostrou-se 0 micro-organismo mais sensivel aos extratos, com CIM de
1,562 mg/mL para os extratos da folha e da casca do caule e CBM de 3,125 mg/mL somente
para a casca do caule. Por outro lado, a E. coli mostrou-se a mais resistente das bactérias, com
CIM de 25 mg/mL para os dois tipos de extratos citados anteriormente, ndo sendo encontrado
valor de CBM nas concentracdes testadas.

Udobi, Onaolapo e Abdulsalaam (2010) em estudo utilizando bioautografia na fracdo
aquosa do extrato metandlico da casca do caule de P. biglobosa identificaram quatro
compostos bioativos. Quando testados individualmente apresentaram boa atividade contra S.
aureus, pouca atividade contra P. aeruginosa e nenhuma atividade conta B. subtilis e E. coli.
Entretanto, eles observaram que quando os compostos foram testados combinados o efeito
antimicrobiano foi claramente maior sobre S. aureus. Assim eles sugerem que o efeito
antimicrobiano desse extrato contra outros micro-organismos, relatados em outros trabalhos,
se deva aos compostos ndo na sua forma isolada, e sim, associados. Nogueira (2012) com seus
estudos também obteve essa mesma conclusdo, que a atividade biolégica de extratos de
plantas é devido aos efeitos combinados e/ou sinérgicos de uma mistura complexa de
fitoquimicos.

Wink (2003) explica que os metabolitos secundarios estdo presentes em complexas
misturas constituidas por varios tipos estruturais. Esta estratégia garante uma interferéncia

com mais de um alvo molecular nos micro-organismos, aumentando a chance de inibi-lo.
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Segundo esse autor mesmo que a interacdo individual de um metabdlito secundério particular
possa ser inespecifica e fraca, a soma de todas as interagGes leva a um efeito substancial.

Abioye et al. (2013), encontraram atividade antimicrobiana em extratos da casca do
caule de P. biglobosa contra 15 micro-organismos. Para S. aureus CIM de 2,5; 5,0 e 10
mg/mL e CBM de 5,0 e 10 mg/mL para os extratos metanolicos, fragdes n-hexanico e aquosa
respectivamente. Para E. coli CIM de 2,5; 10 e 10 mg/mL e CBM de 5,0 mg/mL para a
mesma sequencia de extratos citada acima.

Em estudos com a Pouteria ramiflora, Nogueira (2012) encontrou valores de atividade
antimicrobiana bem abaixo dos valores encontrados neste trabalho. Esse autor obteve para S.
aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa e S. setubal valores de CIM de 125, 250, 500, 62,5 e
250 ug/mL, respectivamente. J& Silva (2013) pesquisando extrato etanolico da folha e
hexanico do caule encontrou atividade somente para S. aureus com uma concentracdo de
1000 pg/disco, muito maior que o valor deste trabalho.

N&o foi encontrado na literatura informagdes sobre atividade antimicrobiana de L.
lactescens Ducke, porém em estudos realizados com outras espécies da familia Malpighiaceae
mostraram que plantas dessa familia possuem potencial atividade contra micro-organismos
(MICHELIN et al., 2008; PEREIRA, 2011; PADUA et al., 2013).

De maneira geral, com os resultados obtidos neste trabalho, observou-se que as trés
espécies de plantas avaliadas tém potencial de uso para elaboragcdo de novos produtos com
atividade antimicrobiana, na farmacia com os antibioticos e antissépticos, em alimentos com

os aditivos e biofilmes.
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6 CONCLUSAO

As trés especies de plantas avaliadas apresentaram atividade antimicrobiana, sendo a
espécie Parkia platycephala Benth a que obteve um maior espectro de acdo, inibindo os trés
tipos de micro-organismos testados.

Quanto aos tipos de extratos, os extratos hidroalcoolicos obtiveram melhor potencial

ativo.
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