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RESUMO: A resisténcia microbiana a compostos quimicos convencionais e
demanda por tecnologias adequadas ao sistema de  producdo
organico/agroecolégico motivaram o desenvolvimento desta pesquisa na busca de
solugcBes antibacterianas originadas de extracdes vegetais. Os objetivos foram
realizar uma triagem fitoquimica e avaliar a atividade bioldgica dos extratos aquoso
(EA) e hidroalcoolico (EH) brutos de Jacaranda micrantha Cham. Com o teste de
suspensao quantitativo os extratos das folhas nas concentragdes de 50 mg/mL, 100
mg/mL e 200 mg/mL foram confrontados com as cepas Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Salmonella Choleraesuis ATCC 10708, e na de 10 g:100 mL (100
mg/mL) com isoladas em alimentos de origem animal: S. coagulase positiva (N=20)
e Salmonella spp. (N=20). As densidades populacionais de confronto (DP) foram
107, 106 e 105 UFC/mL, nos tempos de contato de 8 e 24 horas. A analise
fitoquimica qualitativa detectou a presenca de compostos fendlicos, taninos
condensados e flavonas tanto no EA quanto no EH, e de saponinas apenas no EA.
Foi praticamente inexistente a atividade antibacteriana do EA. J4 o EH, tomando
como referéncia a proporcdo 10:100, nas 24 h de contato inativou as duas cepas
padrées (excecdo da Salmonella na maior DP). Frente as isoladas, apresentou
melhor atividade sobre S. coagulase positiva reduzindo a DP ou inativando 70%
delas na 107, 95% na 106 e 100 % na 105 UFC/mL. As evidéncias mostram que
além das variaveis propor¢cdo massa: volume, densidade populacional e tempo de
confronto, caracteristicas intrinsecas dos géneros e dos individuos isolados
interferiram na atividade dos extratos. Concluiu-se que o EA pouco apresentou
atividade antibacteriana, e que o EH apresentou maior efeito microbioldgico frente
aos géneros confrontados.
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ABSTRACT: Microbial resistance to conventional chemical compounds, as well as
the demand for technologies which are appropriate for the organic/agro-ecological
production system, motivated this study, which sought antibacterial solutions
originating from vegetable extracts. The objectives were to undertake phytochemical
screening and assess the activity of the crude aqueous extract (AE) and
hydroalcoholic extract (HE) of Jacaranda micrantha Cham. Using the quantitative
suspension test, the extracts from the leaves, in the proportions 5 g : 100 mL, 10 g :
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100 mL and 20 g : 100 mL were tested against the strains Staphylococcus aureus
ATCC 25923 and Salmonella choleraesuis ATCC 10708, and at 10 g : 100 mL (100
mg/mL) with isolates in foods of animal origin: S. coagulase-positive (N=20) and
Salmonella spp. (N=20). The population densities (PD) confronted were 107, 106
and 105 CFU/mL, at contact times of eight and 24 hours. Qualitative phytochemical
analysis detected phenolic compounds, condensed tannins and flavones in the AE
and HE, and saponins in the AE alone. Antibacterial activity of AE was practically
nonexistent. For HE, however, with the proportion 10 : 100 as a reference, at 24
hours of contact, it deactivated the two standard strains (apart from Salmonella at
the greater PD). Regarding the isolates, it presented greater activity on coagulase-
positive S., reducing PD or deactivating 70% of them at 107, 95 % at 106 and 100 %
at 105 CFU/mL. The evidence shows that besides the variables proportion weight :
volume, populational density and confrontation period, intrinsic characteristics of the
genera and individual isolates had effects on the extracts’ activity. Conclusion: AE

had little antibacterial activity and HE had a greater microbiological effect.
Keywords: agroecology; antibacterial; antiseptic; disinfectant; plant extrats

INTRODUCAO

Os géneros bacterianos
Staphylococcus e Salmonella possuem
distribuicAo  mundial, apresentando

importédncia no ambito das doencgas
transmissiveis devido a frequéncia com
gue aparecem envolvidos como agentes
causais de infeccbes nos animais. Sao
consideradas patégenos
epidemiologicamente importantes, por
causarem enfermidades comuns
transmissiveis entre animais e seres
humanos (Acha & Szyfres, 1989), A
transmissdo pode ocorrer tanto por
contato direto entre 0s animais ou entre
animais e humanos, por contato com o
ambiente contaminado e mesmo atraves
do consumo de alimentos de origem
animal, principalmente carnes, ovos e
leite.

Na gestdo sanitaria das doencas
infecto-transmissiveis é necessario que
se adotem procedimentos sobre os
agentes morbigenos, no corpo do
animal, o que ¢é feito através da
antibioticoterapia, ou mesmo por
antissepsia. Quando eles estdo no
ambiente, em vida livre, adotam-se
procedimentos de higiene como a
desinfeccdo e a descontaminacao
(Guardabassi et al., 2010; Brasil, 2010).

Limitacdes no uso dos
antimicrobianos convencionais podem
ocorrer devido a resisténcia, seja

intrinseca ou adquirida, dos micro-
organismos (Maillard et al, 2012; WHO,
2012). Também, sistemas tecnoldgicos
de criacdo animal referenciados nos

modelos organico/agroecologico
demandam insumos e  recursos
sanitarios  veterinarios considerados
sustentaveis, renovaveis, para que

sejam usados em substituicio ou em
complementaridade aos produtos
convencionais (Brasil, 2011), o que
motiva a busca de novos compostos
antimicrobianos. Entre as alternativas
para superar essas limitacbes tem sido
proposta, entre outras, o uso de drogas
vegetais e de fitoterapicos, sendo que a
utilizacdo de extratos brutos facilitaria o
acesso de higienistas-sanitaristas ou de
clinicos a esses recursos.

O estudo da atividade
antimicrobiana de vegetais vem se
desenvolvendo como no trabalho
apresentado por Avancini e Wiest
(2008), que selecionaram 21 plantas
nativas do sul do Brasil com indicativo
etnografico medicinal, com énfase a.
etnomedicina veterinaria, etnosotaxia e
etnoterapéutica de doencas de pele. A
selecdo das plantas ocorreu pela
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informacgao de serem usadas
popularmente em doenca de pele por
serem "antibidticas". A triagem para
verificacdo da atividade  bioativa
antimicrobiana das solucdes aquosa e

hidroalcoolica dos vegetais
selecionados incluiu Jacaranda
micrantha Cham., tendo sido

demonstrada a acdo sobre cepas
padronizadas de Staphylococcus aureus
e Salmonella choleraesuis, o que serviu
de referéncia para a realizacdo da
investigagcdo que se esta apresentando.

Outros estudos etnograficos
relataram atividades etnofamacolégicas
atribuidas a essa arvore como para
“limpar o sangue" (Carvalho, 2004), e a
casca e as folhas para "uso em feridas"
(Fenner et al., 2006).

Sobre atividade antimicrobiana de
J. micrantha, além do trabalho de
Avancini e Wiest (op.cit.) encontrou-se
apenas mais dois. Um quando extrato
da planta foi confrontado também com
micro-organismos padroes, mas
nenhum frente isolados em situagcdes-
problema sanitérios ("de campo"). Silva
e Bauer (1983), a partir do extrato
cloroférmico das folhas isolaram um
fitoquinol. O composto isolado foi
testado pelo método de difusdo em
placa contra micro-organismos né&o
tendo promovido inibicdo dos fungos

Aspergillus niger ATCC 16404 e
Candida albicans ATCC 10231, mas
teve acdo sobre as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e S.
aureus ATCC 25923. O extrato
cloroférmio também foi testado com
respeito a suas atividades
antineoplasicas, obtendo-se resultados
negativos.

Outro relato de atividade biolégica
foi apresentada por Santos et al. (1999),
guando fracionaram o0 extrato da
madeira e casca e, guiados pelo
bioensaio de letalidade utilizando
Artemia salina e pela atividade
tripanocida, isolaram o0s constituintes
bioativos identificados como jacaranona

e uma mistura de estigmasterol e
sitosterol.

A familia botanica Bignoniaceae
esta distribuida mundialmente nas
regides tropicais, ocorrendo com grande
frequéncia no continente sul-americano.
E composta por 113 géneros, entre 0s
gquais se encontra o0 Jacaranda
(Carvalho et al.,, 2009). A Jacaranda
micrantha Cham. é conhecida
popularmente como “caroba”, de
ocorréncia no Paraguai, Argentina e
Brasil, onde encontra-se distribuido
desde o estado de Minas Gerais até o
Rio Grande do Sul (Sobral e Jarenkow,
2006). E uma éarvore de grande porte,
podendo ser empregada na construcao
civil, além de ser utilizada como planta
medicinal e para regeneracdo de areas
degradadas com a finalidade de
preservacdo permanente (Backes e
Irgang, 2002).

Uma revisdo sobre composicao
guimica e atividades bioativas do
género Jacaranda podem ser vistas em
Gachet e Schihly (2009). Os autores
anotaram a descricdo de 49 espécies e
8 subespécies com ocorréncia na
América do Sul, observaram que as
espécies do género possuem grupos
guimicos em comum, mas nem sempre
a mesma composicao quimica, e que
espécies diferentes promovem
atividades biol6gicas também diferentes.
Na publicacdo da revisdo que
realizaram, ndo foi informado nenhum
trabalho cientifico sobre J. micrantha.

Os objetivos deste estudo foram
realizar triagem fitoquimica dos extratos
aquoso e hidroalcodlico brutos das
folhas de J. micrantha a fim de verificar
grupos quimicos de  metabdlitos
secundarios presentes e avaliar a
atividade antibacteriana dessas formas
galénicas em diferentes proporgoes
massa das folhas da planta : volume do
solvente, frente cepas de
Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella spp. padrdes e isoladas em
produtos de origem animal.
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MATERIAL E METODOS

Amostra vegetal

A amostra de Jacaranda micrantha
Cham. foi um exemplar localizado no
Campus do Centro Universitario Vale do
Taquari  (Univates) municipio de
Lajeado (29° 26’ 33.81” S - 51° 57
12.56” O), regido Central do Rio Grande
do Sul. A coleta foi realizada no més de
novembro de 2012, quando em floragao.
A planta foi identificada botanicamente,
a partir de exsicata, pela Profd. Elisete
Freitas, do Departamento de Botanica
do Centro Universitario Univates, sendo
esta posteriormente encaminhada para
registro e deposito junto ao Herbério do
Instituto de Biociéncias/Departamento
de Botanica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre/RS/BR,
recebendo o numero de registro ICN
176815. Para todos os extratos foram
utilizadas folhas secas a temperatura
ambiente.

Extratos

Foi realizada uma triagem inicial
com as proporcBes massa de folhas :
volume de solvente (m : v) de 5g: 100
mL, 10 g : 100 mL e 20 g : 100 mL.
Essas proporcdes produziram
extratos/solucbes em concentracbes
que correspondem a 50 mg/mL, 100
mg/mL e 200 mg/mL, respectivamente.
No confronto com as bactérias isoladas,
unicamente a segunda proporcdo foi
usada.

O extrato aquoso bruto (EA) foi
preparado com agua destilada estéril,
levada a ebulicdo em fogo brando por
15 minutos, em frasco de Erlenmeyer
(com boca parcialmente coberta), e
posterior reconstituicdio do volume
(evaporado) inicial também com &gua
destilada estéril. Foi preparado sempre
no mesmo dia em que eram realizados
0s testes.

O preparo do extrato hidroalcodlico
bruto (EH) foi por maceragao
hidroalcodlica (tintura) com alcool etilico

de cereais em 70°GL. Apés o periodo
de 15 dias, o alcool foi retirado com
aparelho evaporador rotativo (Marca
Fisatom®, modelo 802 D), a
temperatura de 60°C, sob presséo
reduzida (Farmacopéia, 1959), com
posterior reconstituicdo do volume inicial
com agua destilada estéril.

Para o controle de esterilidade dos
extratos, uma aliquota de 0,1 mL de
cada foi inoculada em placas contendo
Agar TSA (Tryptic Soy Agar, OXOID®),
sendo espalhado sobre a superficie com
auxilio de uma alca de Drigalski e
posteriormente incubado a 36°C + 1°C,
por 24 horas.

Amostras bacterianas

As cepas padrdoes para triagem
foram Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Salmonella Choleraesuis ATCC
10708.

A Organizacdo Mundial de Saude
Animal, através do “Codigo de Saude
para Animais Terrestres” (OIE, 2012),
informa que o0 monitoramento da
atividade de antimicrobianos sobre
bactérias de origem animal pode ser
feita por coletas em diferentes etapas da
cadeia de producdo dos alimentos,
incluindo o processamento de produtos
de origem animal, em embalagens e
pontos de venda. Dessa forma, assim
como foi sugerido, coletaram-se as
cepas em produtos de origem animal
gue estavam aguardando a liberacdo
para a venda.

As cepas Staphylococcus
coagulase positva (N = 20) e
Salmonella spp. (N = 20) foram isoladas
em amostras de alimentos recebidas em
Laboratério de  Microbiologia de
Alimentos, com Acreditacdo da ISO
17025:2005. Foram  obtidas em
diferentes tipos de produtos de origem

animal (cortes de carnes, linguica,
farinha de carne, queijo, ovos, etc.) e
coletadas em dias diferentes assim
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como de empresas distintas para se
evitar a selecdo de possiveis clones.

Das cepas de Staphylococcus
coagulase positiva 60% eram de
produtos de origem avicola, 15% de
origem suina, 15% de origem mista e
10% bovina. Das cepas isoladas de
Salmonella spp, 40% eram de produtos
de origem suina, 35% avicola, 15%
bovina e 10% de origem mista.

Logo apos o isolamento as cepas
foram congeladas (-20°C) em criotubos
contendo caldo BHI (caldo de infuséo
cérebro e coragdo - OXOID®) e glicerol
(Vetec®), na proporgédo 1:1 mL.
Avaliacao da Atividade
Antimicrobiana

Foi usado o Teste de Suspenséao
Quantitativa para Avaliar Atividade
Bactericida  de Desinfetantes e
Antissépticos Quimicos, como descrito
no protocolo do Comité Europeu de
Padronizacdo (CEN) numero EN 1040:
2005 (fase 1) (BSI, 2006; Chojecka et
al.,, 2015), cuja modificacdo foi o
confronto dos extratos com diferentes
densidades populacionais bacterianas, e
nao com diferentes diluicbes geométrica
dessas solu¢cdbes como no protocolo
original.

A reativacdo bacteriana foi
realizada retirando 0,1 mL do caldo BHI
contido no criotubo e adicionado a outro
tubo contendo caldo BHI que foi
incubado a 36 £ 1 °C por 24h. Uma
aliquota de 0,1 mL foi inoculada em
superficie do agar TSA sendo
espalhado com auxilio de uma alca de
Drigalski e posteriormente incubado a
36°C + 1°C, por 24 horas.

A partir desta cultura foi realizada
a padronizagdo da densidade dos
indculos utilizando-se a escala padrao
0,5 de McFarland, resultando em
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL de
micro-organismos. Nos testes foram
utilizadas trés densidades populacionais
(DP) iniciais de confronto: 107 UFC/mL,
108 UFC/mL e 10° UFC/mL. Os tempos

de contato para leitura foram de 8 h e 24
h.

Depois de cada tempo de contato,
dos tubos de ensaio contendo 1 mL da
suspensao de bactérias e 9 mL das
solugbes extrato aquoso ou extrato
hidroalcodlico 1mL era retirado e
colocado em tubo de ensaio com 9 mL
de caldo BHI com solugao
neutralizadora (3% de polissorbato 80,
0,3% de lecitina e 0,1% de histidina)
onde permanecia por um periodo de
cinco minutos. Para cada tempo de
contato foi retirada uma aliquota de 0,1
mL, em duplicata, e inoculada por
espalhamento em superficie em placa
de Petri com agar TSA, incubando-se a
36°C + 1°C, por 24 horas. Apds o tempo
de incubacdo procedeu-se a leitura das
placas visando determinar o efeito
microbiolégico (EM). O EM (Reybrouck,
1998) é obtido quantificando o numero
de colbnias crescidas e verificando se
nao houve reducéo (s/r log) ou se houve
reducdo logaritmica (c/r log) ou mesmo
eliminacdo bacteriana total (I -
inativacdo) em relagdo a densidade
populacional inicial.

Ressalta-se que na contagem das
colénias, para as placas que
apresentaram crescimento maior que o
intervalo de precisdao do método (> 330
UFC), o resultado foi expresso como
sem atividade (ou sem reducdo da
densidade populacional - s/r log). As
leituras das placas que néao
apresentaram colénias foram
consideradas como inativagao total (1)
do micro-organismo testado.

Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica foi realizada
com adaptacdes a partir de Harborne
(1998), Simdes et al., (2002) e
Farmacopeia Brasileira (1988). Para
realizagdo das técnicas de triagem,
foram utilizados diretamente os extratos
vegetais no modo de uso dos utilizados
no teste de suspensdo quantitativa. A
escolha dos grupos fitoquimicos fez-se
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a partir de registros bibliograficos da
familia Bignoniaceae, principalmente de
espécies do género Jacaranda. Foram
selecionados para teste os compostos

fendlicos, taninos, flavonoides,
cumarinas, quinonas, saponinas e
alcaloides.

Compostos fendlicos

Realizou-se a extracdo dos
extratos vegetais, cerca de 20 mL, em
banho-maria fervente durante 30
minutos. Apos resfriamento, filtrou-se e
0 conteudo foi dividido em 3 tubos de
ensaio (A, B e C). No tubo A, foram
adicionadas de 3 a 5 gotas de uma
solucdo aquosa de cloreto férrico 1%. O
desenvolvimento de coloracdo verde ou
azul escura é indicativo da presenca de
compostos fendlicos. No tubo B, foram
adicionadas de 3 a 5 gotas de solucao
aguosa de hidréxido de potassio 3%. O
aparecimento ou intensificacdo da cor
amarela ou laranja é indicativo da
presenca destes compostos. O tubo C

foi utilizado como controle para
verificagdo da coloragdo inicial do
extrato.
Taninos

O processo de extracado foi
realizado como dos compostos fendlicos
e divididos em tubos. Preparou-se uma
solucdo aquosa de gelatina 1%. Aos
tubos denominados A, j& contendo o0s
extratos, foram adicionados 1 mL da
solucdo aquosa de gelatina. Na
presenca de taninos ocorre a formacéao
de turvagao ou precipitado.

Para a técnica de caracterizacéao,
primeiramente foi preparada uma
solucdo aquosa de cloreto férrico 1%,
apos foram adicionadas trés gotas desta
solugdo aos tubos denominados B,
contendo os extratos. Na presenca de
taninos hidrolisaveis ocorre 0
desenvolvimento de coloracdo azulada
e na presenca de taninos condensados
a coloracéo verde.

O tubo C foi utlizado como
controle para verificacdo da coloracao
inicial do extrato.

Flavonoides

ApoOs extracdo em banho-maria
fervente por 30 minutos, foi aguardado o
resfriamento do extrato e realizada a
filtracdo em papel filtro e posteriormente
realizada a extracdo, duas vezes, em
funil de separagéo utilizando 10 mL de
n-butanol. A evaporacdo da fracéo
butandlica foi realizada a secura em
capsula de porcelana, e retomado o
extrato em metanol (cerca de 10 mL).
Foi realizada entdo a transferéncia para
2 tubos de ensaio (A e B). No tubo A foi
adicionado 0,5 mL de acido cloridrico
concentrado e apés 0,1 g de magnésio
metélico. O desenvolvimento da
coloracéo laranja indica a presenca de
flavonas, a coloracdo violacea indica
flavanonas e a cor vermelha a presenca
de flavonais. O tubo B foi utilizado como
controle para a verificacdo da coloracéo
inicial do extrato.

Cumarinas

Para verificagdo de cumarinas, foi
realizado o aquecimento em tubo de
ensaio, de cerca de 10 mL dos extratos
em banho-maria fervente. O tubo foi
tampado com papel filtro previamente
impregnado e seco com uma solugéo
metandlica de hidroxido de potassio 5%.
Apés 10 minutos os papéis foram
expostos a luz ultravioleta (UV) de 365
nm. O desenvolvimento da fluorescéncia
azul e amarela indica a presenca de
cumarinas volateis.

Quinonas

Para o teste de quinonas extraiu-
se em banho-maria fervente durante 10
minutos, 10 mL dos extratos vegetais
com 5 mL de hidroxido de potassio 5%.
seguida foi realizada a extracdo com 5
mL de tolueno em funil de separagéo.
Separou-se em um béquer a fase
organica e adicionou-se 2 mL de
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solucdo de hidréxido de potassio 3%. O
desenvolvimento de coloracéo vermelha
indica a presenca de antraquinonas, a
coloracao violacea indica a presenca de
naftoquindides e o surgimento de
coloracdo azul indica a presenca de
benzoquindides.

Ja para verificar a presenca de
quinonas glicosidicas, ferveu-se em
banho-maria cerca de 10 mL dos
extratos vegetais com 10 mL de &cido
cloridrico 10% durante 15 minutos. Apés
resfriamento, filtrou-se e adicionou-se 5
mL de tolueno ao extrato. Separaram-se
as fases, e na fase organica foi
adicionado 2 mL do reagente de
Borntrager. O  aparecimento da
coloracdo vermelha na fase aquosa
indica a presenca de quinonas
glicosidicas.

Saponinas

Extraiu-se cerca de 10 mL de
extratos vegetais em banho-maria
fervente por 15 minutos. Apds o
resfriamento, filtrou-se e colocou-se em
um tudo de ensaio. O tubo foi agitado
vigorosamente durante 15 segundos, e
a altura da coluna de espuma formada,
foi medida com o auxilio de uma régua.
O desenvolvimento de espuma com
altura superior a 1 cm e persisténcia da
mesma apoés repouso de 15 minutos e
adicdo de acido cloridrico 10% indica a
presenca de saponinas.

Alcaldides

Foram diluidos aproximadamente
10 mL dos extratos vegetais em 20 mL
de metanol. Apds, esta solugdo foi
dividida igualmente em 3 tubos de
ensaio. Na sequéncia foram adicionados
em cada tubo, 5 mL de acido cloridrico
10%. Os mesmos foram aquecidos em
banho-maria (40°C) durante 30 minutos.
Apés o0 resfriamento, filtrou-se e
transferiu-se uma parte deste para um
vidro de reldgio, onde foram adicionados
gota a gota o0s seguintes reagentes de
deteccdo: Mayer, Dragendorff e

Wagner. O aparecimento de um
precipitado indica a presenca de
alcaldides.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do confronto dos
extratos com as cepas padroes
encontram-se nas Tabelas 1 e 2 Pode-
se observar que o extrato aquoso
exerceu praticamente nenhum efeito
microbiolégico seja sobre S. aureus
ATCC 25923 ou sobre S. Choleraesuis
ATCC 10708, no maximo promovendo
pequena reducao logaritmica,
independente da proporcdo m:v,
densidade populacional de confronto e
tempo de contato. Ja o0 extrato
hidroalcodlico agiu sobre as duas
cepas padroes seja reduzindo a
densidade populacional ou inativando
essas bactérias em todas as
proporcdoes testadas, tendo-se que
guanto menor a densidade
populacional e maior tempo de contato,
maior a atividade.

Tabela 1 - Atividade antibacteriana (Efeito
Microbiol6gico) do extrato aquoso bruto (EA) e
do extrato hidroalcodlico bruto (EH) das folhas
de Jacaranda micrantha Cham. (caroba), em
diferentes tempos de contato e proporcdes
planta volume, sobre densidades
populacionais da cepa padrdo Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Densidade 5g:100mL
populacional
de confronto

10g:100mL 20 g: 100 mL

Tempo Efefto Tempo Efeito Tempo Efeito
contato  Microbiologico contato  Microbiologico Contato  Microbioldgico
EA  8h sirlog EA  8h sirlog EA  8h sirlog
24n sirlog 24n sirlog 24n sirlog
16x107 gy g 2log EH  8nh 3log EH 8nh 5109
UFC/miL 24n 2log 24n Inativo 24n Inativo

1,5x 108 EA 8h s/r log EA 8h sirlog EA 8h sirlog
UFC/mIL 24n sirlog 24n 210g 24n sir log
EH 8h 4 log EH 8h inativo EH 8h inativo

24n 5log 24n Inativo 24h inativo

15x105 EA  8h 2log EA  8h 2log EA  8h 2log
UFC/mIL 24n 2log 24n 2log 24n 2log
EH  8h Inativo EH  8h Inativo EH  8h Inativo
24n Inativo 24n Inativo 24h Inativo
Cadigos: sir log: sem redugo; x log= reducao logaritmica; |- inativagao total

Os dados do confronto do extrato
aquoso (proporcao 10: 100) frente as
cepas isoladas em alimentos de origem
animal ndo estdo em tabelas, e serédo
apresentados a seguir. Os resultados
evidenciaram que o extrato aquoso, em
todas as proporgfes, pouco promoveu

reducdo das densidades populacionais
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agindo de modo semelhante ao
confronto com as duas cepas padrao.
Frente estafilococos mesmo na menor
densidade  populacional, de 10°
UFC/mL, no tempo de contato de 8 h,
em 75% das cepas ndo promoveu
reducdo logaritmica e em 25% 2 log, e
em 24 h 20% ndo apresentaram
redugéo, 55% reduziram 1 log, 15%
reduziram 2 log e 10% reduziram 3 log.
Frente as salmonelas, na mesma
densidade populacional e no tempo de
contato de 8 h, 90 % das cepas
reduziram 1 log e 10% 2 log, e no tempo
de 24 h 55% das amostras néo tiveram
reducdo, 40% reduziram 1 log e 5%
reduziram 2 log.

Tabela 2 - Atividade antibacteriana (Efeito
Microbioldgico) do extrato aquoso bruto (EA) e
do extrato hidroalcoolico bruto (EH) das folhas
de Jacaranda micrantha Cham. (caroba), em
diferentes tempos de contat o e proporcfes
planta:volume, sobre densidades populacionais
da cepa padrdo Salmonella Choleraesuis
ATCC10708.

Densidade
populacional
de confronto

5g:100 mL 10 g: 100 mL. 20 g: 100 mL.
Tempo Efeito Tempo Efeito Tempo Efeito
contato Microbioldgico contato Microbiologico contato  Microbioldgico

15x10"  EA  8h sirlog EA 8h sirlog EA 8h sir log

UFC/mIL 24h sir log 24n sirlog 24h sir log

EH  8h 1log EH 8h 2log EH  &h 2log
24n 3log 24n 410g 24n Inativo

15x10° EA  8h sir EA  8h sirlog EA  8h sir log
UFC/mIL 24n 11og 24n sirlog 24n 2logs
EH 8h 2log EH 8h 2log EH  8h Inativo

24n 4109 24n Inativo 24n Inativo

15x10° EA  8h sirlog EA  8h 1log EA  8h 11og
UFC/mL 24n 11log 24n 2log 24n 210g
EH 8h 2log EH 8h Inativo EH  8h Inativo

24h 1log 24h Inativo 24h Inativo
Cadigos: sir log: sem redugao; x log= reducao logaritmica I: inativagao total

A atividade do extrato
hidroalcoodlico (10:100) frente as cepas
isoladas pode ser verificado na Tabela
3, onde observa-se semelhanca quando
do confronto com as cepas padroes:
guanto menor a densidade inicial da
populacdo bacteriana e quanto maior o
tempo de contato, maior o numero de
cepas com reducdo logaritmica ou
inativadas. O maior percentual de cepas
com reducgdo logaritimica e inativadas
foi promovido frente a Staphylococcus
coagulase positiva.

Mas também se observa, lendo a
Tabela 3, que nem todas as cepas
isoladas sofrem acgao bactericida dos

extratos, de reducdo logaritmica ou de
inativagdo como ocorreu com as cepas
padrdes, exigindo esse fendmeno
melhor estudo para tentar explicar quais
fatores relacionados as unidades
experimentais podem ter determinado
esse resultado. Alias, esse resultado
alerta para 0 necessario cuidado
guando na escolha de insumos
sanitarios, sejam convencionais ou de
extracdo vegetal, posto que o registro
de produtos antimicrobianos é feito
baseado em confronto com cepas
padrdes o que exige, baseando-se nos
resultados obtidos, para cada situacao-
problema sanitario o monitoramento da
susceptibilidade e sensibilidade da
amostra presente.

Tabela 3 - Numero de isolados de
Staphylococcus coagulase positiva (N=20) e
Salmonella spp. (N=20) que sofreram reduc¢éo
logaritmica ou inativagdo total (Efeito
Microbioldgico), em diferentes densidades
populacionais microbianas e diferentes tempos
de contato, quando confrontados com o extrato
hidroalcodlico bruto (EH) das folhas de
Jacaranda micrantha Cham, na proporcéo de
10 g:100 mL

Confronto com Staphylococcus coagulase positiva (N=20)
1,5 10° UFCimL

1,6 x 107 UFCimL 1,5 x10° UFCimi

Tempo Efeito Tempo Efeito Tempo Efeito
contato  Microbioldgico contato  Microbioldgico contato  Microbiolégico

8h sirlog 13 8h sirlog 5 8h sirlog 0

crlog 7 criog 12 criog 12

Inativo 0 inativo 3 Inativo 8

EH  24h sirlog 6 EH 240 sirlog 1 EH  24nh sitlog 0
cirlog 13 dirlog 1" cirlog

Inativo 1 Inativo 8 Inativo 15

Confronto com Saimonelia spp. (N=20)
&h siriog 20 EL siriog 16 Bh siriog 0

cirlog 0 cirlog 4 cirlog 20
Inativo 0 Inativo 0 Inativo 0
EH  24h siriog 18 EH  24h sirlog 0 EH 24h sirlog 0
criog 2 driog 19 ciriog 19

Inativo 0 Inativo 1 Inativo 1

Cédigos: s/t log= nimero de isolados sem reducao logaritmica; O log=nimero de isolados com redugao logaritmica
X nimero de isolados inativos

Comparando, de modo descritivo,
a atividade do extrato hidroalcodlico
sobre as cepas isoladas Staphylococcus
coagulase positiva com a exercida sobre
a padrdo, em 107 UFC/mL, nas 8 h de
contato, 65% das isoladas ndo sofreram
reducdo logaritmica, ao passo 35%
delas sofreram reducéo semelhante ao
ocorrido com a padréo; nas 24 h apenas
uma (5%) sofreu inativagdo, como
ocorreu com a padréao, 65% apresentou
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reducdo logaritmica entre 3-5 log e 30%
sofreu nenhuma atividade. Em 108
UFC/mL, na leitura das 8 h 15% das
isoladas estavam inativadas como a
padrao, mas 60% sofreram reducao
logaritmica e 25% nao sofreram
atividade; nas 24 h, 40% estavam
inativadas como a padrdo, 55%
apresentaram reducdo logaritmica e
apenas uma nao sofreu atividade. Em
10° UFC/mL, nas 8 h 40% e em 24 h
75% estavam inativadas como a padrao,
sendo que nesta densidade todas as
cepas sofreram reducéo logaritmica.

Fazendo a mesma comparagao
com a Salmonella spp. em 107 UFC/mL,
nas 8 h de contato enquanto a padrao
havia reducdo logaritmica de 2 log
100% das isoladas sofreu nenhuma
acado; nas 24 h, enquanto a padrao
reduziu 4 log, apenas 20% das isoladas
sofreu essa atividade e 80% néo sofreu
a acdo. Em 108 UFC/mL, nas 8 h de
contato, apenas 20% das isoladas
apresentou reducdo logaritmica de 2 log
como a padrdo; nas 24 h apenas 5%
(uma) estava inativada como a padréo,
e 95% delas apresentaram reducao
logaritmica de 2-3 log. Em 10° UFC/mL,
nas 8 h, nenhuma inativada, o que havia
acontecido com a padréo, apesar de
todas terem sofrido reducao logaritmica,
e nas 24 h apenas 5% (uma) estava
inativada como a padrao e as restantes
95 % delas apresentou reducao
logaritmica de 2-3 log.

Para obter resultados confidveis
sobre a acdo bactericida dos extratos
testados foi utilizado, como descrito no
protocolo do teste, uma solucao
neutralizadora. Os neutralizantes sé&o
frequentemente usados em testes de
desinfetantes convencionais e tém como
funcdo inativar residuos da substancia
antimicrobiana, apdés a exposi¢cdo do
indculo  (Reybrouck, 1998). Este
procedimento tem a finalidade de evitar
observacoes “falso-negativas”,
expressas pela possivel acdo somente
de inibicdo microbiana, confundindo

com a acdo de inativagdao. Como nao
sao padronizados neutralizadores
especificos para extragcdes vegetais,
foram mantidos o0s indicados no
protocolo europeu do teste, que
correspondem aos mesmos utilizados
com resultados adequados em outros
estudos (Mota et al.,, 2011; Sperotto et
al., 2012) com extracbes vegetais.
Desse modo, pretendeu-se assegurar
gque o0 extrato promoveu agao
bactericida, e ndo bacteriostatica, sobre
0s indculos.

Para comparacdo dos resultados

da atividade antibacteriana com os de
outros autores, como informado na
secc¢ao introducéo, foram encontradas
dois trabalhos. Avancini e Wiest (2008),
gque com teste de suspensdo e
proporcao planta 10 g : volume 100 mL,
apesar de protocolo diferente do aqui
utilizado, também observaram maior
atividade (leitura apenas nas 24 h de
contato) do extrato hidroalcodlico do que
0 aquoso. O que diferencia dos
resultados aqui obtidos € que apesar do
extrato hidroalcodlico promover as
acoes de inibicao e inativacdo tanto
sobre o S. aureus quanto S. Cholaera-
suis padrbes, maior atividade foi sobre a
bactéria Gram-negativa. Maior diferenca
foi quanto ao extrato aquoso, que néo
apresentou atividade frente
Staphylococcus mas sim  frente
Salmonella. Para explicar esse fato,
pode-se assumir que algumas
diferencas de atividade biol6gica
possam ocorrem em plantas do mesmo
género e espécie porque os metabdlitos
secundarios podem sofrer variacbes
devido condi¢cdes temporais, como
sazonalidade e mesmo diario, periodo
de coleta, caracteristicas climéticas e
ambiente geografico, como apontado
por Darrow e Bowers (1997).
A atividade sobre Staphylococcus
aureus, mesmo que usando outro
método e solvente, também foi
observada por Silva e Bauer (1983).
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A intengcdo de utilizar diferentes
densidades populacionais iniciais refere-
se ao fato de poder simular o que
concretamente ocorre em diferentes
ambientes, seja sobre tecidos vivos ou
superficies inanimadas, quando estao
colonizadas por diferentes quantidades
de micro-organismos. E observou-se
que esses diferentes cenarios sanitarios
também interfiram na atividade dos
extratos. A semelhanca dos resultados
do confronto dos extratos com a cepa
padrdao e as isoladas, foi recorrente a
relacdo entre densidade populacional
inicial e tempo de contato para obter-se
efeito microbiolégico/atividade
antibacteriana. Quanto  maior a
densidade populacional inicial, maior o
tempo de contato necesséario para a
reducdo logaritmica ou inativacdo das
cepas. Sobre esse fendmeno, qual seja
a relacao da densidade populacional e a
curva de morte microbiana por tempo de
contato ja foi descrito e pode ser visto,
por exemplo, em Tortora et al. (2012).

Observou-se, jA no teste com as
cepas de referéncia (Tabelas 1 e 2), que
a proporc¢ao folhas da planta: proporcao
e tipo do solvente interfere na eficiéncia
da intensidade da atividade dos extratos
frente as diferentes  densidades
populacionais. A utilizacdo da proporcao
de confronto dos extratos em 10 g: 100
mL com as cepas isoladas foi motivado
pela necessidade de testar os extratos
com a menor massa vegetal, tendo
como referéncia a eficiéncia
apresentada frente as cepas padrées.
Fica como hipétese que se confrontadas
as cepas isoladas em propor¢cdo maior
de folhas, a eficacia da acéo de reducéo
logaritmica ou inativacdo sobre os
isolados devera igualmente ser maior.

A andlise fitoquimica detectou a
presenca de compostos fendlicos,
taninos condensados e flavonas tanto
no extrato aquoso quanto  no
hidroacodlico. Saponinas também foram
detectadas, mas apenas no extrato
aguoso. Este resultado coincide com

estudos fitoquimicos (Munoz-Mingarro
et al.,, 2003; Gachet e Schuihly, 2009;
Arruda et al., 2012) de algumas
espécies da familia Bignoniaceae que
demonstraram a presenca de diversas
classes de substancias quimicas, entre
elas, compostos fendlicos, taninos e
flavonoides. No entanto, cumarinas,
quinonas e alcaldides, igualmente
citados como frequentes, ndo foram
detectados tanto nos extratos aquoso
guanto no hidroalcodlico.

Pilatti (2012) também realizou
estudo fitoquimico utilizando o extrato
bruto metandlico das folhas de J.
micrantha, tendo igualmente identificado
compostos fendlicos (taninos
condensados). O que difere dos
resultados obtidos é que Pilatti (op.cit.)
encontrou substancias do grupo dos
terpenos (saponinas) e alcaloides,
porém, no extrato metandlico.

A presenca de taninos
condensados poderia  explicar a
atividade biolégica das solucbes de J.
micrantha, pois segundo Simdes et al.
(2002), apresentam atividade
bactericida e fungicida. Além disso, a
presenca de flavondides, que conforme
Pelzer et al. (1998), apresentam
grandes efeitos sobre o0 sistema
biolégico, podendo-se citar a atividade
antimicrobiana.

As diferentes intensidades na
atividade bioldgica investigada entre os
extratos hidroalcodlico e o0 aquoso
poderia ser explicada pelas substancias
que compdem cada extrato, uma vez
gue o0s testes fitoquimicos sao
gualitativos  indicando  apenas a
presenca ou auséncia de determinado
grupo, mas nao responde sobre qual (is)
substancia (s) esta (ado) presente (s).
Desta forma, a diferenca de polaridade
entre o extrato hidroalcodlico e o
aquoso, além da temperatura durante o
processo, poderia extrair diferentes
substancia dentro de um mesmo grupo,
e a partir dai teriamos diferentes
atividades bioldgicas.
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Isso explicaria porque as duas

formas apresentaram atividade
antibacteriana, porém o0  extrato
hidroalcodlico apresentou maior

capacidade de reducdo logaritmica ou
de inativacao frente as cepas padrdes e
as isoladas quando comparado com o
aquoso.

O estudo permitiu observar que o
extrato hidroalcodlico bruto apresenta
potencial para uso de modo direto sobre
as fontes de infeccdo, sobre os géneros
de agentes causais confrontados, seja
no ambiente inanimado em
procedimentos de desinfeccdo ou de
descontaminacdo ou ainda para ser
utilizado sobre tecidos vivos como
antisséptico e inclusive em formulacfes
que lhe sirvam de veiculo, como seria 0
caso de antibioticos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram
confirmar que os extratos das folhas de
Jacaranda micrantha Cham. (“caroba”)
promovem atividade antibacteriana,
possivelmente devido a presenca de
compostos fendlicos detectados nos
extratos. As evidéncias mostram
que além da proporcao planta: volume,
tipo de solvente, densidade populacional
de confronto, tempo de contato,
caracteristicas intrinsecas dos géneros
Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella spp. e dos individuos
isolados influenciaram na atividade.

As evidéncias observadas da
atividade do extrato hidroetandlico bruto,
seja pela reducdo da carga ou pela
inativacdo bacteriana, indicam seu
potencial uso de modo direto sobre as
fontes de infeccdo no ambiente (como
desinfetante), ou no tecido animal (como
antisséptico) ou mesmo em formulagdes
que |Ihe sirvam como veiculo (como em
pomadas, ou apos testes de
farmacodindmica, como antibiético).
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