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RESUMO

BURATTO, A. P. Avaliacio da Atividade Antibacteriana de Extratos
Etandlicos de Babosa (Aloe vera). 2013. 47 f. Trabalho de conclusdo de
curso (Licenciatura em Ciéncias Bioldgica). Universidade Federal de
Santa Catarina. Pato Branco, 2013.

Nas ultimas décadas, o uso de substancias com agdo antibacteriana
determinou o surgimento de estudos com micro-organismos que sejam
multirresistentes, com o intuito de isolar e identificar novos compostos
gue apresentam esta propriedade. Assim, os produtos naturais tém sido
fontes para o desenvolvimento desses novos compostos. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana de
extratos etandlicos de Babosa (Aloe vera) frente as bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25.923 e Bacillus cereus
ATCC 11.778) e Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae ATCC 13.883
e Salmonella enteritidis ATCC 13.076). A atividade antibacteriana dos
extratos foi avaliada realizando os testes de difusdo em 4&gar e
microdiluicdo em caldo. O teste de difusdo em &gar mostrou que o
extrato etandlico de Babosa in natura, ndo foi capaz de inibir o
crescimento das cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
utilizadas no trabalho, na concentracio de 133,0 mg mL™ de extrato. O
mesmo teste realizado com o extrato de Babosa seca, na concentracdo de
40,0 mg mL™, verificou-se que houve atividade antibacteriana em
relagdo ao micro-organismo Gram-positivo Staphylococcus aureus, e
resultado nulo para as demais cepas. A concentracdo inibitéria minima
foi entre 0,94 a 30,0 mg mL™ para Staphylococcus aureus. Para as
demais bactérias ndo houve acdo antibacteriana, nas concentracdes
estudadas. A concentracdo bactericida minima foi entre 3,75 a 30,0 mg
mL™" somente para a bactéria Staphylococcus aureus, podendo ser
considerado um bactericida para este micro-organismo.

Palavras-Chave: Acdo antibacteriana; Produtos naturais; Bactérias
patogénicas.






ABSTRACT

BURATTO, A. P. Evaluation of Antibacterial Activity of ethanol
extracts of Aloe (Aloe vera). 2013. 47 f. Completion of Course Work
(Licenciatura em Ciéncias Bioldgica). Universidade Federal de Santa
Catarina. Pato Branco, 2013.

In the last decades, the use of substances with antibacterial action has
determined the emergence of studies with micro-organisms that which
are multiresistant, in order to isolate and identify new compounds that
have this property. Thus, the natural products have been sources for the
development of these new compounds. This study aimed to evaluate the
antibacterial activity of ethanol extracts of Aloe (Aloe vera) against
Gram-positive (Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Bacillus
cereus ATCC 11778) and Gram-negative (Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 and Salmonella enteritidis ATCC 13,076). The agar
diffusion test showed that Aloe ethanolic extract of fresh, was not able
to inhibit growth of strains of Gram-positive and Gram-negative bacteria
used for the job, at a concentration of 133.0 mg mL™. The same test
carried out with the dried Aloe vera extract, in a concentration of 40.0
mg mL™, it was found that there antibacterial activity against the micro-
organism Staphylococcus aureus Gram-positive, and negative results for
the other strains. The minimum inhibitory concentration was between
0,94 to 30,0 mg mL™ for Staphylococcus aureus. For other bacteria no
antibacterial action at the concentrations studied. The minimum
bactericidal concentration was between 3.75 to 30.0 mg mL-1 only to
Staphylococcus aureus bacteria, may be considered a bactericide for this
micro-organism.

Keywords: Antibacterial activity; Natural products; Pathogenic
bacteria.
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1 INTRODUCAO

A Aloe vera (L.) Burm. f., conhecida popularmente no Brasil
como Babosa, € uma espécie de planta pertencente a familia
Liliaceae, do género Aloe. Esta planta é nativa da Africa do Sul e foi
introduzida no Brasil no inicio da colonizacdo, se adaptando bem em
vérias regides do pais (FALEIRO et. al., 2009; TROLLES, 1999).

A Babosa tem um aspecto de um cacto de cor verde com
folhas espinhosas e suculentas, onde encontra-se uma substancia
gelatinosa que pode ser extraida. Apresenta no parénquima de suas
folhas mucilagem com agdo cicatrizante, antibacteriana, antiflngica,
anti-inflamatéria e antivirética proporcionadas pela presenca de
antraquinonas como aloenina, barbaloina e isobarbaloina em sua
composicdo quimica (KUZUYA et al., 2001; MORAIS et. al., 2005;
FALEIRO et. al., 2009).

Diversos estudos realizados com Aloe vera tem demonstrado
sua elevada atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, em virtude dos compostos presentes no gel da
babosa, como as antraquinonas (OLIVEIRA, 2007; LAWRENCE;
TRIPATHI;  JEYAKUMA, 2009; BEPPU et al, 2004,
COOPOOSAMY & MAGWA, 2006). Os vegetais sdo capazes de
produzir substancias antibioticas através de sua atividade metabdlica
secundaria, estas substancias sdo utilizadas como mecanismo de
defesa contra agdo de micro-organismos (GONCALVES et al.,
2005).

Atualmente, diversas pesquisas de extratos vegetais com acgao
antibacteriana tem-se apresentado como uma alternativa para o
combate dos micro-organismos, devido a resisténcia destes a
mualtiplas drogas, dessa maneira tem se realizado buscas continuas de
novos produtos antibacterianos que sejam eficazes e econémicos
para combater infeccbes por micro-organismos patogénicos
(PALMEIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2007).

A pesquisa de novos agentes antibacterianos se faz necessaria
devido ao surgimento de micro-organismos resistentes, assim o
estudo desses agentes tem grande abrangéncia em varios setores do
campo farmacéutico e cosmético (PENNA et al., 2001). Desta forma,
tais pesquisas podem contribuir significativamente, encontrando
substancias mais eficazes e menos tdxicas na corrida contra a
resisténcia e o surgimento de micro-organismos patogénicos (HO et
al., 2001; MICHELIN et al., 2005; OSTROSKY et. al., 2008).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. BABOSA (Aloe vera)
2.1.1 Caracteristicas da Babosa

Aloe vera, do latim, "aloés verdadeiro”, € uma planta perene
da familia das Lilidceas. Tem um aspecto de um cacto de cor verde,
apresentando um talo curto com folhas grandes e carnosas, dispostas
em forma de rosetas basais. Sdo espécies de plantas conhecidas
popularmente como babosa. S30 nativas do norte da Africa do Sul e
foram introduzidas no Brasil, se adaptando bem em varias regides do
pais. Atualmente, encontram-se catalogadas mais de 300 espécies de
Aloe (CASTRO; RAMOS, 2002). Entretanto, poucas espécies sao
seguras para uso em seres humanos e tem sido exploradas pelas
industrias farmacéutica e cosmética, dentre as quais destacam-se a
Aloe vera, Aloe ferox, Aloe perryi Baker, Aloe arborensis e a Aloe
barbadensis Miller, sendo esta Ultima reconhecida como a espécie de
maior concentracdo de nutrientes no gel da folha (MARTINS, 2010;
OLIVEIRA, 2007).

A Aloe vera tem folhas grossas, espinhosas de cor verde,
com o formato de langas que crescem numa formacgdo de roseta,
Figura 1. Suas folhas sdo suculentas e estdo cheias de uma substancia
gelatinosa que pode ser extraida. Tém odor pouco agradavel e sabor
amargo. Quando adultas, suas folhas podem atingir até 75 cm de
altura e chegar a pesar de 1,4 a 2,3 kg cada uma. As folhas do género
Aloe funcionam como verdadeiros reservatorios de agua, sendo a
suculéncia de suas folhas e o metabolismo &cido das crassulaceas
responsaveis pela sua natureza xerofita, isto é, adaptadas a ambientes
secos (Nl et al., 2004).

As folhas da babosa possuem uma face ventral que é plana, e
uma face dorsal que é convexa, lisa e cerosa. Ainda, essas folhas
constituem de duas partes, uma externa verde constituida
basicamente pela epiderme, parénquima clorofiliano e feixe vascular,
e outra interna, com parénguima mucilaginoso, espesso, denominado
de polpa ou gel da folha. Possuem cor verde, ocasionalmente
manchadas e com espinhos aglomerados ao redor das bordas
(MARTINS, 2010; NI et al., 2004; OLIVEIRA, 2007).
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Figura 1 - Folhas de Babosa (Aioe vera) com formato de lancas.

As folhas vistas ap0s corte transversal apresentam a casca
com cerca de 15 camadas de células, Figura 2. A casca produz
carboidratos, lipidios e proteinas. Os feixes vasculares consistem de
xilema, 0s quais carregam agua, minerais e nitrogénio das raizes para
a casca. O célcio e 0 magnésio contribuem para o endurecimento da
casca. O floema transporta matérias sintetizadas para as raizes e para
outras partes da planta. Os tabulos periciclicos conectam xilema e
floema para nutrir as folhas novas. A mucilagem consiste de uma
longa cadeia de polissacarideos, cuja funcdo é agir como um
recipiente para a manutencéo da esterilidade do gel. A camada de gel
consiste de células parenquimatosas grandes que estocam agua e
grandes quantidades de carboidratos (MARTINS, 2010).

Figura 2- Presenca de gel incolor (mcilagem) na folha da Babosa.
Fonte: GODOY, 2012.

2.1.2 Composicdo Quimica da Babosa

A atividade antibacteriana do género Aloe vera se deve a
uma complexa composicdo de seus constituintes quimicos, e sdo
atribuidos principalmente a compostos fendlicos e polissacarideos
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presentes na folha. Entre os varios compostos fenolicos, destaca-se a
classe das antraquinonas, que juntamente com as benzoquinonas e
naftoquinonas, pertencem ao grupo das quinonas (EL-SHEMY et al.,
2010).

As antraquinonas, Figura 3, sdo quimicamente definidas
como substancias fendlicas derivadas da oxidacdo do antraceno,
formando ndcleos fundamentais para a composicdo dos outros
compostos antraquinénicos (ZHANG et al., 2001).

Figura 3: Estrutura quimi'tf:a do 9,10 — antraquinona.
Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009.

Os principais compostos antraquindnicos encontrados na
babosa s&o aloesina, aloenina, aloe-emodina, emodina barbaloina e
isobarbaloina, aloeresina, e isoaloeresina, conforme mostra a Figura
4 (EL-SHEMY et al., 2010; HU; XU; HU, 2003).

OH O OH
WO o oH COH O OH
CH,OH
HOHG
b oH u] oH e
a aH

Figura 4 - Estruturas quimicas antraquindnicas: emodina, aloe-emodina,
barbaloina e isobarbaloina, respectivamente.
Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009.

As antraquinonas sdo geralmente sollveis em agua quente ou
alcool diluido, o que facilita sua extracdo de plantas. As plantas
produzem estas substancias por causa do papel biolégico em defesa
quimica contra insetos fitéfagos e outros patdgenos, além de funcéo
alelopatica, ou seja, inibicdo da germinacdo de outras plantas
(DORNELES et al., 2003; HU; XU; HU, 2003).

A babosa apresenta também em sua composicdo quimica C-
glicosideos antraquinénicos (aloina A e B), que séo polissacarideos
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com estrutura basica de uma antraquinona, como apresenta a Figura
5 (EL-SHEMY et al., 2010; DORNELES et al., 2003).

Figura 5 - Estrutura de um glicosideo antraquinénicos.
Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA,
2009.

Quanto aos polissacarideos, 0 mais estudado até o momento,
sd0 as mananas-acetiladas, que sdo polimeros constituidos
principalmente de unidades de manose com ligagdes B(1—4), com
uma porcentagem de residuos acetilados aleatoriamente nas posicGes
C-2, C-3 ou C-6. A Figura 6 mostra a estrutura quimica simplificada
do polissacarideo acemannan (ABURJAI; NATSHEH, 2003;
LEUNG et al., 2004; OLIVEIRA, 2007).

B chaoH
o

. CHzOH . a
: A OH nbf

CHeOH ; o | T
' OH DV:
o] ] Coe

OH  0H =" i

1 iade F-manose i '

Figura 6 - Estrutura quimica simplificada do polissacarideo acemannan
presente no gel da Babosa.
Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009.

Comumente a planta Aloe vera pode ser separada em dois
produtos basicos, o gel e latex. O gel da babosa ¢ a polpa da folha ou
mucilagem, uma substancia clara e pouco consistente semelhante a
um gel obtido do tecido parenquimal que compdem a porcao interna
das folhas. Nesse gel contém polimeros de carboidratos, como
glicomanas, além de varios outros compostos organicos e
inorganicos. O latex da babosa, comumente referido como "suco da
babosa", é uma exsudacdo amarela e amarga dos tlbulos periciclicos
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logo abaixo da epiderme das folhas obtido através de uma inciséo
das folhas sob a forma de um solido cristalino denominado acibar.
Nesse latex contém os glicosideos de antraquinona aloina A e B. E
importante salientar que o gel da babosa ndo contém substancias
antraquindnicas (TYLER, 1993).

O gel de Aloe vera varia de 94 a 99% de agua e 1 a 4% de
matéria seca, contendo 0,2 a 0,3 % de acgucares sollveis de baixo
peso molecular (manose, glicose, arabinose, galactose e xilose) e 0,1
a 0,2 % de polissacarideos. Além de polissacarideos e agua, outros
compostos como lipideos, proteinas sollveis, agUcares sollveis e
alguns elementos minerais como calcio, magnésio, sodio, potassio,
fésforo, ferro, cobre e zinco, foram analisados na matéria seca. Os
teores de lipideos variam de 2,71 a 5,13%. Os teores de proteinas
sollveis encontram-se em torno de 8,29% no gel e agUcares as
encontrados a 27,81%, também no gel (MARTINS, 2010;
OLIVEIRA, 2007; SILVA, 2004; ZAGO, 2007).

2.1.3 Propriedades Bioldgicas da Babosa

Existem vérios relatos atribuindo & babosa as mais variadas
aplicagBes na medicina popular e, de fato, estudos vém corroborando
que a babosa possui um grande potencial terapéutico, principalmente
em relagdo as atividades antimicrobianas, anti-inflamatoria,
cicatrizante, antiviral, antioxidante (ZHANG et al., 2001).

A planta Aloe vera (babosa) é muito utilizada na terapéutica e
cosmética, e € rica em antraquinonas. As antraquinonas Ssao
compostos organicos que existem em abundancia na natureza, sendo
encontradas principalmente em plantas que pertencem as familias
Rubiaceas, Fabaceas, Poligonaceas, Rhamnaceas, Escrofulariaceas e
Liliaceas. A Aloe vera, é uma espécie de planta pertencente a familia
Liliaceae, apresenta uma grande concentracdo de antraquinonas e
estes componentes sdo objetos de estudo devido as suas propriedades
biolégicas (OLIVEIRA, 2007).

2.2. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A resisténcia a agentes antibacterianos tem se tornado um
importante problema (CABRAL, 2008). Nas ultimas décadas, o0 uso
de substancias com acdo antibacteriana determinou o surgimento de
estudos com micro-organismos que sejam multirresistentes (SOUZA
et al.,, 2003). Em resposta a resisténcia bacteriana, as principais
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indlstrias  farmacéuticas, juntamente as universidades, tem
concentrado esforgos em isolar e identificar novos compostos com
propriedades antibacterianas (CABRAL, 2008; TAYLOR et al.,
2002). Os produtos naturais tém sido fontes valiosas para o
desenvolvimento desses novos compostos (CABRAL, 2008;
NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000).

O termo antibacteriano é designando para toda substancia
oriunda de seres vivos, micro-organismos ou vegetais, como também
aquelas sintetizadas em laboratério com a capacidade de em
pequenas concentragdes apresentarem atividade letal ou inibitdria
contra espécies de bactérias e prevenir o desenvolvimento de micro-
organismos resistentes (COSTA, 2007; RIBEIRO, 2008).

O modo de agdo dos agentes antibacterianos é estabelecido
de diversas maneiras, podendo ocorrer uma reagdo com a membrana
celular causando aumento da permeabilidade e perda dos
constituintes celulares; inativagdo de sistemas enzimaticos ou
enzimas essenciais, incluindo as envolvidas no processo de produgéo
de energia e sintese de componentes estruturais; ou destruicdo ou
inativacdo funcional do material genético, pois o0s agentes
antibacterianos podem interferir em diferentes niveis na sintese de
acidos nucleicos (ALMEIDA, 2007; SCHAECHTER et al., 2002).

Os agentes antibacterianos podem influenciar nas diversas
atividades da célula bacteriana, inibindo seu crescimento ou
causando a morte do micro-organismo. Essa acdo inibitéria pode
ocorrer sobre a parede celular ou membrana celular dos micro-
organismos, sobre a atividade enzimatica ou estrutura do
protoplasma, bloqueando certas reacdes enzimaticas ou sintese de
enzimas nas células microbianas, podendo levar & destruicdo destes
micro-organismos (SARTORI, 2005). Quando a substancia provoca
a eliminacdo do agente bacteriano, é denominado bactericida. Por
outro lado, se a substincia somente inibir o crescimento e a
reproducdo bacteriana sem provocar sua morte imediata, recebe a
denominacédo de bacteriostatico (RIBEIRO, 2009; TAVEIRA et al.,
2004).

O interesse pelas plantas para investigacdes de novos
antibacterianos é devido a variedade de substancias quimicas
pertencente a diferente classe de metabolitos secundarios, tais como
as antraquinonas, flavonoides, terpendides, alcal6ides e taninos, pois
podem agir também como antioxidantes anti-inflamatdrios,
antimicrobianos entre outras atividades biolégicas. Entre os produtos
naturais, a babosa tem se destacado, tanto pelas suas diversas
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propriedades bioldgicas, quanto pela sua aplicabilidade nas industrias
de cosmeéticos e alimentos, utilizada como ingrediente na formulacgéo
de varios produtos (ALENCAR et al., 2007; ANGELICO, 2001;
CABRAL, 2008).

Entre todos os novos compostos aprovados pelo Food and
Drug Administration (FDA) ou outras entidades equivalentes de
outros paises, 28 % delas sdo totalmente de origem direta de
produtos naturais e 39 % sdo de derivados destes. Assim, 67 % de
todos os novos compostos aprovados sdo de fontes naturais ou
derivadas de fontes naturais (CABRAL, 2008; NEWMAN; CRAGG;
SNADER, 2000).

Existem varios testes para analise de sensibilidade
antimicrobiana, desde métodos convencionais a metodologias mais
modernas. Entre os mais utilizados pode-se citar os métodos da
difusdo em &gar do disco, microdiluicdo em caldo, entre outros.
Entretanto, a analise da concentragdo inibitdria minima (CIM), isto ¢,
microdiluigdo seriada em caldo, tem sido uma das metodologias mais
aplicada, uma vez que este teste, além de avaliar a atividade
antimicrobiana, possibilita a determina¢do da minima concentracéo
necessaria para inibir o crescimento dos micro-organismos (NCCLS,
2003).

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
pelo método da microdiluicdo é um ensaio quantitativo in vitro
aplicado a avaliagdo da poténcia da atividade antibacteriana. Uma
das vantagens deste método é a avaliagdo do comportamento de
diferentes micro-organismos frente a concentracGes crescentes dos
compostos analisados. A menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento das bactérias é denominada de CIM. O crescimento
antibacteriano e a CIM sdo observados visualmente nas placas, sendo
que as culturas que ndo apresentam crescimento sdo usadas para
inocular placas com meio solido, de forma a determinar a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) (NCCLS, 2003).

2.3. BACTERIAS

Bactérias sdo micro-organismos unicelulares, procariontes
(desprovidos de envoltdrio nuclear e organelas membranosas), com
organizacdo celular relativamente simples (PELCZAR; CHAN;
KRIEG, 1996).

As bactérias sdo microscopicas e apresentam tamanho médio
de 1 a2 pum por 1a4 um, com membrana plasmatica sem esterois
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apresentando cadeias de peptidoglicanos que vao influenciar na
forma da bactéria dependendo do tamanho destas cadeias e da
quantidade de interligagdes existentes entre os peptidoglicanos. As
bactérias ndo possuem nucleo delimitado e seu material genético
(DNA) encontra-se disperso no nucleo da célula, sendo uma
molécula em fita de fita dupla circular, altamente compactada
(SARTORI, 2005).

As bactérias podem ser encontradas na forma isolada ou em
colbnias. Podem viver na presenca de ar (aerébias), na auséncia de ar
(anaerdbias) ou, ainda, serem anaerobias facultativas. Ainda podem
ser autotréficas  (fotossintéticas ou  quimiossintéticas) ou
heterotréficas (saproéfitas e parasitas).

Estdo entre os organismos mais antigos, com evidéncia
encontrada em rochas de 3,8 bilhdes de anos (TORTORA et al.,
2000).

As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas apresentam
diferencas marcantes sendo relevante ao estudo dos mecanismos de
acao dos agentes antibacterianos (SARTORI, 2005).

Uma das diferengas em relagdo as células bacterianas é que
as Gram-positivas possuem uma Unica camada de peptidoglicanos e
as Gram-negativas tém uma segunda membrana lipidica na exterior
da parede celular. Dessa forma, as bactérias que ndo possuem a
camada com lipidios associados a polissacarideos, Gram-positiva,
sdo coradas com violeta de genciana, que impregna a camada
peptidoglicana, adquirindo uma coloracdo roxo-azul. Ja as bactérias
que em sua morfologia apresentam as trés camadas, Gram-negativa,
ndo sdo coradas pelo corante, devido a ndo afinidade entre a
pigmentacdo e a camada de lipopolissacarideos, que também impede
a fixagdo do corante com a camada de peptidoglicana subjacente,
adquirindo uma coloragdo rosa-vermelho (SILVEIRA, 1995;
MADIGAN et al.,, 2004; BARBOSA; TORRES; FURLANETO,
1998)

2.3.1 Staphylococcus aureus

Estafilococos sdo cocos Gram-positivos da familia
Micrococcaceae, sdo amplamente encontrados na natureza e fazem
parte da microbiota normal da pele e mucosa. O género
Staphylococcus é composto por cerca de 27 espécies, sendo algumas
delas causadoras de infeccBes de carater oportunista em seres
humanos e animais (KONEMAN et al., 2001). Staphylococcus



30

aureus é a espécie que geralmente estd envolvida em infeccGes
piogénicas humanas tanto de origem comunitaria como hospitalar,
localizadas na pele ou em regides mais profundas (SCHAECHTER
et al., 2002; ANWAR; BOKHARI, 2003). Staphylococcus aureus é
considerado um dos agentes patogénicos mais comuns responsavel
por severas infeccdes em humanos. Estd amplamente distribuido na
natureza, sendo 0s humanos e 0s animais seus principais habitat. Na
epidemiologia das doengas veiculadas por alimentos, especialmente
os de origem animal e seus derivados, o Staphylococcus aureus
destaca-se devido a sua alta prevaléncia e o risco de producéo de
toxinas causadoras de gastrenterites alimentares (RIBEIRO, 2009;
ZECCONI; HAHN, 2000).

2.3.2 Bacillus cereus

O género Bacillus compreende bacilos Gram-positivos
anaerobios facultativo formadores de esporos, pertencentes a familia
Baccilaceae. A importancia desta espécie, Bacillus cereus, é a de ser
responsavel por intoxicagBes alimentares, podendo também
participar de infecgdes cutdneas acompanhadas de necrose ou
gangrena, bacteriana e septicemia entre outras (SARTORI, 2005).
Algumas cepas sdo prejudiciais aos seres humanos e causam
intoxicacdo alimentar, enquanto outras cepas podem ser benéficas,
como os probidticos para animais. Bacillus. cereus é responsavel por
uma minoria de doencas transmitidas por alimentos (2-5 %),
causando grave nausea, vomito e diarréia. A intoxicacdo alimentar
transmitida por bacilos ocorre devido a sobrevivéncia dos
endoesporos bacterianos quando o alimento ¢ mal cozido (CHEN;
MARTINEZ; MULCHANDANI, 2002; JORGENSEN et al., 2002).

2.3.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é um género de bactérias,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, do grupo Gram-negativa.
Possuem a forma de bastonete, sdo anaerébicas facultativas e
encontradas em fezes, na agua, no solo, em vegetais, cereais e frutas.
A transmissdo ocorre em ambiente hospitalar, através do contato com
secrecBes do paciente infectado, desde que ndo sejam respeitadas
normas basicas de desinfeccdo e higiene. Estas bactérias podem
causar a doenca de Klebsiella pneumonia, em que provocam
alteracGes destrutivas aos pulmBes humanos, inflamacdo e
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hemorragia, com a morte celular (necrose), que as vezes produz um
espesso escarro com sangue na forma de muco. Outro tipo de doenca
causada por estas bactérias é a pneumonia, tipicamente sob a forma
de broncopneumonia e também bronquite. Além da pneumonia,
Klebsiella também pode causar infecces no trato urinario.
Klebsiella ocupa o segundo lugar para E. coli para infecgdes do trato
urinario em pessoas idosas (POIREL et al., 2012; RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al., 2012).

2.3.4 Salmonella enteritidis

Salmonella enteritidis € um género de bactérias, pertencente
a familia Enterobacteriaceae. Possuem a forma de bastonetes, ndo
sdo formadoras de esporos e pertencem ao grupo Gram-negativa.
Obtém a sua energia a partir de reacfes de oxidacdo e reducdo,
utilizando fontes organicas, e sdo anaerdébios facultativos. Estas
bactérias causam doencas como a febre tiféide, febre paratiféide, e
doencas transmitidas por alimentos. Muitas infec¢fes sdo devido a
ingestdo de alimentos contaminados. Salmonella sdo facultativas e
patogénicas intracelulares, que penetram nas células através de
macropinosomes. A salmonelose é uma das principais doencas
causada por esta bactéria pela ingestdo de alimentos crus ou mal
cozidos. A infeccdo geralmente ocorre quando uma pessoa ingere
alimentos que conttm uma alta concentracdo das bactérias,
semelhante a um meio de cultura (CHEN; MARTINEZ;
MULCHANDANI, 2002; JORGENSEN et al., 2002)
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana de extratos etandlicos de
Babosa (Aloe vera) frente a bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25.923 e Bacillus cereus ATCC
11.778) e Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae ATCC 13.883 e
Salmonella enteritidis ATCC 13.076).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os halos de inibi¢&o in vitro dos extratos
etandlicos de babosa (Aloe vera) através do método de
difusdo em agar;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM)
in vitro dos extratos etanélicos de babosa (Aloe vera)

e Determinar a concentragdo bactericida minima
(CBM) in vitro dos extratos etanélicos de babosa (Aloe
vera);

eAvaliar o tempo de atuacdo da atividade
antibacteriana in vitro dos extratos frente as bactérias
utilizadas do grupo Gram-positivas e Gram-negativas;

e Contribuir para ampliar o conhecimento da quimica,
biologia e das propriedades farmacoldgicas desta espécie.
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4 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada na Universidade Tecnolégica
Federal do Parana, campus — Pato Branco, nos Laboratdrios de
Quimica da Coordenagdo de Quimica — COQUI, e no Laboratério da
Universidade Aberta do Brasil — UAB, no p6lo de Pato Branco, no
periodo de dezembro 2012 a abril de 2013.

4.1 MATERIAL

A Babosa (Aloe vera) foi adquirida na forma in natura, no
municipio de Pato Branco, Parana. Para a realizacdo das analises, as
amostras de babosa foram limpas e cortadas em pedagos de
aproximadamente 0,5 cm, Figura 7 (a), para obtengdo dos extratos
etanodlicos e armazenadas sob refrigeracdo a 4°C para posteriores
analises.

4.2 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO DA BABOSA in
natura

Os extratos etandlicos da amostra de babosa foi realizado
segundo Carpes et al., (2008) e Alencar (2002). Para o preparo dos
extratos de babosa, na forma in natura, foram pesados 2 gramas da
amostra e transferidos para um tubo de ensaio, em seguida foram
adicionados 15 mL de etanol 80% (v/v), obtendo uma concentracédo
de 133,0 mg mL™ de babosa, Figura 7. A extraco foi realizada a 70
°C, em banho de agua termostatizado, por 30 minutos, sob agitacéo
constante. Apés essa etapa as amostras foram filtradas e utilizadas
nas analises de atividade antibacteriana.
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Figura 7 - (a) Corte transversal da babosa na forma in natura mostrando a
camada externa e interna e (b) extrato etanélico da babosa in natura.

4.3 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO DA BABOSA SECA

Os extratos etandlicos da amostra de babosa seca foi realizado
segundo Carpes et al., (2008) e Alencar (2002). A secagem da
babosa foi realizada pelo processo de liofilizacdo que se baseia na
desidratacdo da amostra, em que a mesma é congelada e a agua é
retirada, por sublimacdo, ou seja, a agua passa do estado sélido
diretamente para o estado gasoso, sem alterar as propriedades
quimicas e bioldgicas da babosa, Figura 8 (a). Apés a desidratacdo, a
amostra foi triturada em um moinho Marconi MA 630, Figura 8 (b).
Para o preparo dos extratos etanélicos de babosa seca, foram pesados
2 gramas da amostra e transferidos para um tubo de ensaio, em
seguida foram adicionados 50 mL de etanol 80% (v/v), obtendo uma
concentracdo de 40 mg mL™ de babosa, Figura 8 (c). A extracdo foi
realizada a 70 °C, em banho de agua termostatizado, por 30 minutos,
sob agitacdo constante. Ap0s essa etapa as amostras foram filtradas e
utilizadas nas analises de atividade antibacteriana.

Figura 8 — Imagens de preparacdo da (a) amostra de babosa desidratada por
liofilizacdo, (b) amostra de babosa seca triturada e (c) extrato etanélico de
babosa.
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4.4 PREPARO DOS INOCULOS BACTERIANOS

Foram utilizadas cepas microbianas provenientes da
“American Type Culture Collection” (ATCC) doadas para o
Laboratorio de Quimica, da Universidade Tecnol6gica Federal do
Parana, campus Pato Branco, Parana.

Neste trabalho, foram utilizadas quatro bactérias, duas
pertencentes do grupo gram-negativas (Klebsiella pneumoniae
ATCC 13.883 e Salmonella enteritidis ATCC 13.076) e duas do
grupo gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25.923 e
Bacillus cereus ATCC 11.778).

Os micro-organismos foram reativados a partir de culturas
estogue em meio caldo BHI (Brain heart infusion), por 24 horas, a 37
°C retirando-se duas algcadas de cada micro-organismo e transferindo
para tubos contendo 10 mL de meio BHI esterilizado.
Posteriormente, os micro-organismos foram cultivados em &gar BHI,
por 24 horas, a 37 °C, utilizando a técnica de espalhamento por
superficie, pipetando 100 pL dos tubos com 0s micro-organismos
reativados anteriormente e espalhando com a alca de Drigalsky sobre
a superficie do agar.

Todas as cepas foram estocadas em agar BHI sob refrigeracao,
de forma a conservarem inalteradas todas as suas caracteristicas
bioquimicas e perfil de sensibilidade a antimicrobianos.

4.5 COLORACAO DE GRAM

Para verificar as caracteristicas morfolégicas dos micro-
organismos utilizados, realizou-se a técnica de coloracdo de gram.
Inicialmente, preparou-se a fixacdo do esfregaco com culturas em
meio liquido. Retirou-se uma goticula da cultura com alca de platina
esterilizada e colocou-se no centro da lamina. Espalhou-se o material
no centro, tomando cuidado para ndo atingir os bordos da Iamina, em
seguida, esterilizou-se novamente a alca de platina na chama. Secou-
se o0 esfregaco ao ar. Para fixacdo do mesmo, passou a ldamina, com o
lado do esfregaco virado para cima, trés vezes sobre a chama do bico
de Bunsen. Apos resfriamento, precedeu-se a coloragao.

A coloracdo consistiu em cobrir o esfregago com o corante
cristal violeta e deixou-se agir por 1 minuto. Escorreu-se o corante e
lavou-o0 com agua destilada corrente. Cobriu-se com lugol e deixou-
se 1 minuto. Escorreu-se e lavou-o com agua corrente. Em seguida,
lavou-se com uma mistura de alcool-acetona ate que todo o corante
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seja removido. Lavou-o em agua corrente. Depois, colocou-se 0
corante carbol-fucsina por 30 segundos. Escorreu-se o corante e
lavou-o com &gua corrente. Secou-se a lamina e observou-se ao
microscopio, utilizando objetiva de imersdo. Esta metodologia foi
baseada em Filho; Oliveira, 2007.

4.6 TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

Para a avaliacdo preliminar da atividade antibacteriana dos
extratos etandlicos de babosa foi empregado o teste de difusdo em
agar, segundo Blair et al., (1958). Foram aplicados 10 pL dos
extratos de babosa, na forma in natura e seca, cujas concentragGes
foram de 133,0 mg mL™ e 40 mg mL™, respectivamente, em discos
de papel de filtro Whatman n° 5 estéreis, dispostos nas placas de
Petri, previamente inoculadas. Ap6s a incubagdo em estufa a 37 °C
por 24 horas, a atividade antibacteriana foi determinada através da
medida do didmetro da zona de inibigdo (mm) ao redor de cada
disco. O solvente utilizado na extragdo, etanol 80 % (v/v), foi
utilizado como controle negativo e o antibiotico Cefepime 30 pug mL”
! como controle positivo, conforme mostra a Figura 9. Os testes
foram realizados em duplicata.

Etanal

BO% (i) Extrata

eanolco
babosza

Figura 9 - Esquema dos discos para difusdo em agar na placa de Petri.

4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA (CIM)

Esse método foi realizado por microdiluicdo em placa de 96
pocos de acordo com as normas instituidas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005). As bactérias reativadas
em placas de Petri, contendo agar BHI, foram ressuspendidas em
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tubos de ensaios contendo soro fisiologico (solucdo salina 0,86 %)
esterilizado e ajustado para o valor de absorbancia de 0,135, a 660
nm em espectrofotdmetro, o que equivale a 1 - 2x10° UFC mL™ na
escala 0,5 de Mc Farland. A solucdo salina estéril foi empregada
como branco. Com a concentragdo ajustada, um volume de 50 pL
das suspensdes bacterianas foram inoculadas em 50mL de caldo
BHI, devidamente esterilizado.

Para iniciar o procedimento da reacdo nas placas de 96
pocos, foram pipetados 190puL de caldo BHI inoculado, e em seguida
adicionado 10 pL dos extratos de babosa, com concentragBes que
variaram de 40 a 0,93 mg mL™. Para confirmacao dos testes, o caldo
BHI inoculado foi adicionado na placa juntamente com etanol 80%
v/v, etanol P.A. e o antibidtico clorafenicol 0,12 % (m/v). Todos 0s
procedimentos foram realizados em triplicata, conforme apresentado
na Figura 10. Com as placas de pocos ja preparadas, foram incubadas
em estufa a 37 °C por 24 horas.

Passado as 24 horas de incubacdo, foram adicionados 30 pL
do corante resazurina 0,01 % (m/v). Nos pogos que houve mudanca
na coloracao, isto é, mudanga de cor azul para cor rosa, o resultado é
negativo, ou seja, houve crescimento bacteriano, ja nos pogos em que
a coloracdo permaneceu inalterada, ou seja, de cor azul, o resultado é
positivo, indicando que ndo houve crescimento bacteriano.
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Figura 10 - Esquema da microplaca de 96 pocos utilizada no teste CIM.
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4.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA
MINIMA (CBM)

Essa andlise foi realizada com base nos resultados obtidos
no teste da CIM, onde foram transferidos uma aliquota de 10 pL
provenientes dos pogos onde ndo houve crescimento bacteriano, isto
é, onde o resultado foi positivo, para placas de Petri contendo meio
de cultura agar BHI e logo apos levado a estufa por 24 horas a 37 °C.
A CBM foi considerada a menor concentragdo que causou 99,9 % de
morte celular, ou seja, sem crescimento bacteriano visivel sobre o
agar. Esta metodologia foi descrita de acordo com CLSI (2005).

4.9 AVALIACAO DO TEMPO DE ATUAGCAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA

Este teste foi realizado através do Teste de Suspenséo Simples
segundo Girolometto (2005), onde foi feita a diluicdo logaritima dos
indculos, de 10 a 10® UFC mL™, que foram inoculadas em tubos
contendo 9 mL de solucdo (4,5 mL de extrato de babosa e 4,5 mL de
agua estéril). Para tanto, foi seguido um protocolo de tempo (5, 15,
30 e 60 minutos) para a retirada de aliquotas e a inoculacdo de cada
uma destas diluicdes em tubos contendo BHI. Para a leitura dos
resultados, os tubos foram incubados em estufa aerébia a 37 °C por
24, 48 e 72 horas, sendo a interpretacdo feita pela turvagédo
respectiva.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2 REATIVACAO DAS BACTERIAS E COLORACAO DE
GRAM

Apds a reativacdo das culturas de bactérias em caldo BHI,
realizou-se a técnica de coloracdo de gram. Esta técnica é
amplamente utilizada na determinacdo inicial do carater Gram-
negativo ou Gram-positivo dessas bactérias, pois com base em sua
reacdo a coloracdo pode-se identificar o grupo de bactéria, sendo
gram-positivas ou gram-negativas. Na coloracdo de Gram, as
bactérias gram-positivas coram-se em roxo, enquanto que as gram-
negativas em vermelho.

Tal reagdo a coloragdo de Gram se deve as diferencas na
estrutura da parede celular de células gram-negativas e gram-
positivas, que permitem que o &lcool descore as células gram-
negativas, mas ndo gram-positivas. Para tanto, esta técnica foi
importante para uma verificacdo inicial do carater de cada bactéria,
confirmando assim o seu grupo Gram- negativo ou positivo.

As bactérias usadas foram escolhidas por serem recomendadas
como  micro-organismos  para testes de  suscetibilidade
antimicrobiana, sendo responsaveis por varias formas de infeccdes
em humanos e animais, e adquirirem, com frequéncia, resisténcia aos
antimicrobianos.

5.3 TESTE DE DIFUSAO EM AGAR
5.3.1 Extrato etandlico de babosa in natura

Este teste trata-se de uma prova rapida de susceptibilidade a
antibacteriano, essencialmente qualitativa. Por meio do teste de
difusdo em &gar foi possivel verificar, de forma rapida e qualitativa,
a atividade antibacteriana da babosa.

Os ensaios da atividade antibacteriana mostraram que o
extrato etandlico de babosa in natura, ndo foi capaz de inibir o
crescimento das cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, utilizadas no trabalho, na concentracdo de extrato de 133,0
mg mL™ . O teste do controle negativo com etanol 80% (V/v)
também nédo apresentou acdo inibitéria, enquanto que o Cefepime,
antibiético usado como controle positivo, apresentou atividade,
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inibindo o crescimento dos quatro micro-organismos utilizados nas
andlises, Figura 12.

A baixa concentracdo dos compostos bioativos presentes nos
extratos de babosa in natura pode ser responsavel pela baixa ou
nenhuma atividade antibacteriana dos extratos, contra o0s quatro
micro-organismos testados. E importante ressaltar que a atividade
antibacteriana de um extrato de planta depende de muitos fatores que
variam desde a espécie de micro-organismo até as condigdes de
extragdo dos compostos bioativos.

Sendo assim, realizou-se a secagem da amostra de babosa, de
modo a concentrar 0s compostos, pois 0 gel da babosa in natura
possui em sua composicao quimica, aproximadamente, 99% de agua
e 1% de matéria seca, onde encontram-se presente 0S cOmpostos
bioativos, afim de potencializar a extracdo e verificar sua atividade
antibacteriana.

(b)

(d)

Figura 11 - Placas do teste de difusdo em agar dos extratos etanélicos de
babosa in natura frente as bactérias Gram-negativas: (a) Klebsiella
pneumoniae e (b) Salmonella enteritidis, e para Gram-positivas: (c)

Staphylococcus aureus e (d) Bacillus cereus.



41

5.3.1 Extrato etanélico de babosa seca

Considerando que a acdo antibacteriana dos extratos depende
da sua composi¢do quimica, realizou-se um teste com a babosa seca,
com o intuito de concentrar o0s ativos responsdveis pelas
propriedades bioldgicas. Neste teste verificou-se que houve atividade
antibacteriana em relagdo ao micro-organismo Gram-positivo
Staphylococcus aureus, como mostra a Figura 13. Entretanto, nao foi
possivel determinar o halo de inibi¢do bacteriana, tanto do extrato
quanto do controle positivo, o antibidtico Cefepime. O extrato
etanolico de babosa apresentou resultado nulo para as demais cepas.
Dessa forma, o teste de difusdo em agar ndo foi suficiente para
avaliar a atividade antibacteriana da babosa em virtude dos
resultados apresentados.

(©) (d)

Figura 12 - Placas do teste de difusdo em agar dos extratos etandlicos de
babosa seca frente as bactérias Gram-negativas: (a) Klebsiella pneumoniae e
(b) Salmonella enteritidis, e para Gram-positivas: (c) Staphylococcus aureus

e (d) Bacillus cereus.
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Observa-se através das Figuras 12 e 13, que 0 mesmo
antibidtico utilizado apresentou halos de inibicdo diferentes para
cada bactéria testada. Sendo que, Bacillus cereus foi o micro-
organismo que apresentou com maior resisténcia e as demais cepas
foram mais sensiveis em relagéo ao antibiotico Cefepime.

O controle positivo Cefepime apresentou halos de inibicdo de,
aproximadamente, 15 mm para Klebsiella pneumoniae, 20 mm para
Salmonella enteritidis e 5 mm para Bacillus cereus. Para
Staphylococcus aureus ndo foi possivel obter o valor do halo de
inibic&o.

Rodrigues et al., (2011), estudou o potencial antimicrobiano
do gel de Aloe vera L.frente a bactéria E. coli. utilizando o gel puro,
sem extracdo, obteve uma inibigdo do crescimento bacteriano para
esta bactéria. Semenoffa et al., (2008), concluiu que frente ao
microrganismo Enterococccus faecalis o gel de Aloe vera in natura
apresentou uma leve inibicéo.

54 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima é definida como a menor
concentracdo capaz de inibir completamente o crescimento
bacteriano, nos pogos de microdiluicdo conforme detectado
macroscopicamente nas placas da Figura 14.

Nos pogos que houve mudanga na coloracdo, isto €,
mudanca de cor azul para cor rosa ou vermelho, o resultado é
negativo, ou seja, houve crescimento bacteriano, ja nos pogos em que
a coloracdo permaneceu inalterada, ou seja, de cor azul, o resultado é
positivo, indicando que ndo houve crescimento bacteriano.

Nos pocos em que ndo houve mudanca de cor do corante
rezasurina, ou seja, permaneceram azuis, foi considerada a auséncia
de bactérias vidveis. Qualquer mudanca da coloracdo foi considerada
que houve crescimento bacteriano, e os resultados podem ser vistos
nas fotos das placas, as quais indicam ou ndo o crescimento
bacteriano (Figura 14).

Nas figuras 12 a, b e d, onde tudo ficou rosa, houve
crescimento, ou seja, 0 extrato ndo conseguiu inibir os micro-
organismos em nenhuma das concentrac@es testadas. Entdo, o extrato
de babosa ndo inibiu as bactérias Gram-negativas Klebsiella
pneumoniae e Salmonella enteritidis, nem Bacillus cereus, uma
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Gram-positiva, sendo que a CIM do extrato de babosa para estas
bactérias pode ser maior que 30 mg mL™.

Dessa forma, o extrato etandlico de babosa teve resultado
positivo para a bactéria Staphylococcus aureus, para o qual se
obtiveram valores de CIM de 30,0 a 0,94 mg mL™, sendo que esta
concentracdo inibitéria pode ser ainda inferior que o valor
encontrado.

(©) (d)
Figura 13 - Placas do ensaio CIM para as bactérias Gram-negativas: (a)
Klebsiella pneumoniae e (b) Salmonella enteritidis, e para Gram-positivas:
(c) Staphylococcus aureus e (d) Bacillus cereus.

Ao comparar os valores de CIM frente a Staphylococcus
aureus quanto as outras bactérias, observa-se que a babosa ndo teve
acdo contra os outros micro-organismos. Tal resultado pode ter
relacdo tanto com a composicdo do extrato, quanto com o perfil
bacteriano das cepas que foram testadas, uma vez que 0s micro-
organismos podem ter apresentado resisténcia superior as
concentracdes utilizadas do extrato etandlico da babosa.
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Outro fator relacionado a ndo inibigdo, é que tendo em vista
que o processo de liofilizacdo, utilizado para secagem da amostra, e
extracdo podem promover pequenas alterages na composigdo
qguimica do extrato, especialmente por ocorrer em baixas e altas
temperaturas, respectivamente, que por vezes podem ocasionar a
perda de compostos mais volateis, podendo ser estes 0s responsaveis
pelo aumento da atividade antibacteriana.

A bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus foi a mais
sensivel comparada as demais cepas. Por outro lado, as Gram-
negativas Klebsiella pneumoniae e Salmonella enteritidis, e ainda
Bacillus cereus foram mais resistentes a concentracdo do extrato (30
mg mL™Y).

Estes resultados concordam com os encontrados na literatura
0s quais demonstram que as bactérias Gram-negativas sdo mais
resistentes a acdo de produtos naturais, como extratos e Oleos
essenciais, pois a membrana externa presente nessas bactérias forma
um envelope complexo, protegendo-as contra a acdo desses agentes
antimicrobianos (OLADIMEJI; ORAFIDIYA; OKEKE, 2004;
HOLLEY; PATTEL, 2005; VERAS, 2011).

Para HOLETZ et al. (2002), extratos vegetais que apresentam
atividade antimicrobiana em concentracdes abaixo de 100 mg mL™
possuem boa atividade antibacteriana, concentragdes entre 100 e 500
mg mL™ possuem moderada atividade antibacteriana, concentracées
entre 500 e 1000 mg mL™ possuem fraca atividade antibacteriana, e
concentracdes acima de 1000 mg mL™ possuem atividade inativa,
sendo de dificil aproveitamento farmacéutico no tratamento de
infeccBes bacterianas. Dessa forma, considera-se que 0 extrato de
babosa apresentou boa atividade frente a bactéria Staphylococcus
aureus. E atividade inativa ou nula contra as bactérias Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enteritidis e Bacillus cereus.

O extrato de babosa ndo apresentou atividade contra trés dos
quatro micro-organismos testados, ndo justificando, portanto, sua
utilizacdo no tratamento de doencas infecciosas causadas por estes
micro-organismos (Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis e
Bacillus cereus.). E possivel que esta planta ndo possua efeito
antibacteriano ou que o extrato da planta contenha constituintes
antibacterianos em concentracbes ndo suficientes para ser
considerado efetivo para essas bactérias. Entretanto, sua atividade
antibacteriana foi comprovada pela espécie Staphylococcus aureus.

De acordo com os resultados obtidos do teste de difusdo em
agar ja era esperado que as cepas ndo apresentassem nenhuma
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concentracdo inibitéria minima frente as bactérias, exceto para
Staphylococcus aureus, que apresentou uma baixa inibi¢ao. O extrato
foi avaliado realizando o teste de CIM para todas as cepas, em que
obteve resultados positivos somente para Staphylococcus aureus, nas
concentracOes estudadas.

Entretanto, apesar de descrito na literatura que a babosa possui
importante atividade antibacteriana e também antiflingica, os extratos
testados neste trabalho ndo proporcionaram a deteccdo dessa
atividade frente as duas cepas Gram-negativas e uma cepa Gram-
positiva.

E importante mencionar que os resultados obtidos neste
estudo nao sofreram influencia da diluicdo do alcool a 70% e alcool
P.A., pois estes ndo apresentaram inibi¢do no crescimento das
bactérias. A anélise demonstrou que o etanol utilizado nas extracoes
nao apresentou nenhuma acdo inibitdria, enquanto que o clorafenicol,
utilizado como controle positivo, apresentou a mesma acdo com
todas as bactérias utilizadas para a analise, inibindo o crescimento
bacteriano.

5.5 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO BACTERICIDA
MINIMA (CBM)

A concentracdo bactericida minima é a quantidade minima de
agente antibacteriano necessaria para inviabilizar a célula
microbiana, sendo possivel avaliar se 0 composto é bactericida. Estas
caracteristicas dependem da espécie vegetal e suas propriedades
bioldgicas, e das linhagens bacterianas testadas.

Assim como a CIM, o extrato de babosa teve acdo bactericida
somente para Staphylococcus aureus. apresentando CIM menor que
0,94 mg mL™ e acéo bactericida maior que 3,75 mg mL™, sendo que
em concentragdes mais baixas houve crescimento bacteriano na
placa, como pode ser observado nos primeiros quadrantes (A, B, C e
D) da Figura 15 c. Dessa forma, o extrato pode ser considerado um
bactericida para esta bactéria. Entretanto, as bactérias Klebsiella
pneumoniae e Salmonella enteritidis, ambas do grupo Gram-
negativa, observa-se que as concentracdes do extrato estudadas ndo
foram suficientes para verificar a acdo bactericida sobre estas cepas,
pois apresentaram CIM e CBM maior que 30 mg mL™. Maiores
estudos precisam ser realizados para determinar a concentragdo
inibitoria minima com as demais bactérias analisadas neste estudo.
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Normalmente, as bactérias Gram-positivas apresentam uma
maior sensibilidade quando expostas aos extratos que as bactérias
Gram-negativas. As Gram-negativas possuem parede bacteriana
diferenciada, apresentando uma membrana externa composta por
lipopolissacarideos, conferindo maior resisténcia por evitar a difusdo
e acumulo do extrato na célula bacteriana.

Existem algumas explicacGes possiveis para as diferencas
observadas na atividade antibacteriana do extrato, como as
caracteristicas estruturais das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, a composicao quimica da planta e concentragdes testadas
de cada extrato, e variagdes na composi¢do quimica do extrato de
acordo com as condicdes de crescimento da planta, a época de coleta
e caracteristicas do processo de extragao.

(©) (d)
Figura 14 - Placas do ensaio CBM para as bactérias Gram-negativas: (a)
Klebsiella pneumoniae e (b) Salmonella enteritidis, e para Gram-positivas:
(c) Staphylococcus aureus e (d) Bacillus cereus.
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5.6 AVALIACAO DO TEMPO DE ATUAGCAO

A avaliacdo do tempo de atuagdo da atividade antibacteriana
foi importante para verificar a viabilidade dos extratos etanélicos de
babosa. Para tanto, um composto para ser considerado um bom
agente antibacteriano, tem que, além de inibir o crescimento
bacteriano, deve também apresentar um determinado tempo de acéo
contra as bactérias.

A Figura 16 apresenta o resultado dos tubos, no qual o
extrato de babosa ficou em contato com as bactérias num protocolo
de tempo equivalente a 30 minutos e 60 minutos. Apos este tempo de
contato, uma aliquota foi retirada e inoculada no caldo BHI.
Observa-se, através dos tubos, que ndo houve inibi¢do bacteriana em
relacdo aos tempos estudados. O primeiro tubo, de cada figura, de
cor verde € o controle positivo, e 0s outros tubos de cor laranja sao
0S que contém as bactérias e o extrato.

Quanto menor o tempo de contato e maior o tempo de
incubagcdo mais eficiente é a atividade antibacteriana da amostra.
Entretanto, nas condicdes realizadas pelo presente trabalho, nao foi
possivel obter estes resultados. Sendo que, o tempo de contato de 60
minutos ndo foi suficiente para que houvesse alguma agao contra as
bactérias, e ainda o tempo de incubagéo de 24 horas foi o suficiente
para verificar este parametro.

Figura 155 - Ensaio do tempo de agdo contra as bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas para o (a) tempo de contato de 30 minutos e (b) tempo de
contato de 60 minutos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no desenvolvimento do trabalho
permitiram concluir que o extrato etanélico de babosa in natura ndo
inibiu nenhum dos micro-organismos utilizados. Entretanto, quando
utilizou-se o extrato seco, este inibiu a bactéria Staphylococcus
aureus e ndo inibiu as demais cepas. Através da concentracdo
inibitéria minima observou-se que a babosa possui boa atividade
antibacteriana frente a bactéria Staphylococcus aureus e atividade
inativa contra as bactérias Klebsiella pneumoniae, Salmonella
enteritidis e Bacillus cereus, sendo que a concentracdo de 0,94 mg
mL™* foi suficiente para inibir o crescimento, podendo ainda ser
menor. J& a concentracdo de 30 mg mL™ ndo foi suficiente para
inibir os demais micro-organismos. Na concentracdo bactericida
minima foi possivel observar que o extrato de babosa teve acéo
bactericida somente para a bactéria Staphylococcus aureus nas
concentraces de 30 mg mL? a 3,75 mg mL™, e nenhuma acdo
bactericida para as outras trés bactérias utilizadas.

Diante dos resultados apresentados e do que foi mencionado,
cabe ressaltar que outros estudos devem ser realizados na tentativa
estimular a investigacdo da aplicagdo deste produto natural de forma
isolada ou combinada a outros medicamentos de forma segura. Além
de realizar outros métodos de extracdo utilizando solventes com
outras polaridades e também avaliar o potencial antibacteriano frente
a outras bactérias.
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