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Resumo

Introducéo

A Cochlospermum angolensis (Borututu) é uma planta com propriedades medicinais
utilizada para o tratamento de patologia hepatica e na profilaxia contra a malaria. No
entanto, sdo necessarios mais estudos para comprovar a sua Composi¢do quimica e a sua

atividade bioldgica.
Objetivo

Como a utilizacdo desta planta é recorrente no seio da populacdo angolana, o objetivo
deste estudo foi descrever o estado de arte para a sua utilizacdo, através do conhecimento
popular e revisdo bibliografica existente; e avaliar a sua bioatividade, com a propor¢édo
de extratos aquosos e organicos e caraterizacdo da bioatividade dos mesmos em

organismos unicelulares, nomeadamente, bactérias e leveduras.
Métodos

Os extratos organicos e aquosos foram obtidos pela técnica de extracdo cléssica,
utilizando como solventes: agua destilada, hexano, metanol, mistura metanol/agua
(50:50) e dimetilsulfoxido.

Conclusao

Com o desenvolvimento deste trabalho pretendeu-se contribuir para a elucidacdo da
atividade bioldgica do Borututu, uma vez que € uma planta bastante utilizada em Angola,
para fins medicinais. Os resultados obtidos indicam que a C. angolensis (Borututu)
apresenta, na sua constituicdo, compostos quimicos que Ihe conferem propriedades de
inibicdo do crescimento de bactérias e leveduras. Com estes resultados, pode-se inferir
que o Borututu podera apresentar propriedades de interesse para as induastrias

farmacéutica e alimentar.

Palavras-chave: Cochlospermum angolensis, atividade antimicrobiana, extratos

organicos e aquosos
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Abstract

Introduction

Cochlospermum angolensis (Borututu) is a plant with medicinal properties used for the
treatment of hepatic pathology and in prophylaxis against malaria. However, further

studies are needed to prove its chemical composition and biological activity.
Obijectives

As the use of this plant is recurrent within the Angolan population, the main objectives
of this study were to describe the state of art for its use, through popular knowledge and
existing bibliographic literature; and to evaluate its bioactivity, with the proportion of
aqueous and organic extracts and characterization of the bioactivity of the extracts

obtained in unicellular organisms, namely, bacteria and yeasts.
Methods

Organic and aqueous extracts were obtained by the classical extraction technique, using
as solvent: distilled water, hexane, methanol, methanol/water (50:50) and

dimethylsufoxide.
Conclusion

With the development of this work, it was intended to contribute to the elucidation of the
biological activity of Borututu, since it is a plant widely used in Angola for medicinal
purposes. The results obtained indicate that C. angolensis (Borututu) has chemical
compounds which have inhibitory properties against bacteria and yeasts. With these
results, it can be inferred that Borututu may present properties of interest to the

pharmaceutical and food industries.

Key words: Cochlospermum angolensis, antimicrobial activity, organic and aqueous

extracts
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Introducao
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1. Utilizacio das plantas medicinais

A fitoterapia é uma pratica antiga, que data dos anos 4000 a.C. Os primeiros registos
médicos encontram-se no museu da Pensilvania e datam do ano 2100 a.C. As
propriedades antibidticas de substancias presentes em extratos e 6leos essenciais
produzidos pelas plantas, em consequéncia do metabolismo secundario, foram também
reconhecidas ha séculos, mas a comprovacao cientifica da atividade destas substancias é

recente 1 2.

No passado, a fitoterapia era mais utilizada pelas populagdes mais carenciadas das zonas
rurais e urbanas em todo o mundo, por diversos motivos, entre 0os quais, questoes
culturais, dificil acesso das populacdes aos medicamentos, facil disponibilidade, baixo
custo, a ideia de que os produtos naturais sdo in6cuos e 0 aumento da resisténcia dos

agentes patogénicos aos antibioticos * 3,

Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% da populacdo mundial
recorre a fitoterapia para os cuidados primarios de satde no tratamento de varias doencas,

sendo importante a implementacéo de programas que visem a protecéo deste recurso 45,

Muitos dos farmacos comercializados hoje em dia sdo modificacdes sintéticas ou cdpias
de substancias obtidas naturalmente a menos custo, exemplo: proteinas, anticorpos,

imunoadesina ’ 8.
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2. Bioatividade de compostos fitoquimicos

As plantas medicinais tém um papel muito importante na saide em todo o mundo. No
entanto, e apesar dos avancgos observados na medicina moderna, nas ultimas décadas, o
uso de plantas medicinais ainda é frequente. Estima-se que cerca de 25% a 30% de todas

as drogas reconhecidas como agentes terapéuticos sdo derivados de produtos naturais °.

Os estudos realizados, comprovam a bioatividade de alguns compostos presentes em
plantas utilizadas para fins medicinais, como compostos fenolicos, antioxidantes (acido

galico, acido protocatecuico, acido elagico), entre outros 1011,

O efeito dos polifendis mobiliza o sistema imunitario, especialmente no recrutamento de
macrofagos e eosinéfilos no alivio de sintomas de colite crénica, assim como, na
obesidade e nos traumas. Alguns dos efeitos dos polifendis sdo: (i) capacidade
antioxidante, (ii) anti-hipertensivo, (iii) hipoglicémico, (iv) hipocolesterolémico. No
entanto, muitos desses efeitos foram testados em animais, dai ser necessario a realizacao

de estudos com seres humanos para confirmar os beneficios atribuidos a estes compostos
412

2.1.Borututu (Cochlospermum angolensis)

O borututu (Cochlospermum angolensis) (figura 1) originalmente chamado de Ofefe em
Umbumdo (lingua tradicional da regido centro e sul de Angola), em Portugués (borututu),
cientificamente é conhecido por C. angolensis. E uma espécie endémica capaz de atingir
6 m de altura e 20 cm de didmetro, a casca é acinzentada e fissurada longitudinalmente,
as folhas palmadas com 5 a 7 segmentos medindo 15 a 18 cm de largura e 8 a 10 cm de
comprimento, as folhas sdo amarelas, os frutos séo verdes e passam a castanho quando

maduros com sementes pretas. A sua disseminacao € realizada pelo vento que transporta

1113

as sementes envolvidas no extrato interior do fruto

Figura 1: Arvore do borututu. (Sanfilippo, 2014)
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Esta planta pertence a familia Cochlospermaceae composta por dois géneros (Amoreuxia
Moc e Cochlospermum Willd. Conhecem-se 38 espécies distribuidas em regides tropicais
devido as condicdes climatéricas que estas exigem para o seu crescimento (18 a 26 °C).
Estas regies localizam-se na América, Australia, Oeste de Africa Central e na Indo

Malasia 14 1516,

2.1.1.0rigem/importancia

O C. angolensis é de origem exclusiva do sul e oeste de Angola. Esta planta assume
extrema importancia visto que a populacdo local usa infusbes da raiz (figura 2), folha e
casca para o tratamento e prevencdo de inimeras doengas, principalmente no tratamento
de patologia hepatica, assim como na prevencio da malaria ’. Sdo varios os estudos que
sustentam a tese de que o C. angolensis possui inimeros beneficios 8 1°, Segundo
Leonardi et al., os compostos volateis de folhas e raizes de C. angolensis contém

sesquiterpenos, germacreno D, o Cadinol, 10 epicubenol, Bcaryophyllene e isoborneol 1,

Figura 2: Raiz do borututu. (Kimbandeiro Kangupe)

2.1.2.Aplicacdes medicinais conhecidas

O Borututu é utilizado tradicionalmente, na profilaxia da malaria, no tratamento de
ictericia, como agente anti-tumoral, com atividade hepatocitotoxica no tumor do figado,
no tratamento de doencas gastrointestinais especialmente no tratamento de Ulceras
gastricas e dores do estdmago apresenta atividade antioxidante *° 2°. E, também utilizado

pelas suas propriedades analgésicas e anti-inflamatorias 2* 22 23,
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E utilizado no tratamento de leucorreia, doencas da pele e em doencas sexualmente

transmissiveis assim como também em casos de infertilidade 2*2°.

2.1.3. Atividade antimicrobiana conhecida

Tem sido reportada atividade antimicrobiana em Gram-negativos (Escherichia coli,
Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa), Gram-positivos (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus-MRSA), assim como atividade anti-plasmodium 2. Foi
demostrado por Carla Pereira que a infusdo da raiz do C. angolensis inibe a sintese do

DNA em eritrécitos de rato infetados por Plasmodium falciparum e P. berghei 2.
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3. Extracao de compostos bioativos

Atualmente existem varias metodologias disponiveis para extracdo de compostos

bioativos. Pino et al. indicam a necessidade de combinacdo de trés tecnologias:

1. Técnicas de separacdo (extracdo, particdo e cromatografia);
2. Meétodos que permitem a identificacdo estrutural (espectrometria, conversoes
quimicas e cristalografia de raios X);

3. Bioensaios.

A bioatividade dos extratos deve ser testada. Seguidamente os extratos com bioatividade
devem ser selecionados, fracionados com ensaios dirigidos e 0s compostos com atividade
identificados. O fracionamento tem demonstrado eficacia no isolamento e caracterizagdo

dos constituintes ativos presentes em extratos de produtos naturais.

A figura 3 resume as etapas de extracdo de novos compostos bioativos.

Minimum amount |

of sample | | Higher # of samples
in vivo Bioassays
+
i viiro Bloassays Miniaturization of the bicassay designs
Biological Evaluation
Biological i I IL}
Exirsction Evaluation Separatio : Purification .
MATERIAL o EXTRACT , BIOACTIVE JPRTON  SEMIPURIFIED = PURE
RAW EXTRACT FRACTION COMPOUND
| I i

Physico-chemical characterization and identification

Minimum amount “on line™ analysis Authomatic structural
of sample HPLC-NMR elucidation analysis
(ng, ng) HPLC-NMR-MS Dereplication process
4o TR CG-NMR-MS | =rewermmmmremsrmssmesmes
CG-MS-MS

Figura 3: Esquema geral da extragéo de novos compostos bioativos. (Pino et al., 2013)

21



Estudo da bioatividade de compostos fitoquimicos de plantas medicinais africanas: Cochlospermum angolensis

3.1. Modelos de estudo da bioatividade dos extratos naturais

Hé& vérios modelos de estudo para avaliar a bioatividade dos extratos naturais, desde
modelos bacterianos (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
produtoras de [-lactamases, Proteus mirabilis, MRSA), alguns parasitas como

Plasmodium falciparum e P. berghei e leveduras %.

A Saccharomyces cerevisiae € um dos modelos mais usados como sistema eucariotico
unicelular para estudos da bioatividade. Possui um metabolismo semelhante ao de
eucariontes superiores, com mecanismos proprios de ativacdo metabdlica (citocromo
P450) e de destoxificagdo que ndo estdo presentes em bactérias 8. Os ensaios em células
eucaridticas permitem a avaliacdo da bioatividade de inimeros compostos de forma

rapida, econdmica e reprodutivel 2°,

Na avaliagdo da bioatividade é mais vantajoso utilizar microrganismos pois (i): Animais
de laboratorio geralmente dificultam o manuseio; (ii): € necessario um numero elevado
de animais para garantir resultados estatisticamente significativos; (iii): 0s
microrganismos sdo mais faceis de manusear; (iv): possuem um crescimento rapido e (v)

pode-se utilizar grandes quantidades de células com as mesmas carateristicas genéticas
29
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4. Curva de crescimento

A curva de crescimento microbiana tem como objetivo, identificar as diferentes fazes de
crescimento microbiano em fungéo do tempo. O crescimento pode ser influenciado por
fatores fisicos (temperatura, pH e pressao osmaética); fatores quimicos (fontes de carbono,
azoto, enxofre, fosforo, oxigénio) e fatores organicos (vitaminas, aminoacidos, purinas e
pirimidinas) *°. A curva de crescimento compreende as seguintes fases, que se apresentam

na figura 4:

e Fase lag: é a fase mais curta, carateriza-se pela sintese proteica, pela auséncia ou
pouca divisdo celular depende muito das condicdes fisioldgicas do indculo e
adaptacdo ao meio;

e Fase log (exponencial): é a fase em que se verifica 0 maior crescimento. E a fase
mais adequa para a avaliagcdo do crescimento do microrganismo em estudo;

e Fase estacionaria: esta fase carateriza-se pela auséncia de crescimento liquido,
com momentos de estabilizacdo da populacéo celular;

e Fase de declinio ou morte: é uma fase critica por varios motivos (esgotamento de
nutrientes, acumulacédo de residuos do metabolismo e a alteracdo do pH), fatores

estes que conduzem a morte celular.

Copyright ® The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

[:l Few live cells a
10 [ Many live cells Stationary phase a
- Dead cells 0,
38 | N0
38 ™ | | 9se
°
o -
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£ 4
£
=
&
o 2
-
Lag phase
0 T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Total cells in population, live and dead, at each phase.

Figura 4: Curva de crescimento bacteriano. (https://online.science.psu.edu/micrb106_wd/node/6122)
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5. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é estudar a bioatividade da Cochlospermum

angolensis.

Os objetivos especificos sdo estudar o estado de arte para a utilizacdo de C. angolensis;
preparar extratos aquosos e organicos de C. angolensis; caraterizar a bioatividade dos
extratos obtidos; avaliar a bioatividade dos extratos em organismos unicelulares,

nomeadamente, bactérias e leveduras.
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Material e métodos
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Amostra

A planta (C. angolensis) foi colhida na comuna do Longonjo, provincia do Huambo
(Angola) a 26 de dezembro de 2016 por um mkimbandeiro. Segundo este, 0 método de
colheita usado foi o0 método tradicional. Consiste em escavar a terra ao redor da raiz de
forma a segui-la na sua totalidade, lavou-se para a manter limpa de terras e cortou-se em
pedacos mais pequenos para melhor conservagdo no laboratorio da Escola Superior de
Saude.

Material/Equipamento

Equipamento

Manta de aquecimento (J.P.selecta, s.a, Barcelona); serra para corte; balanca (Kern ABJj);
tina para triturar; destilador (GFL Gesellsehoft Labotechnik); autoclave (Uniclave 88-
40x60, A. J. Costa); estufa (Selecta); vortex (Labnet international, inc); Thermo
Spectronic (American APPraiSAL); Bico de bunsen (CAMPINGAZ); banho maria
FALCON; Thermo Scientific Multiskanfc (Vantoa Filand); Thermo Scientific
Multiskanfc (Vantoa Filand); Incuboting Orbital Skaka. Placas de 96 pocos (Frilabo);
Bico de bunsen (CAMPINGAZ). Incuboting Orbital Skaka.

Consumiveis
Filtros de 0,45um e de 0,22um (VWR - International); Tubos de ensaio 12x75mm
(Kimble); ansas de 1um-10um; Placas de Petri; zaragatoa; discos de impregnacdo
(LaBorclin); Placas de 96 pocos (Frilabo); pipetas Pasteur; Micropipetas 10/100ul
100/1000pl;

Maeios de cultura

Yeast Extraxt Peptone Dextrose (YEPD), (Sigma);
Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck);

Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck);

Agar nutritivo para as bactérias.
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Reagentes

Metanol (>99.8%) (José Manuel Gomes dos Santos, LDA); Dimetilsulfoxido (DMSO)
(Biochemica Applichen Panreac ITW Companies); Hexano (>95.0%) (Carlos Erba
Reagents)

Estirpes usadas

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus aureus MRSA

Escherichia coli ATCC 25922

Isolados ambientais do grupo de trabalho, identificados por S3R9 e S3R22 (bastonetes
Gram-negativos).

1. Extracgio (aquosa e organica)

A amostra foi seca a temperatura ambiente e protegida da luz. Foi em seguida triturada
até a obtencdo de pedagos mais finos. Os extratos foram preparados com base na
metodologia de Khoddami et al. (2013). Assim:

(i) Para obtencdo do extrato organico adicionou-se a amostra metanol (> 99.8%), n-
hexano (> 95.0%) e DMSO apos a maceracio da raiz %, na proporgéo de 2:10
para extracdo por 24 horas ou mais, a temperatura ambiente. Procedeu-se a
concentracdo do extrato por destilacdo a 40-80 °C. Em seguida foi realizada a
filtracdo de cada extrato por membrana filtrante (0,45 pm);

(i) Para a obtencdo do extrato aquoso, a extrac¢do foi realizada utilizando-se como
solvente extrator a 4gua destilada estéril nas seguintes propor¢ées 1:10, ou seja,
50g de raiz para 500mL de &gua destilada. Levou-se a ebulicdo durante 60

minutos e procedeu-se a filtragdo e destilacéo 2.

Ambos os extratos foram armazenados a 4 °C até 0 momento do uso.
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2. Preparacio dos inéculos

As culturas de microrganismos foram mantidas a 4°C em agar nutritivo e foram
recuperadas, sempre que necessario, em TSA (Tryptic Soy Agar) para bactérias e agar
YEPD para levedura (segundo Daniele Grazziotin Soares), e incubadas 24h a 35 °C, com

excecdo de S. cerevisiae, que foi incubado a 30 °C pelo mesmo periodo de tempo.

Foram preparadas suspensdes da cultura em solucdo salina (0,85% NacCl), utilizando a
escala de 0,5 de MacFarland até a obtencéo de aproximadamente 1,5x108 CFU/mL para
bactérias e 2,0x10® CFU/mL para levedura, sendo esta escala correspondente a uma
densidade otica (DO) entre 0.08 a 0.10 a 600nm, que foi medida por espetrofotometria

visivel 2.

3. Testes de sensibilidade com S. cerevisiae

Avaliou-se a suscetibilidade antimicrobiana de acordo com o0 método de difusdo em disco,
de acordo com recomendagdes do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI).
Foram preparadas suspensfes da levedura S. cerevisiae de acordo com o ponto de

padronizacao dos inoculos acima descrito.

Em seguida fez-se a inoculagdo do microrganismo pela técnica de distensdo na superficie
de uma placa de petri com meio. Os discos de papel impregnados com 20uL de cada
extrato a ser testado, foram aplicados com uma pincga estéril sobre uma placa de Petri com
meio de cultura YEPD contendo, previamente inoculado, S. cerevisiae. Incubou-se
durante 18-24h a 30 °C. Apds a incubacdo, os halos de inibicdo do crescimento

microbiano foram medidos em milimetros, com auxilio de uma régua milimétrica. 3* 2,

Para os controlos utilizaram-se as referidas solucbes (Metanol, Hexano e DMSO)
impregnadas nos discos, uma vez que ndo se verificou inibicdo de crescimento algum em
torno dos controlos, indica-nos que a inibi¢do verificada em torno dos extratos é de

origem do extrato.

4, Curva de crescimento

Foram preparadas suspensdes dos microrganismos em estudo de acordo com o ponto de

padronizacdo dos indculos acima descrito. As suspensdes bacterianas foram incubadas a
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35 °C e as de levedura 30 °C num banho com agitacdo (120rpm). Os pontos da curva de
crescimento das bactérias foram sendo retirados de 25 em 25 minutos, enquanto 0s pontos
da curva de crescimento da levedura foram sendo retirados de 60 em 60 minutos, com

leitura de DO a cada ponto.

5. Ensaio de toxicidade dos solventes

Neste ensaio usaram-se 0s solventes usados na preparacao dos extratos (metanol, DMSO
e n-hexano). Realizaram-se dilui¢des duma cultura de cada estirpe no solvente em placas
de 96 pocos e verificou-se a DO a 600nm (T0). Apds incubacdo, em incubadora orbital
com agitacdo (120rpm) durante 24h a 35 °C para as bactérias e a 30 °C para a levedura,
realizou-se a leitura da DO (T24).

6. Determinacio da sensibilidade das estirpes aos extratos

Tabela 1: Quantidades (pL) dos extratos, meios de cultura e das estirpes em estudo.

Ensaios S. cereviseae ATCC 9763 S. aureus ATCC 6538 S. aureus MRSA
(uL) Meio + Extrato + Cultura  Meio +Extrato +Cultura  Meio + Extrato + Cultura
Agua 50+100+50 50+100+50 50+100+50

Hexano 50+100+50 50+100+50 50+100+50

Metanol 90+20+90 90+20+90 90+20+90

DMSO 60+80+60 80+40+80 80+40+80

Ensaios S3R9 S3R22 E. coli

(V) Meio + Extrato + Cultura  Meio +Extrato +Cultura  Meio + Extrato + Cultura

Agua 50+100+50 50+100+50 50+100+50
Hexano 50+100+50 50+100+50 50+100+50
Metanol 90+20+90 90+20+90 90+20+90
DMSO 95+10+95 95+10+95 95+10+95

Neste ensaio usaram-se 0s extratos destilados e brutos da raiz do Borututu obtidos do
processo de extracdo. Distribuiu-se em cada poco em triplicado o volume de meio de
cultura de acordo com o microrganismo (TSB para bactérias e caldo YEPD para a
levedura), em seguida adicionou-se o volume de extrato e finalmente o volume de
suspensao de estirpe em estudo. Verificou-se a DO a 600nm (T0). Apos incubacdo
realizou-se a leitura da DO (T24).
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Ambos os controlos, negativo e positivo foram realizados em triplicado nas proporcdes

representadas na tabela 2.

Tabela 2: Quantidades (uL) dos controlos negativos e positivos.

Controlos Controlos positivo Controlos negativo

(uL) Meio + Cultura Meio + Extrato
100+100 100+100
100+100 100+100
100+100 20+180
100+100 80+120

A determinacdo da sensibilidade das estirpes aos extratos pode ser entendida como o

menor volume de extrato em pL, capaz de inibir o crescimento microbiano.

Tratamento de dados

Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo calculados no programa

Microsoft Excel. Todos os testes foram realizados em triplicado (n=3).
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Resultados
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1. Extratos

1.1. Obtencao dos extratos

Os extratos foram obtidos recorrendo ao método classico através da técnica de separagdo
extracdo e destilacdo. Na extracdo aquosa levou-se a ebulicdo o extrato de 50g de
Borututu em 500mL de &gua destilada, durante 15 minutos. Apds arrefecimento o extrato
foi filtrado em filtros de 0,45um e 0,22um e levado a destilacdo. Para os extratos
organicos preparou-se uma proporcdo de 25g em 250mL de solvente (Hexano, Metanol

e DMSOQ), durante 24h, de igual modo apds filtracdo, o filtrado foi levado a destilacao.

1.2. Testes de sensibilidade

A figura 5 apresenta os resultados do teste de sensibilidade da S. cerevisiae para 0s varios

extratos aquosos/organicos e brutos/destilados testados.

Extrato aquoso destilado Extrato organico (metanol/hexano)

Extrato organico (hexano)  Controlo (hexano) Extrato organico  Controlo

(hexano) (metanol/hexano)
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Extrato organico (metanol) Extrato aquoso bruto

Extrato organico (DMSO) Controlo (DMSO)
Figura 5: Testes de sensibilidade na levedura S. cerevisiae.

Na tabela 3 apresenta os resultados do ensaio da sensibilidade para a levedura S.

cerevisiae. Os controlos foram realizados com os discos impregnados apenas no solvente.

Tabela 3: Resultado das medicdes dos halos de inibicdo dos testes de sensibilidade (cm) de didmetro em S.
cerevisiae

Extrato 3 Metanol/H
Agua DMSO Hexano Metanol Controlo
(X +0) exano
Diametro
(cm) 1,2340,20 1,23+0,16 1,23+0,20 0,0£0,0 0,33%0,20 0,0£0,0
cm

Legenda: X — média; ¢ — desvio padrao

Analisando a tabela 3, verifica-se que os extratos de agua, DMSO, metanol e hexano
apresentaram poder inibitorio. Entretanto a mistura metanol/hexano ndo apresentou
qualquer inibicdo. O controlo por sua vez ndo registou um crescimento a volta do disco,

0 que indica que a inibicdo é imposta pelo extrato do borututu.

2. Curvas de crescimento

O gréafico 1 apresenta as curvas de crescimento realizadas para as bactérias Gram-
negativas em estudo (E. coli e isolados ambientais). Verificou-se que para estas estirpes
0 ponto médio da fase logaritmica é aos 75 minutos de crescimento. Posto isto, todos 0s
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ensaios foram realizados com amostras retiradas aos 75 minutos de crescimento

exponencial.
E. coli ATCC 25922
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Gréfico 1: Curvas de crescimento da E. coli e isolados S3R9 e S3R22.

O gréfico 2 apresenta as curvas de crescimento realizadas para as bactérias Gram-
positivas em estudo (S. aureus e S. aureus MRSA). Verificou-se que para estas estirpes o
ponto meédio da fase logaritmica é aos 125 minutos de crescimento. Assim, todos 0s

ensaios foram realizados com amostras retiradas aos 125 minutos de crescimento

exponencial.
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Grafico 2: Curvas de crescimento de S. aureus e S. aureus MRSA.

O gréfico 3 apresenta a curva de crescimento realizada para o modelo eucarionte em
estudo (S. cerevisiae). Verificou-se que para esta estirpe o ponto médio da fase
logaritmica é as 6h de crescimento. Assim, todos os ensaios foram realizados com

amostras retiradas as 6h de crescimento exponencial.
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S. cerevisiae ATCC 9763

Time (hours)

Grafico 3: Curva de crescimento de S. cerevisiae.

3. Ensaio de toxicidade dos solventes

Nas tabelas 4 a 15 estdo representados os resultados dos ensaios de toxicidade e as suas
respetivas percentagens para as estirpes usadas no estudo S. aureus ATCC 6538, S. aureus
MRSA, S. cerevisiae, E. coli, S3R9 e S3R22, respetivamente. E indicada a média e o
desvio padrdo para cada ensaio (realizado em triplicado) e para cada solvente. Os dados
apresentados sdo da DO a 600 nm no tempo (T0) e apds 24h de incubacdo (T24).

Nas tabelas 4 e 5 estdo representados os resultados do ensaio de toxicidade para o S.
aureus ATCC 6538. Dos resultados obtidos pode indicar-se que o hexano € o solvente
menos toxico, visto que se verificou toxicidade semelhante para todas as proporcées
realizadas, e apresentou percentagens de crescimento maiores que nos outros solventes
(entre 16 e 79%). Obteve-se, ainda, a média e o desvio padrdo de 1,07+£0,01. O DMSO
com a média e o desvio padrdo de 0,79+0,01 na proporcdo de 20/80, é o solvente com
toxicidade intermédia. Finalmente, o metanol, com a média e o desvio padrdo de
1,00+0,04 na proporgdo de 10/90, apresentou menores percentagens de crescimento
(entre 13-37%).
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Tabela 4: Resultados do ensaio de toxicidade para o S. aureus ATCC 6538.

Proporcéo

solvente/cultura

95/05
90/10
80/20
70/30
60/40
50/50
40/60
30/70
20/80
10/90
05/95

TO (xt0)
0,85+0,00
0,84+0,00
1,00+0,00
1,09+0,00
1,48+0,01
1,00+0,01
1,73+0,01
2,16+0,06
2,56+0,01
2,87+0,01
3,30+0,01

T24 (x0)
0,32+0,02
0,25:0,02
0,40+0,00
0,3620,07
0,52+0,02
0,30+0,08
0,51+0,02
0,4620,11
0,79+0,01
0,63+0,12
0,89:0,02

Metanol
TO (xto)  T24 (x+0)
0,83+0,00  0,13+0,07
0,82+0,00  0,30+0,02
0,91+0,00  0,14+0,05
1,32+0,00  0,32+0,01
1,06+£0,02  0,17+0,05
2,86+0,16  0,36+0,04
2,47+0,03  0,45+0,16
2,81+0,01  0,70+0,12
3,22#0,00  0,59+0,40
3,15£0,00  1,00+0,04
3,45+0,01  1,07+0,01

TO (xx0)
1,59+0,08
1,44+0,07
2,13+0,01
2,20%0,00
1,89+0,00
3,16%0,15
2,58+0,01
3,02+0,01
3,08+0,00
3,47+0,02
3,47+0,00

T24 (x£0)
0,89:+0,27
1,14+0,19
0,33+0,18
0,49+0,11
0,38+0,26
1,07+0,01
0,93+0,02
0,94+0,04
0,98+0,06
1,00£0,00
1,09+0,03

Legenda: x — média; ¢ — desvio padréo

Tabela 5: Resultados em percentagem do ensaio de toxicidade para o S. aureus ATCC 6538.

Proporcao

solvente/cultura

Metanol

95/05
90/10
80/20
70/30
60/40
50/50
40/60
30/70
20/80
10/90
05/95

37,71 %
30,09 %
40,32 %
33,06 %
35,73 %
30,29 %
29,84 %
21,46 %
30,92 %
21,94 %
26,96 %

16,26 %
37,35 %
15,87 %
24,09 %
16,46 %
12,67 %
18,46 %
25,21 %
18,37 %
31,73 %
30,95 %

56,09 %
79,20 %
15,56 %
22,25 %
20,42 %
34,06 %
36,36 %
31,40 %
31,74 %
29,07 %
31,59 %

Nas tabelas 6 e 7 estdo representados os resultados do ensaio de toxicidade para o S.

aureus MRSA. Apos analise dos resultados verifica-se que o metanol, com a médiae o

desvio padrédo de 0,90+0,05 na proporcao de 10/90, €, novamente, o solvente mais toxico

apresentando menores percentagens de crescimento. De salientar os 5 ensaios com

percentagens inferiores a 10% de crescimento. Foi possivel, ainda, apurar que o hexano

é o0 solvente menos toxico, visto que se verificou toxicidade semelhante para todas as

proporcdes realizadas, obtendo-se apés incubacdo a média e o desvio padrdo de
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0,70£0,04. Relativamente as percentagens de crescimento com o hexano, estas variam
entre 10 e 70%. O DMSO com a média e o desvio padrdo de 0,77+£0,18 na proporcdo de
20/80, é o solvente com toxicidade intermédia.

Tabela 6: Resultados do ensaio de toxicidade para o S. aureus MRSA.

Proporcéo DMSO Metanol Hexano
solvente/cultura TO(xt6) T24(xx6) TO(xt6) T24(x+6) TO(x+c6) T24 (x+o)
95/05 0,85+0,00 0,08+0,00 1,03+0,01 0,09+0,00 1,53+0,09 0,81+0,64
90/10 0,91+0,00 0,29+0,00 0,97+0,02 0,07+0,00 1,21+0,04 0,84+0,45
80/20 0,94+0,00 0,170,145 1,29+0,00 0,08+0,00 2,01+0,03  0,65+0,26
70/30 1,05+0,01 0,33+0,01  1,09+0,06 0,17+0,16  2,58+0,02  0,30+0,19
60/40 1,12+0,00  0,22+0,10 2,41+0,01 0,10#0,01 2,28+0,01 0,23+0,06
50/50 1,34+0,00 0,38+0,03 2,41+0,01 0,18+0,01 3,07+0,01  0,70+0,04
40/60 2,16+0,01 0,41+0,33  2,75+0,04 0,40+0,05 2,87+0,00  0,69+0,06
30/70 2,59+0,02 0,66+0,35 3,18+0,02 0,51+0,07 3,18+0,00 0,72+0,09
20/80 2,84+0,01 0,77+0,18 3,44+0,01 0,62+0,04 3,28+0,01 0,72+0,05
10/90 3,65+0,00 0,75+0,03 3,51+0,01 0,90+0,05 3,60%+0,02 0,79+0,10
05/95 3,42+0,01 0,66+0,15 3,74+0,00 0,89+0,03 3,69+0,00 0,77+0,00
Legenda: x — média; ¢ — desvio padréo
Tabela 7: Resultados em percentagem do ensaio de toxicidade para o S. aureus MRSA.
Proporcao DMSO Metanol Hexano
solvente/cultura

95/05 9,66 % 9,09 % 53,43 %

90/10 31,91 % 7,71 % 69,80 %

80/20 18,51 % 6,66 % 32,73 %

70/30 31,27 % 15,73 % 11,86 %

60/40 20,30 % 4,54 % 10,42 %

50/50 28,65 % 7,74 % 23,06 %

40/60 19,16 % 14,69 % 24,19 %

30/70 25,77 % 16,19 % 22,87 %

20/80 27,34 % 18,11 % 21,98 %

10/90 20,65 % 25,63 % 21,90 %

05/95 19,36 % 24,00 % 20,89 %

Nas tabelas 8 e 9 sdo apresentados os resultados do ensaio de toxicidade para o S.
cerevisiae. Verifica-se, mais uma vez, que o hexano é o solvente menos toxico, visto que
se verificou menor toxicidade nas mesmas propor¢cdes de solvente/cultura (50/50),

obtendo-se apds incubacdo a média e o desvio padrdo de 1,89+0,17. Para este solvente as
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percentagens de crescimento variam entre 16 e 60%. O metanol, com a média e o desvio
padrédo de 0,69+0,03 na proporcao de 10/90, € o solvente mais toxico, com percentagens
de crescimento entre 6 e 15%. Para 0 DMSO, com a média e o desvio padréo de 0,41+0,02

na proporcdo de 20/80, registaram-se valores intermédios de crescimento (13-24%).

Tabela 8: Resultados do ensaio de toxicidade para a S. cerevisiae.

Proporc¢ao Metanol Hexano
SCUCRCIEN 70 (xt6) T24 (xts) T0(xts) T24 (xts) TO (xte)  T24 (xto)
95/05 1,04+0,00 0,25+0,00 1,61+0,08 0,15#0,05 0,68+0,01  1,21+0,24
90/10 1,13+0,00 0,26+0,00  2,04+0,00 0,11+0,03 2,21+0,04  0,66%0,40
80/20 1,53+0,06  0,30+0,00 2,96+0,02 0,28+0,28  3,30+0,09  0,65+0,66
70/30 1,41+0,01  0,31+0,04  2,68+0,04 0,30£0,21  3,25+0,04  1,57+0,22
60/40 1,57+0,03 0,3+0,06 3,49+0,08 0,30+0,07  2,69+0,03  1,47+0,53
50/50 2,11+0,03  0,35£0,10  3,89+0,00 0,30+0,09  3,18+0,08  1,89%0,17
40/60 2,41#0,00  0,41+0,02  3,74%0,00 0,47+0,20  4,3740,16  1,17+0,62
30/70 3,05£0,01  0,40+0,07 4,09+0,01 0,60+0,02 3,87+0,02  1,59+0,87
20/80 2,90#0,00  0,52+0,03 3,85%0,04 0,47+0,12  3,84+0,03  0,930,10
10/90 1,95+0,28 0,33+0,03  3,83+0,02 0,69+0,03 4,10+0,01  1,08%0,07
05/95 4,48+0,28  0,74+0,05 4,04+0,01 0,75+0,01 4,41+0,01 0,68+0,08

Legenda: x — média; ¢ — desvio padréo
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Tabela 9: Resultados em percentagem do ensaio de toxicidade para a S. cerevisiae.

Proporcéo Metanol Hexano

solvente/cultura

95/05 24,42 % 9,77 % 17,36 %
90/10 23,67 % 5,63 % 30,02 %
80/20 19,51 % 9,49 % 19,92 %
70/30 22,50 % 11,29 % 48,46 %
60/40 21,78 % 8,69 % 54,78 %
50/50 16,92 % 7,88 % 59,56 %
40/60 17,00 % 12,65 % 26,79 %
30/70 13,19 % 14,76 % 41,23 %
20/80 17,92 % 12,22 % 24,32 %
10/90 17,33 % 17,99 % 26,36 %
05/95 16,69 % 18,74 % 15,58 %

Nas tabelas 10 e 11 estdo representados os resultados do ensaio de toxicidade para o E.
coli 25922. Apos analise dos resultados verifica-se que o hexano é o solvente menos
toxico apresentando percentagens de crescimento entre 0s 39 e 0s 78%. Obtendo-se ap0s
incubacdo a média e o desvio padrédo de 1,25+0,06. Para esta estirpe, 0 DMSO e 0 metanol
apresentaram percentagens de crescimento idénticas. O metanol com a média e o desvio
padrdo de 1,06+0,07 na proporcédo de 20/80. Finalmente, 0 DMSO com a média e o desvio
padréo de 0,72+0,02 na proporgéo de 05/95.

Tabela 10: Resultados do ensaio de toxicidade para E. coli 25922.

Proporc¢ao DMSO Metanol Hexano
SUCHCOOISICIN 70 (x+5) 124 (xt0) TO(xto) T24 (xt) TO (xt6) T24 (x£o)
95/05 1,04+0,01 0,40+£0,00 0,78£0,00 0,29+0,02 1,09+0,01 0,61%0,11
90/10 1,13+0,01  0,39+0,00 0,98+0,00 0,36+0,00 1,26+0,01 0,70+0,21
80/20 1,174¢0,02  0,41+0,03 1,13+0,00 0,37+0,02 1,36+0,00 0,52+0,12
70/30 1,21+0,00 0,31+£0,08 1,30£0,01 0,39+0,01  1,44+0,00 0,74%0,12
60/40 1,05£0,01 0,33+0,04 1,60+0,03 0,42+0,04 1,54+0,00 1,09+0,09
50/50 0,95+0,00 0,26+0,02 1,57+0,02 0,47+0,00 1,60+0,00 1,25+0,06
40/60 1,00£0,00 0,33+0,01 1,70£0,01 0,440,010 1,69+0,00 1,17%0,05
30/70 1,16+0,00 0,38+0,04 1,70+0,00 0,48+0,01 1,69+0,00 1,08%0,03
20/80 1,31+0,00 0,45+0,01 1,93+0,02 0,42+0,03 1,84+0,01 1,16+0,07
10/90 1,58+0,00 0,56+0,01 1,89+0,01 1,06%+0,07 2,19+0,00 1,13%0,08
05/95 1,79¢0,00 0,72+0,02 2,07+0,00 1,09+0,00 2,33+0,00  1,10+0,12

Legenda: X — média; ¢ — desvio padréo
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Tabela 11: Resultados em percentagem do ensaio de toxicidade para a E. coli ATCC 25922.

Proporgéo Metanol Hexano

solvente/cultura

95/05 38,54 % 37,58 % 56,48 %
90/10 34,83 % 36,96 % 55,76 %
80/20 35,44 % 32,76 % 38,76 %
70/30 25,86 % 30,62 % 51,58 %
60/40 31,64 % 26,65 % 71,22 %
50/50 28,36 % 30,48 % 78,15 %
40/60 33,60 % 26,31 % 69,69 %
30/70 33,42 % 28,37 % 64,20 %
20/80 34,95 % 21,79 % 63,25 %
10/90 35,91 % 55,99 % 51,61 %
05/95 40,15 % 52,86 % 47,18 %

Nas tabelas 12 e 13 apresentam-se os resultados do ensaio de toxicidade para o isolado
S3R9. Os resultados dos ensaios com DMSO e metanol surgem com percentagens de
crescimento entre os 12 e 32% e 14-21%, respetivamente. O metanol com a média e o
desvio padrdo de 0,46+0,06 na proporcdo de 20/80 foi considerado o solvente com
toxicidade intermédia. J& o DMSO com a média e o desvio padrdo de 0,37+0,02 na
proporcdo de 20/80 é o solvente mais toxico. Pode, assim, indicar-se que hexano é o
solvente menos toxico, visto que se verificou menor toxicidade nas mesmas proporcgdes

de solvente/cultura em pL (50/50), obtendo-se a média e o desvio padrdo de 1,94+0,06.
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Tabela 12: Resultados do ensaio de toxicidade para o isolado S3R9.

Hexano

Proporcéo Metanol

SUCHICOISICIN 1) (xt5) T24 (xt6) TO(xto) T24 (xtc) TO(xto) T24 (x£o)
95/05 1,44+0,03 0,25+0,02 0,74x0,02 0,16+0,12 1,43%0,10 1,30+0,39
90/10 1,47+0,03  0,24+0,04 1,11+0,01 0,17+0,13 1,350,044  2,27+0,37
80/20 1,98+0,02 0,27+0,01  1,25%0,02 0,15+0,10 2,38+0,02  0,71+0,87
70/30 1,77¢0,03 0,26+0,09  1,45+0,01 0,17+0,10 2,32+0,01  1,78+0,22
60/40 1,75+0,02  0,33%0,01 1,76+0,01 0,27+0,20 2,60+0,01  0,94+0,74
50/50 1,80+0,04 0,27+0,10 1,77x0,01 0,26x0,16  2,50+0,01  1,94+0,06
40/60 1,71+0,02  0,35#0,03  1,84+0,01 0,32+0,10 2,35+0,01  0,91+0,03
30/70 1,83+0,03 0,29+0,13  2,10+0,01 0,36+0,06  2,41+0,00  0,93+0,05
20/80 2,370,01  0,37%0,02 2,37+0,01 0,46%0,06  2,91+0,02  0,79+0,07
10/90 2,44+0,03  0,33+0,08 2,98+0,02 0,80+0,04 3,06x0,00  0,89+0,01
05/95 2,96+0,07 0,57+0,03 3,03+0,02 0,98+0,03 3,19+0,01  0,94+0,08

Legenda: X — média; ¢ — desvio padréo
Tabela 13: Resultados em percentagem de toxicidade para o isolado S3R9
Proporcéo DMSO Metanol Hexano
solvente/cultura
95/05 17,85 % 21,88 % 90,44 %
90/10 16,27 % 15,15 % 16,86 %
80/20 13,95 % 11,97 % 29,87 %
70/30 14,76 % 11,78 % 76,68 %
60/40 18,41 % 15,56 % 36,45 %
50/50 15,46 % 14,60 % 77,58 %
40/60 20,77 % 17,50 % 38,78 %
30/70 16,29 % 17,21 % 38,88 %
20/80 15,51 % 19,66 % 27,45 %
10/90 13,78 % 26,87 % 29,19 %
05/95 19,35 % 32,36 % 29,68 %

Nas tabelas 14 e 15 estdo representados os resultados do ensaio de toxicidade para o
isolado S3R22. O hexano €, novamente, o solvente menos toxico, apresentando maiores
percentagens de crescimento (39-83%). Verificou-se menor toxicidade nas mesmas
proporcdes de solvente/cultura (50/50), obtendo-se a média e o desvio padrdo de
2,08+0,77. 0 DMSO, com a media e o desvio padréo de 0,50+0,07 na proporgéo de 20/80,

apresentou percentagens menores de crescimento (19-31%). Enquanto, o metanol, com a
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média e o desvio padrédo de 0,63+0,03 na proporc¢éo de 20/80, é o solvente com toxicidade

intermédia, exibindo entre 14 e 43% de crescimento.

Tabela 14: Resultados do ensaio de toxicidade para o isolado S3R22.

SUCHICOIISICI 1) (xt5) T24 (xto) TO(xto) T24 (xte) TO(xto) T24 (x£o)
95/05 1,22¢001  0,320,00 0,800,001 0,21+0,05 1,83£0,12  3,29+0,05
90/10 1,37+0,01  0,33+0,00 1,01+0,02 0,18+0,09 2,5740,07  2,14+1,21
80/20 1,39¢001 0,33%0,10 1,37£0,01 0,25:0,03 2424001  2,30+0,10
70/30 1524001  0,42¢0,00 1,61¢0,01  0,21:0,04 2,37+0,01 1,71+1,14
60/40 1,38:001 0,38+0,12 1,78£0,03 0,27+0,02 2,44+001  2,08+0,77
50/50 146+0,05 046001 2,06£0,05 0,28£0,06 2,524¢0,01  1,90+0,72
40/60 143:001 037+0,10 259:0,04 0,52¢0,07 2,68£0,02  1,19+0,07
30/70 1,73t000 045:0,08 249+0,03 0,50£0,04 2,67+0,01  1,21+0,08
20/80 2,00£0,01  0,50+0,07 2,84%0,04 0,63+0,03 2,87+0,02  1,11+0,08
10/90 2,440,001 045:022 2,86+0,01 1723+0,17 2,9620,01 1,12+0,13
05/95 3,040,001 0,67+0,13 3,07+001 1725%0,07 3,15:0,03 1,2620,02

Legenda: X — média; ¢ — desvio padréo

Tabela 15: Resultados em percentagem de toxicidade para o isolado S3R22

Proporcéo DMSO Metanol Hexano
solvente/cultura
95/05 26,64 % 26,68 % 79,82 %
90/10 24,54 % 17,98 % 83,23 %
80/20 24,17 % 18,19 % 95,30 %
70/30 27,84 % 13,30 % 72,15 %
60/40 27,50 % 15,62 % 85,27 %
50/50 31,52 % 13,73 % 75,35 %
40/60 25,80 % 20,12 % 44,52 %
30/70 26,23 % 20,05 % 45,32 %
20/80 25,01 % 22,39 % 38,94 %
10/90 18,76 % 43,05 % 38,11 %
05/95 22,20 % 40,63 % 39,95 %
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4. Determinacio da sensibilidade das estirpes aos extratos

Na tabela 16 estdo apresentados os resultados para a sensibilidade da E. coli. Verifica-se
que os extratos destilado e bruto com maior atividade sdo os de metanol, seguido da agua
e do DMSO. O extrato destilado de hexano ndo exerce qualquer efeito nesta bactéria,

enguanto o extrato bruto tem efeito minimo (proximo de 100%).

Tabela 16: Determinacao da sensibilidade da E. coli aos extratos.

Extratos destilados Extrato bruto

Solventes

Agua

Hexano 105,27 93,10
Metanol 50,50 39,98
DMSO 68,19 49,30

Na tabela 17 estéo representados os resultados da sensibilidade para os isolados S3R9 e
S3 R22. Verifica-se que os extratos destilado e bruto com maior atividade séo os de
metanol, seguido da agua e do DMSO. O extrato destilado de hexano no extrato bruto do
isolado S3R22 nao exerce qualquer efeito nesta bactéria, enquanto os extratos destilados

tém um efeito minimo (préximo de 100%).

Tabela 17: Determinagao da sensibilidade para os isolados S3R9 e S3R22.

Extratos Extrato destilado Extrato bruto Extrato destilado Extrato bruto
% % % %
Agua 17,94 46,05 90,94 92,83
Hexano 23,06 70,84 96,58 101,36
Metanol 1,66 16,38 90,05 70,18
DMSO 84,26 55,80 84,83 75,62

Na tabela 18 estdo representados os resultados da sensibilidade para o S. aureus ATCC
6538 e S. aureus MRSA. Verifica-se que o0s extratos destilado e bruto com maior
atividade s&o os de &gua, seguido do hexano e do DMSO e finalmente do metanol. O
extrato destilado de hexano e de metanol do S. aureus MRSA tém um efeito minimo
(préximo de 100%).
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Tabela 18: Determinacéao da sensibilidade para o S. aureus ATCC 6538 e S. aureus MRSA

S. aureus MRSA

S. aureus ATCC 6538

Extratos Extrato destilado Extrato bruto Extrato destilado Extrato bruto
% % % %
Agua 40,80 55,58 57,13 71,85
Hexano 60,14 66,67 96,08 33,88
Metanol 86,23 5,14 96,78 56,14
DMSO 82,55 1,57 0,03 18,65

A tabela 19 apresenta os resultados para a sensibilidade da S. cerevisiae, onde se verifica
que os extratos destilado e bruto com maior atividade sdo os de DMSO, seguido da agua
e do metanol e do hexano. O extrato bruto do hexano nédo exerce qualquer efeito nesta

bactéria.

Tabela 19: Determinacgéo da sensibilidade para o S. cerevisiae.

Solventes Extratos destilados Extrato bruto

Agua

Hexano 82,42 102,41
Metanol 74,47 73,65
DMSO 1,64 52,03
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Discussao e conclusao
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As plantas sdo comummente usadas no desenvolvimento de medicamentos através do
conhecimento dos compostos que as constituem. Atualmente, varios produtos quimicos
distintos derivados de plantas sdo empregues como medicamentos, sendo usados em

varios paises ’.

Atualmente existem varios estudos no ambito da descoberta de novos agentes
antimicrobianos provenientes de extratos vegetais e de outros produtos naturais. Com este
trabalho pretendeu-se verificar a atividade antimicrobiana de extratos organicos e aquosos

da raiz do borututu de forma a ser possivel usar-se esta raiz com fins medicinais.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode conclui-se que os extratos da
planta do borututu contém componentes com poder inibitério para as estirpes estudadas,
nomeadamente S. cerevisiae ATCC 9763, S. aureus ATCC 6538, S. aureus MRSA, E.
coli ATCC 25922 e isolados ambientais do grupo de trabalho, identificados por S3R9 e
S3R22 (bastonetes Gram-negativos).

Para todos os microrganismos utilizados neste estudo foram tragadas as respetivas curvas
de crescimento, de forma a determinar qual a fase logaritmica de cada um. Segundo a
bibliografia analisada, a fase logaritmica é a melhor fase em que se deve proceder a
inoculacdo dos microrganismos, uma vez que, nesta fase 0s microrganismos encontram-
se na sua fase de duplicacdo exponencial. Analisando os resultados obtidos para o
crescimento bacteriano, concluimos que para a E. coli ATCC 25922, isolados S3R9 e
S3R22 o ponto médio da fase logaritmica 75 minutos de incubacéo; e, para a S. aureus
ATCC 6538 e S. aureus MRSA sdo 125 minutos. Quanto a levedura S. cerevisiae sdo

necessarias 6 horas, para o atingimento do ponto médio da fase logaritmica.

Os testes de sensibilidade mostraram-se inconclusivos, com excecdo dos extratos
aquosos, que mostraram inibicéo das estirpes em estudo. No entanto, visto que o controlo
nédo inibiu podemos concluir que os extratos aquosos do borututu possuem capacidade
inibitoria.

Os ensaios para avaliar a toxicidade dos solventes organicos utilizados foram realizados
com o objetivo de saber se 0s solventes utilizados induziam alguma forma de toxicidade
as estirpes em estudo. De acordo com os resultados dos ensaios de toxicidade dos
solventes, conclui-se que o hexano é o solvente menos toxico, visto que se verificou o

maior crescimento nas mesmas propor¢oes de solvente/cultura, na proporc¢édo de 50/50, e
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menor rendimento de extracdo, seguindo o metanol e 0 DMSO mostrou-se 0 mais toxico
visto que na proporcéo de 05/95 foi 0 que mostrou menor crescimento. Assim conclui-se
que entre os solventes utilizados do estudo o hexano, é solvente com maior capacidade

de induzir maior toxicidade.

Os resultados da viabilidade dos extratos indicam-nos que os extratos do borututu
possuem componentes com capacidade de reduzir o crescimento microbioldgico. Ao
comparar os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos aquosos e organicos
utilizando-se o método de difusdo em agar, observou-se que houve diferenca entre as
metodologias de difusdo em &gar analisadas, sendo que o ensaio de difusdo em agar
demonstrou melhor desempenho, ja que houve inibigdo da maioria das estirpes testadas.
Embora esta tenha sido a melhor técnica de difusdo observada neste estudo, pode-se
considerar que o método de microdiluicdo em caldo foi a melhor opcdo para determinar
a atividade antimicrobiana, por fornecer dados quantitativos, além de ser mais confiavel

e econdmico para determinar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais.

Foram varias as limitagdes encontradas, quer no facto de haver pouca literatura disponivel
e no decorrer da tese a ocorréncia de evaporacdo dos solventes nos ensaios de toxicidade,
algumas dificuldades em encontrar um padrao para o teste se sensibilidade. O método de
placa de 96 pocos, possui alguns inconvenientes, tais como as células de alguns
microrganismos aderirem a base do pogo, ou permanecerem em suspensdo, alguns
compostos presentes em alguns extratos podem precipitar. Todavia, € um método barato,
tem reprodutibilidade, é sensivel, requer pequena quantidade de amostra, pode ser usado

para grande niimero de amostras e deixa um registro permanente 3.

Face ao sinergismo que o borututu apresenta, urge a necessidade de mais estudos de
avaliacdo dos componentes com potencial verdadeiro e coloca-los ao servico da industria

farmacéutica.

Em suma, num futuro préximo, a engenharia metabdlica e as abordagens biotecnolégicas
podem ser usadas como sistemas de producdo alternativos para superar a disponibilidade
limitada de compostos de metabolitos secundarios de plantas biologicamente ativos,
comercialmente valiosos e com vastas aplicacBes medicinais. Neste campo, impde-se a
producéo biotecnoldgica controlada e bem-sucedida de produtos quimicos extraidos de

vegetais, com potencial valioso e, muito provavelmente, ainda desconhecido.
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