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RESUMO: As plantas sdo fontes de varios
metabolitos ativos, que dao origem a varios
farmacos comerciais, a partir da necessidade
de testar novos artificios para controlar a
populacdo de bactérias que acometem aos
homens e animais, pois muitos compostos
encontrados englobam diversas substancias
farmacologicamente ativas e assim como os
produtos naturais podem ser uma boa fonte de
novos compostos com atividade antibacteriana
e fornecer futuros medicamentos para a
diminuicdo de bactérias patogénicas causadoras
de doengas. O objetivo neste estudo foi avaliar
o potencial inibitorio dos extratos metanélicos de
Turnera subulata (flor/folha) sobre o crescimento
bacteriano das cepas de Escherichia coli
(ATCC 25922); Staphylococcus aureus (ATCC
25923); Klebsiella pneumoniae (ATCC 13899)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
Realizou-se a partir dos processos estatico e
ultrassom, a extracdo dos compostos organicos.
Os extratos obtidos foram testados quanto ao
seu efeito antibacteriano pelo método de disco de
fusdo com quatro repeticbes por concentragéo,
as concentragcdes (mg/mL) utilizadas foram: C1
(0,010), C2 (0,015), C3 (0,020) e C4 (0,050)
para cada extrato e observada por 72h, quando
presentes, os halos foram medidos e retirados
uma média para realizagao do teste estatistico de
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Tukey a 95% de significancia. Na faixa de inibicao, destacou-se os que apresentaram melhor
atividade que foram os extratos ultrassom e estéatico da flor, diferindo dos extratos com o
tratamento com a folha, onde, observou-se 4,33 e 3,83mm de média diferindo do extrato da
folha, e inibindo o crescimento da E. Colie S. aureus ao redor do extrato. No presente estudo
foi encontrado atividade antibacteriana nos extratos metanélicos com a folha e flor para as
concentragdes testadas, entretanto, s@o necessarios estudos com variadas fragdes destes,
considerando o baixo custo e facilidade na aquisicdo das plantas.

PALAVRAS-CHAVE: Antibacteriano, extratos metanélicos, Turnera subulata.

ANALYSIS OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF LEAVES AND FLOWERS OF
THE Turnera subulata (GUARUJA FLOWER)

ABSTRACT: Plants are sources of several active metabolites, which give rise to several
commercial drugs, from the need to test new devices to control the population of bacteria that
affect humans and animals, as many compounds found encompass several pharmacologically
active substances and as well as natural products can be a good source of new compounds
with antibacterial activity and provide future medicines for decreasing disease-causing
pathogenic bacteria. The aim of this study was to evaluate the inhibitory potential of methanol
extracts of Turnera subulata (flower/leaf) on the bacterial growth of Escherichia coli (ATCC
25922); Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Klebsiella pneumoniae (ATCC 13899) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). From the static and ultrasound processes, the
extraction of organic compounds was performed. The extracts obtained were tested for their
antibacterial effect by the fusion disk method with four repetitions per concentration, the
concentrations (mg/mL) used were: C1 (0.010), C2 (0.015), C3 (0.020) and C4 (0.050) for
each extract and observed for 72h, when present, the halos were measured and an average
was taken to perform the statistical test of Tukey at 95% significance. In the inhibition range,
the ones that showed the best activity were highlighted, which were the ultrasound and static
extracts of the flower, differing from the extracts with the treatment with the leaf, where 4.33
and 3.83mm of average differed from the extract. of the leaf, and inhibiting the growth of E.
Coliand S. aureus around the extract. In the present study, antibacterial activity was found in
the methanol extracts with the leaf and flower at the concentrations tested, however, studies
with different fractions of these are necessary, considering the low cost and ease of acquiring
the plants.

KEYWORDS: Antibacterial, methanolic extracts, Turnera subulata.

INTRODUCAO

Aflorabrasileira & muito rica e abriga diversas espécies de plantas com caracteristicas
que se diferencia de adaptacdo a ambientes, como as plantas daninhas, invasoras e ou
esponténeas. As plantas produzem uma variedade de componentes organicos, que sao
divididos em dois grupos conhecidos como metabolitos primarios (armazenam energia) e
0s secundarios (garantem a sobrevivéncia e competicdo no ambiente), (VIZZOTTO et al.,
2010). Segundo estudos, 6leos essenciais, flavonoides, alcaloides, taninos e quinonas,
todos isolados de plantas, sdo descritos na literatura por apresentarem atividades
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biolégicas, dentre elas atividade antibacteriana (SAVOIA, 2012).

Tendo uma variedade de compostos presentes nas plantas e frutos, como os
polifendis, séo descritos como capazes de matar ou inibir o crescimento de microrganismos.
Essas caracteristicas séo relevantes, principalmente em éareas tropicais, como a regido
amazdnica, onde as condi¢cbes climaticas propiciam o maior crescimento dos microrganismos
(JOBIM et al.,2014)

A T. subulata conforme SILVA (2010) em um estudo utilizando a folha obteve a
presenca positiva de flavondides e cicatrizacdo em feridas abertas por meio do uso do
extrato aquoso. A planta T. subulata é um arbusto denso perene, 30-80 cm de altura, com
folhas lanceoladas ou estreita eliptica. Suas flores sdo formadas por pétalas que pode
diferenciar do amarelo a brancas-amareladas de cor marrom na base. Suas flores se abrem
logo pela manha, depois de receber a luz direta do sol, e se fecham apés o meio-dia
(SHORT E COWIE, 2011).

O género Turnera vem sendo estudado sob varios aspectos e atividades, como
exemplo antioxidante, anti-inflamatoria, antiulcerogénica. estudaram o potencial antibiotico
da T. ulmifolia. frente a Staphylococcus aureus.; SANTOS, et al. (2010), avaliaram a atividade
moluscicida e toxicidade frente artemia salina pelo extrato bruto de T. ulifolia conforme
RAMASAMY et al, (2012) avaliaram o potencial antibacteriano do extrato etandlico das
folhas de T. ulmifolia frente a bactérias gram negativas, bem como outros estudos com as
espécies de Turnera tem obtido resultados positivos quanto suas aplicacoes.

Por meio de estudos, a flor do Guaruja vem sendo indicada como tratamento
para ferimentos cutaneos e tumores (NITZ et al. 2006). Conforme BADKE et al (2011) a
utilizagdo de plantas para fins medicinais é tdo antiga quanto o aparecimento da espécie
humana na Terra. Os antigos povos ja notavam que algumas plantas ou parte delas tinham
principios ativos os quais ao serem experimentados no combate a diversas doencgas se
demonstravam com potencial como: cura para ferimentos, infec¢bes, sangramentos, dores,
dentre outros males, revelaram empiricamente seu poder curativo.

Contudo, produtos naturais representam atualmente uma fonte detentora de novos
compostos com atividade antibacteriana, capaz de fornecer novos medicamentos no
combate de bactérias causadoras de doencgas (MAIA, 2015).

Tendo em vista tais aspectos, este trabalho teve como objetivo investigar o potencial
de acédo antibacteriana dos extratos metandlicos da flor e folha da T. subulata, frente a
inoculagdo das cepas bacterianas de E. coli; S. aureus; K. pneumoniae e P. aeruginosa,
em condi¢des experimentais.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta do Material Botanico

A T. subulata foi coletada no municipio de Manaus (AM) no més de agosto, na
Universidade Federal do Amazonas — UFAM com a coordenada geografica 590 59’ 00” a
59° 57’ 07”W de longitude e de latitude 030 06’ 30” a 030 05’ 00”S, foi identificada quanto a
confirmacgéo de géneros e espécie no Laboratério de Boténica da Universidade federal do
Amazonas (UFAM), e num momento posterior transportadas para Laboratério de Pesquisa
em Microbiologia, no prédio 1 do ICB (Instituto de Ciéncias Biologicas). Sendo coletada no
periodo da manha, pois as flores da planta T. subulata, como observada fica aberta até as
12h.

Processamento do Material Vegetal

ApO6s a coleta e identificacéo, da T. subulata selecionou-se as folhas e flores, e foram
descartadas as que apresentaram fungos e insetos os materiais vegetais, os materiais
passaram por assepsia, foram seco a temperatura ambiente para a retirada do excesso de
agua em seguida foram, pesados, seccionados, e levados para a estufa com circulagdo de
ar a temperatura controlada, nao ultrapassando 55 °C durante 5 a 7 dias, no Laboratério
de Botanica da Universidade Federal do Amazonas — UFAM até completa desidratagéo.
ApOs a secagem foram macerados com o auxilio de um liquidificador afim de obter-se o p6
vegetal desidratado, que sera utilizado na obtencdo do extrato. Sendo que este processo
foi repetido diversas vezes forma a adquirir quantidade necessaria de amostras para a
producdo dos extratos.

Extracao dos compostos a frio

Foram adicionado o material vegetal (50g) e o solvente extrator metanol 100%, sendo
500 ml em um Becker de 1000 ml por um periodo de 15 dias em temperatura ambiente
(método de concentragéo estatico). Os extratos obtidos foram filtrados e concentrados em
rotaevaporador a 40°C, sob presséo reduzida. Apds a obtengéo dos extratos, os mesmos
foram depositados em frascos de vidros e armazenados na geladeira para a realizagéo dos
bioensaios.
Extracao por ultrassom

Os materiais com uma propor¢édo de 50g de materiais vegetais processados para
500 ml de solvente extrator metanol foi depositado em um frasco de vidro, apés levado ao
ultrassom para agitar, misturar e extrair através das ondas mecénicas os compostos em um
tempo de 30 minutos (CHEMAT et al., 2011; VILKHU et al., 2008) em seguida foi utilizado
para a retirada do excesso de solvente o Rotaevaporador.
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Ensaios de atividade antimicrobiana

Microrganismos

Os testes foram realizados no Laboratério de Microbiologia- UFAM, e para as
realizagcdes dos ensaios de atividade antibacteriana foram selecionadas as bactérias, de
padrdes internacionais (ATCC- American Type Culture Colletion) e uma cepa fungica cedida
pelo CBAM (Colecéo de bactérias da Amazonia) do Instituto Lebnidas e Maria Deane-
FIOCRUZ, sendo elas: E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853) S. aureus
(ATCC25923) e K. pneumoniae (ATCC 13899), onde foram mantidas no meio de cultura
Agar Muller-Hinton (MH) até o teste ser iniciado.

Preparo do in6culo microbiano

Para os testes de difusdo em agar as bactérias foram inoculadas em tubos de ensaios
contendo 5 mL de meio MH para cada uma das cepas, onde cresceram em caldo por 24h
em seguida, foi colocada em meio de cultura Agar Muller-Hinton (MH) e encubado por 24 h.
Para o preparo do inéculo, colénias obtidas em Agar MH, foram utilizadas na obtengéao de
uma suspensao bacteriana por sua densidade celular padronizada pela turbidez ajustada
conforme a escala 0,5 de McFarland.

Preparo dos extratos e do controle positivo e negativo

Para a producdo dos extratos metanodlicos foram utilizados dois métodos: Ultrassom e
Estatico. O método Ultrassom foi produzido no Laboratério de Abertura de Amostra e Ensaios
Quimicos (LAEQ) no Instituto de Ciéncias Exatas, e o método Estatico no Laboratério
de Pesquisa em Microbiologia. Posteriormente os extratos passaram pelo processo de
rotaevaporagdo e em seguida colocados em uma capela para uma completa retirada do
solvente, ap0Os todo esse processo o extrato da T. subulata (folha e flor) foram pesados em
quatros concentragbes em mg/mL: C1(0,010), C2 (0,015), C3 (0,020) e C4 (0,050) com
auxilio de uma balancga analitica e transferidos para tubos de Eppendorf contendo 1ml
de DMSO. A amostra foi agitada pelo vortex por 10 minutos para garantir melhor diluicéo
dos extratos e em seguida foram colocados discos de papel filiro para cada extrato. Para
o controle positivo (antibi6tico) tetraciclina foi preparado a uma concentragédo de 50 ul em
tubo Eppendorf e agitado, em seguida colocado discos de papel filtro dentro para melhor
absorgéo. O controle negativo foi dado através do DMSO sendo separado em um tubo 1ml
e posto dentro discos.

Avaliacao da atividade antibacteriana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, foram utilizadas 4 cepas bacterianas
selecionadas, sendo elas: E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e K. pneumoniae, as bactérias
foram reativadas em caldo Muller-Hinton (MH) e em seguida espalhadas em placas Petri
contendo meio de cultura Agar Muller-Hinton (MH), em quatro repeti¢des, cada qual contendo
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4 discos com diferentes concentragées mg/mL: C1 (0,010), C2 (0,015), C3 (0,020) e C4
(0,050) no papel filtro com 0,5 milimetros cada, todos foram embebidos com os extratos
metanolicos de T. subulata (folha/flor), tendo ainda os outros dois com Dimetilsulféxido
(DMSO) controle negativo e antibibtico (tetraciclina) controle positivo, os discos foram
posicionados mantendo-se uma distancia razoavel entre si para evitar interferéncias entre
0s possiveis halos de inibigéo.

As placas foram incubadas a 35°C em camaras climatizadas B.O.D (Biological
Oxygem Demand) por 72h, durante os quais foram observados o desenvolvimento dos
microrganismos e o surgimento dos halos. Todos os testes foram realizados com quatro
repeticdes por concentracao.

Analise Estatistica

Os experimentos foram feitos em quatro repeticdes por concentracdo, para a
comparacao de crescimento dos valores a partir de cada concentracdo, e os dados foram
analisados através de Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey a 5% de significancia.
Para analise dos dados foi utilizado o programa com o software Sisvar, versédo 5.6, segundo
as recomendactes de FERREIRA (2014). E feito a partir do Excel® as tabelas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacéao da atividade dos extratos

Observou-se nos testes realizado no laboratério de Microbiologia- UFAM que os
extratos metandlicos estéatico e ultrassom da T. subulata folha e flor foram avaliados em
relacdo a sua atividade antibacteriana através de difusdo de discos e observados em 3
dias, utilizando-se os microrganismos E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e K. pneumoniae.

Para o teste com o estatico (Tabela 1), observou-se inibicdo nas concentragdes para
0 extrato metanolico da flor, chegando a ficar na C3 (0,020) e C4 (0,050) onde obteve o
seu melhor halo de 3,42 e 3,83mm respectivamente na média, inibindo o crescimento da
bactéria E. coli e S. aureus, diferindo significativamente do teste com extrato da folha, que
se manteve com quase todas as médias sem diferencas significativas conforme o teste
Turkey, indicando o crescimento bacteriano ao redor desse extrato.

Conforme VASCONCELOS et al. (2004), quando o extrato vegetal é produzido
a partir das folhas, a chance diminui para a concentracdo de agentes antimicrobianos,
sendo assim uma eficacia maior as cascas das plantas, isso pode ser explicado ainda por
varios fatores que possam contribuir para o crescimento do microrganismo ou ndo como,
fatores fisicos, pH, pressédo osmética e a temperatura que € essencial para a determinagéao
da proliferagéo. Além de fatores quimicos que envolvem os nutrientes necessarios como
carbono, oxigénio, nitrogénio e outros elementos minerais que servem para o metabolismo
desses seres procariontes (TORTORA et al, 2012).
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Tratamento/Estatico

Cepa C10,010 C20,015 C30,020 C4 0,050
S. aureus Folha de T. subulata 1,50 a 2,33 a 2,70 a 2,75a
Flor de T. subulata 1,50 a 2,35a 2,81a 3,41b
E. coli Folha de T, subulata 150a 155a 156a 1,71a
Flor de T. subulata 1,90 b 2,82a 3,42b 3,83b
P. aeruginosa Folha de T, subulata 130a 131a 131a  132a
Flor de T. subulata 1,41 a 1,42 a 1,45 a 1,47 a

K. pneumoniae Folha de T. subulata

Flor de T. subulata

Médias seguidas pela mesma letra para cada bactéria ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. C= concentragdo/ mg/mL. (-) = ndo apresentou crescimento de halo de inibicdo frente ao extrato

aplicado.

Tabela 1- Médias dos halos (mm) a partir das concentra¢des do extrato de T. subulata, utilizando o
método Estatico.

Para os extratos vindos da flor e folha da T. subulata (Tabela 2) as medidas de

tratamento para o Ultrassom obtiveram uma média que nao diferiu significativamente umas

da outra em quase todo o tratamento, tendo uma diferenca estatistica visivel no tratamento

com o extrato com a flor uma vez que, inibiu o crescimento da S. aureus. SAVOIA,

(2012) corrobora com a sua pesquisa, onde foi observado que na planta T. subulata tem

como principais metabdlitos secundarios os, flavondides, alcal6ides, taninos, cumarinas,

agliconas, antraquindnicas, triterpenos e/ou esterodides, saponinas e polifenbis, uma vez

que, os 6leos essenciais, flavonoides, alcaléides, taninos e quinonas, sdo descritos na

literatura por apresentarem atividades biologicas, dentre elas atividade antibacteriana.

SILVA (2010) observou em seu trabalho onde foi utilizado a planta Turnera ulmifolia, sendo

que nessa planta obteve a presenca positiva de cumarina e flavonéides no extrato aquoso

a partir das folhas.
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Cepa Tratamento/Ultrassom c10,10 C20,015 C30,020 C4 0,050

S. aureus Folha de T. subulata 1,20 a 1,21a 1,33 a 1,35a
Flor de T. subulata 241b 2,72b 3,72b 4,33b

E. coli
Folha de T. subulata 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,50 a
Flor de T. subulata 1,55a 2,11 a 2,54 a 2,91 a
F aeruginosa Folha de T. subulata - - 1,00 a 1,00 a
Flor de T. subulata - - - 1,00 a

K. pneumoniae Folha de T. subulata - - - -

Flor de T. subulata - - - -

Médias seguidas pela mesma letra para cada bactéria nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. C= concentracdo/ mg/mL. (-) = ndo apresentou crescimento de halo de inibicdo frente ao extrato
aplicado.

Tabela 2- Médias dos halos (mm)a partir das concentragdes do extrato da T. subulata, utilizando o
método Ultrassom.

No extrato etanélico da T. subulata Sm., ocorreu auséncia de derivados antracénicos
e saponinas. Em estudos realizados pelo laboratério de botanica, a partir de extratos com
metanol e cloroférmio, provenientes de folhas de T. subulata, avaliando-se através de
Cromatografia Gasosa - Espectroscopia de Massa, visualizou-se metabolitos secundarios,
como alcalbides, carboidratos, glicosideos, saponinas, fitoester6is e flavonoides, onde as
saponinas apareceram no extrato aquoso, estando ausente no teste com cloroférmio e
metanol (VIVEKRAJ et al, 2017)

CONCLUSAO

Os resultados obtidos por este trabalho permitem concluir que com extratos
metanolicos de T. subulata (folha e flor) foram encontrada atividade antibacteriana, no
entanto o que apresentou melhor atividade foi o extrato extraido a partir da flor da planta T.
subulata, que teve eficiéncia contra a bactéria S. aureus, para os processos com estatico
e ultrassom. A investigacdo de agéo bactericida de plantas pouco estudadas, se faz uma
ferramenta valiosa, para composicdo de novos medicamentos contra microrganismos,
perigosos e degradantes aos seres vivos. O trabalho evidenciou que através dos testes, €
possivel definir concentragbes capazes de inibir bactérias, porém estudos sdo necessarios
para verificar menores concentragoes.
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