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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antibacteriana de extrato etandlico bruto
obtido das folhas de Lippia alba, frente as cepas Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC
6538) e Gram-negativa (Escherichia coli ATCC 25922). A atividade antibacteriana do extrato
bruto foi avaliada por método de difusao em disco frente as cepas Gram-positiva e Gram-ne-
gativa. Os Resultados demonstraram atividade do extrato frente a cepa Gram-positiva, com
halo de inibicdo de 7 mm de didmetro. Para a bactéria Gram-negativa ndo houve atividade
antimicrobiana. O extrato testado apresentou atividade antibacteriana frente a cepa Gram-po-
sitiva e potencial para otimizagdo do método de extragcao e solubilizacdo do extrato.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Cidreira; Técnica de difusdo em disco.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the antibacterial activity of the ethanolic extract of Lippia
alba leaves against Gram-positive strain (Staphylococcus aureus ATCC 6538) and Gram-ne-
gative strain (Escherichia coli ATCC 25922). Antibacterial activity was performed by disk diffus-
sion method. The results showed activity of the extract against the Gram-positive strain, with
measures of 7 mm diameter of the bacterial growth inhibition area formed around the disc with
extract. For Gram-negative strain there was no antimicrobial activity. The extract tested sho-
wed antibacterial activity against Gram-positive strain and potential to optimization the extract
extraction and solubilization method.

Keywords: Antimicrobial activity; Cidreira; Disk diffusion techique.

Introducgao

Agricultura brasileira intensificou o uso de insumos quimicos através da insergdo ma-
cica de pesticidas nas lavouras. O uso indiscriminado destes insumos pode resultar
no aparecimento de patégenos resistentes, patdgenos reemergentes, surtos de no-
vos patdgenos, toxicidade a organismos n&o alvos, eliminagdo de micro-organismos
responsaveis pela degradacdo da matéria organica e, ainda, outros efeitos danosos,
progressivos e irreversiveis ao ambiente (MOURA et al., 2014; GOMES; BARIZON,
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2014). A utilizacao das plantas medicinais na forma de extratos, 6leos essenciais e in-
fusdes esta sendo uma alternativa como agente antimicrobiano, a fim de minimizar os
impactos no perfil de resisténcia dos micro-organismos (HOLETZ et al., 2002; RAUT;
KARUPPAYIL, 2014). Atualmente, a prospec¢édo de moléculas naturais capazes inibir
ou eliminar o crescimento microbiano tem motivado muitas pesquisas. Diversos estu-
dos reportam biomoléculas, isoladas de espécies do género Lippia, com propriedades
antioxidantes, antibacteriana, antifungica e antitumorais (PASCUAL et al., 2001). A er-
va-cidreira-de-arbusto, Lippia alba (Mill.) N.E. Br. (Verbenaceae), nativa em quase todo
territorio brasileiro e amplamente empregada na medicina popular em diversas locali-
dades do pais (LORENZI; MATOS, 2002), como tratamento de doengas respiratorias e
digestivas. Assim, no presente estudo avaliou-se a atividade antibacteriana de extrato
etandlico das folhas de L. alba, coletadas em residéncias na cidade de Muritiba, Re-
cébncavo da Bahia, frente as cepas Gram-negativa e Gram-positiva.

Material e Métodos

A erva-cidreira-de-arbusto, Lippia alba (Mill.) N.E. Br, foi coletada em domicilios na
cidade de Muritiba, regido do Recéncavo da Bahia. As plantas foram levadas para o
Laboratério de Biotecnologia Microbiana — LABIOM da Universidade Federal do Re-
cébncavo da Bahia (UFRB), e as folhas foram secas em estufa com circulagao forgada
de ar a 40 °C, por um periodo de 4 dias (TRENTIN et al., 2011).

A massa foliar desidratada (36,16 g) foi fragmentada e macerada em alcool etilico
comercial (92,8°) na propor¢ao de 1:5 (m/v). O Material foi mantido em temperatura
ambiente e protegido da luz por um periodo de seis dias. O extrato obtido foi filtrado
em papel filtro e concentrado em evaporador rotativo a 40 °C. O rendimento do extrato
bruto obtido foi calculado utilizando a equagao: T (%)= Mf/Mix100 onde T = teor do
extrato total (%); Mi = massa inicial da amostra (g); Mf=massa final do extrato seco (g)
(PANSERA et al., 2003). Apds a concentragao, o residuo do extrato seco foi homoge-
neizado em 5 mL de solucao salina 0,85% estéril.

A suscetibilidade das cepas ao extrato obtido foi avaliada pela técnica de difusdo em
disco, seguindo a Metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institu-
te (CLSI, 2012). Nos testes foram utilizadas uma cepa Gram-positiva (Staphylococcus
aureus ATCC 6538) e uma Gram-negativa (Escherichia coli ATCC 25922) (BUSTA-
MANTE et al., 2010), servindo como modelo para testes posteriores em bactérias dos
géneros Clavibacter, Bacillus, Erwinia, Xanthomonas, Pseudomonas, dentre outras ce-
pas fitopatogénicas (GARTEMANN et al., 2003; BETIOL; MORANDI, 2009; KAUR et
al.,, 2016). Os discos para os testes foram confeccionados com papel de filtro secos
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e estéreis com 6 mm de didmetro. Aos discos foram adicionados 25 pL do extrato al-
coodlico bruto de L. alba. Apds a semeadura, os discos foram aplicados com o auxilio
de uma pinca estéril e pressionados na superficie do agar para a completa aderéncia
do disco ao meio de cultura. Os discos foram dispostos nas placas em pontos equi-
distantes e as placas incubadas a 35 £2 °C por 24 horas. Os didmetros dos halos de
inibicdo do crescimento bacteriano foram mensurados em milimetros com auxilio de
uma régua. Os testes foram realizados em triplicata utilizando a Solugao Salina 0,85%
estéril como controle negativo. Os controles positivos foram Sulfazotrim (25 ug) para
S. aureus e Ciprofloxacina (5 pg) para E. coli. Os Resultados dos testes de difusdo
em disco foram interpretados enquadrando o valor do halo de inibicdo as categorias
sensiveis, intermediarias, resistentes e nao suscetiveis, em conformidade aos critérios
estabelecidos pelo CLSI.

Resultados e Discussao

O rendimento do extrato etandlico bruto obtido das folhas foi de 12,3% de massa seca.
Pansera et al. (2003) citam um rendimento do extrato bruto de L. alba de 45%, porém
utilizando o metanol como extrator e periodo de repouso de 10 dias do extrato.

O extrato bruto de L. alba testado frente a bactéria Gram-positiva apresentou halo de
inibicdo com média das triplicatas de 7 mm de didmetro. Na bactéria Gram-negativa
nao houve atividade antimicrobiana do extrato, cujas meédias dos halos de inibigdo <10
mm de didmetro (Tabela 1). Sena Filho et al. (2006) utilizando os extratores acetato de
etila e metanol, obtiveram halos de entre 11 e 13 mm frente as cepas padrdes de S.
aureus a partir de extratos obtidos das raizes. Para a cepa E. coli nao obtiveram ativi-
dade antimicrobiana.

A cepa Gram-positiva apresentou maior sensibilidade ao extrato testado, fato que pos-
sibilitara, apos otimizagdo do método de extragdo e solubilizacdo do extrato, testa-
-lo como tratamento alternativo a cepas fitopatogénicas Gram-positivas, por exemplo,
bactérias do género Clavibacter, bacteriose muito comum em plantios de tomate (GAR-
TEMANN et al., 2003).
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Tabela 1: Halos de inibicado da cepa Gram-positiva e Gram-
negativa utilizadas nos testes com o extrato etandlico bruto.

o Controle
Extrato Controle Positivo .
Cepa etanslico Negativo
Ciprofloxacina (5 pg) Sulfazotrim (25 ug) Salina 0,85%
Gram-positiva 7 - 33 -
Gram-negativa - 25 - -

(-) sem atividade; diametro do halo de inibicdo em mm

Conclusao

O extrato obtido das folhas de Lippia alba apresentou atividade antimicrobiana nos
testes in vitro frente a cepa Gram-positiva.
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