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Resumo: Avaliou-se a atividade antimicrobiana de extrato hidroalcodlico obtido a partir da
casca De Noz-Pecé [Carya illinoinensis em diferentes concentragdes (2,5%, 5%, 10% e 15%),
contra Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella flexneri e
Pseudomonas aeruginosa. As cascas de noz peca, foram submetidas ao aparelho extrator
Soxhlet com o solvente extrator alcool absoluto, para a obtencdo do extrato hidroalcodlico. A
atividade antimicrobiana do foi testada pela técnica de difusdo em &gar. O extrato demonstrou
potencial antimicrobiano frente a todas a cepas de bactérias analisadas, sendo eficaz
principalmente em bactérias gram negativas, inibindo Shigella flexneri e Pseudomonas
aeruginosa. Os resultados obtidos a partir do plagueamento, demonstram que quanto maior a
concentracdo, menor o crescimento bacteriano. Sendo assim, o uso da extratos de espécies
vegetais pode compor uma fonte natural, sustentavel, vidvel, acessivel e alternativa para

tratamentos antimicrobianos.

Palavras chaves: Carya illinoensis, extrato hidroalcodlico, atividade antimicrobiana,

antibidticos, resisténcia bacteriana

Abstract: Antimicrobial activity of hydroalcoholic extract obtained from pecan nut shell bark
[Carya illinoinensis at different concentrations (2.5%, 5%, 10% and 15%) against
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella flexneri and
Pseudomonas aeruginosa. The pecan walnut shells were submitted to the Soxhlet extraction
apparatus with the absolute alcohol extraction solvent, to obtain the hydroalcoholic extract.
The antimicrobial activity was tested by the agar diffusion technique. The extract showed

antimicrobial potential against all strains of bacteria analyzed, being effective mainly in
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gram negative bacteria, inhibiting Shigella flexneri and Pseudomonas aeruginosa. The results
obtained from the plating show that the higher the concentration, the lower the bacterial
growth. Therefore, the use of extracts of plant species can constitute a natural, sustainable,

viable, accessible and alternative source for antimicrobial treatments.

Key words:Carya illinoensis, hydroalcoholic extract, antimicrobial activity, antibiotics,

bacterial resistance

Introdugéo

Nas ultimas décadas, o avango cientifico e o desenvolvimento da medicina
propiciaram a descoberta de antimicrobianos eficientes para o tratamento de infeccdes
bacterianas diminuindo assim, substancialmente o nimero de mortes causadas por doencas
infecciosas. Entretanto, o aumento indiscriminado do uso de antibidticos, vem contribuindo
para selecdo de cepas de bactérias resistentes a esses medicamentos (SILVEIRA et al., 2006).
O uso intenso e sem controle de antibioticos, aumenta a pressao seletiva e facilita a obtencéo
de mecanismos de resisténcia, o qual se tornou uma consequéncia natural, inevitavel e
irreversivel da adaptacdo da célula bacteriana a exposicdo aos antibioticos. Esta resisténcia
antimicrobiana tornou-se um dos principais problemas de controle aos microrganismos,
preocupando seriamente as autoridades em saude publica no mundo, afetando todos os paises,
sendo eles desenvolvidos ou ndo. (SANTQOS, 2004).

Com o desenvolvimento cientifico e da industria farmacéutica, o uso de plantas
medicinais perdeu espaco para 0s medicamentos sintéticos. Entretanto, o alto custo destes
farmacos, o dificil acesso, os efeitos colaterais e, atualmente, o uso crescente de produtos de
origem natural, contribuiram para o reaparecimento do uso de plantas medicinais, as quais sao
constituidas por misturas complexas de substancias bioativas. Porém, em plantas medicinais,
ao contrario do medicamento sintético, ndo ha substancia ativa isolada, o que dificulta
informagdes sobre sua acdo farmacoldgica e sua biodisponibilidade (FARIAS, 2016).

A utilizacdo de plantas na préatica terapéutica vem de muito tempo. Para utilizarem
como medicamentos, os antepassados usavam de suas proprias experiéncias e da observacgao
do uso dessas pelos animais. A fitoterapia utilizada no cuidado de salde constitui uma
importante fonte de novos compostos ecologicamente ativos, despertando o interesse de
varios pesquisadores ao longo das décadas (OLIVEIRA et al., 2006).

Diversas razdes justificam este interesse por novos agentes antimicrobianos, como

doencas infecciosas, as quais sdo a segunda maior causa de mortalidade do mundo; altas taxas



de resisténcia microbiana, especialmente em ambientes hospitalares; decréscimo constante
observado no nimero total de novos agentes antimicrobianos; e a necessidade de agentes que
atuam por meio de mecanismos de acdo diferentes aos farmacos em uso (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010).

A utilizacdo de produtos fitoterapicos bem como seus subprodutos, economicamente
mais vidveis, mostra-se como uma alternativa relevante, auxiliando para melhorar o acesso da
populacdo com cuidados, prevencédo e tratamento de doencas relacionadas as bactérias. Partes
da planta como raiz, caule, folha podem fornecer substancias ativas que serdo empregadas na
obtencdo de um medicamento (CUNHA, 2016).

O Brasil é um pais que possui um enorme potencial para o desenvolvimento de
estudos e de descobertas de plantas medicinais e de farmacos a base delas, pois conta com
cerca de 55.000 de um total de 350.000 e 550.000 das espécies medicinais estdo catalogadas,
facilitando o aproveitamento do potencial curativo dos vegetais para o tratamento de doencas
no pais. Essa capacidade de desenvolvimento e estudos deve-se ao fato de que o ecossistema
amazonico é detentor de uma das regides de maior biodiversidade do planeta, com 25% da
flora mundial, a qual apresenta inUmeras espécies vegetais com propriedades medicinais
relatadas e outras em que seus efeitos terapéuticos ainda sdo desconhecidos (SANTOS et al.,
2014; BONIFACIO, 2014).

Dentre essas espécies vegetais, estd a noz pecd Carya illinoinensis (Wangenh.) K.
Koch a qual pertence a familia Juglandaceae e é originaria da América do Norte. No Brasil a
noz pecd é produzida principalmente na regido sul e beneficiada por industrias localizadas nos
estados do Rio Grande do Sul e de Sdo Paulo. Seus frutos crescem formando cachos que
contém normalmente de trés a oito unidades, apresentam casca de cor marrom escura com
manchas pretas, de espessura bastante variada . A sua matura¢do ocorre nos meses de marco a
maio, podendo variar em funcao das condi¢des genéticas das plantas (SALVADOR, 2014).

Os extratos de subprodutos agroindustriais mostraram-se como uma préatica cada vez
mais comum, pois podem representar uma fonte natural de compostos bioativos e bio
preservadores, representando uma forma de gerenciamento de residuos industriais, também
potencialmente refletindo sobre os custos do produto final, devido ao seu potencial como
fonte de baixo custo (CAXAMBU et al., 2015). Além da necessidade de explorar um possivel
aproveitamento do residuo, proveniente da agroindustria, com a finalidade de diminuir o
impacto ambiental ocasionado pelo descarte do subproduto da casca de noz pecd, o
conhecimento do valor nutricional dos subprodutos também contribui para agregar valor a

essa cadeia produtiva, resultando numa produgéo sustentavel (BORGES, 2014).



O processamento da noz pecé resulta na obtencdo de um volume aproximadamente de
40 a 50 % de casca, um subproduto industrial de cor avermelhada. Essas cascas vém sendo
utilizadas tradicionalmente pela populacdo do sul do Brasil, na forma de cha como auxiliar no
tratamento de vérias patologias, conferindo-lhes propriedades benéficas a saide (PRADO,
ARAGAO, FETT, 2009).

Desta forma o presente trabalho buscou avaliar o potencial antimicrobiano do extrato
hidroalcodlico da casca de noz pecéd contra diferentes bactérias proporcionando uma fonte

alternativa, natural e viavel de antimicrobianos.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia e de Bioquimica da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) Campus Realeza/PR. O qual cedeu 2 cepas de
bactérias gram-positivas (Streptococcus agalactiae ATCC 27956 e Staphylococcus aureus
ATCC 25923) e 3 gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Shigella flexneri ATCC
12022 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), para utilizacdo neste estudo. A casca da
noz peca foi cedida gentilmente pela empresa Pecantea Divinut, localizada na cidade de
Cachoeira do Sul/RS.

Obtencédo do extrato hidroalcodlico

Para a obtencdo do extrato as cascas foram selecionadas e higienizadas em agua
corrente, a fim de retirar residuos e sujidades. Em seguida foram acondicionadas em uma
estufa de secagem com circulacdo e renovacao de ar durante 24 h a 37 °C. As cascas foram
trituradas em um moinho de facas elétrico até alcangarem a textura de um p6 ndo muito fino e
em seguidas peneiradas, em peneiras n° 12. Logo apo6s, foi feita a pesagem desse pd para
atingir as devidas concentrac@es, sendo 10 gramas de p6 para a concentracdao de 5%, 20
gramas para a concentracdo de 10% e 30 gramas para a concentracdo de 15%, conforme
metodologia de Prista et al., (2003).

Esse po foi colocado em céapsulas, cada uma com a quantidade que corresponde a sua
concentracdo, e acomodadas no aparelho extrator Soxhlet na qual o solvente extrator (alcool
absoluto) passava retirando-se 0s principios ativos, no laboratorio de Bioquimica da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) Campus Realeza/PR, por aproximadamente 4
horas, numa proporcéao hidroalcoodlica (agua/etanol) de 50/50 (SILVEIRA, 2009). Ao término

do processo, o extrato foi filtrado em papel filtro, mantido ao abrigo de luz em frasco &mbar e



armazenado na geladeira, baseando-se na metodologia de Trevisol et al., (2011), com algumas

adaptacdes, quanto ao armazenamento.

Andlise da atividade antimicrobiana

Todos os ensaios foram realizados em triplicata utilizando-se 5 bactérias, sendo 2
gram positivas (Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,) e 3 gram negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri), como anteriormente citado.
Essas bacterias foram cultivadas e replicadas no laboratério, em estufa a temperatura
constante de 35 + 2 °C, durante 24 horas, dentro de tubos de ensaio. Os quais, continha caldo
BHI, previamente expurgado, garantindo sua viabilidade para uso na etapa seguinte (atividade
antimicrobiana do extrato).

Em seguida, foram preparadas as solucdes correspondentes ao total de 15 ml nas
seguintes proporgoes:

e solucdo de 2,5%, foi utilizado 7,5ml o extrato hidroalcodlico 5% e 7,5ml de
caldo BHI;

e solucdo de 5%, foi utilizado 7,5ml de extrato hidroalcoolico 10% e 7,5ml de
caldo BHI;

e solucdo de 10%, foi utilizado 10 ml do extrato hidroalcoolico 15% e 5 ml de
caldo BHI;

e solucédo de 15%, foi utilizado 11,25 ml do extrato hidroalcoélico 20% e 3,75ml
de caldo BHI.

Nas solucGes foram introduzidas as cepas analisadas, submetidas a estufa em
temperatura constante de 35 + 2 °C, por 24 horas, sendo posteriormente comparados a um
tubo branco correspondente a sua concentracédo, caso a turbidez dos tubos com a solucéo fosse
positiva indicaria que houve crescimento bacteriano, significando que o extrato foi ineficiente,
ou seja, ndo houve atividade antimicrobiana deste extrato nesta concentragéo.

Para contar o numero de microrganismo viaveis, todas as solugdes foram diluidas em
solucgéo salina 0,9% na diluicdo de -1 a -3, segundo 0 método de microdiluicdo em caldo de

Sutter et al., (1985) e apds, semear segundo método Kirby-Bauer.

Determinacéo da atividade antibacteriana método de Kirby-Bauer



Foi utilizado o método de difusdo em disco de Kirby-Bauer (BAUER A.W., KIRBY
E.M., SHERRIS J.C., 1966). Inicialmente, foi preparado o meio de cultura Agar Miiller-
Hinton, onde foram transferidos 20 mL deste meio, previamente esterilizado, para placas de
Petri também esterilizadas. As placas permaneceram em superficie plana até a solidificacéo
do meio. Com auxilio de uma micropipeta, foram adicionados 100 pL dos extratos a serem
testados, além das substancias puras e do controle negativo em cada placa, que permaneceram
incubadas em estufa a 35 = 2 °C, por 24 horas e em seguida realizado a contagem de UFC
(Unidade Formadora de Col6nia), o teste feito em triplicata conforme metodologia descrita

por De Bona et al., (2014), com adaptacdes.

Resultados e Discussdo

Os resultados do estudo demonstram que as concentragdes (2,5%, 5%, 10% e 15%) do
extrato hidroalcoolico de C. illinoinensis, indicam atividade antibacteriana frente a estes
microrganismos. Sendo que as concentracfes de 2,5%, 10% e 15% apresentaram inibicdo de
60% das mesmas, indicando uma boa capacidade antimicrobiana do extrato.

A concentracéo de 5% foi a que apresentou menor atividade antimicrobiana observada,
inibindo apenas 20% das bactérias, sendo capaz de inibir somente S.aureus. Ja na
concentracdo de 15%, foi inibido S.aureus, juntamente com S.flexneri e P.aeruginosa,
demonstrando a eficiéncia antimicrobiana do extrato nessa concentracdo. Quanto as
concentracdes de 2,5% inibiram S.flexneri, P.aeruginosa e E.coli, retratando assim atividade
antimicrobiana para essas bactérias. O mesmo ocorreu para a concentragdo de 10% que foi
capaz de inibir S.agalactiae, S.flexneri e P.aeruginosa (Tab.1).

Tab. 1 — Porcentagem de Eficacia do Extrato

Bactéria Gram [125% [15% [110% [115%
S.aureus G+ + - + -
S.galactiae G+ + + - +
E.colli G- - + + +
S.flexneris G- - + - -
P.aeruginosa G- - + - -
EFICAZ 60% 20% 60% 60%
N EFICAZ 40% 80% 40% 40%

+ Para crescimento bacteriano. - Para crescimento bacteriano.

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.



10

Assim como demonstrado neste estudo, outros trabalhos com extratos vegetais
hidroalcodlicos, também, obtiveram resultados relevantes na pesquisa de atividade
antimicrobiana: (a) Miranda et al. (2015), com folha de Montrichardia linifera (aninga) que
apresentou inibicdo de crescimento contra cepas de S. aureus; (b) Haque, (2014), com extrato
hidroalcéolico de alocasia (orelha de elefante), observou que houve boa atividade
antimicrobiana, pois, o estudo ndo apresenta crescimento de P. aeruginosa. Entretanto,
Milani et al.(2012) em outro estudo realizado com extrato hidroetandlico de caqui, ndo
encontrou atividade antimicrobiana das substancias presentes no extrato contra S. aureus, P.
aeruginosa e E. coli, o que também, foi observado no estudo de Maciel et al.(2012) com
extrato alcodlico de hibisco, no qual S. aureus manifestou maior resisténcia. Salienta-se que
estes estudos foram realizados com diferentes extratos vegetais e diferentes bactérias.

Considerando as bactéria Gram negativas e Gram positivas, o extrato foi mais eficiente
em bactérias Gram negativas, inibindo 58,33% das cepas. Dentre as bactéria Gram negativas a
concentracdo de 2,5% mostrou-se 100% eficaz, inibido todas as cepas, apresentando entdo,
atividade antimicrobiana frente as cepas Gram negativa. Entretanto, a concentracdo de 5%
ndo apresentou nenhuma atividade antimicrobiana frente as mesmas. Ja as concentracdes de
10 e 15%, ambas apresentaram atividade antimicrobiana de 33,33% frente as cepas gram
negativas. Observa-se assim, que para cepas de gram negativas concentragdes menores podem
se mostrar com capacidade antimicrobiana mais eficaz. Kubde et al. (2010) verificaram que
extratos metanolicos de Colocasia esculenta (Araceae) apresentaram atividade contra varias
bactérias Gram positivas, com destaque para S. aureus,; entre as bactérias Gram negativas,
destaque foi P. aeruginosa.

Ja para as Gram positivas 0 extrato inibiu apenas 37,5% das cepas. Entretando, a
concentracdo de 2,5% demonstrou ndo ter nenhuma capacidade de inibir as cepas de gram
positiva. Logo as concentracfes de 5, 10 e 15%, exibiram uma eficiéncia antimicrobiana de
50%, retratando uma predisposicao a atividade antimicrobiana para bactérias gram positivas
em concentracdes maiores.

Entre as cepas de gram positivas e gram negativas, a concentracdo de 2,5% até 15%
apresentaram diferencas para as cepas de gram negativas, ocorrendo um aumento no ndmero
de UFC, demonstrando que o extrato ndo foi efetivo as cepas de gram negativas. Ja para as
cepas de gram positivas, as concentracdes de 10% para 15%, apresentaram diferencas entre si,
demonstrando uma diminuicdo no numero de UFC. Assim, que o extrato hidroalcodlico
apresenta uma atividade antimicrobiana para cepas de bactérias gram positivas, ndo sendo

efetivo em cepas de bactérias gram negativas (Tab.2).
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TAB. 2 - Diferenca entre as concentracdo quanto a bactéria

[1] S.aureus S.galactiae E.coli  S.flexneris P.aeruginosa Gram+  Gram-
2,5%-5% N N N S1* N N N
2,5%10% N N N N N N N
2,5%-15% N N N N N N S 1>
5% -10% N N N N N N N
5% -15% N N N S |** N N N
10%-15% N N N N N S [** N

*Diferenca com aumento no nimero de UFC. **Diferenga com diminui¢&o no nimero de UFC.

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Os resultados do plaqueamento evidenciam, que quanto maior a concentracdo do
extrato ha uma diminuicdo na formacdo de colbnias. Isto se deve ao fato de que a
concentracdo de 15% demonstrou ter uma maior capacidade antimicrobiana, frente as outras
concentracdes, por apresentar menor nimero de UFC nas placas.

Analisando os resultados, obtidos neste estudo, indica-se que o extrato da noz peca
possui atividade antimicrobiana para todas as concentracGes. Acredita-se que a atividade
antimicrobiana de espécies vegetais se deve a efeitos sinergisticos entre as subtancias ativas
como os flavondides, acidos aromaticos fendlicos, antocianinas, terpendides, saponinas,
taninos, polifenois, que estdo presentes nas plantas. Porém, a atividade antimicrobiana dos
extratos esta relacionada com o tipo de microorganismo testado e o solvente utilizado na
extracdo (BURIOL et al., 2009; COWAN, 1999;MACIEL et al., 2012). Alo et al. (2012), em
seu estudo com extratos de plantas com agua, metanol e etanol, com atividade antimicrobiana
indicou que o etanol e o metanol sdo melhores solvente que a &gua, para a extracdo das

substancias ativas de plantas.

Conclusao

Esse estudo demonstrou que o extrato hidroalcodlico da espécie vegetal analisada tem
acao antimicrobiana frente as bactérias testadas. Constatou-se também, que o extrato possuli
melhor atividade antimicrobiana em concentragfes maiores.

Conclui-se que a pesquisa de espécies vegetais com potencial terapéutico possui
importancia significativa na contribuicdo para o cuidado com a saude e permite uma

associacdo terapéutica, sugerindo assim, a importancia de novas pesquisas.
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