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Resumo

O objetivo deste projeto foi determinar a atividade antimicrobiana de extratos do caule da Solanum lycocarpum St. Hill.
A extracdo ocorreu pelo método de arraste com polaridades que variam do solvente apolar ao mais polar. Apos a
realizagdo de uma fitoquimica qualitativa os testes antimicrobianos realizados foram a Concentragdo inibitéria minima
e maxima, curva cinética de crescimento bacteriano, teste de disco-difusdo e concentracdo bactericida minima. Cada
teste se relaciona e juntos podem determinar a o potencial antimicrobiano, se os fitoconstituintes de cada extrato e
polaridade séo bactericidas ou bacteriostaticos e afim eventos de resisténcia bacteriana. Os ensaios demonstraram que
a dose minima de extrato para todas as cepas fora de acima de 20 mg e a mé&xima entre 160 — 180 mg. Ainda os ensaios
apresentaram eventos de resisténcia para as cepas Gram negativas (E. coli e P. aeruginosa). Portanto os bioativos de
Lobeira apresentam atividade antimicrobiana, sendo ela bactericida e bacteriostatica.

Palavras-chave: Lobeira; Tocantins; Cerrado brasileiro; Bioativos; Plantas medicinais.

Abstract

The objective of this project was to determine the antimicrobial activity of extracts from the stem of Solanum
lycocarpum St. Hill. The extraction was carried out by the drag method with polarities ranging from non-polar to more
polar solvents. After performing a qualitative phytochemistry, the antimirobial tests performed were the minimun and
maximum inhibitory concentration, kinetic curve of bacterial growth, disk-diffusion test and minimum bactericidal
concentration. Each test is related and together They can determine the antimicrobial potential, if the phytoconstituents
of each extract and polarity are bactericidal or bacteriostatic and related to bacterial resistence events. The trials showed
that the minimum dose of extract for all strains was above 20 mg and the maximum between 160 — 180 mg. The assays
also showed resistance events for Gram negatives strains (E. coli and P. aeruginosa). Therefore, Lobeira bioactives
have antimicrobial activity, being bactericidal and bacteriostatic.

Keywords: Lobeira; Tocantins; Brasilians cerrado; Bioactives; Medicinal plants.

Resumen

El objetivo de este proyecto él era determinar la actividad antimicrobiana de extractos del tallo de Solannum lycocarpum
St. Hill. La estraccion se llevd a cabo por el método de arraste com polaridades que van desde dissolventes no polares
hasta dissolventes més polares. Luego de realizar uma fitoquimica cualitativa, las pruebas antimicrobianas realizadas
fueron concentracon minima y méxima inhibitoria, curva cinética de crecimiento bacteriano, prueba de disco-difusion
minima bactericida. Cada prueba esta relacionada y em conjunto pueden determinar el potencial antimicrobiano, si los
fitoconstituyentes de cada extracto y polaridade son bactericidas o bacteriostéticos y relacionados com eventos de
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resisténcia bacteriana. Los ensayos mostraton que la dosis minima de extracto para todas las cepas estaba por encima
de los 20 mg y la maxima entre 160 — 180 mg. Los ensayos también mostraron eventos de resistencia para cepas Gram
negativas (E. coli y P. aeruginosa). Por lo tanto, los bioactivos de Lobeira tienen actividad antimicrobiana, siendo
bactericida y bacteriostéatica.

Palabras clave: Lobeira; Tocantins; Cerrado brasilefio; Bioactivos; Plantas medicinales.

1. Introducgéo

A fitoterapia é a ciéncia que une o conhecimento da medicina popular, advindo de uma corrente de saberes, que na
maioria das vezes sdo empiricos, unidos as técnicas e processos cientificos para elucidar os conhecimentos transmitidos por via
popular (Robson, 2012; Santos & Rosito, 2012; Silva & Oliveira, 2018)

Esta difusdo de conhecimentos e utilizacdo de plantas medicinais vem desde o inicio da historia dos homens, esta
utilizacdo facilitou para criacdo de diversos medicamentos farmacéuticos. Dados de 2005 descrevem que cerca de 25% a 30%
das drogas atuais no mercado farmacéutico so obtidas a partir de compostos biologicamente ativos das plantas (Calixto, 2016;
Botelho, et al., 2014; Wagner, 2015; World Health Organization, 2017).

A grande importéncia da utilizacdo das plantas na medicina, esté relacionada com os bioativos que a planta sintetiza
durante seu processo de crescimento, defesa contra patdgenos ou produtos mediante a stress do ambiente como clima e escassez
de agua (Santana, et al., 2012; Gellen & Silva, 2016).

Ainda a mesma espécie pode apresentar diversos componentes ativos, cada um destes determinando uma funcéo ou
acdo principal no organismo da planta bem como quando utilizadas como medicamento em organismos como o de humanos e
animais (Jalgaonwala, et al., 2011; Santos et al., 2013).

Deste modo essa busca por novos bioativos advindos de plantas faz com que o bioma Cerrado seja considerado com
um alvo de pesquisas nesta area, visto que a maioria da populacdo que reside neste bioma faz uso de plantas medicinais (Diniz-
Filho et al., 2009; Ballestra, et al., 2012). Ainda Machado e colaboradores (2008) salientam que sua fitofisionomia do cerrado é
diversificada e ainda a sua ampla variedade de plantas o faz um dos 25 “hotpots ” mundiais para a conservacao da biodiversidade
(Aquino, et al., 2007).

Pode se dizer que das espécies nativas do cerrado que ja foram catalogadas e pesquisadas pela comunidade cientifica
para fins medicinais cerca de 220 espécies tem uso medicinal descrito, seja como anti-inflamatorio, antitumoral, cicatrizante e
até mesmo antimicrobianos (Brasil, 2014).

Entre estas espécies nativas do bioma cerrado podemos destacar a Solanum lycocarpum, pertencente a familia Solanacea
do género Solanum, esta espécie tem grande importancia no cenario brasileiro, tanto para processos de reflorestamento de terras
devastadas pelo homem, bem como para produgdo de alimento para espécies nativas como o Chrysocyson brachyurus (Motta,
Guerra, et al., 2002; Pinto, et al., 2007; Agra, et al., 2009; Lu, et al., 2009; Patel, Patel, Vyas, et al., 2012; Li, et al., 2014).

E conhecida pela populag&o do norte e nordeste do pais como lobeira, fruta do lobo ou mel4o do cerrado. Esta espécie
vegetal é considerada como uma espécie arborea, sua altura varia de 4 a 6 metros, seu sistema radicular é do tipo profundo e
composta por ramos, seu caule é revestido por pelos densos e estrelados; seus ramos séo cilindricos, lenhosos, fistulosos e
tortuosos. As suas folhas sdo anfiestomaticas, pecioladas, com bordas irregulares que variam de 16 a 28 cm de comprimento
(Felfilo et al., 1992; Caribe & Campos,1997; Lorenzi & Matos, 2002; Elias, et al., 2003; Silva-Junior, 2005).

Pelo fato da maioria das pesquisas com esta espécie se limitarem ao seu fruto, e nem sempre dao foco aos outros
constituintes como caule, raizes e folhas esta pesquisa tem como objetivo determinar a atividade antimicrobiana dos

fitoconstituintes presentes na raiz e caule da S. lycocarpum.
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2. Material e Métodos
2.1 Coleta e obtencdo da amostra

Antes da realizacdo da coleta foi necessario solicitar a autorizagéo de coleta da espécie, no Sistema de Autorizacao e
Informacdo em Biodiversidade (SISBio) de nimero 48676. Para evitar poluicdo e interferentes urbanos o material vegetal foi
obtido no perimetro rural no municipio de Palmas Tocantins. Os quesitos de selecdo para coleta tanto dos caules, bem como das
raizes foi de estruturas integras, sem tragcos de contaminacéo ou de apodrecimento.

Em seguida as amostras foram direcionadas para o Laboratério de Pesquisas em Produtos Naturais localizado na
Universidade Federal do Tocantins, uma por¢do do material vegetal foi armazenada, desidratada e pulverizada, sendo que outra

porcdo foi produzida uma exsicata e encaminhada para identificacéo e catalogagéo.

2.2 Producéo dos Extratos

A producdo dos extratos seguiu a metodologia de Oliveira e colaboradores (2016), onde foram utilizados solventes
organicos diretamente em ordem de polaridade crescente.

Para a primeira extracdo foram utilizados 120g de pé de material vegetal desidratado, sendo que cerca de 30g do
pulverizado para 300 mL de solvente (1:10), estas solugdes foram mantidas em banho de ultrassom por 60 minutos. Apés o
ultrassom o extraido foi filtrado utilizando papel de poro 0,22um com sistema a vacuo e em seguida o extraido foi evaporado em
rotoevaporador. O processo acima repetiu-se duas vezes com cada solvente (Hexano (Hx), Diclorometano (DCM), Acetato de
etila (AcOEt), Acetona (ACE), Metanol (MeOH) e Mix dos solventes com adi¢do de agua estilada.

2.3 Fitoquimica qualitativa

As analises fitoquimicas para alcaloides, antocianinas, antocianidinas, antraquinonas, fenois, flavonas, flavonoides,
flavondis, leucoantocianinas, saponinas e xantonas seguiram de acordo coma metodologia de Costa (2002) citado em Costa
(2002), para validacdo dessas andlises foram utilizadas algumas espécies positivas para 0s compostos pesquisados.

Na andlise de alcaloides, foram utilizadas as folhas da espécie Peumus boldus (boldo do Chile). Para antraquinonas
foram utilizadas as cascas da espécie Rhammus purshiana (c&scara sagrada). Para flavonoides as partes aéreas da espécie
Passiflora edulis (maracuja). Para saponinas, as sementes da espécie Aesculushippo castanum L. (castanha da india). Para taninos

foram utilizadas as cascas da espécie Stryphnodendron barbardetiman (barbatimé&o).

2.4 Atividade antimicrobiana

As andlises de atividade antimicrobiana seguiram as metodologias de Peyret, et al., (1990), Miranda et al. (2015), CLSI
(2013) e Mota (2011).

Para essa analise foram selecionadas as seguintes cepas ATCC Staphylococcus aureus ATCC 25925, Streptococcus
pyogenes ATCC 19615, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 1706 e Escherichia coli 25922.
Todas as cepas foram fortificadas em Agar Brain Heart Infusion seguindo para um subsequente cultivo em &gar Mueller Hinton
em temperatura de 35 + 2°C sob condig@es aerdbicas. Com as inoculagdes concluidas foi adicionada solugdo salina NaCl a 0,9%

em tubos de ensaios para o preparo das suspensdes bacterianas a 0,5 da escala de McFarland (CLSI, 2013).

2.4.1 Concentracdo inibitéria minima (CIMin) e maxima (ClMax)

Esta metodologia é uma adaptacdo de da metodologia de micropogos em meio sélido Muller Hilton Para isto as cepas
foram fortificadas por um periodo de 48 horas em meio BHI. Apds isto uma aliquota de cada cepa foi ajustada na escala de 0,5
de MCFarland (CLSI ,2013).
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Para a realizacdo do teste foram semeados 0s microrganismos em meio Muller Hilton, em seguida foram realizadas
perfuracbes no meio da cultura com cerca de 6mm de didmetro, nestes orificios foram adicionadas concentracfes dos extratos
em quadruplicata, as concentra¢des variaram de 10 a 200 mg, com diferenca de 10 mg das doses, posteriormente foram incubadas
por 24 horas a 37 °C.

A leitura dos resultados seguiu a metodologia de Silva et al. (2020) e Gellen e colaboradores (2019), sendo que a
concentracdo inibitéria minima sera considerada a partir da menor concentragdo testada, isto quando ela apresentar halo superior
a 10 mm, a maxima quando a maior concentracao de extrato apresentar uma progressdo menor que 3 mm em comparagdo a

concentragdo anterior.

2.4.2 Concentracdo inibitéria minima em micropoc¢os

Este teste se baseia em andlise colorimétrica utilizando método de microdiluigdo em pogos de Elisa de fundo chato. Sao
adicionados 100uL Agar Mueller Hinton em todos os pogos, logo apds se adicionou 60uL do extrato da S. lycocarpum com
concentragdes entre Img/mL; 2mg/mL; 3mg/mL; 4mg/mL; 5mg/mL; 6mg/mL; 7mg/mL; 8mg/mL; 9mg/mL; 10mg/mL; no final
das dilui¢des foi realizada a inoculagdo com 10 puL de suspensao bacteriana. O teste foi realizado em quadriplicata.

Foram reservados dois pocos para 0s controles positivos e dois pogos para controles negativos. O primeiro controle
positivo continha apenas o agar em caldo com as cepas bacterianas, o segundo controle apresentava o 4gar em caldo com cepas
bacterianas e DMSO a 10%. Os dois controles negativos foram da esterilidade do meio e do extrato (Miranda et al.,2015; CLSI
,2013).

A placa foi incubada em condi¢des aerdbicas a 35+ 2°C por 24 horas. Considerando que o crescimento ou inibigéo
apresentasse uma concentra¢do muito pequena foi adicionado 30uL de corante Rezasurina 0, 003 % em cada pogo da placa para
auxiliar na visualiza¢do do crescimento microbiano. A placa foi incubada novamente por 4 horas a 35+ 2°C. A Resazurina baseia-
se na reducdo da resazurina (cor pUrpura) em resarufina (cor résea).

Este teste tem utilizagdo para determinar se valores menores apresentam atividade antimicrobiana, diferente do teste de

CIMin e CIMax, entretanto serdo realizados testes com os valores da CIMin e CIMax que apresentarem atividade antimicrobiana.

2.4.3 Curva de cinética bacteriana

Este teste é uma adaptacdo da curva cinética bacteriana e se baseia ha metodologia de Peyret, et al., (1990). As curvas
cinéticas das bactérias testadas foram em fun¢éo dos pontos e tempo de estabilidade nas fases lag, exponencial, estacionaria e
declinio. Apds estabelecidos os tempos e fazes normais a curva cinética das bactérias, utilizando as concentracfes méxima e
minima do teste de CIMM, outra curva cinética sera tragada a curva cinética bactéria, estabelecidos os tempos em que cada
bactéria permanece em suas fazes outra curva sera tragada, adicionando ao teste as concentracfes do extrato de lobeira obtidas
no teste de CIMin e CIMax.

Nesta metodologia foi necessario anular a absorbancia emitida pelo extrato de lobeira, para isto foi utilizado um padréo

para cada concentragdo testada, assim permitindo observar apenas a multiplicacéo bacteriana.

2.4.4 Disco de difusdo em &gar
O teste disco de difusdo foi realizado conforme metodologia do CLSI (2013). Foram utilizadas as suspensdes bacterianas
a 0,5 da escala McFarland em placas com Agar Mueller Hinton, as placas foram semeadas pelo método de tapete homogéneo.
De acordo com Miranda et al. (2015), ap0s a inoculagdo do meio foram adicionados discos com aliquotas de 10 pL dos
extratos com as concentracbes com atividade antimicrobiana evidenciadas nos testes acima, esse procedimento foi realizado

quadriplicara, onde o controle positivo foram discos comerciais de antibioticos de acordo com cada bactéria, sendo Penicilina
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de 10 mg e Vancomicina 30mg para as Gram positivas e Meropeném de 10 mg para as Gram negativas, e controle negativo foi
apenas discos com agua destilada .
As placas foram incubadas a 35+ 2°C, em condic6es aerdbicas por 24 horas, ao final desse periodo foi realizada a leitura

do didmetro dos halos com o auxilio de um paquimetro.

3. Resultados e Discussao
3.1 Fitoquimica Qualitativa

As analises fitoquimicas qualitativas estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Triagem fitoquimica qualitativa da amostra de S. lycocarpum.

Triagem fitoquimica Amostra Controle Positivo
Alcaloides - +
Antraquinonas
Livres - i
Heterosidicas - +

Flavanoides
Reac&o de Shinoda

+ (Vermelho)

+ (Laranja)

Reacdo com Cloreto de Aluminio + +
Saponinas

Teste de espuma + +
Reacdo de Salkoski + +
Taninos + +
Reacdo de gelatina + +
Reacdo de sais de ferro + (Verde) + (Azul)
Reac&o com acetato de chumbo + +

Nesta tabela estéo os valores da triagem fitoquimica das amostras de caule de S. lycocarpum. Fonte: Autores (2022).

A producdo de bioativos estd ligada a fatores ambientais, fitopatolégicos e simbiose fingica nas plantas, ainda a
producdo de flavonoides, taninos e saponinas identificadas na triagem e dispostas na Tabela 1 determinam uma atividade
antimicrobiana (Menezes Filho & Souza Castro, 2019).

Bem como Melo (2018), Gellen e colaboradores 2019 explanam que os bioativos de S. lycocapum apresentam atividade
antimicrobiana por consequéncia da grande quantidade de flavonoides e taninos, demonstrando uma caracteristica

antimicrobiana e antiflngica contra fungos de interesse médico.

3.2 CIMin e CIMax
Este teste é de suma importancia para determinar a dose minima de atividade antimicrobiana e a dose maxima, ainda
pode-se determinar a partir de que concentracdo deve-se iniciar ensaios como o teste de disco-difusdo em discos, pocos e micro
pocos (Gellen et al., 2019).
Todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana, entretanto diferem em concentra¢do (mg) para cada MMO
(microrganismo). Para demonstrar estas variagdes na concentragdo inibitéria minima e méaxima os dados e bactérias estdo

dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Média dos valores da CIMin e CIMax (mg/mL).

Extratos S. aureus S. pyogenes P. aeruginosa K. pneumoniae E. coli
HX 20 - 140 20 - 160 20 - 120 20 - 100 20 - 100
DCM 20-120 20-120 20-80 20-80 20 - 100
AcOEt 20 - 160 80 - 180 20 - 100 20-60 40 -160
ACE 20-80 60 - 100 40 - 140 60 - 120 20 - 100
MeOH 20 - 100 80 - 140 20 - 100 20 - 100 40 - 100
Mix 20-80 20-60 20-80 20 - 100 40 - 100

Valores da CIMin e CIMax (mg) dos extratos testados de acordo com o tipo de arraste, sendo Hexano (Hx), Diclorometano (DCM), Acetato
de etila (AcOEt), Acetona (ACE), Metanol (MeOH) e Mix dos solventes com adicdo de agua estilada. Fonte: Autores (2022).

Percebe-se que mesmo produzindo o extrato com todos os arrastes ndo h4 uma sensibilidade a concentragdes menores
que apresentada pelos extratos isolados, portanto pode-se determinar uma possivel atividade antagbnica de bioativos ou
interferéncia de suas atividades, ou até mesmo um arraste pode desnaturar o bioativo.

Nota-se que o extrato AcOEt apresentou uma maior concentragdo de atividade no ensaio (20- 160 mg) para a espécie S.
aureus, seguido do extrato Hx (20-160 mg) para S. pyogenes, ainda Hx (20-120 mg) e ACE (40 — 140 mg) para P. aeruginosa
seguidos da cepa de E. coli com o extrato AcOEt (40-160 mg).

Em foco dos métodos de arraste e comparando com a fitoquimica expressa acima pode se determinar que os métodos
de arraste mais apolares tem maior capacidade de arrastar bioativos como flavonoides e saponinas, ja os taninos sdo extraidos
por substancias mais polares, como por exemplo a 4gua. Ainda podem existir arrastes que conseguem retirar quantidades de
bioativos polares e apolares. (Silva, 2020; Almeida & Gomes, 2020; Araujo et al., 2020).

Quando testadas outras porcdes anatdmicas da espécie vegetal por outros pesquisadores os valores de CIMin partiu de
10 mg, como ocorrera com a parte foliar (Melo et al., 2018; Gellen et al., 2019), ainda a CIMax nos mesmos artigos foram de
160 — 180 mg.

Ainda em comparativo com 0s outros ensaios dos pesquisadores citados acima e estes ensaios realizados deve se estar
atentos que os métodos de extracdo foram por arraste e nos artigos mencionados acima 0 método de extragdo foi apenas aquoso
e etandlico, a reducdo nas concentragdes minimas e maximas podem estar reduzidas pela seletividade das substancias ocorrer de
maneira seriada de acordo com suas polaridades e ndo ocorrendo de maneira conjunta.

Ainda foram estabelecidas as medi¢des dos halos de sensibilidade de cada CIMin e ClIMax, estas estdo representadas
com as medias na Tabela 3.
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Tabela 3 - Média dos valores da CIMin e CIMax (mg/mL).

S. aureus S. pyogenes P. aeruginosa K. pneumoniae E. coli
Extratos CIMin X CIMax CIMin X CIMax CIMin X CIMax CIMin X CIMax CIMin X
ClMax
HX 7,5-132 57-151 3,4-105 7-144 4,8 -10,7
DCM 49-11 42-148 3-98 45-114 55-12
AcOEt 4,2-133 5-137 34-92 3,5-10,8 4,2-11,7
ACE 3,3-108 46-11,1 45-109 3-10,8 39-99
MeOH 29-116 3,7-75 29-9 3,6-10,6 42-117
Mix 3,7-125 4,8-8,7 33-9 3,2-10,3 44-128

Médias dos halos da CIMin e CIMax (mg/mL). Sendo os extratos nomeados de acordo com o tipo de arraste, sendo Hexano (Hx),
Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE), Metanol (MeOH) e Mix dos solventes com adicéo de agua estilada. Fonte:
Autores (2022).

Observando as Tabelas 2 e 3 pode-se determinar que a concentracao utilizada foi proporcional ao crescimento do halo,
entretanto faz-se necessario estabelecer a CIMax para determinar até que concentracdo hé atividade antimicrobiana real, visto
que todos os valores maximos foram determinados quando a estagnacéo do crescimento do halo em mm n&o ocorria (conforme
elevava a concentracéo e halo de inibicio ndo se elevava acima de 3mm).

Esta andlise é de suma importancia, visto que pode-se determinar ainda a diferenca da dose curativa e a citotoxicidade
pode ser evitada isto pelo fato de ndo necessitar elevar doses sabendo que ndo haverd atividade antimicrobiana efetiva.

Ainda avaliando os resultados obtidos no ensaio de CIMin x ClMax, quando comparadas as Tabelas 2 e 3 com 0s
controles positivos (Penicilina 10 mg, Vacomicina 30 mg e Meropeném 10 mg) os valores dos extratos sdo menores que 50%
em comparagdo com os controles. Deve-se considerar que 0s extratos mesmo sendo arrastados por polaridade ainda ndo estéo

elaborados nem purificados como as drogas comercializadas, mesmo assim representam atividade antimicrobiana.

3.3 Concentracao inibitéria minima em micropocos

Este ensaio além de utilizadas as concentracdes do teste CIMin x CIMax foram testadas as concentragdes de 1 — 20 mg,
visto que se trata de um teste colorimétrico com auxilio da espectrofotometria.

Os testes com concentracBes menores (1 - 20mg/mL) apresentaram reducéo da rezausurina momentaneo (30 - 60 min),
0s micropocos logo voltaram a cor de negativagéo do teste.

Coelho (2021) descreve a mesma reacdo citada acima com ensaios em cepas de Nocardia spp, isto sugere que seja
executado o teste de disco-difusdo em agar solido, visto que a pesquisadora executou o teste e os valores foram negativados e
apresentaram resisténcia.

Ja com os valores obtidos no teste de CIMin x CIMax estabelecidos apresentaram mudanca de cor e se estabeleceram
fixas, visto que este procedimento confirmou a atividade antimicrobiana das concentragbes testadas e positivadas com
sensibilidade no teste de CIMin x CIMax.

Entretanto alguns valores da CIMin deferiram, como os da E. coli (MeOH) que fora positivo com 60 mg/mL e S. aureus
(ACE) com 40 mg/mL). J& sobre a CIMax alguns valores foram regredidos no teste de micropocos, sendo os de K. pneumoniae
(ACE) 100 mg/mL; E. coli (AcOEt) 140 mg/mL e S. pyogenes (DCM) 140 mg/mL.
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Os dois testes serviram para validacdo dos resultados um do outro e ainda determinar os limites de concentracbes
minimas dos extratos de Lobeira com atividade antimicrobiana, e estes valores variam de acordo com o tipo de arraste (polaridade

dos bioativos).

3.4 Curva de cinética bacteriana
Neste teste foi tragada uma curva cinética de crescimento bacteriano para cada bactéria, estas curvas determinaram todas
das fazes de crescimento bacteriano, sendo que todas as bactérias atingiam sua fase de crescimento aos 360 min. Estes dados

estdo dispostos no Gréafico 1.

Gréfico 1 - Curva cinética de crescimento exponencial bacteriano.
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Curvas de crescimento exponencial bacteriano: Tempo (min) X Absorbancia. Delimitacéo da fase LOG, EX (exponencial), EST (estacionaria) e
a DEC (declinio). Fonte: Autores (2022).

Observando o Grafico 1, pode-se determinar que todas as bactérias alcangaram a fase lag até no maximo em 50 min de
teste, a fase exponencial dos 51 — 250 min, estacionaria 250 — 350 e a fase de declinio apds os 350 minutos.

Apobs determinar as fases de crescimento de cada bactéria foram tracadas novas curvas de crescimento bacteriano
utilizando as concentragdes com atividade antimicrobiana no teste de CIMin e CIMax. As concentragdes utilizadas estdo listadas

na Tabela 4.
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Tabela 4 - Concentracgdes aplicadas ao teste de curva de crescimento exponencial bacteriano.

Extratos S. aureus S. pyogenes P. aeruginosa K. pneumoniae E. coli
HX 20,60,80,140 20,60,100,140 20, 40,80, 120 20,40,60,100 20,40,60,100
DCM 20, 40,80, 120 20, 40,80, 120 20,40,60,80 20,40,60,80 20,40,60,100
AcOEt 20, 40,80, 120, 140 80, 120, 140,180 20,40,60,100 20,40,60 40, 80, 120,160
ACE 20,40,60,80 60,80,100,120 40, 80, 120,140 60,80,100,120 20,40,60,100
MeOH 20,40,60,100 80,100,120,140 20,40,60,100 20,40,60,100 40,60,100,120
Mix 20,40,60,80 20,40,60,80 20,40,60,80 20,40,60,100 40,60,80,100

Concentragdes aplicadas ao teste de curva de crescimento exponencial bacteriano. Valores da CIMin e CIMax (mg) dos extratos testados de
acordo com o tipo de arraste, sendo Hexano (Hx), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE), Metanol (MeOH) e Mix
dos solventes com adicéo de agua estilada. Fonte: Autores (2022).

Para enquadrar um extrato como antimicrobiano, bactericida, bacteriostatico ou ambos, deve-se tragar a curva cinética
bacteriana com a adi¢do dos extratos (Gellen et al., 2019). Deste modo um bacteriostatico atua fase de crescimento exponencial
da curva, ja o bactericida na fase log e exponencial (Martinez Freijo, 2019; Rocha, 2020).

Todos os extratos independentemente da concentragdo ou araste causaram um adiantamento no tempo das etapas da
cinética de crescimento bacteriano, portanto foram tracadas médias de cada etapa e estdo dispostas na Tabela 5.

Tabela 5 - Média de regressao da curva cinética bacteriana ap6s a adi¢do das concentra¢des de extratos.

S. aureus S. pyogenes P. aeruginosa K. pneumoniae E. coli
Extratos Lag/Exp/Est/Dec

HX 158/135/250 144/129/241 90/188/300 108/197/272 129/177/265

DCM 147/144/267 151/130/255 99/200/307 99/200/268 120/180/267

AcOEt 141/137/282 168/135/241 81/172/287 81/213/255 133/182/242
ACE 162/147/277 169/155/256 97/200/297 80/209/288 147/191/300
MeOH 152/144/280 155/157/250 88/188/300 79/200/279 139/190/277
Mix 113/181/328 100/197/300 67/200/314 72/217/328 93/241/325

Média da Curva cinética bacteriana ap6s adicdo dos extratos. Sendo cada extrato identificado com seu tipo de arraste, onde Hexano (Hx),
Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE), Metanol (MeOH) e Mix dos solventes com adicao de agua estilada. Fonte:
Autores (2022).

Todas as cepas bacterianas elevaram sua fase lag, ou seja, independentemente do extrato de Lobeira ou do tipo de
solvente para o arraste existem bioativos com atividade antimicrobiana no caule desta espécie vegetal.

Entretanto observando os dados da curva cinética pode-se observar que os bioativos tém uma atividade antimicrobiana
com maior eficacia em bactérias gram positivas como visto nas cepas de S. aureus, S. pyogenes e uma atividade antimicrobiana

moderada perante bactérias gram negativas.
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Estas observacfes podem ser evidentes quando comparados os tempos alargados das fases lag, reducdo das fases
exponenciais, estacionaria e declinio quando utilizados os extratos independentemente das concentracdes. Ainda pode-se
observar eventos de resisténcia nas cepas de E. coli e P. aeruginosa onde os valores oscilaram na fase exponencial.

Outra observacdo determinada pela curva exponencial de crescimento bacteriano é a atividade bactericida e
bacteriostatica que podem ser observadas quando comparados os tempos das fases lag e exponencial. Este dado é importante
para determinar qual a classificacdo da atividade antimicrobiana de cada farmaco ou extrato (Sousa, Viana, Figueirédo & Viana,
2022; Trindade et al., 2021).

3.5 Teste de disco-difusdo
Para determinar a atividade antimicrobiana e possiveis fendmenos de resisténcia o teste de disco-difusdo foi
fundamental, ele ainda determina os eventos irregulares apresentados na curva de crescimento exponencial bacteriano. As médias

de cada halo estéo dispostas logo abaixo na Tabela 6.

Tabela 6 - Média dos halos (mm) dos testes de disco-difusdo de acordo com as concentragdes (mg/mL).

Extratos S. aureus S. pyogenes P. aeruginosa K. pneumoniae E. coli
HX 7,5/8,8/8,8/10 10/10,7/10,9/11,4 3,4/4,2/6,5/10 4,2/5,7/5/6,2 3,3/3,9/4,5/6,2
DCM 4,1/5,7/5,7/6 3,3/3,5/4,4/5,9 3,4/3,6/3,8/3,8 4,1/4,7/4,5/4,4 3,1/3,7/3,7/4,5
AcOEt 5,2/5,8/6,1/6,1/6,4 717,2/7,7/8,5/8,9 3,7/3,8/4/4,2 3/3,6/3,6 3,5/3,5/3,7/3,6
ACE 4,4/45/5,1/5,2 5,8/6,3/6,7/6,6 3/3,4/3,8/3,7 2,9/3,7/3,8/3,4 3,7/4/4,2/4,2
MeOH 5,1/5,1/5,7/6 7,8/7,8/8/10 3,7/3,7/3,8/3,8 2,8/2,9/414,7 3,2/13,5/3,8/4,1
Mix 4,1/4/4,2/3,9 3,8/3,9/4,7/4,7 2,8/3/3,1/3,4 3,3/3,1/3,8/4 2,9/3,2/3,3/3,5

Nesta tabela estdo dispostas as médias dos halos dos testes de disco-difusdo, estdo organizados de acordo com as concentragdes testadas na
curva cinética de crescimento bacteriano. Cada extrato identificado com seu tipo de arraste, onde Hexano (Hx), Diclorometano (DCM), Acetato
de etila (AcOEt), Acetona (ACE), Metanol (MeOH) e Mix dos solventes com adi¢do de &gua estilada. Fonte: Autores (2022).

Para as cepas de S. aureus, S. pyogene e K. pneumoniae nenhum dos extratos e suas concentragBes apresentaram
atividade de resisténcia bacterina, todos os halos foram formados sem aparecimento de colénias isoladas ou halos irregulares.

Ja as cepas de E. coli e P. aeruginosa ocorreram atividades de resisténcia, onde halos irregulares e cepas isoladas foram
encontradas dentro dos halos de sensibilidade. Este evento foi demonstrado nas oscilagdes na curva cinética de crescimento
bacteriano.

Entretanto os halos foram menores no extrato Mix, isto comprova como nos testes acima que o método de extracdo
utilizando varios arrastes e polaridades pode deteriorar ou anular os bioativos com atividade antimicrobiana. Mesmo contendo

todos os fitoconstituintes do caule.

4. Concluséo
Considerando os achados o caule de Solanum lycocarpum apresenta atividade antimicrobiana, e os bioativos presentes

(flavonoides, taninos e saponinas) desempenham o papel fundamental para esta atividade.
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Quanto ao método de extracdo pode-se determinar que houve atividade em todos os métodos, desde os apolares para 0s
mais polares, entretanto a atividade se apresentou homogénea entre as cepas.

Ainda os bioativos presentes no caule desta espécie apresentam uma atividade antibacteriana tanto bactericida quanto
bacteriostéatica, visto que houve uma maior atividade antimicrobiana perante as cepas Gram positivas.

E futuramente deve-se ainda determinar a citotoxicidade dos extratos perante células humanas, pois mesmo que
apresentando atividade antimicrobiana em comparagdo com os antimicrobianos industrializados necessitam-se de mais testes
para o custo-beneficio do uso destes extratos e uma possivel droga antibacteriana.

E ainda realizar uma cromatografia de alta performance para saber as concentracdes exatas e quais os bioativos que
apresentam esta atividade bactericida e bacteriostatica, para uma possivel filtracdo e isolamento das mesmas. Por consequéncia

poder ver suas viabilidades para utilizacdo no mercado de antimicrobianos.
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