DOI: https://doi.org/10.17921/1415-5141.2023v27n2p130-133

Avaliacao in Vitro do Potencial Antimicrobiano de Extratos do Urucum (Bixa orellana L.)

In Vitro Evaluation of the Antimicrobial Potential of Urucum Extracts (Bixa orellana L.)

Jodo Portilho Pereira da Silva Junior**; Janaina da Costa Nogueira Nobre?; Waldireny Rocha Gomes®; Adriana Dantas
Gonzaga de Freitas®

*Universidade Federal do Amazonas, Instituto de Ciéncias Biologicas, Curso de Ciéncias Biologicas. AM, Brasil.
"Universidade Federal do Amazonas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. AM, Brasil.
¢ Universidade Federal do Amazonas, Instituto de Ciéncias Biologicas, Departamento de Morfologia. AM, Brasil.
*E-mail: jppsjportilho@gmail.com

Resumo

A espécie Bixa orellana L., popularmente conhecida como urucum, ¢ utilizada como corante. Embora estudos descrevam propriedades
medicinais da Bixa orellana L., ainda ha poucos relatos sobre suas propriedades anti-inflamatdrias e antimicrobianas, abrindo assim maiores
possibilidades de estudos envolvendo essa planta. A investigagdo da atividade antimicrobiana, em espécies vegetais, se apresenta como uma
alternativa a um problema emergente de satide publica, a resisténcia microbiana, que vem aumentando, de forma alarmante, por conta do uso
indiscriminado de antibidticos pela populagdo. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos de folhas,
cascas e sementes do urucum, a partir de processos de extragdo de compostos ativos por ultrassom e soxhlet. Os extratos obtidos foram
analisados frente a quatro micro-organismos patogénicos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae. A avaliagdo da atividade antimicrobiana ocorreu através do método de difusdo em disco em meio Miller Hinton, os discos
contendo os extratos vegetais foram depositados sobre as culturas bacterianas previamente inoculadas, o teste foi realizado em triplicata. O
principal resultado observado foi o halo de inibi¢ao com extratos de folhas para Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, enquanto
para os testes com extratos da casca apresentou halo inibitorio contra Staphylococcus aureus. Novos testes devem ser realizados para comprovar
a atividade antimicrobiana desta espécie.
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Abstract

The species Bixa orellana L. popularly known as annatto, is used as a natural coloring and food coloring. Although studies describe medicinal
properties of Bixa orellana, there are still few reports on its anti-inflammatory and antimicrobial properties, thus opening up greater possibilities
for studies involving this plant. The investigation of antimicrobial activity in plant species with medicinal potential is an alternative to an
emerging public health problem, microbial resistance, which has been increasing alarmingly due to the indiscriminate use of antibiotics
by the population. Research in the area of microbiology is necessary in the search for new active compounds, especially those from natural
sources that can act to combat these new strains. This research aimed to evaluate the antimicrobial potential of extracts of annatto leaves,
bark and seeds based on active compound extraction processes using ultrasound and soxhlet. The extracts obtained were analyzed against four
pathogenic microorganisms Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae. The evaluation
of antimicrobial activity was carried out using the disk diffusion method in Miller Hinton medium, the disks containing the plant extracts were
deposited on the previously inoculated bacterial cultures, the test was carried out in triplicate. The main results observed were the inhibition
halo with leaf extracts for Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae, while tests with bark extracts showed an inhibitory halo
against Staphylococcus aureus. New tests must be developed to prove the antimicrobial activity of this species.
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1 Introducio

A espécie vegetal Bixa orellana L. e o seu fruto urucum,
popularmente conhecido pelo seu uso como condimento e
como corante natural, apresenta inumeras aplicagdes dentro
da medicina tradicional, em fun¢@o de suas propriedades
farmacoldgicas, como cicatrizante, analgésicas, hemostaticas
e antioxidantes, além disso, estudos ja descreveram a espécie
como fonte de agentes antimicrobianos, indicando que as
sementes sdo a parte mais utilizada na medicina popular para
o tratamento de doencas cardiacas, queimaduras, infec¢des
respiratdrias, infec¢des de pele, gonorreia, diarreia e asma
(SANTOS, 2022).

Uniciencias, v.27, n.2, 2023

As agdes antimicrobiana e antioxidante de Bixa orellana
L. foram analisadas no estudo de Lima Viana et al. (2018), em
que se notou que os extratos metandlicos de sementes e folhas
dessa espécie tinham ag@o contra bactérias Gram-positivas
como S. mutans e S. sanguinis. Extratos etandlicos das
sementes apresentaram resultados inibitorios contra S. aureus,
Pseudomonas aeruginosa e E. coli (Karmakar et al., 2018).
Esses resultados contribuem com a busca por compostos
com ag¢do antimicrobiana, que procuram trazer solucdes
alternativas a um problema de saude publica, a resisténcia de
alguns micro-organismos patogénicos, fato esse causado pelo
uso inadequado de antibidticos (ROZZATO, 2012).
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Com o aumento de casos que tratam de micro-organismos
resistentes aos antibidticos disponiveis no mercado, ¢
necessario investigagdo por alternativas para o enfrentamento
desta situagdo. O aparecimento de bactérias resistentes aos
medicamentos pode ser considerada uma manifestagao natural
regida pelo fator evolutivo que a adaptabilidade genética
desses organismos proporciona (Oliveira et al., 2014).

Os antibioticos sdo uma classe de farmacos indispenséveis
e extremamente necessdrios para a medicina como se
conhece, sem esses haveria perdas na expectativa de vida que
se conquistou ao longo de décadas. No entanto, a poténcia
dos antibioticos estd ameagada, ha uma explosao de casos,
nao so de resisténcia a um farmaco, mas a muitos desses.
Um exemplo ¢ o S. aureus resistente a penicilina e que
causa mais de 100 mil infecgdes a cada ano e comegou a se
espalhar em infecgdes adquiridas na comunidade, deixando
de ser hospitalar. Além disso, observa-se uma diminui¢do na
suscetibilidade dos antibioticos com o tempo e ndo ha novas
classes de antibidticos, sendo desenvolvidas para ajudar no
combate as bactérias. O aumento da resisténcia bacteriana
tem levado a um aumento na necessidade de novos farmacos e
novas classes de antibidticos, tanto para infeccdes adquiridas
em hospitais quanto na comunidade (BRITO et al., 2012).

No Brasil, observou-se, na tltima década, um crescimento
no emprego de praticas terapéuticas alternativas, tendo
como base politicas voltadas ao Sistema Unico de Saude
(SUS), especialmente, a utilizagdo de plantas medicinais e
fitoterapicos (ZENI et al., 2017).

Apesar da grande diversidade de antimicrobianos,
que agem sobre diversos micro-organismos patogénicos,
estudos buscam por um antimicrobiano ideal, ou seja, aquele
que apresenta maior espectro de a¢do, menor toxicidade,
menor custo ¢ menor indicio de resisténcia bacteriana, haja
vista que j& existe resisténcia bacteriana a alguns produtos
antimicrobianos (NASCIMENTO et al., 2000; PAZHANI,
2004).

Em fung¢do de literatura preexistente comprovando
atividade positiva antimicrobiana de extratos variados de
Urucum, o crescente problema com micro-organismos
resistentes aos farmacos existentes no mercado e a pouca
exploragdo cientifica e comprovada de plantas de uso popular
e nativas da Amazonia, considera-se valido o estudo dos
extratos de urucum, para possivelmente ampliar e comprovar
a validade do mesmo de forma pratica e comercial.

Tendo em vista estes fatores, este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana nos extratos
organicos de Bixa orellana L. contra micro-organismos teste e
comparar os resultados obtidos dos trés processos de extragao

diferentes.
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2 Desenvolvimento
2.1 Metodologia
2.1.1 Coleta e preparaciao do material vegetal

A coleta das amostras do urucum (Bixa orellana L.) foi
realizada em duas localidades: no campus da Universidade
Federal do Amazonas e na fazenda experimental da UFAM,
as amostras coletadas foram transportadas para o Laboratorio
de Pesquisa em Microbiologia, no prédio 01 do ICB (Instituto
de Ciéncias Biologicas). Apds a coleta e transporte, parte do
material foi higienizado, pesado, identificado, seccionado
e levado a estufa de circulagdo de ar, no qual foi mantida
a temperatura constante de 55 °C, pelo periodo de quatro a
cindo dias, ap6s o periodo de secagem, as amostras foram
maceradas com o auxilio do almofariz e pistilo.

2.1.2 Obtencao dos extratos

Para a obtencdo dos extratos foram utilizados trés
métodos: soxhlet, ultrassom e maceragdo estatico, além
do uso do rotaevaporador, utilizado para a evaporagdao dos
solventes empregados na extrag¢do. Para os métodos realizados
houve a definicdo de medida de 50 g de folhas, fruto (casca
e semente) do urucum (Bixa orellana L.) com 500 mL dos
solventes hexano e metanol. Os extratos foram preparados
no Laboratorio de Biorganica da Universidade Estadual do
Amazonas (ESA-UEA).

2.1.3 Micro-organismos teste

Foram utilizadas quatro cepas bacterianas de padrdes
internacionais (ATCC— American Type Culture Colletion),
sendo essas: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13899).

2.1.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana da Bixa
orellana L.

Para a avaliagdo de sensibilidade dos micro-organismos
aos extratos, inicialmente, as cepas bacterianas foram
reativadas em caldo Muller-Hinton (MH) e incubadas a 37
°C por 24h. Em seguida, foram estriadas em placas de Petri
contendo meio de cultura Agar Muller-Hinton, de modo a
formar uma camada uniforme sob toda a superficie do meio de
cultura. Cada bactéria passou por esse processo em triplicata.
Posteriormente, foram depositados sob o meio de cultura
trés discos de papel filtro embebidos nos extratos obtidos,
mantendo-se uma distdncia razoavel entre os discos para
evitar interferéncias nos possiveis halos, os extratos foram
avaliados nas seguintes concentragdes (mg/mL): C1 (0,100),
C2 (0,150), e C3 (0,200). Os controles utilizados foram o
Dimetilsulfoxido (DMSO) e o antibidtico (tetraciclina), um
negativo e o outro positivo, respectivamente.

As placas foram incubadas a 35 °C em cameras
climatizadas do tipo B.O.D (Biological Oxygem Demand) por
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72h, durante esse periodo foi observado o desenvolvimento
dos micro-organismos e o possivel surgimento de halos
de inibi¢do, que foram medidos através de um paquimetro
digital, os valores foram somados e uma média foi retirada
entre esses dados obtidos.

2.2 Resultados e discussio

Apods os trés dias de observagdo dos testes com dois
extratos analisados, o extrato metandlico da folha no método
de ultrassom apresentou atividade antimicrobiana frente
a bactéria Pseudomonas aeruginosa formando halos de
inibi¢do em todas as trés concentragdes utilizadas, 0,10;
0,15 e 0,20 respectivamente (Figura 1), ja para as bactérias
Staphylococcus aureus nas concentragdoes de 0,10 e 0,15;
Klebsiella pneumoniae nas concentragdes de 0,15 ¢ 0,20
e Escherichia coli nas concentragdes de 0,10 e 0,20 houve
formacao de halos que, apesar de tamanho consideravel,
estavam fracos e com crescimento bacteriano ainda presentes.

No extrato de folha com hexano pelo método de
soxhlet, houve resposta contra as bactérias K, pneumoniae e
Escherichia coli, formando halos, principalmente, nos discos
de maior concentragdo, porém fracos e sem atividade inibitoria
aparente. Contra as bactérias S. aureus e P. aeruginosa nao
houve atividade antimicrobiana.

Figura 1 - Halos de inibicdo no ultimo dia de teste com
Pseudomonas aeruginosa com extratos da folha com o solvente
hexano, nas concentragdes C1 (0,100), C2 (0,150), e C3 (0,200)

Fonte: os autores.

Testes realizados por Dantas et al. (2018) selecionaram
espécies vegetais e promoveram um estudo etnofarmacologico,
destacando seu potencial antibacteriano frente as cepas de
Staphylococcus aureus ¢ Pseudomonas aeruginosa. Concluiu-
se que os extratos etandlicos e glicolicos apresentaram maior
inibicao de Staphylococcus aureus.

Para o solvente metanol, pelo método de ultrassom, houve
halo de inibi¢o para a bactéria P. aeruginosa, em que a média
minima de halo foi de 14 mm e a maior média foi de 18 mm
no segundo dia de teste, sendo a terceira repeticdo a placa
com a média estavel. Para as outras bactérias, apesar de haver
formacao de halos constantes, como na C2 (concentragao
de 0,150 mg/mL) da S. aureus, ndo foi observada nenhuma
atividade inibitéria, em fungdo do crescimento bacteriano
dentro do halo, apresentando atividade bacteriostatica. Para
a E. coli, a formagao dos halos foi pequena ¢ inconstante,
também ocorreu presencga de pigmento, mas sem atividade
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inibitoria. Com a K. pneumoniae, a resposta foi um pouco
mais tardia se comparada com as outras bactérias, houve
formacao de halos cujo tamanho médio aumentou a medida
que a concentragdo aumentava.

Estudo realizado por Sousa ef al. (2019) mostrou que o
extrato de Bixa orellana ndo demonstrou eficacia frente a
cepa de Pseudomonas aeruginosa, o que foi evidenciado pela
auséncia de halo no estudo das autoras.

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude
(OMS), as espécies bacterianas que mais causam infec¢des
hospitalares incluem: S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ¢ K.
pneumoniae. Todas apresentam facil poder de disseminag@o
e grande potencial infeccioso, podendo causar diversos
problemas a satde, com diferentes graus de complexidade,
sendo muitas vezes oportunistas e capazes de sofrer mutagdes
a ponto de se tornarem multirresistentes, esgotando, assim,
as intervengdes medicamentosas e, muitas vezes, levando o
paciente a um quadro mais grave (OMS, 2023).

Para o uso do solvente hexano, ndo foi observada atividade
antimicrobiana contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus.

Analisando somente o uso dos solventes, o metanol
conseguiu resultados mais aparentes que o hexano, essa
diferenca pode ter relacdo com a presenca de componentes
polares, ja que o hexano ¢ um solvente apolar. Resultados
semelhantes foram observados em outros trabalhos com este
perfil (SOBRAL et al., 2016). Também foi observado certa
pré-disposi¢ao ao surgimento de pigmentagao.

Foram realizados testes com os extratos obtidos da casca
do urucum, sendo esses dois extratos por soxhlet utilizando
solvente hexano e metanol e um extrato obtido pelo banho
ultrassonico com solvente hexano. Apesar de haver atividade
antimicrobiana frente a P. aeruginosa e S. aureus, os resultados
foram inconsistentes.

Para a inibi¢do bacteriana, os melhores resultados foram
obtidos com o extrato da folha usando metanol pelo método
ultrassom, foram frente a S. aureus com a concentragdo de
0,150 g, no segundo dia de visualizagdo. Com a utilizagao
do mesmo solvente, mas com o método soxhlet, foi obtido
halo maior perante a bactéria S. aureus no primeiro dia de
observacao.

Contrucci et al. (2019) buscaram determinar o efeito de
oleos essenciais sobre as bactérias Gram-negativas E. coli e P.
aeruginosa utilizando os métodos de Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
dos o6leos essenciais de oito espécies vegetais. De acordo
com os resultados, todos os 6leos demonstraram atividade
antibacteriana, com destaque para os Oleos de Eucalyptus
globulus e Rosmarinus officinalis que foram mais ativos
frente a E. coli (CBM=3,13 %), ¢ menos eficazes contra a
P. aeruginosa (CBM=25,00 %). Ja o 6leo de Cymbopongon
nardus foi eficaz contra a P. aeruginosa na concentragao de
6,25%.

Com o uso do solvente hexano, houve a formagao dos
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halos de inibicdo somente contra a bactéria K. pneumoniae.
Dados semelhantes foram encontrados por Galindo-Cuspinera
e Rankin (2005); e Galindo-Cuspinera et al. (2003), que
estudando a Bixa orellana confirmaram que estas possuem
um efeito inibitério do crescimento de micro-organismos,
tais como: a Neisseria gonorrhoea, o Bacillus subtilis, o
Streptococcus faecalis e S. aureus.

Costa et al. (2009) utilizaram o método de microdiluicao
e observaram atividade antifingica do extrato de Syzygium
cumini L. sobre cepas clinicas de Candida albicans.

As divergéncias encontradas neste trabalho e os demais
podem ser ocasionadas pelas diversas formas de preparo dos
extratos e das concentragdes utilizadas, além das diferengas na
composicao quimica do vegetal, que podem ser influenciadas
por diferentes fatores como: ambiente, temperatura, condigdes
de cultivo e época de colheita.

3 Conclusao

Com a utilizagdo das folhas de urucum, a formagdo de
maiores halos de inibicdo bacteriana foi observada perante
a bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa. O
teste para a bactéria Klebsiella pneumoniae apresenta halo
inibitério, mas com acdo bacteriostatica e ndo bactericida.
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