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Resumo: O numero de bactérias resistentes a antibiéticos vem crescendo e se destacando como um
problema de satde publica, motivo pelo qual a demanda por novas substancias antimicrobianas nas
plantas ganha importancia no ambiente cientifico; Cozx lacryma-jobi (Lineu) é uma planta de origem chi-
nesa, conhecida popularmente como lagrima de J6, que tem efeitos antialérgicos, anti-inflamatorios,
tonicos estomacais, hiperlipidemia, hiperglicémica e antioxidante; estudos antimicrobianos com extra-
tos etanolicos, metanodicos, ésteres e cloroférmios mostraram resultados positivos para bactérias gram-
negativas e positivas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de extratos
da raiz, semente, caule e folha de Coix lacryma-jobi, utilizando solvente de acetato de etila em imersao a
frio. Os extratos foram utilizados em linhagens de Staphylococcus anreus e Pseudomonas aernginosa. Os re-
sultados mostraram que a folha e a raiz ndo mostram atividade antimicrobiana e extratos de sementes
e caule da planta mostram atividade antimicrobiana em ambos os microrganismos.

Palavras-chave: Antimicrobiano, Coix lacryma-jobi, extrato apolar, Staphylococcus aurens, Pseudomonas aern-
ginosa.

Antimicrobial activity of Coix lacryma-jobi, ethyl acetate extract, on Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa.

Abstract: Abstract: The number of antibiotic-resistant bacteria has been growing and standing out as
a public health problem, reason for which demand for new antimicrobial substances in plants gain im-
portance in the scientific environment; Coix lacryma-jobi (Lineu) is a plant of Chinese origin, popularly
known as Job's tear, that has effects anti-allergic, anti-inflammatory, stomach tonic, hypetlipidemia,
hyperglycemic and antioxidant; antimicrobial studies with ethanolic, metanoic, esters and chloroform
extracts have shown Positive results were obtained for gram negative and positive bacteria. This work
aimed to evaluate an antimicrobial potential of extracts of the root, seed, stem and leaf of Coix lacryma-
Jobi, using ethyl acetate solvent in cold immersion. The extracts were used on strains of Staphylococcus
anrens and Pseudomonas aeruginosa. The results shown wat leaf and root not show antimicrobial activity
and extracts from seeds and plant stem show antimicrobial activity in both microorganisms.
Keywords: Antimicrobial, Coixlacryma-jobi, apolar extract, Staphylococcus aurens, Psendomonas aeruginosa.
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INTRODUCAO um sério problema de satde publica

As infec¢oes hospitalares sao uma das (COSTA; SILVA, 2018). No ambiente hos-
maiores causas de morbidade e mortalidade pitalar utensilios e o transito de profissionais
entre pacientes hospitalizados, configurando de saude e visitantes sao importantes focos de
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colonizagio e vetores de microrganismos pato-
genicos (MYNTTI, 2019).

Alguns microrganismos, como o S7a-
Phylococcus dureos estabelecem uma colonizacao
assintomatica, essa colonizagdio tem grande
importancia clinica pois o hospedeiro assinto-
matico ¢ um vetor em potencial da doenca
(CARVALHO et al., 2010).

A colonizacdo nasal pelo S. aurens é des-
provida de sintomas e esta bactéria pode, a
partir desse sitio, alcangar outras regioes da
pele e das mucosas (ALMEIDA; ARAUJO,
2018). Uma vez instalado o S. aurens pode cau-
sar processos infecciosos, que variam desde
infec¢oes cutaneas cronicas (relativamente be-
nignas), até infecgoes sistémicas
(potencialmente fatais) (SILVESTRE et al,
2018).

A Pseudomonas aernginosa, tem ocorréncia
comum em ambientes hospitalares, por apre-
sentar facil adaptagao as condi¢Oes de nutrigao,
temperatura ¢ umidade comuns a estes ambi-
entes; apresenta também alta capacidade de
receber e transmitir fatores de resisténcia a an-
timicrobianos. Estes dois fatores combinados
permitem que equipamentos e utensilios hos-
pitalares, respiradores e nebulizadores lhe sir-
vam de suporte, para coloniza¢do e desenvol-
vimento (SILVESTRE et al.,, 2018).

O S. aureus juntamente com a P. aerugino-
Sa $A0 Os principais responsaveis por pneumo-
nias hospitalares, ocupando nos hospitais bra-
sileiros, os primeiros lugares no “ranking” en-
tre os microrganismos causadores destas enfer-
midades (COSTA; SILVA, 2018).

Nas ultimas décadas o numero de bac-
térias resistentes aos antibidticos vem crescen-
do e se destacando como um problema de sau-
de publica (FRIDKIN, 2019). Como conse-
quéncia, a taxa de mortalidade hospitalar vem
aumentando e a busca por novos meios tera-
péuticos tem sido priorizada.

Coix lacryma-jobi, espécie pertencente a
familia Poaceae, tem origem chinesa, e ampla
distribui¢ao no Brasil; onde é conhecida popu-
larmente como lagrima de J6.

Planta utilizada como alimento, devido
ao seu alto teor de proteinas. Os extratos de
suas sementes sao popularmente utilizados no
tratamento de varias doengas (DEVARA]J et
al., 2020). Dentre os usos pode-se citar: Pro-
priedades antialérgicas, anti-inflamatérias, toni-
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co estomacal, hiperlipidémica, hiperglicémica e
antioxidante (DEVARA]J et al., 2020) e no tra-
tamento de neoplasias (CHHABRA; GUPTA,
2015).

Na medicina chinesa ¢ utilizada como
tratamento em doengas, relacionadas ao baco e
rim, e ¢ possivel verificar sua indicagio como
diurética, analgésica, antiespasmodica e antivi-
ral.

Embora inumeros trabalhos, tenham
avaliado a atividade antimicrobiana de extratos
de lagrima de J6 contra as bactérias descritas
acima, o extrato desta planta em acetato de
etila (extrato apolar), ainda nao havia sido tes-
tado.

Este trabalho objetivou, avaliar a capa-
cidade do extrato em acetato de etila de Cozx
lacryma-jobi sobre cepas de sobre Staphylococcus
aureus e Psendomonas aeruginosa.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos
laboratorios do Centro Universitario Campo
Real localizada na cidade de Guarapuava-PR.

Coleta e secagem do material vegetal.

A planta foi coletada em terrenos bal-
dios no municipio de Guarapuava, localizado
no estado do Parani, durante o ano de 2015.

As coletas foram levadas aos laborato-
rios do Centro Universitario Campo Real, on-
de foi separado, caule (3,2kg), raiz (0,85 kg),
folhas (2,5kg) e sementes (1,5 kg).

O material vegetal foi levado a estufa de
ar forcado a temperatura de 40 °C e pesado,
com regularidade de 6 horas, até que o material
vegetal atingisse peso constante, em 4 pesa-
gens consecutivas.

A escolha desta temperatura se deve a
recomendacido de que a secagem de sementes a
temperatura nao deve ultrapassar os 40° C.
Posteriormente, foram trituradas em um moi-
nho do tipo martelo para reduzir o volume.
Em seguida, foram acondicionadas em sacos
de papel e colocadas em estufa, a temperatura
de 40° C, durante cinco dias.

Ap6s este periodo, foram novamente
trituradas em um moinho do tipo faca, para
obtengao do po das raizes.

Preparagio dos extratos
A metodologia utilizada para obtencao



Atividade antimicrobiana de extratos de Coyx...

Luminaria, Unido da Vitéria, v. 22, n. 02, p. 18-24

ISSN: 2359-4373. Gomes & Almeida (2020)

dos extratos foi a extragdao por imersao a frio.

O material previamente seco e moido,
foi submetido a extragdo das diferentes partes
que foram separadas em porgoes de 100 g.
Posteriormente, foram colocados em frascos
ambar, 100g do material vegetal submergidos
em 500 ml de acetato de etila.

O frasco foi vedado e ao longo de 28
dias foram feitas agitagOes ocasionais os extra-
tos acetato de etila foram colocados em eva-
porador rotativo a 40 °C, para eliminagiao dos
solventes e obtencao dos extratos brutos.

Microrganismos testados

As cepas utilizadas foram isoladas de
escarro de pacientes internados no hospital de
caridade Santa Tereza de Guarapuava e identi-
ticadas como Staphylococeus anrens e Psendomonas
aeruginosa no laboratério de infectologia da
mesma instituicao; estes isolados foram man-
tidos em 4gar nutriente obedecendo as condi-
¢Oes necessarias dos microrganismos para so-
brevivéncia e manutencao.

Preparo do inoculo

O inoculo foi padronizado pela escala
de McFarland, onde colonias individuais fo-
ram suspensas em salina até obten¢ao da esca-

la padronizada 0,5 de Mc Farland.

Teste antimicrobiano.

Para o teste antimicrobiano foi usado
placas de Petri com 4gar Mueller Hinton; a
semeadura nas placas foi realizada com 25 pL
da cultura padronizada espalhada com o auxi-
lio de uma al¢a de Drigalsky.

Apébs semeadura, foram distribuidos
pela placa 4 papeis de filtro de 6mm de dia-
metro embebidos em éter etilico 95%.

Aos trés primeiros discos foi aplicado 5
ul, 10 uL e 25 uL. do extrato de Coix lacryma-
_jobi, o quarto papel de filtro foi utilizado como
controle negativo e ao centro da placa foi adi-
cionado um disco padronizado de Azitromici-
na (15 MCG) (controle positivo).

Os testes foram repetidos em triplicata
para cada um dos extratos utilizados. As pla-
cas foram incubadas por 24 horas a 37° C em
estufa de cultura microbiana.
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Analise estatistica dos dados

O delineamento para avaliagao da ativi-
dade antimicrobiana foi inteiramente casuali-
zado, com trés tratamentos, trés repeticoes
com controle positivo e negativo. Os dados
obtidos nos experimentos foram tabulados no
software Excel e analisados quanto a desvio
padrao, variancia, média e testes T, utilizando
o software Statistica.

RESULTADOS

Sobre os dados foi utilizado o teste de
Levene de homogeneidade de variancias onde
F= 6,98 ¢ p = 0,005, se mostrando homoge-
neos. Optou-se pelo teste T como parametro
analitico da avaliacio da diferenca estatistica
entre os tratamentos.

Em relacio ao rendimento (tabelal)
verifica-se que o extrato de folha apresenta o
maior rendimento com 2,41%, e o da semente
foi o extrato de menor rendimento com 0,21
%.

Os testes antimicrobianos demostra-
ram que extratos de folha e de raiz nao apre-
sentam efeito sobre as cepas. Os extratos de
caule, e semente aprestaram demonstraram

Tabela 1. Rendimento do extrato apolar de
Coix lacryma-jobi

Folha Caule Semente Raiz

0,0241 00056  0,0021 0,0034

atividade em ambas as cepas.

Os diametros médios dos halos de ini-
bicio obtidos nas diferentes concentracoes
(5;10 e 25 uL)) foram comparados pelo teste T
com o controle negativo (éter) e positivo
(Azitromicina) e apresentaram diferencas sig-
nificativas (valores de p=< 0,001).

Os dados apresentaram regressao posi-
tiva (R2- 0,9742 £ 0,02), com uma funcao li-
near (y = 0,0688x + 0,0131) e correlagio de
98% (£ 2,4) entre a concentragao do extrato e
o diametro do alo de inibicao, esta func¢io foi
testada e corresponde ao comportamento de-
mostrado pela variavel concentra¢ao sobre o
halo de inibi¢io em ambas as cepas (Figura 1
e 2).
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Medida (¢cm) dos alos de inibigao de S. aureos (1) e de P. aeroginosa (2) pelas
diferentes concentragdes de extrato em acetato de etila do caule e semente de

Coix lacryma-jobi.
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Figura 1. Grafico demonstrando os valores médios de diametro do halo de inibi¢do e seus desvios
padroes para . dureos (nimero 1 abaixo da coluna) e para P. aeruginosa (n® 2 abaixo da coluna), obtidos
nas concentracdes de 5;10 e 25 pLL dos extratos em acetato de etila, do caule, cinza claro, e da semen-
te, cinza escuro, além dos diametros médios demonstrados pelo controle negativo (éter) e pelo con-
trole positivo (Azitromicina) em preto.

Figura 2. Foto de placas de petri usadas no experimento, demonstrando o posicionamento dos dis-
cos ¢ os halos de inibicao; “A” extrato de semente de Coixlacryma-jobi contra Staphylococcus anrens. “B”
extrato de semente de Cozxlacryma-jobi contra Pseudomonas aeruginosa. CN, controle negativo; CP contro-
le positivo.
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Coixc lacryma-jobi apresenta distribuicao
tecido diferencial de compostos apolares, de-
monstrado pelo rendimento diferencial entre
as folhas, raizes, caule e sementes. E este re-
sultado corrobora o observado em outros
trabalhos (DEVI et al., 2015; DININGRAT
2020; ROSENBERGER et al., 2020).

Dentre os 6rgaos vegetais avaliados, a
folha apresentou a maior concentracao de
compostos extraiveis (6leo/ massa seca vege-
tal) por acetato de etila. Esta observagao cor-
robora os dados obtidos em trabalhos com
extracdo etanoica (FENG et al, 2018; RO-
SENBERGER et al.,, 2020) e contradiz o ob-
tido em trabalhos com cloroférmio (DAS et
al., 2017; SILVA et al., 2020).

Neste experimento, o extrato das folhas
ndo apresentou atividade antimicrobiana, es-
tes resultados parecem contradizer os obtidos
por Silva et al. (2020) que utilizando clorofér-
mio, obteve um estrato das folhas da planta
com uma ampla gama atividade antibacteria-
na. Uma possivel explicagdo para esta contra-
dicao ¢ a concentracao utilizada por Silva et
al. (2020) de 800 uL, 32 vezes maior que a
maior concentracao usada neste trabalho.

Rosenberger et al. (2020) verificaram
que os extratos obtidos com cloroférmio
(folhas) exibiam atividade antibacteriana con-
tra S. epidermis, S. anreus, B. cereus, B. subtillis, P.
aeruginosa e K. pneumoniae com concentragao
minima inibitéria de 12,5 plL e o extrato eta-
nolico das folhas e também das sementes
proporcionou atividade antifingica contra F.
graminearum quando na concentragao de 15
ul.

Segundo Olok (2017) o etanol, é capaz
de dissolucao de flavonoides, acidos aracdo-
nicos, taninos, flavonoides, terpenoides e sa-
poninas ja o cloroférmio ¢é indicado para fla-
vonoides, saponinas e o acetato de etila para
flavonoides, saponinas e alcaloides, portanto
esperava-se que os resultados fossem superi-
ores a0s obtidos em cloroférmio e inferiores
aos obtidos em etanol.

Uma possivel resposta para a diferenca
de resultados entre o este trabalho e o de-
mais, ¢ o fator de diluicao usado ao extrator,
desta maneira na composicio dos extratos
obtidos por Rosenberger et al. (2020) e por
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Silva et al. (2020) e provavel que estejam
compostos polares (soluveis em 4gua) adicio-
nados ao extrato.

Os resultados da triagem fitoquimica do
estrado hidro-etanoico das folhas da espécie,
indicaram a presenca de alcaléides, carboidra-
tos, saponinas, glicosideos, flavondides, fe-
ndis, taninos e esterdides como os principais
constituintes que podem ser responsaveis por
atividade antibacteriana (PATEL et al., 2017),
a diferenca de compostos extraiveis é prova-
velmente a causa das diferencas demonstra-
das entre estes trabalhos e o presente.

Neste experimento as sementes € O
caule, foram os 6rgiaos que apresentaram
compostos com atividade antimicrobiana. A
semente de Coix lacryma-jobi L. contém 50 a
79% de amido, 16 a 19% de proteinas, 2 a
7% de 6leo fixo, lipidios; 5,67% de glicolipi-
do, 1,83% de fosfolipido e esterdis e acidos
graxos (PATEL et al., 2017).

O extrato de sementes obtido em clo-
roférmio foi submetido a triagem antibacteri-
ana a 800 pL / disco e revelou atividade anti-
bacteriana contra B. cereus, B. subtillis, P. aerugi-
nosa, V. cholera e K. pnenmoniae (DAS et al.,
2017). Os resultados apresentaram atividade
contra S. aureos e P aeroginosa em todas as con-
centracoes testadas. A atividade do extrato
vegetal contra bactérias Gram-positivos e
Gram negativas ¢ uma indica¢ao do amplo
espectro de atividade e, portanto, um indicati-
vo de que os extratos podem ser usados co-
mo fonte de substancias antibibticas
(DOUGHARI et al., 2008). Devi et al. (2015)
relataram que a atividade antibacteriana con-
tra K. pneumoniae e P. aeruginosa apresentaram
eficiéncia maxima em o extrato de clorofor-
mio seguido pelo extrato de éter de petréleo,
extrato, extrato de hexano e extrato de meta-
nol. Em outro relatério, atividade antimicro-
biana contra E. coli foi considerado muito
mais proeminente em termos de extrato de
etanol (CHHABRA; GUPTA, 2015), como ja
descrito acima o extrato obtido em etanol tem
uma baixa especificidade e alta concentracao
de compostos, isso demonstra que varios dos
compostos existentes na planta tem capacida-
de antimicrobiana e que devem ser estudadas
individualmente e em sinergismo com outros
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O o6leo de semente contém 5 ingredien-
tes de diglicerideo e 11 triglicerideos nas se-
guintes porcentagens de massa: 1,3-dioleina
0,40-0,58%, 1-linoleina-3-oleina 0,91-1,31%,
1,2-dioleina 0,24-0,35%, 1-oleina -2-linoleina
0,66-0,95%, 1,2-dilinoleina 0,33-0,47%, trili-
noleina 4,87-6,99%, 1-oleina-2,3-dilinoleina
13,00-18,69%, 1-palmitina-2,3-dilinoleina 5,25
- 7,54%, 13-dioleina-2-linoleina  13,23-
19,02%, 1-palmitina-2-linoleina-3-oleina 10,26
-14,75%,  1,3-dipalmitina-2-linoleina ~ 2,28-
3,28%, trioleina 14,44- 20,76%, 1-palmitina-
2,3-dioleina 8,06-11,58%, 1-oleina-2-linoleina-
3-estearina  1,37-1,97%,  1,3-dipalmitina-2-
oleina 1,52-2,19% e 1,2 -dioleina-3-estearina
1,29-1,86%. (L1, 2020).

O extrato obtido da raiz em nosso expe-
rimento nao demonstrou atividade inibitéria
das cepas utilizadas.

A composi¢ao fitoquimica do 6leo da
raiz extraida em hidro etanol foi descrita co-
mo: Acido dodecandico, 4cido tetradecandico,
éster 2,3-di-hidroxipropilico, 1,3-dioctanoina,
N-metoxi-N-metil-3,4-di-hidro-2H-tiopiran-6-
carboxamida,  propanamida,  5-Amino-1-
(quinolina -8-il) -1,2,3-triazol-4-carboxamida e
piridina e destes compostos o acido dodeca-
noéico apresentou atividade inibitéria contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas na
concentracao minima de 31 uL
(DININGRAT, 2020).

Novamente observa-se que os valores
excedem os utilizados neste experimento, a
escolha das dosagens neste experimento, for-
mam condicionadas aos valores minimos ini-
bitérios observados por Rosenberger et al.
(2020) em seu trabalho com cloroférmio. No
entanto ¢ possivel inferir a necessidade de no-
vos experimentos com concentragoes maiores
que as aqui testadas; isso é corroborado pela
cotrelacio positiva (concentracio/ halo de
inibicao) observada onde podemos presumir
maior atividade em concentragdes maiores.
Uma abordagem de quantificagiao e caracteri-
zagdo fotoquimica do extrato em acetato de
etila também sdo necessarias e testes de toxi-
dade e mutagenicidade devem ser os préximos
passos para efetiva utilizagdo destes extratos
como agentes antimicrobianos.
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CONCLUSAO

O extrato em acetato e etila de C. Jacry-
ma-jobi apresenta maior rendimento em folha,
apesar de sua atividade inibit6ria ser maior em
extratos de semente e¢ caule em relacbes as
outras partes da planta. A atividade inibit6ria
pode ser comprovada, o que caracteriza que
ao estrato pode ser utilizado como uma pro-
missora fonte de farmacos antimicrobianos.
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