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3. Introdugao

A biodiversidade amazbnica é considerada um patrimbénio com alto valor
estratégico especialmente pelo seu potencial como fonte abundante de recursos
genéticos. Nesse contexto, a Amazdnia representa um extenso campo para introduzir
sistemas ambientalmente responsaveis utilizando os produtos extraidos dessa diversidade

como fonte de riqueza (Miguel 2007). Assim, a importdncia da busca por organismos,
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genes, enzimas, compostos ou processos que possam ter um potencial econémico e,

eventualmente, levar ao desenvolvimento de um produto, representam uma alternativa
para o desenvolvimento da regido (Joly et al. 2011). Dentro dessa biodiversidade, a flora
amazodnica é alvo de grande parte dos estudos buscando esses recursos genéticos devido
as suas potencialidades para a prospecg¢ao de moléculas que possam ser usadas como
principios ativos de diversos produtos com caracteristicas antifungica, antioxidante e
antibacteriana (Serrazin et al. 2012; Da Silva et al. 2014).

Dentre as espécies que representam fontes promissoras de moléculas podemos
destacar a familia Fabaceae, que tem sido alvo de diversos estudos visando a busca de
compostos com potencial comercial, em especial com interesse farmacéutico,
biotecnolégico e agrondmico. (Rajemiarimiraho et al. 2014; Calderon et al. 2001; Ng
2004). Nesse contexto, o grupo de pesquisa em Produtos Naturais (UFAM) tem reunido
esforcos no sentido de rastrear biomoléculas em espécies amazdnicas, sendo o presente

trabalho parte dessas acoes.

3.1. Fabaceae-Leguminosae

A familia Fabaceae é uma das mais diversas em numero de espécies dentre as
dicotiledbnias, possuindo diversos géneros e espécies endémicos dos biomas brasileiros,
especialmente na Amazoénia (Giulietti et al. 2005). Diante do exposto, a familia Fabaceae
tem grande potencial para o desenvolvimento de compostos com potencial comercial,
particularmente na area da farmacologia. Estudos de andlise da atividade antimicrobiana
de diferentes partes de trés espécies pertencentes a familia Fabaceae demonstraram que,
grande parte dos extratos apresentou atividade contra fungos e a leishmaniose (Santana
et al. 2015).

3.2. Caesalpinia ferrea

Dentre as espécies da familia Fabaceae podemos destacar Caesalpinia ferrea
(Mart. ex tul.) L. P. Queiroz (também conhecida como Libidibia ferrea), popularmente
chamada de “juca” ou “pau-ferro”, que € uma arvore de porte médio com baixa densidade
populacional, mas alta distribuicdo, com ampla presenca nas regides norte e nordeste do
Brasil. Essa espécie tém sido alvo de varios estudos, apresentando potencial aplicagédo
em diversos setores industriais, tais como o alimenticio, téxtil, papeleiro, cosmético. Além

disso, ja foi demonstrado em trabalhos anteriores que a Caesalpinia ferrea possui
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potencial no desenvolvimento de novos farmacos (Gallao et al. 2013), uma vez que,

diversas moléculas com atividade anti-inflamatéria, analgésica, antimicrobiana, anti-
reumatica, dentre outras, tém sido isoladas a partir dessa espécie e também em outras
espécies do género (Carvalho et al., 1996; Nakamura et al. 2002; Pereira et al. 2012;
Zanin et al. 2012 Lopes et al. 2013).

Estudos envolvendo extratos aquosos de C. ferrea permitiram o isolamento de
diversos componentes, dados que suportam o uso dessa espécie no tratamento de
diversas enfermidades. Carvalho e colaboradores (1996), observaram que a
administracao de 300 mg/kg de extrato de C. ferrea diminuiu a resposta inflamatéria e a
dor em camundongos com edema na pata traseira. Adicionalmente, um estudo conduzido
em 2011 observou que a administracdo de extrato alcodlico de Juca também esta
relacionada com a diminuigdo da resposta inflamatéria em camundongos com peritonite
causada pela administracdo de tioglicolato (Lima et al. 2011). Vasconcelos e
colaboradores (2011) detectaram atividade hipoglicEmica em C. férrea pela administragcao
do extrato aquoso extraido de vagens dessa espécie, promovendo a regulagcdo da
captacao de glicose pelo figado e musculos em camundongos com diabetes induzida.

Grande parte desse potencial terapéutico tem sido atribuido a presenca de
compostos secundarios, como flavondides, fendis, taninos, saponinas, quininas, entre
outros (Almeida et al. 2005). No entanto, recentemente as espécies do género Caesalpinia
tem emergido como uma potencial fonte de biomoléculas ativas, como enzimas, lectinas,
inibidores de proteases, polissacarideos, dentre outros (Khan et al. 2010, Praxedes-Garcia
et al. 2012, Lopes et al. 2013). Nesse sentido, um polissacarideo extraido de C. ferrea tem
se mostrado promissor no tratamento de infecgbes virais, como aquelas causadas por
Herpes simplex e Poliovirus. A molécula é capaz de inibir a adsorgéo do virus a célula
hospedeira, bem como inibir a sintese de proteinas virais (Lopes, Faccin-Galhardi et al.
2013).

A atividade antimicrobiana de Caesalpinia ferrea também foi previamente relatada
em um estudo conduzido por Sampaio e colaboradores (2009), que evidencia a agao
antimicrobiana da vagem C. ferrea contra patdgenos orais, sendo estes: Candida albicans,
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e Lactobacillus
casei. Adicionalmente podemos citar o estudo de Trentin e colaboradores (2011) que
promoveu um rastreamento da atividade antimicrobiana utilizando diversas espécies

vegetais. Nesse estudo, a bactéria Staphylococcus epidermidis foi utilizada como modelo,
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sendo possivel observar que a presenga de extrato obtido da vagem de Caesalpinia ferrea

promoveu uma significativa redugao da formacéao de biofilme nesse microrganismo.

Estudos anteriores demonstraram atividade antimicrobiana em extrato cetdnico e
aquoso obtidos da casca de C. ferrea, no estudo conduzido por Araujo e colaboradores
(2014), ambas as preparacdes apresentaram atividade contra todas as bactérias gram-
positivas presentes no estudo, e ainda para algumas bactérias gram-negativas. De acordo
com os resultados, essa atividade foi mais pronunciada em ensaios utilizando Shigella
flexneri. Podemos também observar que a atividade antimicrobiana da casca de C. ferrea
contra Staphylococcus aureus é bem documentada, com trabalhos que possuem
resultados semelhantes aos de Araujo e colaboradores (Paiva et al. 2015; Pereira et al.
2006). No entanto os resultados de atividade antimicrobiana contra Escherichia coli sao
discordantes. De acordo com Araujo e colaboradores (2014), o extrato de C. ferrea
aparentemente nao possui atividade antimicrobiana para E. coli, em discordancia com os
dados apresentados por Pereira e colaboradores (2006), que evidenciaram uma pequena
inibicao de uma das trés cepas utilizadas para o estudo.

Os resultados de atividade antimicrobiana utilizando sementes de C. ferrea também
séo controversos. De acordo com o estudo de Tomaz e colaboradores (2013), foi
observada a inibicdo do crescimento para S.aureus, Bacillus sp., Streptococcus sp.,
Corynebacterium sp.. Por outro lado, no estudo de Cavalheiro e colaboradores (2009) néo
foi possivel detectar atividade antimicrobiana em nenhuma das bactérias analisadas (S.
aureus, Bacillus subtilis, Enterobacter aerogens, Salmonella choleraensis, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa). No entanto, a comparagao entre esses estudos
pode ser questionada devido a utilizacdo de técnicas ou solventes diferentes em cada um
dos estudos (Araujo et al., 2014; Tomaz et al,. 2013).

Em resumo, existem estudos documentando a atividade antimicrobiana dos
diversos orgaos vegetais da Caesalpinia ferrea, especialmente de sua vagem. No entanto,
dados relatando a agdo antimicrobiana de sua semente e casca do tronco s&o escassos
(Araujo et al., 2014). Por esse motivo, o presente estudo objetiva avaliar a atividade
antimicrobiana na semente e casca de Caesalpinia ferrea utilizando as bactérias

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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4. Justificativa

Os estudos visando a descoberta de novas moléculas sao extremamente
relevantes pela contribuicao cientifica e também para o desenvolvimento da regiao. O
potencial econdmico de novas biomoléculas é ainda mais significativo na regiao
amazobnica, pois agrega valor a biodiversidade local resultando na maior preservagao do
bioma.

A espécie C. ferrea tem sido alvo de diversos estudos de bioprospecgao devido a
sua extensiva utilizacdo com finalidades terapéuticas. Nesse sentido, diversos estudos
tém sido conduzidos para isolar e caracterizar moléculas dessa espécie de leguminosa
para fins comerciais, especiamente putativos farmacos. Diante do exposto, o estudo
proposto visa a avaliacdo do potencial dessa espécie como fonte de moléculas com
atividade antimicrobiana, incluindo fungos e bactérias. Diversos estudos tém relatado a
inibicdo do crescimento de culturas de microrganismos por extratos obtidos a partir de
espécies do género Caesalpinia. No entanto, até o momento poucas moléculas foram
isoladas e a caracterizagdo da fonte dessa atividade antimicrobiana ainda permanece
6obscura.

A busca por novos agentes no combate a fungos e bactérias é instigada pelo
crescente desenvolvimento e a disseminagcdo da resisténcia antimicrobiana, que
representa uma ameaga global para a medicina moderna, além de limitar as possiveis
opcgdes de tratamentos disponiveis. Por esse motivo, o estudo do potencial de atividade
antimicrobiana em Caesalpinia ferrea faz parte de um conjunto de agcbes que tem como
objetivo descobrir novas moléculas promissoras.

Vale ressaltar que o projeto proposto € parte do escopo do grupo de pesquisa de
Produtos Naturais da Universidade Federal do Amazonas que trabalhara em conjunto com
o0 Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA), visando a busca de novas

biomoléculas potencialmente aplicaveis.

5.0bjetivos

Investigar a atividade antimicrobiana em extratos soluveis de C. ferrea, obtidos a
partir da casca e sementes do vegetal, utilizando como alvo as espécies de bactéria

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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Os objetivos do presente trabalho foram reformulados devido a dificuldades tanto

na padronizagcao dos ensaios quanto na aquisicado de materiais. A proposta inicial visava o
teste de atividade utilizando apenas o extrato da semente de C. ferrea, no entanto os
testes seriam realizados em fungos e bactérias. Para maximizar os resultados no tempo e
orgcamento previstos, optamos por testar mais de um extrato, obtido a partir da semente e

também da casca de C. ferrea, utilizando apenas as espécies bacterianas como alvo.

5.1. Objetivos especificos

° Realizar ensaio de inibicao do crescimento bacteriano de S. aureus e E. coli,
utilizando o extrato aquoso de sementes de C. ferrea.

. Realizar ensaio de inibicdo do crescimento bacteriano de S. aureus e E. coli,

utilizando o extrato solubilizado obtido a partir da casca de C. ferrea.

6.Metodologia

6.1.Material vegetal

Neste trabalho foram utilizadas sementes inteiras e maduras da espécie
Caesalpinia ferrea var. cearensis e casca do tronco da arvore da mesma espécie. As
sementes foram fornecidas pelo Dr. Luiz Augusto Gomes de Souza, pesquisador do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia, sendo provenientes de uma unica matriz e
a casca pela pesquisadora Tatiane Pereira de Souza da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas-UFAM .

6.2.Trituracao das sementes e separagao do extrato total

As sementes obtidas foram trituradas em moinho, resultando em 36 g de farinha.
Ao triturado, foi adicionado Tris/HCI 20 mM, pH 8, e mantido sob agitagdo por 3 horas. A
suspensao foi aquecida a 60 °C por 10 minutos submetida a filtragdo utilizando gaze. Para
retirar as particulas sélidas a suspensao foi

submetida a centrifugagéo por 20 minutos a 5000 rpm.

6.3.Precipitacao por acetona 80%
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Foi adicionada acetona ao extrato total até atingir a concentracdo de 80%, sob

refrigeracao e agitacao, utilizando um funil de decantagao. Apds decantacao por 5 minutos

o precipitado foi separado.

6.4.Trituracao da casca e preparagao do extrato

A casca obtida foi triturada em moinho, o p6 resultante da trituracao foi desidratado
em spray dryer, e em seguida foi novamente solubilizado em tampao Tris/HCI 20 mM, pH
8.

6.5.Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método Bradford (Bradford 1976).
Solugdes contendo soro albumina bovina nas concentracées de 20 ul/mL, 40 pl/mL, 60
MI/mL e 100pl/mL foram submetidas a espectrofotometria em comprimento de onda de
595 nm para obtencao da curva padrao que foi utilizada para estimativa da concentragéao

de proteinas.

6.6.Espécies analisadas
Os testes de sensibilidade microbiana aos extratos de C. ferrea serao

realizados utilizando as bactérias S. aureus e E. coli.

6.7.Determinagédo da atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana da semente de C. ferrea foi determinada através da
realizacao do semeio de colbnias bacterianas em meio liquido Mueller Hinton, incubacao
em estufa por 24h a 37 C, e posterior semeio deste em meio sélido Agar Muller- Hinton.
Apos 24h a 37 C, as placas de petri foram retiradas para contagem de colénias

A atividade antimicrobiana da casca de C. ferrea foi determinada através de
método de microdiluicdo em placa de 96 pocos (Sampaio et al., 2009) com algumas
modificagdes. Os testes foram realizados em triplicata, resultando em trés colunas de 8
pocos para as duas bactérias utilizadas (S. aureus e E. coli), as concentragdes do extrato
nos poc¢os variam da maior concentragdo de 1000 pg/ml até a menor de 7,8 ug/ml que
foram obtidas a partir de microdiluicdo seriada a partir do primeiro pogco. Como controle, o
crescimento bacteriano foi analisado na presenca do diluente utilizado no extrato, para

determinacéo da interferéncia que o proprio tampao poderia ter nas colbnias bacterianas.
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Nesse caso, o tampéo foi diluido da mesma forma que a coluna teste do extrato, sendo

uma coluna para cada bactéria. Ainda, uma coluna utilizando apenas o extrato, sem
bactéria, foi analisada para analise da interferéncia da coloracao do extrato. Além disso
foram feitas duas colunas (uma para cada bactéria) em que s6 estavam presentes o meio
de cultura e a bactéria, para determinacao do crescimento das colénias sem interferéncias
provenientes do extrato ou do diluente, e uma em que sé foi adicionado meio de cultura
para obtencao da turvacado natural do meio. Apds 24h em estufa a 37 C a placa de 96
pocos foi retirada para leitura em espectrofotdbmetro. Apds a leitura, as quatro maiores
concentragdes de extrato tiveram suas triplicadas homogeneizadas e foram pipetadas em
placas de Petri com meio Agar Mueller Hinton, que foram novamente incubadas em estufa

por 24h a 37 C para contagem de col6nias.

7.Resultados e Discussao

A metodologia de trituragdo e solubilizacdo em tampédo pH 8,00 e posterior
precipitagdo por acetona 80% ja havia se mostrado eficiente no projeto realizado PIB-
B/0073/2014- BIOPROSPECCAO DE LECTINA EM UMA VARIEDADE AMAZONICA DE
Caesalpinia ferrea (Libidibia ferrea) desenvolvido pelo aluno Lucas de Souza Falcao,
portanto foi mantida para o projeto atual nos trabalhos envolvendo a semente da mesma
arvore.

O nosso projeto originalmente pretendia avaliar a atividade antimicrobiana de
sementes de C. ferrea contra espécies de fungos e bactérias. No entanto, dificuldades
enfrentadas na padronizacdo dos ensaios e também na aquisicdo de material para
crescimento de fungos em laboratério, nos levaram a uma reformulacéo dos objetivos do
projeto, no sentido de maximizar os resultados. Dessa forma, a atividade antimicrobiana
foi testada apenas utilizando bactérias, mas incluimos em nossas analises o estudo da
atividade também no extrato obtido a partir da casca de C. ferrea.

Para o teste de atividade antimicrobiana, foram utilizadas 5 placas de Petri
contendo meio de cultura Agar Mueller Hinton adicionado do extrato da semente nas
concentracbes de 100 pg/ml, 200 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pug/ml e O pg/ml (controle
negativo). Nessas placas foram inoculados os microrganismos na concentragédo de 1 x 10°

UFC (S. aureus ou E. coli). Nao foi detectada atividade antimicrobiana em nenhuma das
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concentracdes testadas, sendo inviavel contar as colénias das placas que apresentaram

grande semelhanga com a placa controle (dados ndo mostrados).

E importante ressaltar que a literatura a respeito da acdo antimicrobiana da
semente de juca é extremamente escassa, € que por esse motivo no presente trabalho
optamos por realizar os testes com uma bactéria gram-positiva e com outra gram-
negativa, os resultados obtidos durante o presente trabalho vao de acordo com os
resultados obtidos por Cavalheiro e colaboradores (2009) que nao observaram atividade
antimicrobiana para a semente de C. ferrea utilizando bactérias gram-positivas ou gram-
negativas, no entanto, ambos os resultados entram em desacordo com o trabalho de
Tomaz e colaboradores (2013) em que a semente apresentou atividade antimicrobiana
para todas as bactérias analisadas no trabalho. Essa diferenga nos resultados pode ser
explicada, segundo Tomaz e colaboradores, pelos métodos selecionados para as
analises. Outra variavel importante que deve ser considerada é a escolha do solvente, que
interfere diretamente na preservagéo dos componentes quimicos do extrato (Araujo et al.,
2014).

Em outra parte deste trabalho, foi testado o extrato proveniente da casca de juca,
que foi triturada e desidratada para entao ser ressolubilizada em tampao pH 8,00. O teste
para atividade antimicrobiana foi realizado em placa de 96 pogos contendo meio de
cultura Mueller Hinton, seguindo a metodologia descrita na metodologia. O crescimento
microbiano foi determinado pela medida de absorbancia do meio, conforme demonstrado
na Figura 1 para S. aureus e na Figura 2 para E. coli.

Como referéncia foi também realizado um teste onde nédo estavam presentes
extrato nem diluente, apenas o meio de cultura, para obtencdo do maximo valor de
absorbancia que as colbnias de S. aureus alcangariam. Pudemos observar que a
absorbancia média de S. aureus, na auséncia de interferentes, foi de 0,942666667.

Vale ressaltar que a presenga do diluente interfere de forma significativa no
crescimento bacteriano, especialmente nos testes onde maiores quantidades de diluente
foram utilizados (Figura 1; 1000 pg/mL e 500 ug/mL). Dessa forma, acreditamos que
sejam necessarios novos testes para minimizar a interferéncia do diluente no crescimento
microbiano.

Através dos valores de absorbancia apresentados na Figura 1, podemos observar
claramente que as concentracdes mais altas de extrato diminuem efetivamente a atividade

antimicrobiana quando comparados ao teste com o diluente. Essa diferenca no
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crescimento € significativa na presenca do extrato em concentragdes de até 62,5 ug/mil.

Concentragdes abaixo de 62,5 yg/ml nao interferem de forma relevante no crescimento de

S. aureus.

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 A
0,4
0,3 A
0,2 -
0,1 =

Absorbancia (570 nm)

1000 500 250 125 625 31,2 156 7.8

Extrato de semente (ug/mL)

WE.CJ. +5. aureus

B Diluente + S. agureus

Figura 1. Teste de atividade antimicrobiana para S. aureus. Eixo vertical representa a
absorbancia em 570 nandmetros (As7), obtida em espectrofotdmetro. O eixo horizontal, as
concentragoes de extrato em que foram realizados os testes. As barras azuis apresentam os
dados de crescimento bacteriano de S. aureus (absorbéancia) na presenca de extrato da casca de
juca (E.C.J.). As barras vermelhas indicam o crescimento bacteriano de S. aureus (absorbancia)

na presenca do tampéao diluente.

Nosso resultado esta de acordo com os obtidos por Araujo e colaboradores (2014)
que determinaram que extratos aquosos e cetbnicos tem acao antimicrobiana para S.
aureus e para todas as bactérias gram-positivas presentes no estudo, além de para
algumas bactérias gram-negativas, mas nao foi apresentada atividade antimicrobiana para

E. coli, bactéria que também foi testada no presente trabalho (Figura 2).
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Figura 2. Teste de atividade antimicrobiana para E. coli. Eixo vertical representa a absorbancia
em 570 nandbmetros (As7o), obtida em espectrofotbmetro. O eixo horizontal, as concentragdes de
extrato em que foram realizados os testes. As barras azuis apresentam os dados de crescimento
bacteriano de E. coli (absorbancia) na presenga de extrato da casca de juca (E.C.J.). As barras
vermelhas indicam o crescimento bacteriano de E. coli (absorbancia) na presenga do tampao
diluente.

Nas amostras controle, onde E. coli foi incubada apenas em meio de cultura, a
absorbancia média das colbnias foi 1,219. Sendo assim, pudemos observar que a
quantidade de diluente adicionada ao poc¢o interferiu no crescimento bacteriano. No
entanto, apesar do problema experimental, pudemos observar que na presenca de 1000
pMg/ml de extrato houve uma diminuigao significativa do crescimento bacteriano.

Para confirmacao dos resultados, as culturas de S. aureus e E. coli, incubadas na
presenca de extrato da casca nas concentragdes de 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml e
125 pg/ml e controle sem extrato, foram transferidas para placas de petri. Os resultados
sdo apresentados na Figura 3.

Nesse teste foi possivel observar que apesar de S.aureus apresentar menor
crescimento no teste de absorbancia, o resultado nao foi refletido quando transferido para
as placas de Petri, ja que aparentemente o aumento da concentragao de extrato presente
na placa nao reflete em um menor numero de coldnias, considerando que a placa de

concentragdo 1000 pg/ml € a mais semelhante a placa com diluente, mesmo que no teste
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de absorbéancia esta concentracdo tenha obtidos um dos mais baixos crescimentos.

Conforme observado na Figura 3, foram observadas incontaveis colbnias, sugerindo que
possivelmente o extrato apresente uma acéo bacteriostatica, e nao bactericida. Esse
resultado estd em concordancia com os estudos realizados por Pereira e colaboradores
(2006) em que a casca de C. ferrea apresentou agao antimicrobiana para S. aureus em
todas as concentragcbes testadas no trabalho. No entanto, esses teste contradizem o
resultado de Araujo e colaboradores (2014), fato que pode ser explicado pela escolha do
solvente, importante para a preservagdo dos componentes quimicos do extrato, mas que
pode interferir em sua acado antimicrobiana, o que poderia explicar os resultados

discordantes.

0,125 mg/mL Controle

e s ( -
’R oy
o™ s L

———

| e

E.coli

S. aureus

Figura 3. Placas de petri contendo coldénias que cresceram no teste anterior depois de
transferidas para placas de petri. Foram transferidas para placas de petri as concentracdes
1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 ug/ml e 125 pg/ml de extrato, para o diluente foram homogeinezados
os trés pogcos com maior concentracdo e entdo colocados na placa, esse processo foi repetido
para as duas bactérias.

Quanto a agao antimicrobiana para E.coli 0 segundo teste parece confirmar o que
foi se apresentou no teste de absorbancia, considerando que e pode diferenciar melhor as
estrias de colbnias bacterianas presentes em placas com extratos em concentracdes
maiores, sendo possivel ainda observar que esse efeito é relativamente gradual, com a
placa de diluente apresentando as estrias menos identificadas entre as placas do teste,

reforcando assim a ideia de que a casca de C.ferrea tem agao antimicrobiana para E. coli.
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8. Conclusao

Pudemos observar que o extrato da semente de C. ferrea ndo apresentou atividade
antimicrobiana para as bactérias utilizadas nesse estudo, mas que o extrato da casca tem
aparente atividade antimicrobiana para S. aureus e E. coli. Vale ressaltar que estudos
posteriores sdo necessarios para confirmar essa influéncia no crescimento, que
aparentemente esta associada a uma agao bacteriostatica, considerando o crescimento
posterior das colonias quando retiradas do meio contendo extrato. Ainda, pudemos
observar que o diluente utilizado no extrato também interfere no crescimento bacteriano,
sendo assim, sdo necessarios mais testes para determinar o verdadeiro potencial
antimicrobiano desse extrato. O presente estudo teve sua importancia em contribuir para a
discussdao quanto a atividade antimicrobiana desse extrato contra microrganismos,

especialmente no que se refere a bactérias gram-negativas.
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