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RESUMO

Este trabalho analisou a capacidade antimicrobiana do extrato da Pereskia aculeata, conhecida
popularmente como “Ora-pro-nobis”, sobre dois micro-organismos contaminantes de alimentos, a
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O teste foi feito com extrato da ora-pro-nobis em diferentes
concentracdes: 25%,50%,75% e puro (100%); a diluicdo foi feita com agua estéril. A avaliagdo do efeito
in vitro de extratos aquosos de Ora-pro-nobis sobre o desenvolvimento microbiano foi efetuada por meio
da técnica de diluicdo em agar por disco. A pesquisa mostrou que o extrato ndo produziu nenhum efeito
significativo com a bactéria Escherichia coli. Porém, quando Staphlococcus aureus foi exposta aos
extratos, seu desenvolvimento foi favorecido, evidenciando um efeito sinergistico.
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1. INTRODUCAO

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos e direcionados a descoberta de novos agentes
antimicrobianos provenientes de extratos vegetais e outros produtos naturais, com o objetivo de descobrir
compostos com atividade comparada a dos tradicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade, mais
eficazes contra a resisténcia de micro-organismos patogénicos e com menor impacto ambiental (BONA et al.,
2014).

O Brasil € um pais com uma vasta biodiversidade de plantas onde sdo encontrados ricos nutrientes e
minerais. As hortalicas ndo convencionais sao alternativas alimentar a uma opcéo de atividade agropecuaria,
podendo gerar trabalho, emprego e renda, além de serem plantas com excelente valor nutricional, de facil cultivo e
baixo custo (DIAS; DURIGAN; GUIMARAES, 2018).

A Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) é uma planta pertencente a familia Cactacea, originaria das
Américas e com cultivo desde a Flérida (EUA) até o territério brasileiro. A planta possui diversos nomes populares,
dentre os quais se encontram: trepadeira limao e carne de pobre (MARTINEVSKI et al., 2013). As folhas de Ora-
pro-nobis sdo comestiveis, podendo ser usadas em varias preparagfes, como farinhas, saladas, refogados, tortas
e massas alimenticias, além do preparo de pratos tipicos. Essa potencialidade aplicada as comunidades menos
assistidas socioeconomicamente se consagram como uma estratégia para a seguranca alimentar, que é uma das
bases da agroecologia (DIAS; DURIGAN; GUIMARAES, 2018).

A ora-pro-nobis possui alto potencial de utilizagédo, porém é cultivada de forma marginal pelos produtores
rurais, principalmente em virtude do aumento do consumo de alimentos industrializados (KINUPP, 2006). Uma das
caracteristicas marcantes desta planta é o teor de proteina presente em suas folhas, podendo chegar a cerca de
25%, em matéria seca, da qual 85% encontra-se em forma digestivel, fator de destaque para o consumo na
alimentagcdo. Além disso, ela pode ser utilizada no tratamento de processos inflamatérios e na recuperacdo da
pele em decorréncia de queimaduras (GUIMARAES et al., 2017).

Estudos afirmam que alguns extratos de plantas possuem efeito antimicrobiano; porém, ndo sao
explorados em sua totalidade. Um desses casos é o da Ora-pro-nobis. Pimenta e colaboradores (2020) afirmaram
gue o extrato provido da planta Pereskia aculeata possui potencial antimicrobiano. O teste foi positivo tanto contra
bactérias (Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) quanto para
fungos das espécies Aspergillus niger, Aspergillus versicolor, Penicilium expansum e Penicillium citrinum
(PIMENTA, 2020). Estudo conduzido por Garcia et al. (2019) também confirmou atividade antimicrobiana de
extratos de Ora-pro-nobis sobre bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes e
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Morganella morganii, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa), sugerindo um amplo espectro de acéo do
composto. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de extratos aquosos das folhas de ora-pro-

nobis sobre o desenvolvimento de duas cepas bacterianas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Atividade biolégica de ora-pro-nobis

Em estudo desenvolvido em 2016, Rodrigues relata que extratos aquosos e/ou alcodlicos de folhas, caules
e raizes de ora-pro-nobis tém sido testados quanto aos potenciais efeitos biologicos, dentre os quais

antimicrobiano, antitumoral, anti-inflamatorio, antioxidante e cicatrizante. Os autores, na mesma pesquisa,



estudaram os efeitos antioxidantes e antimicrobianos da planta, notando que amostras obtidas de extratos das
folhas apresentaram atividade antioxidante, e que o extrato aquoso resultante por agitacdo a 95° C foi o que
apresentou maior atividade pelos métodos de DPPH, FRAP e ABTS™, além de maior teor de compostos fenélicos
e totais quando comparado as demais amostras. Quando avaliado o efeito antimicrobiano, os autores néo
obtiveram sucesso com as amostras testadas sobre diversas espécies.

Vérias pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas no descobrimento de novos agentes
antimicrobianos provenientes de extratos de plantas e outros produtos naturais, para serem aplicados em produtos
farmacéuticos e cosmeéticos. Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifiingica dos extratos vegetais (BONA et al., 2014).

Os mais conhecidos incluem método de difusdo em &gar, método de macro diluicdo e micro diluicdo. A
atividade antimicrobiana de extratos vegetais € avaliada através da determinacdo de uma pequena quantidade da
substancia necessaria para inibir o crescimento do micro-organismo-teste, esse valor é conhecido como
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI). Na determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) ou da
Concentragéo Bactericida Minima (CBM) de extratos vegetais, tem-se utilizado mais frequentemente o método de
micro diluicdo em caldo (BONA et al., 2014).

2.2. Metodologias para estudo da atividade antimicrobiana

2.2.1 Métodos de difuséo

A aplicacdo do método de difusdo se limita a microrganismos de crescimento rapido, sendo eles aerobios
ou aerdébios facultativos. A avaliacdo é comparativa frente a um padréo biolégico de referéncia (controle positivo) e
a zona ou o halo de inibicdo de crescimento € medida partindo-se da circunferéncia do disco ou pocgo, até a

margem onde ha crescimento de micro-organismos (OSTROSKY et al., 2008).

2.2.1.1 Teste de difusdo em disco

O teste de difusédo em agar por disco consiste na aplicacdo de uma determinada aliquota da solugéo do
agente antimicrobiano teste em discos de papel de filtro (geralmente de 6 mm de didmetro). Os discos sdo
inseridos sobre meio de cultura sélido, em placas de Petri, previamente inoculado com cargas microbianas pré-
definidas. Apés incubagédo em condi¢des especificas para o desenvolvimento microbiano, a formacéo de possiveis

halos ao redor dos discos € avaliada em fung¢éo do tamanho (diametro), conforme Ostrosky et al., 2008.

2.2.1.2 Difusao em &gar por poc¢o

Na técnica de perfuragdo em agar, a remocdo do meio de cultura sélido é realizada com auxilio de
cilindros de 6-8 mm de diametro para a formagéo de pocos, nos quais € possivel aplicagdo das substancias a
serem analisadas. Decorrido o periodo de incubacao para o microrganismo empregado, a formacéo de possiveis

zonas é avaliada em funcao de seu diametro (OSTROSKY et al., 2008).



2.2.2 Métodos de diluicéo

Os métodos de diluicdo em caldo consideram a relagdo entre a proporcdo de crescimento do micro-
organismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da substancia ensaiada. A avaliacdo é feita frente a um
padrao biolégico de referéncia. Entende-se por proporcdo a densidade da turbidez provocada pelo crescimento
microbiano. O método fornece resultados quantitativos e ndo é influenciado pela velocidade de crescimento dos
micro-organismos. Sua desvantagem é a dificuldade na deteccdo de contaminacdo no caso de teste de materiais
clinicos. Como controle positivo, utiliza-se o caldo com o quimioterapico padrdo com a suspensédo padronizada de
microrganismo em teste, e como controle negativo 0 meio de cultura com o solvente usado para dissolugdo da

amostra e a suspensdo microbiana (GUIMARAES et al., 2017).

2.2.2.1 Macro diluicéo

A macro diluicdo envolve testes em tubos de ensaio, com volume de meio de cultura variando de 1 e 10
mL. Por ser laborioso, consumir muito tempo, requerer muito espaco no laboratério e gerar grande quantidade de

residuos é usado pequeno nimero de réplicas (GUIMARAES et al., 2017).

2.2.2.2 Micro dilui¢céo

A micro diluig&o utiliza microplacas com 96 pogos, com volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL. Eloff
(1998) utilizou a técnica de diluicio em microplacas para verificar a atividade antimicrobiana em extratos vegetais
e observou inconvenientes na técnica, tais como células de alguns microrganismos que se aderiam a base do
poco, enquanto as de outros permaneciam em suspensdo (GUIMARAES et al., 2017).

Além da influéncia do método empregado para o estudo do efeito antimicrobiano, outros fatores devem ser
considerados. Sao eles: meio de cultura, pH, disponibilidade de oxigénio, concentracdo de inéculo e condi¢des de
incubacdo. Os meios de cultura devem proporcionar um crescimento adequado aos organismos a serem
desafiados e ndo conter substancias antagbnicas a atividade antimicrobiana. O pH deve ser compativel com o
crescimento microbiano, com a atividade e a estabilidade das substéancias testadas. Disponibilidade de oxigénio
deve existir conforme o metabolismo do micro-organismo desafiante. A padronizacdo da quantidade de in6culo a
ser empregada devera ser estabelecida para cada método desenvolvido. Para bactérias, a incubacé@o deve ser
conduzida a 35-37° C e, para fungos, entre 25 e 27° C. No método de diluicdo, as condi¢des de crescimento dos
microrganismos nos tubos devem ser semelhantes, propiciando-se a mesma temperatura e agitacdo (OSTROSKY
et al., 2008).

3. MATERIAL E METODOS

Cultura microbiana

Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram mantidos em Agar Nutriente (NA) a 4°C, e reativadas
também em NA a 35°C por 24 horas. A contagem microbiana foi padronizada de acordo com a escala 0,5 de Mc
Farland, proporcionando uma concentragéo de 10® UFC/mL (GONCALVES-CATTELAN et al., 2013).



Obtencé&o do extrato aguoso concentrado de Ora-pro-nobis

O extrato aquoso de folhas de Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata) foi preparado homogeneizando 10 g de
folhas maceradas do vegetal e 90 mL de agua destilada estéril. Em seguida, a mistura fora submetida a ebulicao
por 2 horas, conforme Fazio, Gongalves e Hoffmann (2009). A amostra foi, entdo, armazenada em recipientes de

vidro estéreis.

Estudo do efeito in vitro de extratos aquosos de Ora-pro-nobis sobre o desenvolvimento
microbiano

A avaliagédo do efeito in vitro de extratos aquosos de Ora-pro-nobis sobre o desenvolvimento microbiano
foi efetuada por meio da técnica de diluicdo em &gar por disco. Agua destilada estéril foi empregada como
diluente, sendo as concentra¢gBes de extrato empregadas de 100% (extrato puro), 75%, 50% e 25%. Os testes
foram efetuados em quadruplicata, apds impregnagao dos discos de papel filtro estéreis (& = 6 mm) com 20 uL de
solucdo teste, cujas concentracbes foram empregadas individualmente, conforme Goncgalves-Cattelan et al.
(2013), com modificagdes.

Andlise dos resultados

O estudo foi conduzido em triplicata, sendo o planejamento inteiramente casualizado. O fator estudado foi
a influéncia da concentracdo do extrato aquoso de Ora-pro-nobis sobre o desenvolvimento bacteriano. A anélise
estatistica foi realizada por meio de uma analise descritiva e teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com teste de
comparacdo multipla de Dunn a 5% de significAncia. Para tanto, foi empregado o software GraphPadlnstat®,
versado 3.05 (GrapPad Software Inc., La Jolla, EUA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 é possivel observar que os extratos aquosos empregados sobre 0 micro-organismo
Escherichia coli ndo produziram nenhum efeito significativo, tanto para a inibicdo do micro-organismo quanto a
sinergia em seu desenvolvimento. Porém, para o micro-organismo Staphylococcus aureus o emprego dos
extratos aquosos favoreceu o desenvolvimento microbiano, em todas as concentragcfes de extrato contendo a

Ora-pro-nobis.

Tabela 1 - Resultados da avaliagdo do efeito de extratos aquosos de Ora-pro-nobis sobre os microrganismos

empregados no estudo.

Concentracdo de Extrato Halo (mm) — Microrganismo Média * desvio-padrao (mm) para
(%) Escherichia Staphylococcus S. aureus
coli aureus
25 NS 7;7;8;8 7,5%+0,57
50 NS 8; 8; 10; 10 9°+1,15
75 NS 7;8;9;8 8% +0,81
100 NS 9;9; 10; 10 9,5%+ 0,57




Legenda: NS - ndo significativo.  Letras similares na mesma coluna evidenciam que os dados néo diferem entre si pelo teste
de Dunn a 5% de significancia.

Fonte: Elaborada pelos autores (2021).

Pelo teste ndo-paramétrico empregado (teste de Kruskal —~Wallis, post hoc teste de Dunn) nao foi possivel
evidenciar diferenca estatisticamente significante entre as concentracfes do extrato de Ora-pro-nobis sobre S.
aureus. Em outras palavras, extratos aquosos do vegetal, nas diferentes proporcdes estudadas, favorecem de
maneira similar o desenvolvimento da bactéria.

Rodrigues (2016), avaliando efeitos antioxidantes e antimicrobianos de extratos de Ora-pro-nobis
evidenciou que, quando empregado o método de difusdo em agar por disco para o estudo antimicrobiano, ndo
houve inibicdo das espécies testadas (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis ATCC 13076, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Choleraesuis ATCC 10708, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048).

Vargas (2017) estudando o efeito antimicrobiano de extratos (éter de petroleo, diclorometano e etanol) de
folhas secas de ora-pro-nobis sobre diversas cepas microbianas, incluindo as bactérias E. coli e S. aureus, através
da técnica de difusdo em agar por disco, notaram que somente o extrato produzido a partir de éter de petréleo
propiciou a inibicdo de S. aureus. Para tanto, as folhas utilizadas na producdo do extrato foram colhidas no
inverno. Deste modo, a autora presumiu que durante essa estacdo do ano a planta era capaz de produzir algum
componente secundério distinto dos produzidos nas demais estacfes do ano, o que impactou no efeito
antimicrobiano.

Pimenta e colaboradores (2020) evidenciaram que o extrato obtido a partir de Pereskia aculeata possuia
potencial antimicrobiano. O teste foi positivo tanto para a inibicdo de bactérias (Bacillus cereus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) quanto para fungos das espécies Aspergillus niger,
Aspergillus versicolor, Penicilium expansum e Penicillium citrinum.

Sabe-se que diversos fatores influenciam na composi¢éo dos vegetais, incluindo os edafoclimaticos. Deste
modo, os tipos e as quantidades de substancias ativas ndo sdo constantes durante todo o ano, o que impacta
diretamente nos estudos de potencial antimicrobiano, visto que os metabdlitos secundérios apresentam papel
fundamental para a composi¢cdo quimica dos produtos naturais dos vegetais, dos quais decorrem suas
propriedades biol6gicas (CATTELAN et al., 2018).

5. CONCLUSAO

No sentido oposto ao esperado com o desenvolvimento deste estudo, foi possivel verificar que extratos
aquosos de ora-pro-nobis, nas concentracdes e metodologias empregadas no estudo nédo foram capazes de inibir

o desenvolvimento de E. coli e favoreceram a multiplicacdo de S. aureus.
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