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1. INTRODUÇÃO

A busca e a utilização dos vegetais com fins. medicina.is 
' 

, , ( . ' que se processou atraves dos seculos de forma emp1r1ca, somen-
te no:· século XIX óom os trabalhos de MÀRT:INI (43) começou· a ser 
encarada à luz dos conhecimentos até então adquiridos com maior 
rigor cientifico, quando êste autor empregou o tim61 com desii 

'. 

, 
' ,' 

fetante, cuja constituição ja havia sido estabelecida. Desde -
� . . 

. 

entao tem-se ampliado constantemente o campo de estudo dos an ... 
timicrobiarios de vegetais. 

Se bem que·'Os trabalhos sejam numeroso� no· tocante aos 
vegetais em geral, menor número de pesquisas foram rea+izadas -
no campo dos antimicrobianos de·madeiras, especialmente no que 

' A ;, ,,.: 
se refere ase essencias nativas. A estes estudos apresentamos -
nossa contribuição. 
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.., , 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A primeira tentativa de estudar o problema cientifica­
mente, coube a HAWLEY, FLECK e RICHARDS (25), que em 1924 dete� 
minaram a sensibilidade de Fomes anosus, perante extratos aquo­
sos de madeiras de diversas espécies. 

SOWDERS (49) em 1929, estudou a ação tóxica dos extra� 
tos quosos de cerne de D)u.ia plicati;} sÔbre o fungo Lentinus J.&-
nideus • 

. KITAJIMA (29), obteve, em 1933 do cerne 1'.hujopsis gg1Q. 
Jll:W uma substância que inibiu o crescimento de Polvporus �apo 
riarius 11in vitro". 

Em 19�9, ERDTMAN (11) extraiu da madeira da espécie !:i 
nYã .§ilvestris dua9 substâncias ativas contra fungo e bactérias. 
Essas substâncias são relacionadas com o estilbeno, e foram de� 
nominadas pinosilvina e respectivo metil-éter. 

No ano seguinte LEBDUSKA e PIDRA (30) estudaram a ação 
germicida do Óleo de pinheiro combinado com sabões. 

Em 1941 AULIN-ERDTMAN (2) sintetizou o éter dimetilico 
da pinosilvina. RENNERFELT (46) em 1943 determinou quantitativã 
mente a ação da pinosilvina e de seu monimetil-éter sÔbre diver­
sas espécies de fungos destruidores de madeiras. Em 1945 FRYK­
HOLM (16) realizou estudos bacteriolÓgicos e toxicolÓgicos c�m 
as mesma-s substâncias mai.s o dimetil-éter. 

SO,UTHAl"vl (52) estudou o comportamento antibiótico de ex­
tratos de cerne de Thuja �licata, em 1946. Determinou que a 2 
ção antibiÓtica se faz sentir através do bloqueio dos grupos SH 
de enzimas dos microrganismos afetados. Ainda neste ano WATER­
J.lllAN (63) pesquizou a toxidez de e/�tratos aquosos de onze espécie 
de madeiras tropicais das Américas Central e do Sul, e três es­
pécies da América do Norte. 

ERDTMAN e GRIPEMBERG (�2) isolaram em 1948 de Il,!1U.ã, Eli 
cata, tr�s das quatro substâncias isomeras presentes no cerne, 
de fórmula bruta c

10
H

12o2
, cujas presenças já haviam sido deter­

minadas anteriormente por outros autores (l?, 50). Tais substân 
cias foram denom!nadas \, {1e t tujaplicinas. Ato cont:falUo ao i­
solamento do.s tres isomeros a f-tujaplicina foi identificada C.Q. 
mo "ó -isopropil tropolona. Em seguida GRIPEMBERG (22) esclarece 
a estrutura de o( -tujaplicina como sendo a t(-isopropil propol.Q. 
na e ANDERSON e GRIPEMBERG (3) determinam que a B-tujaplicina é 
a � -isopropil tropolo:n.a, 

No ano de 1949 uma outra substância derivada do estilb� 



3 
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no port9n-to re-lacj.onada a pinosilvina, foi isola.da por GRUNDON 
e KIITG (2Ü) de ma.de ira de Chloropl1ora excelsa, tendo sido deno­
minada cloroforina. Ainda em 19Ü9 GHIPEMBERG (23) isolou e de-

., 

terminou a estrutura. do quarto isomero de formula bruta c10I½_20 
- ,, ,,-

presente do cerne de '..L'huja l?licata, denominado-o acido tujico. 
Tal subst�ncia lJavia sido isolad2 ;mt:-,riorn1ente · }Jor AJi.fDETI.SON e 
Slr?.RRARD (1) que a tinhasa denominado �cido dehid:roperilico e 
proposto uma estrutura inexataº 

Com os estudos realizados constatou-se t1111a particulariM 
dade in�eressante. As madeiras das ;rvores que cresceu na Aii­
rica fornecem ácido tujico, � e(' tuja�llicinas :mas rião e( -tuju­
plicina, ao passo que as ;rvores da Su�cio fornecem :cido tuji-

,.J 
/ 

N a co v.i..._ e 'lf' -tu,japlicinas, porem, nao ,.., -tujaplicina. As cause.s -
d J... ., I'"'; o � ( " esl,a di::cerença ns cornposi<;rao qu1m1r;2 das JnadeLa.s de urna mesm2. 

, " N N 

es�ncis, nao estao esclarecidas. 

EI.D7MAN e :�E:NNERYtl!L'.i' (13,'.) isole.ra.E1 de nwa,::;ira de '.í.'etra 
1. · · · 1 · , · · · a ,;i • • r" 

· e 1n1s 2r'l�1cu éHa a c1Loqu1nona, com ::)roprie .au.e s an-ci 'lllngicas.,
No ano imediato AULIN-K8.DTHAN (Ü) isolou a nootkatina do cedro -

amarelo, Chamaecycaris nootkatensis esta1)elecend.o para a mesma., 
uma estrutura relacionada à tro:,::olonaº A atividade fungistáti­
ca dessa subst�nci2, foi evidenci2.da postAriorrnGn-ce por CA(LLSSON 
e colaboradores (10).

Em 1951, JEN68N (27, 28) pate::1tsou o uso de extratos de 
madeira do génnro Tlmja L1orrnsrrce '.lhuja occi dsntalis· e de madeira 
� 11. 1 ( r ' • o 1 . . 

J.T1Tj rs_TI i"IDA ae l11ac ura norni::cera co1>0 :t1reserva·c1vo 0.e a JJ.i1en-cos. - e
colcJboradorss (üo) atesté�ram a atividade inibidora da. 3,3', Ü'? 
5,7-pentahidroxi flavanona, m� pigmento de madeire� contra Potia 
vaDoriaria e Polystictu.s sanguineus. 

No ano sub se quente HOLLE e L.AYTtt (Ü7) re alizarar:1 e st.u-
• H ' • n ' ' ,;i '1 J (f dos relacione dos corn a ar;;ao ae s1111 e·Ga:o-ce uo o eo o.e coni er2s 

sÔbre o becilo da tube:ccr1.lose. C.i'.t�:LS80H e colabora.dores (10) i-
1 d ºf J • ,, • d . 1 1 

. so aram e corn eras nois 2c1 os cic icos isom,=oros con forte a-
tivide.de antifungica e que fonE·, denomina.dos {,cic�os chaixico e 
chaqiin1co o Det8r:i.iünou ETrn'úJG� (lÜ) que a alta durabilidade da 

, ' 
. 

madeira de Dacrydium. cupre ssinurn e devida a l)re sença de um fung;i.,. 
cida fenÓlico encontré•do pelo mem10 autor, no cerne :Fodoca.r-Pus 
ferrugineus. 

OKAZKI e HOI"l.MA (Lú) consta:cara:m, en 
:Jacteristé·cica do Óleo e sr::encial de 1'1J,iopsis 

, 

(17) detenünou que a a.tividade fungistatica

lc57 7 :J, a atividade -
c1o1 obrata. YUHAOKA 
da c1istilina e da 
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miricetina, dos pigmentos de maCeire, 
grupos OH fenÓlicos. 

' , ' es�a ligado a presença de 

A �tividac7 e desinfetante oo coniferol cçntra Nyoobacte 
rium tube_rculosis foi estudada por SIHSHZB-Sl1GER ( 56) em 1953 • 

. FUNAOKA (18) determinou que a di.stiline e a quercetina e seus -
re sp·e ctivos penta-acetil e penta-rnstil derivados, controlam o 
crescimento de Poria vaporiaria e Polystictus §anguineus culti­
vados sÔb:c e serragem de Cryptomaria. j aponica., embebida de - meio 

., de Czapek liquido. 

Em 1955 BARNES :!! GEPi.BER (G) trabalhando com T'oxylon QQ 
mifernm atribuiram a grande durabilidade e resist�ncia ao apo�­
drecinento desta madeira., a presença do 2,3', 4,5'-tetrahidroxi 
estilbeno que é uma substância relacionada com a pinosilvina� 
FUNAOKA e colaboradores (20) estudando o cornpmrtamento antifÚn­
gico de dois pigmentos de madeira� consideram que suas ativida� 
des se fazem sentir atrav�E de suas aç8es bloqueadoras s�bre en­
zimas. 

LIMA e colaboradores (31, 32) ev 1956_ evidenciaram a a-
,., 

çao antirnicrobiana do lapachol e da xiloidina corantes c�e madeJ:,, 
( o ■ , o , º , , . • A 

ras da ,:CaE11lia B1gnon1acea, par-cicularmen-ce pre sen-ce s nos g6ne-
ros Tabebuia e T8coma. HODINA publicou em 1951 (48) trabalho no 
qual revela que o antibiÓtico obtido do eucalipto, age por fixa­
çio bacteriana. I�O (26) realiza a�tudos farmacolÓgicos nas fr� 
çZes �cÍdica e fen6lica do 6100 de Thujopsis dolobrata. PAVOL0-

'11S 1 KII (44) f�z estudos comparativos entre extratos de pinheiros 
.,, siberianos e caucasianos, concluindo pela açao antimicrobiana -= 

mais acentuada nos primeiros. 

Em 1958 OERIU e colaboradore·s (42) pesquisaram a ativi­
dade antimicrobiana de resina de coniferas, d entre as quais se 
destacam as seguintGs es��cies� Pinus montana, Picea excelsa, -
Picea l)olita e Pseudotsuga taxifolia. l11A11UZ'Z'8;1A e IfüNHY (32.) 

., 
compararam as atividades anti1:)acterianas de oleos essenciais de 
diveJ:sos vegetais entre os quais estão� eucalipto, cinamono e . 

/ 

cedro. SAI\TC}IES-l·iATIOCi:IN e colaboradores ( 57) ex era.iram de ramos 
c�e Haematoxylon brasileto 1.m1 antimicrobiano que foi identificado. 
como brazilina. 

:J.'.m 1959 LihA e colé:àboradore s (33) determinaram a pre seu 
ça de atividade antibiÓtica em madeiras de lei brasileira:�, tais 
comog ipê (paratecoma peroba), itapecuru-prêto e itapecuru�ama­
relo (Goniorrachis sp), pau-Brasil (Caesalpina echinata), jacar� 
d� (Dalbergia rügra) � putumujt1 (Qentrolobiurn ;robu;3tum), jacaran-
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dá-violeta (Dalb�rgia g.§.ãrensis). 

SAVCHUK (58) em 1960 comparou os efeitos de vários fi-
" 

toncidos, entre os quais o do pinho, sobre os processos diges-
tivos. 

LIMA e colaboradores (34, 35, 36) expõem, em 1961, tra­
balhos sÔbre a ação antibiÓtica de brazilina, bem como sÔbre an 
tibiÓticos extraidos do cerne de barabÚ (Pàltogyne recifensis) 
e do jacarandá (Dalbergia pigra). 

Em 1962, LIMA e colaboradores (37) estudam a atividade 
antimicrobiana de alguns derivados·do lapachol em comparação -
com a xiloidona, uma nova orto-naftoquinona isolada pelos mes­
mos, do cerne de "Pau D' arco" roxo Tabebuia avellanedaa. 

Em 1963 o autor e colaborador (45) estudaram as ativi-
" 

dadas antimicrobianas presentes em madeiras dos generos Machoe-
rium, fi.!DiP.ã, Casuarina, Esoembek!ã, e LuheJã• 



3. MATERIAIS E MÉTODOS

3 .1 e l-!JATERIAI S

3º 1. 1. ..AMOSTRA- ESTUDADA

- 6 -

O material sob a forma de caibro de aproximadamente 10 
x 10 cm de secção transversal, foi obtido de cerne de Centrolo-

; ; 

!21:iam robusturq Benth.,, familia Legumm,osae, sub-familia Papilio-
, ; 

D.Qidea�, originaria do municipio de Itabuna no estado da Bahia, 
onde a e spéci·e é conhecida pelo nome vulgar de. _ 11putumujÚ 11

, sendo 
,... ', . - "--- , ' 

no estado de Sao Paulo conhecida como arariba-amarelo. 

A especie em questão vegeta nos estados da Bahia, Minas 
Gerais e são Paulo apresentando-se como uma árvore alta e fron-
dosa, caule ereto, 

" ( " 

folhas compostas de foliolos grandes e flores 
, terminais amplasº O fruto e uma vagem a-agrupadas em paniculas 

lada espinecente. 

Os solventes utilizados 9 salvo ressalva, sao de grau co-
; ..., 

mercial sofrendo como unico processo de purificaçao uma distila-
ção simples.. Como disper'sante utilizamos o Tween 80. As demais 
drogas, quando necessárias são utilizadas no grau npro-análise"º 

3ele3� MEIO DE CULTURA UTILIZADOS 
, . . Devido a diversidade de microrganismos provados, varios 

meios de cultura foram utilizadosº Para um mesmo microrganismo 
usamos meios diferentes conforme desejassemos resultados qualit� 
tivos ou quantitativosº 

Na pesquisa inicial de atividade usamos um mesmo meio 
para todos microrganismos, que foi o nutriente agar. Quando nos 

' interessou resultados quantitativos, lançamos mão de meios de -
cultura especificoso Os meios utilizados forami 

Nutriente-agar (NA)

Meio de Sabouraud (Sb) 
Meio de Czapek (C'Z) 
Meio de 

" 

mosto de malte (M)

Meio de Waksman (Wk)

Meio de esporulação para fungos (E) 

Todos foram confG cciona,dos segundo o manual Difco 9ª 
edição reimpressa - 19530 
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3,, L, 4$ - MICRORGANISMOS UTILI�ADOS 

Util:'._zamos nas provas de atividade, microrganismos dos 
seguintes gruposg bactérias gram positivas, gram negativ•as e 
/ - . / / 

acido-resistentes; fungos fitopatogenos 9 patogenos humanos e 
leveduras patÓgenas. Segue-se.a relação dos microrganismos; 

Bacillus tm.h"bílis.:: 
Bacillus subtilis 
Bacillus subtilis 
Bacillus subtilis 
Bacillús subtilj.s 
Bacillus anthracis 
Baci11us mycoides 
B8cillus mycoides 
Bacillus mycoides 
Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus 
Staphylococéus aureus 
Sarcina lutea 
Sarcina lutea 
Sarcina lutea 
Escherichia coli 
Escherichia coli 7 
Escherichia coli 
Neisseria catharralis 
Klebsiella pneumoniae 
Klebsiella pneumm-ii�e 
Salmonella typhosa 
Salmonella typhosa 
Salmonella typgosa 

37 

19 
38 

Shigella paradysenteriae 
Mycobacterium turbercu.losis var. 
hominis 
Mycobacteriun, phl ei, 
Mycobacterium phlei. 
Mycobacterium smegmatis 
Mycobacterium smegmatis 
Brucella suis 
Brucella melitensis 
Rocardia· asteroides 

IAUR 
ATCC (9945) 
ATCC (9789) 
IAL (47-4)

NM (4) 
IAUR 
UNT (28) 
IAL (51-240) 
IAUR 

·IAUR
DPH 
IAL (27-23) 
DPH 
IAUR. 
RSC (10)

ATCC (533) 
IAUR 
IAL (39=72) 
ATCC (8677) 
IAUR 
IAUR 
DPH 
IAUR 
UNT (288) 
FMSP 
IAUR 

IAUR 
IAUR 
DM=BS (111) 
IAUR 
DM-BS (112) 
IAUR 
IAUR 
IAUR 
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Candida albicans 
Candida albicans 
Candida albicans 
Candida albicans 
Candida krusei 
Candida krusei 
Candida parakrusei 
Candida tropica11s 
Candida tropical is 
Candida tropical is 
Candida pseudotropicalis 
Candida stellatoidea 
Candida stellatoidea 
Pseudomonas morganii 
Pseudomonas aeruginosa 3 

Cryptococcus neoformans 
Candida pseudotropicalis 
Candida krusei 
Candida krusei 
Cryptococcus neoformans 
Aspergillus oryzae 
.Aspergillus avenaceus 
Penicillium citreo-viride 
Polyporus cincinatus 
Fusarium aurantii 
Fusarium sulfureum 
Fusarium moniliforme 
Sporotrichum anglicum 
Sporotrichum gougeroti 
Sporotrichum carougeani 

.. 8 ... 

I.AUR 

CNI.A (112-19) 

FMSP (382) 

IAL (52-76) 

IAUR 

FMP (422) 

IBB (48) 

I.AUR 

IOC (2892) 

ri (123) 

ATCC (8659) 

IAC (33) 

.IAUR 

IAUR 

IAL (48-3) 

IAUR 

IOC (2697) 

I� (81) 

IOC (23-95) 

FMSP 

ATCC (7252) 

KBR (517) 

.ATCC (lo425) 

KBR (1683) 

IBB (115) 

.ATCC ( 7�42) 
.ATCC (7809) 

s (496) 

IFO (5983)

s (495) 

Para a detecção e pesquisas preliminares, usamos apenas 
os seguintes microrganismosg 

Bacillus subtilis 9 I.AUR 
Staphylococcus aureus I.AUR 
Candida albicans I.AUR 
Brucella suis I.AUR 
Brucella melitensis IAUR 
E:scherichia coli I.AUR 

SIGNIFICADO D.AS SIGLAS DE ORIGEM 
. IAUR - Instituto de Antibióticos da Universidade do Recife 



ATCC 
I.AL 
NM 
D�H 

. UNT 
. RSC 

IOC 
CNI.A 

- American Type Cu.lture Collectio n
- Insti-' ·· -�-�o .Adolpho Lutz,
- Nelson Maravalhas
- Department of Public Health
- Universidade Nacional de Tucuman
- Rúben de Souza Carvalho
- Instituto Oswaldo Cruz
- Centro Nacional de =:nve stigacione s .Agropecuarias

FMSP - Faculdade de Medicina de são Paulo
DM-BS - Department of Microbiology 
IBB - Instituto Biologico da Bahia

- Facul té. de Medicine de ParisFMP 
I.AC 
KBR 
MB 
IFO 
IZ 
s 

,.. 

- Instituto .Agronomico de Campinas
- Keneth Bc Haper
- Metry Bacila
- Institute for Fermentation of Osaka

.. ...t- _, .. - Instituto ZJ.mol,ecn1.co
- Origem desconhecida

3�2º MÉTODOS 

3.2�10 :MÉTODOS DE AVALIAÇÃO DA .ATIVIDADE ANTIBIÓTICA 
302-1�1� MÉTODOS DOS DISCOS DE PAPEL D3 FILTRO

,.. , 
Este metodo foi originalmente estabelecido por SHERWOOD 

e colaboradores (5:) para a determinação quantitativa de penici,, 
lina. Depois de simplificado J::;ornou=se mé.todo rotineiro na de-•• 
terminação qualitativa de poder antibiótico,, O· método simplifi�J 
cado foi por nós empregado para a determinação qualitativa de a~ 
tividade nos diversos extratos nas etapas iniciais da pesquisar 
Devido às simplificaçÕe s serem mui to numerosas e dispares, des-.--

' cravemos aquela por nós estabelecida e empregada. 

Discos de papel Watman 3 MM de aproximadamente o,6 cmº 
de di�metro, pr�viamente estsriliz8dos, foram colocados sBbre u-

( ma placa de vidro flambada. Adicionamos aos discos com o auxi•�= 
lio de um capilar, um volume dos extratos cujas atividades dese­
javamos provar, sufictente para embeber completamente o discoº 

, o N 

Apos a secagem, repetimos a operaçao� Depois da secagem final ., 
foram os discos colocados s;bre o meio de cultivo, na superfÍoie 
do qual previamente f.i zer<l.mos uma semeadura por e sfregaço p.o mj_._ 

- '\. N ' 

crorganismo esco1hi::lo� Procedemos entao á incubaçao, a temperat:.:i._
ra e tempo co.:.1forme o requerido pe1 cs microrgani.smc.s util:\..zado::::º

Em alguns casos gU'.3.ràamos as placas em geladeira por ,,, 



- 10 -

tempo·variavel, antes da incubação. Isto propiciou que as sub.§. 
,. . 

. . 

tancias antimicrobianas difundissem a ntes dos. microrganismos 
testadores iniciàssem s eu crescimento. Dêste modo pudemos ob-­

·c•te.r hêlcrs de inibição mais definidos e de mais fácil leitura.
?màte pi:ocedimento aplicou-se especialmente aos germes de cresci
'mente rápido.

. 

,, 

3.2.1�2. METODO DAS ESTRIAS EM AGAR 

Êste método foi estabelecido por WAKSM.AN-REILLY (62). 
Empregamo-lo com alterações as quais permitiram-nos provar ali-

,, ,. 

quotas ate 1,0 ml, bem como expressar os resultados em peso do 
antibiÓtico por ml de meio, e não em unidades diluição como no 

,, 

metodo original. 

Uma solução etanÓlica contendo 10.000 mcg/ml da subs� 
A . ; . 

tancia a provár, foi diluida a 1�10 com agua esterilizada; obti 
vemos assim uma solução que contém 1.000 mcg, da substância por 
ml. 

E Em seguida, em caixas de Petri vertemos alíquotas de 
O ,1. a 1 ,o ml com intervalos de O ,1 ml.. Imediatamente adiciona� 

' 

mos as placas quantidades de meio de cultura suficiente para 
A ,. A 

termos em todas um volume final igual a 10 ml. Obtivemos deste 
modo concqntraçÕes da substância antimicrobiana, que variam de 
10 mcg/ml a 100 mcg/ml com intervalos de 10 mcg cada um. Colo­
cados os meios de cultura nas placas, agitamos bem a fim de ob­
termos perfeita homogeneiz�ção. 

Os inÓculos 7 quando se tratam de bactérias e leveauri­
formes, foram obtidos fazendo-se uma suspensão dos microrganis­
mos em água esterilizada. Para a obtenção de inÓculo de fungos 
em um tubo de cultura colocamos de 15 a 20 pérolas de vidro e 
esterilizamos o conjunto. Adicionamos ao tubo 2

7
0 ml de meio� 

de Sabouraud liquido e incolulamos com um pequeno pedaço de mi­
célio. Após incubação por 48 horas, imediatamente antes do uso 
procedemos a uma agitação vigorosa para obtermos fracionamento 
do micélio. 

A inoculação das caixas e respectivas leituras foram -
, feitas segundo o metoao original. 

3.2.1.3. MÉTODO DA PLACA GRADIENTE 

Êste método foi descrito por SZIBALSKY (55) e modific� 
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do posteriormente por BRAUDE, BANISTER e WRIGHT (7), empregamo­
lo com modificações introduzidas por nós. Usamos caixas de Pe­
tri de 90 mm de diâmetro interno à 40 ml de meio em duas cama-­
das de 20 mle A camada inferior foi sempre constituida d"� nu­
triente agar e a superior foi constituida de meio especifico pa­
ra o grupo de microrganismos provados em cada caixa, mais um VQ

lume de solução de antibiótico, em etanol e Tween 80 a 5% em á­

gua, na proporção 1:9, em quantidade suficiente para fornecer -
concentração de acÔrdo com o gradiente de se jadoc. Os inÓculos ... 
foram obtidos do mesmo modo que no método das estrias em agar$ 

Devido à insolµbilidade da substância em água fêz-se -
necessário determinar o tempo Ótimo para o ostab�lecimento do 
gradienteº Isto foi conseguido pela inoculaç,ão nas caixas de .. 
Petri, o, 21..J., 48 e 72 horas após a confecção das mesmas, micrOI,·­
ganismos de sensibilidades pr�viame:nte conheci4as ·perante-�- -�ubs 

... \, 

tância. Incubamos e medimos o tamanho das es'trlas, Tomaµio·s ·co�.
mo tempo Ótimo, o das caixas nas quais os tamanhos das estrias 
concordaram com os tamanhos calculados a partir da sensibilida-
de dos microrganismos inoculadosº _: ·>·

lo, 

As medidas foram feitas superpondo-se as caixas sobre 
um papel milimetradoo 

3.,Zel114o DTERMINAÇÃO DA MORTALIDADE PERCENTUAL 

Para a determinação da mortalidade percentual usamos o 
processo rotineiro de semeadura e contagem em caixas de Petrio 
Comparamos o crescimento observado nas caixas que continham 300 
mcg da substância antibiÓtica por ml de meio, com o crescimento 
das caixas testemunhas, tendo=se semeado em ambos os tratamen-� 

� tos, número igual de células ou esporos. Os tratamentos foram con 
conduzidos em triplicata e os resultados interpretados estatis­
ticamente através da análise da vâriância com aplicação do tes-
te fils, (6), �ste J1timo forneceu-nos a significância estatísti 

, lo, , 

ca do efeito do :a:atibioticoo O erro residual usado no calculo 
do teste, foi o observado entre as repetiçÕese Antes de anali­
sados os dados foram transformados em variáveis continuas usan-

, 

do-se a formula: 

x1 =� onde x é uma contagem (53) _

3"2.2. ESTUDO PRELIMINAR DA ATIVIDADE 

Devido à natureza desconhecida da substância em estudo 



i/1c ') 11 
·11)/1117�

, ' 

- 12 -

não foi·possivel de antemão estabelecermos métodos fitoquÍmiccs 
a serem aplicados no trabalhoº Assim lançamos mão de processo 
geral para a detecção de antimicrobianos de vegetais conforme 
é usado nos laboratórios do Instituto de Antibióticos da Univer., 
sida de de Recifeº 

3,2,,2.lQ PREPARO DA AMOSTRA E EXTRAÇÃO 

Uma parte da madeira sem pr�via secagem foi transformg 
da em serragem; pesamos cinco porções de 5 g que foram distri= 
buidas em frascos Erlenmeyer de 100 mlo Adicionamos a cada um

dos frascos um dos cinco solvente abaixo relacionados� 

Acetona 
Metanol 
Água distilada 
,, 

Agua distilada pH 8,o
,,, 

Agua distilada pH 2,0 

Acrescentamos volume de solvente suficiente para embe= 
,, 

ber totalmente a serragem e sobrar ? apos o que os frascos foram 
tapados e as amostras assim preparadas foram submetidas a agitA 
ção por duas horas .. Finda a agitação filtramos em papel e guar� 

., ,, 
damos os filtrados em geladeira, ate o momento de usa=los., 

3o2o2.2o PROVA DE ATIVIDADE DOS EXTRATOS PRELIMI 
NARES 

., 
As provas foram executadas segundo o metodo dos discos 

de papel de filtro descrito em 3o2olelo 

3o2o2�3 PROVA DE TERMOESTABILIDADE 

A esta prova foram submetidos os extratos que mostraram 
' 

atividade na prova anterior 9 tendo sido utilizados somente os mi 
,, 

crorganismos que se mostraram sensiveisa 
,, 

Aliquotas de 2,0 ml dos extratos ativos foram colocados 
em tubo de ensaio e adicionadas de igual volume de água distilª 

., . 

( da apos marcar na parede do tubo a altura alcançada pela aliqUQ 
ta in�-cial., Em seguida acertamos o pH aos valores 9,0 9 6,0 e 
2,0 com HCl 10% e Na0H 10%0 

( Paralelamente outras aliquotas de 2,0 ml foram acerta-
6 

., ( das a pH 9,0
1 ,o e 2,0 sem receberem agua� Estas aliquotas as-

sim preparadas eram deixadas a temperatura ambiente .. 
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O primeiro grtipô da alíquotas foi aquecido em banho de 
� N , · N 

agua em ebuliçao por 30 minutos. Tomamos à precauçao de adiciQ 
nar $gUa a medida que a solução evaporava evitando-se a secagem 
completa. 

Próximo ao fim do periodo deixamos evaporar a solução 
I' .., A 

ate abaixo da marca feita nos tubos, acertamos entao o pH de tQ

das as soluções ao valor 6,o e completamos o volume até a marca 
das paredes com o solvente apropriado. Nas soluções que não SQ

freram tratamento térmico o pH também foi acertado a 6,0o Os 
extratos assim tratados foram submetidos a prova de atividade 
pelo método dos discosº 

3e2.3. EXTRAÇÃO PARA OBTENÇÃO DA SUBSTÂNCIA ANTIMICRO=­
BIANA 

Com base nos experimentos preliminares ante!Fiore s, prQ. 
cedemos à extração da-substância antimicrobiana em quantidades -
suficientes para novas pesquisas, 

Desde que procurávamos isolar uma substancia cuja natu= 
reZ?, quimica era <iesconhecida., nãq pudemos esco::t.her 1fa p;-io:rffl­
um dos métodos fitoquÍmicos já estabelecidos. Trabalhamos assim 

, ... 

com uma serie de solventes de polaridade crescànte, na extraçao 
de antimicrobiano ? Esta s�rie era constituída dos seguintes -
solventesg 

l - Éter de petróleo - fração 30-60QC
2 - B�nzeno
3 - Acetato de etila

, , ( O eter de petroleo mostrou-se mais apropriado, seu res� 
duo era sólido, pouco colorido, ativo e apresentou cristalizaç·ão 

' incipiente. 

302.3.1. PREPARO DA AMOSTRA E EXTRAÇÃO 

A madeira transformada em serragem, num total de le500g 
foi transferida para balão de 5 litros e adicionada de éter de 

, , .., li. ,,, 

petroleo em excesso. Apos vedaçao dg1. boca� o balao foi submeti-
do à agitação em agitador rotatório, por 2 noras. Findo �sse P.ê. 
rio«o filtramos a vácuo em funil sintetizado G-3 e lavamos a se� 
ragem com çOO - 250 ml de solvente fresco. Fizemos novas extra­
ções e filtrações seguindo a mesma marcha, num total de quinzeº 

O filtrado de cada extração foi transferido para balão 
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e evaporado a vácuo em banho de água 28-30ºC• Os residuos de -
A O A ,,1 

consistenc1a cerosa, cor amarelo palha e odor caracteristico 9 -

foram retomados individualmente em pequeno volume de benzeno, -
transferidos para balão de 250 ml e ó·solvente eliminado sob vi 
cuo a 28-30QC. 

,, 

3.2.3.2. PROVA DE ATIVIDADE DOS RESIDUOS BRUTOS 
DOS EXTRATOS· 

A prova de atividàde foi feita nos residuos adotando� 
,, 

se o metodo das estrias em agar modificado, como foi descrito 
em 3.2.1.2. 

3.204, OBTENÇÃO DA SUBSTÂNCIA PURA E CRISTALINA 

Constatada a possibilidade de obtenção da substância -
( . - . 

cristalina diretamente do res1duo sem purificaçoes, tentamos a 
cristalização. 

3.2,4.1. CRISTALIZAÇÃO 

,, 

Tomamos aproximadamente 150 mcg de cada um dos resíduos 
transferimos para balões de 100· ml e dissolvemos no minimo volu-

, , 

me de acetona possível. Evaporou-se a vacuo e solvente. Em s� 
N ,, 

guida os baloes foram levados ao refrigerador e a,�s 72 horas os 
residuos cristalizaram com excéção dos nºs• 14 e 15 que só aPfã 
sentaram cristalização após mais um período de 48 horas à temp� 
ratura ambiente. 

3.2.4.2. PURIFICAÇÃO 

Todos os resíduos foram reunidos e dissolvidos no mini 
� ,, ,,

, mo volume de acetona. Esta soluçao foi concentrada a vacuo ate 
turvação (solução A), tendo a mesma sido deixada em refrigerador 
por 18 horasº Após êste periodo foi a solução centrifugada a 
3.000 rpm por 2 minutos, obtendo-se um sedimento (precipitado A) 
que foi tr�sferido para balão e s�co a vácuo tendo-se determinã 
do então sua atividade pelo m�todo das estrias em agar. No "prfi 
cipitado A" notamos quantidade razoável de poeira microscópica -

, 

de madeira e não houve indicies de cristais, em vista disso, foi 
o mesmo descartado.

,, 
-

Ao sobrenadante do "precipitado A" juntamos eter de pe--
trÓleo fração 30-60QC at� turvação permaneilte. E:sta nova· solução 
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denominada "B" foi deixada em geladeira por 18 horas, findas a.s

·quais obtivemos separação de fase oleosa. Em vista disso, todo
, , 

o volume liquido foi de novo totalmente evaporado a vacuo em ba-
nho de 28-3ogc, até residuo s�co.

Após provas preliminares, escolhemos benzeno e éter de 
, N 

petroleo como solventes mais apropriados para a cristalizaçao. 
A N A 

A substancia foi purificada por sucessivas recristalizaçoes des-
ses dois solventes. Depois de tratada por carvão ativo para re­
tenção de matérias coTantes, a substância foi de novo cristali-

A 

zada e seca em dissecador. 

Os cristais obtidos �.pre semitaram-se como palhetas alon"'.' 
gadas, e sbranquiçadas e cerosas ao tacto. A substância crista-

, , , 

lina e soluvel em acotona, metanol, etanol, benzeno e clorofor-
mto; pouco solúveis em tetracloreto de carbono e insolúveis em 
, 

agua. 

O esquema a seguir esclarece pormenorizadamente os pas­
sos seguidos na purificação. 

Obtida a substância na forma cristalina, foi a mesma 
submetida a estudos, que incluiram provas fisicoquimicas e bio-

, . logicas. 
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ESQUEMA DE PURIFICAÇÃO 

Todos os resíduos solubili�ados .,em ace­
t2na e concentrada a soluçao ate turva­
çao per�anente 

SOLUÇÃO A

J, 
Rep

J
uso por 18 hs .8lll refrigeradof

pretipitado formado 
J; N 

centrifugaçao 5.000 rpm/2 min. 
Precipitado A �<--------11

l 
. \� 

� . sobrenadante A

Pro�a_de atividade 1 
.1- \JI... , ' , 6 ., 

I 

Destartado adiçaoNde eter de petroleo 30- OQC ate 
turvaçao·permanente

SOLUÇÃO B 

t Repouso por 18 hs em refrigerador 
1 

Pretipita fase liquido-oleosa 

Volle liquido tot�l evaporado a vácuo 

+ . ' ( . Res1duo resultante retomado no minimo -
volume ge Benzeno e ad;cionadoNde ater 
de petroleo 30-609C ate turvaçao permâ 
nente

SOLUÇÃO C 

Repouso por 3 horas em refrigerador 

preiipitado formado 
. t N 

Precipitado e 
·4,

Centrifugaçao a 5.000 rpm/2 min. �--i 

Descartado Sobrenadante e 

t , , ( A Evaporado a vacuo ate residuo seco 

Re .Ídu9 retomado erg benzeno e adigiona- · 
do ge ater de petroleo 30-60QC ate tur-
vaçao permanente 

SOLrÇJIO c1 

Repouso a temperatura ambiente

i 
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Formaçao da precipitado 
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Separaçao por d ecantaçao 
Precipitado c1r'-------1

· ,� Sobtenadante c1Descartado 1 
,v , , . { ,. 

Sobrenad�nte e
;:> + benzeno de lg

vag�m

Sobrontd��� 'e; 

Evaporado a vacuo ate residuo seco 

Restdug retomado e� benzeno e adigiona­
do ge éter de petroleo 30-6occ ate tur­
vaçao permanente 

s01yç10 c2
\V 

Repouso em refrigerador por 18 horas 

Abjdante form11,çio de cristais 

� N N 

Separaçao por decantaçao 
f<-----i 

CRISTAIS c2
i ,. 

Lavagem 3 vezes com pequeno volume de

benzeno 
benzeno �<---i� 
de laVJã. CRISTAIS c2gem 1 

+ benzeno de l[
vagem, �dicionJã.
dos de eter de
petróleo 3Q-6os:ic

1 ate turvaçao · 
1 e · Wt · "' -- d · . l . d b , ris ais sa9: isso vi o� em enzeno e ,

SOLUÇÃO D 

i Descartada 

Sobrenadante

C3 + benzeno 
de lavagem 

l 
Sobtenadante 

adicioDado eter de petroleo 30-60'2C áte

,turvasao permanente 
J 

SOLUÇÃO c3 ,

Repiuso em refrigerador por 18 horas 
� 

Abundante formação de cristais 
� 

H H 

Separaçao por decantaçao 

..,_� ---4' --} 
! CRISTAIS c3benzeno 

� de lavg_ Cristais e� são lavados com pequeno vo-
�em 1._ ____ i_u_me de benzeno 

Os *�istais e� sã9 dissolvido� em benz� 
no, e agicionãd� eter de petroleo 30-
60QC ate turvaçao permanente 1 

C3 + benzeno de

lavagem, �dicig_ 
nado� de et�r de

petroleo ate tu� 
, vaçao Rermanente 1 SOLUÇÃO c4SOLUÇ1to E 

. Jt 
Descártada 

i 
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Repouso a temperatura ambiente e depois 
em fef'rigerador 

\V .. 
Formaçao abundante de cristais 

\� ..

. Sobrenadante 
c4 + mistura 
de 

t
avagem 

Separaçao por decantação 
,e,-.(--r--� 

t . CRifTAIS C
/.i _

E�aporad9 a 
vacuo ate -
secar 

i Re s1duo retoma-

ét<jr de pe-
W 

_
troleo-ben- 9ristais Ch �ao lavados.com mistura -zeno de la- eter de pe�roleo-benzeno 20:30, em pa-vagem pel de filtro 

't----.r�. A A 

do em pequeno 
volume de benz2, 
no� adicionado, 
de Pter de pet;2 
leo 30-60120 ate 

N 

Cristais 04 secos sobre papel de fil-­
tro

i 
Cr

1
tais c4 retomados em acetona 

Solução acetonica tratada com excesso 
de carvão ativo MERCK, agitada turvaçao 

SOLUÇÃO F 

Descirtada 
✓ 

Carvão retido des­
cartado 

i ... , 
Soluçao acetonica filtrada a vacuo em 
f'unil sinterizado G-4

Soltção acetonica descolorida 
� H , Sol
i
çao acetonica evaporada a vacuo · 

Resíduo oleoso retomado em benzeno 
i .. · ··"• ,. Soluçao benzenica evaporada a vacuo 

R td . . .t 1· esi uo m1crocr1s a ino 

Restduo microcristalino, regissolvido 
em,benzeno e adicionado d2 eter de pe­
tro

t
eo 30-609C ate turvaçao permanente 

SOLUÇÃO C
w,.

Rep�uso em refrigerador 

' i H 

Cristalizaçao abundante 

Septação por decantação 

J 



Sobrenadante C1, A --------! 
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r + solventes de CHISTA.IS c
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lê1lvagejm 

1

, 
t . .

v � , Cristai� sio lavados com mistura ;ter Evaporaçoo a Vp, de pet::.·oleo 30-60QC - benzeno 20--30, 
Cuº Solvente · ,, à t '1 · depois com e·cer e pe ro eo puro1 de lava- , 
R , ..Jt .J.. • ,gem �.,_ ____ .LosJ.àUo I'e i.,omaco CRISTAIS c,tAem benzeno � adJ, 1 '-1 
cionado,de eter w � 
� · 1 �O 60ºC n_·�1�ts1·s secos em d1·ssecaõor a e 110 ·c:;."o eo •· - 4 J, - ""' '3!\ ,.. 

! ate a tu�vaçno � 
Estudo 

SOLUÇÃO G 

J✓ 
Desca:i.�taaa 
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3�2.5. ·PROVAS FtSICO-QUÍMICAS E BIOLÓGICAS 

Estas provas destinam-se a esclarec�r as propriedades -
fisicoquimicas da substáncia isolada, bem como estabelecer seu 
espectro antimicrobiano. 

3.2.5.1. PROVAS FÍSICO-QUÍMICAS 

Sob êste item são agrupadas provas tanto químicas como 
fisicas, devido a sua estreita interdep;ndencia. 

Ponto de fusão - Determinadooo capilar segundo descri-
.,............._.._.... 

,.,
çao de VOGEL (59). 

Pêso molecular - Determinado pelo m�todo de Rast, con-
-

· ,  

forme citação de GATTERMANN (21).

D0terminaçÍQ gualitatáYâ � halogAnio - Feita pelo mé­
todo de Beilstein, segundo descriç;o de SIIBINER e FUSON (54). 

N A 

DeterminacaQ gualitativ� �nitrogénio� enxofre - Fe1 
� a N , . .  ta pelo metodo de Lassaigne, segundo citaçao de SHRINER e FUSON 

(54), 

�term!naçi2, guantitativa � 9..a�bono � hidrogênio - Fe! 
ta em aparelho semimicroanalitico Terzano, segundo descrição de 
CANAL (9).

�spect!:.Q_ H.,�tra violeta - Obtido em espectrofotometro 
,,

Beckman nu, usando-se como solvente etanol absoluto, contendo -
2,5 mg da substância por 100 ml. 

E,sp�g..t!,Q infrã-vermelho - Executado pelo prof. W, Man­
ser na Eidig Technische Hochschule,.laboratorium f'Ür Organishe 
Chemio, Zurique. 

Determin&ç� guanti tati:i.â � g.r.upo§. h!droxila - RGaliZ,â 
da segundo método descrito por VOGEL (60). 

Determinação gyantitativa g§_ grupos metoxila - Feita -
por Alfred Bernhardt no Microanalytisches Laboratorium im Max-­
Plamk Institut fttr Kohlenforschung, Mulheim. 

... ,, 

Provas gualitatiyg.§. parã ã funçao fenol - Foram as se-
guintes as provas para esta função; reação com cloreto de ferro 
segundo WESP e ERODE (61); reação de formaç�o de indofenÓl de 
Liebermann descrita em PAECH e TRACEY (43); reação com sais de 
diazonio (43) e reação com �cido nitroso e nitrato de mercúrio 
de FEIGL (19). 
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Provap gualitativas para !nsaturae;ão· -
. gundo método descrito por VOGEL (59). 

3.2.5.2. PROVAS BIOLÓGICAS 

.. 2l. -

Realizadas se--

Estas permitiram-nos estabelecer o espectro antimicro­
bi.ano da substância isolada. 

PrOva !!€!. ativida9it 'llª�P métopo das estria.§. mil� -

Conforme foi desõ�ito em 3.2.1.2. 
. 

, Prova� atividade �l.2 metpdo 92. placa gradã&nte - Con 
forme foi descrito em ;.2.1.3º 

f_tova à a..tiyidade � peterminaçio Sã mortalidade .. 
w,centual - Conforme .:·toi descrito em 3.2.1.4. 
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4. RESULTADOS

4.1. · PESQUISAS PRELIMINARES

; 

lada; 

�ELA I 

Atividade dos extratos preliminares 

Extratos 
MICRORGANISMOS 

Na 1 ?fg 2 NO 3 NQ 4 N'1 5

B. subtil"is 9 10 10 - -

IAUR 
Eo coli ... - ... ... 

IAUR 
Staph. aureus 14 IAUR 16 - - -

Myc. smegmatis 13 IAUR 13 ... .. -

e. albicans
- - - -

IAUR :, 1 

Os dados indlcarn: diâmetro da área de inibição em mm. 
EJt'trato n9 1 ê:ic�tona; nQ 2 metanol; nó 3 água désti­

bfl 4água destilada. pH 8 1Q; ng 5 água-destilada pH 2,0. 
. - - --� i,-.- - :: "�- ' ' ;-\ ' -·

. •' . . ' : , , .  
. 

.. '.lf�tmde.stabilidade dos ·e:xtrátos Jl'fê:Lil'nin<ares. 

' ' ' '' . é:" ... ' '),;;: 

Ext. nQ l Ext. nQ 2 Ext. n2 l Ext, n9 1 
nH nH nH nH 

2,0 6,8 9,o 2,0 6,o 9,0 2,0 6,o 9,0 2,0 6,o 9,0 
,._,_,'!!"' ... -------l--·------------.;1-----+--+--+---t----+--+----I 

Stapl'l. aureus 
· Il�UR 12 11 13 15 12 11 11 10 10 ., 11. 10 10 

Bac� .. subtilis 
. I/i.UR 11 11 11 12 15 12 14 12 § 10 11 11 

---------------------------·----•--·-

Myc, . smegmatis 
TAUR 

11 15 15 · 10 10 10 10 11 10 18 14 15 

Os dados indicam diâmetro da área de inibição em mm. 

Extrato nº l· ace.tona; nQ 2 metanol. 



4"'2 .. ATIVIDADE DOS RESÍDUOS BRUTOS 

TABELA III --
, Limite das doses inibitorias 
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r-· ----..... 1---------.... ,---· 
M I C R O R G A N S I M O S f RESÍDUO 

N9 Bac ilJ.us 
I 

Staph � -rc=-;;;dida l'B7u-;e_l_i_a---1 B-.. -. _m_e,_11-. ___ B_r_u_ce-1-.la...,
I subtilis au:ce

. 
u.s I alblcans! suis tensis abortus 

{ IAUR , IAUR I IAUR I IAUR IAUR IAUR 
+-------i---���,.._.,...,�.�� . -,,,_�-· -i------t-----·---·

1 50-60 1 60e•_70 )-100 
1-----1----➔ ---+-------i-----·,.._ ___ _. 

2 50-60 >�Jj >100 - -,-----·-+------�--+<·� _,,_, 
-r----i-----i

4ô-50 40-50 1 >100 . 1 - - -
, ____ ,.__.__ ----r---:---:__.,l·--·---------

40-50 40-50 1 .> 100
+-

! -4-
5

6

'.�,_._..,. 

8 

9 

30-40 30-;;-·r-=-- • -_---1-•---_ -�-_----t 

- ·-c-=-6or>� -oo�t, --=--40-50 . �� ~="�-�t=--�--•1----_---,.. __ -_-i 

-,;,,, 
__ 4_0-_50 -�::..? __ :__��-:_, ___ -____ -__ 

�0-50 40-50 1 - 40-50 40-50 -

·-60-70 50�60 __ �:,�-t 40-50 30-l.i:·-º
-+-_

>_1
_
00

---t 

-------.�-◊�-il· �0-;1·--=-1-4Ô-50 - -30_40 -

1----�_:_:_:_:_·_ -1--_:::;Efi-�-f�--::-:=:=:���-.--:-

..... 

10 

ll 

12 

13 

,i4 40-50 1 50-60 1 - 20-30 10-20 .

40-50 50-6o_J_��-
±

· 30-40 l:::_20 

---5-�� -r����-�r-��=��-��.-----15 
� ... 

4�3o ATIVIDÀDE DO RESÍDUO A 

_Na tabela a seguir podemos observar os resultados obti, 
dos pelo metodo das estrias em agar 
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TABELA IV 
-----

Limites das doses inibitórias 

MICRORGANISMOS mcg/ml de meio 

Bacillus subtilis - IAUR 70-80
·' 

·Staphylococcus aureus-:C.AUR_ >100

Brucella suis � IAUR 60-70
-

Brucella melitensis - I.AUR 1 30-40

4.4. RESULTADO D.AS PROVAS FÍSICO-QUÍMICAS E BIOL6GICAS 

Abaixo relacionamos os re::sultados que nos permitiram 
o esclarecimento das propriedades fisico químicas da substân­
cia isolada, bem como a determinação do seu espectro antimicrQ
biano.

4e4el• PROVAS FÍSICO.-QUÍMICAS 

Foram os seguintes os resultados obtidos nas diversas

provas realizadas. 

Ponto 9§. fµsão - 87,2 - 87,6gc 

Pêso molecular - O Valor obtido foi 285 

j2et_g_rµiin?çã� gualitativa ª-ª, hal,ogâpi:,Q - Os resultados_ 
desta prova mostraram-se negativoso 

Determinação g ua6i tati Vq, � nitrogênio 2, erixofr§ ... Os 
resultados desta prova também foram negati�os� 

Determin._açª·º 911antitatiy_ã àª- carbono 2, hi,drogênio - 012,

tivemos os seguintes valores para cada e lamento: 

Carbono - 76,80% 
-

A 

Hidrogenio - 7,86% 

Por diferença obtivemos para o oxig;nio um valor de -

Espectro ultra-violeta - O espectro ultra violeta apr2, 
sento� pico caracter:Ístico a 275-270

7-
como pode ser observado

no grafice nº 1. 

�-� infra-vermelho - o espeotro infra-vermelho -
apresentou-nos picos de absorção relacionados com funções local! 
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zadas e picos relacionados com hidrocarboneto$ em geral, como� 
pode ser observado no gr�fico nQ 2. SÔmente levamos em consid� 
ração os picos que nos permitiram estudar particularidades da 
substancia isolada • 

... 

Det�rminaçap guaptitativa ài grupos h�dro;�lâ - Foi 
, 

obtido um valor de 5,50% de hidroxila na molecula. 

Dat9rminação guantitativa !153. grupos met·ox;.U - o valor 
determinado para metoxila foi 9,66%. 

Provas g_ualit§t�.vas Wã .ã função ;tenÓl - Foram os se­
guintes· os resultados obtidos nestas provas:· 

Reação com cloreto de ferro - Positiva, com formação 
de côr azul intensa. 

N , A 

Reaçao de indofenol - Positiva, com mudança de cor --
� ... 

apos alcalinizaçao. 

Reação com sais de diazonium - Positiva com formação -
de cor vermelho avinhado. 

N , , 

Reaçao com acido nitroso e nitrato de mercurio - Posi-
... A 

tiva, com formaçao de cor vermelhae. 

;erovas su1J.itatiyas para insaturaçis - Os rasuJ.tados -
obtidos nesta prova foram negativos. 
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Espectro ultra-violeta 

\ 

____________ ..__ ____________ ,

200 250 300 350 400 

�=mr
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'fABELAY 
Significado oos p:rinci1)a_is picos. c1e absorçao do espectro inf�ca-­

ve:r.•melho 

Numero fte cineas 

cm-1

3610 

3000 o o o o 1) o 

1615 • o o • • • 

1592 • e. " a • • 

1515 o • • oi o o 

• • • • • • 

-, 17r .. 
- • �- --.; 

• ,) q, o lt 

1075 •••.•• 

1033 

9L�:5 

900 D o • • • e •

825 

-o-OE

-Q-

,, 
ciclo0te:i."'

e - o-e 

e - o- e 

1 1 

-Q-
R' 

cicloéte:: 

R 

'----------------·---·-·--·--··---
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4•4o2• PROVAS BIOLÓGICAS 
,. ( ... 

Sob este item sao apresentados os resultados que nos 
permitiram estabelecar o espectro antimicrobiano d� substância 
isolada 

TABELA VI 

Limite das doses inibitÓr1ias pelo método das estrias em agar 

MICR0RGiiNISM0S DOSE 
mcg/ml MEIO Incubação 

2C/hs 
·---------------,--- , ____ , ____..

Bacillus subtilis ATCC 9945 
Bacillus·subtilis ATCC 9789 
Bacillus subtilis IAL 47-4 
Bacillus subtilis NM 4 
Bacillus subtilis 9 IAUR 
Bacillus anthracis IAUR 

10-20
10-20
10-20
10-20
20-30
10-20

Bacillus anthracis UNT 28 10-20
Bàcillus mycoides IAUR 20-30
Bacillus mycoides 1 IAL 51-240 10-20
Staphylococcus aureus IAUR 20-30
Staphylococcus' aureus 19 IAL 27-2; 20-30 
Staphylococcus aureus 37 DPH 
Staphylococcus aureus 38 DPH
Sarcina lutea IAUR 
Sarcina lutea RSC 10 
Sarcina lut�a ATCC 533 
Neisseria catharralis IAUR 
Escheríchia coli IAUR 
Escherichia coli 7 IAL 39-72 
Klebsiella pneumoniae DPH 
Klebsiellâ pneumoniae I.AUR 
Salmonella typhosa UNT 288 
Salmonella typhosa FMSP 
Salmonella typhosa IAUR 
Shigella paradysenteriae IAUR 
Mycobacterium ph:.0:i. IAUR 
Mycobacterium phlei DM-BS 11: 
Mycobacterium smegmatis IAUR 

20-30
20-30
10-20
20-30
10-20
60-70
;;,100
'),1.00
.>100
>100

80-90
>100
>100
.>100
20-30 
10-20
20-30

Mycobacterium smegmatis DM-BS 112 10-20
Mycobacterium tuberculosis var. 
hominis IAUR t10-20 

NA 
NA 
N.fl, 
NA 
NA 

NA 

NA 

NA 
NA 
NA 
NA 
NA 
NA 
NA 
NA 
NA 
NA 
w 
w 
w 
w 
w 
w 
w 
NA 
NA 
NA 
NA 
NA 

w 

37/24 
37/24 
37/24 
37/24 
37/24 
37/24 
37/24 
37/24 
37/24 
37/24 
37/24 
37/24 

·37/24
37/24
37/24
37/24
37/24
37/48
37/48
37/48
37/48

37/48
37/48
37/48
37/24
37/24
37(24
37/24
37/24

37/24
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l 

MI CRORG.ANifiliiOS 
D08:S 

1-íEIO 
Incub.:,e5c 

mcg/ml QC/hs 

Nocardia nsteroides I�UR 20-·30 NA 30/48 
Brucelltt �uis IAUR 20-30 NA 37/48 
Brucelln melitensis IAUR 20.�30 NA 37/48 
Candida o.lbicens IAUR )100 j:,i 30/48 
Candidél tropicL:lis IAUB >100 11 30/48 
Ctmdida stellntoid(;la IAUR )100 M 30/48 

Pseudomon2.s morgmlii TAU:R )100 MA .. 37/48 
Cryptococcus neoformens IAUR 50-�60 NA 37/48 
Cryptococcus neofo.rmnns FMSB )100 NA 37/ü8 
C,éllldid� nlbic�:ms I.l\.L 52 ... 76 )100 M 30/48 

~ 
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GRÁFICO 3 
Comp�ração entre os resultados obtidos pelo método das estrias 

, em agar e pelo matodo da placa gradiente com O e 24 horas de 
difusão 
* Dose inibitória sem difusão antes da inoculação
+ Dose inibitória com 24 hs. de difusão antes da inoculação

I Limites de dosa inibitória no método das e;trias em agar
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TABELA VII 
Q -=4- .:2 n;:::m,1 :e•--

Doses inibitórias Pelo método da placa gradiente 

I•·· 
Dose Incubaç.ão Meio Pré:inc3.: MICRORGANISMOS mcg/ml QC/hs baçao/hs 

.,-----------------1--.....::::..:.._-1-_..:..:_:.;..:_--1-,_--1-..:,;,::.!.::.:.::..= 

J Bacillus subtj �-i·s ATCC ( 9945) 
l Bacillus subtilis ATCC (9789)
• 

'-
,

Bacillus subtilis NM (4)

Bacillus subtilis IAL (47-4)

f Staphylococcus aureus 19 IAL (27-23) 
1 Staphylococcus aureus 37 DPH 
1 Staphylococcus aureus 38 DPH

1 
Bacillus anthracis UNT (28) 

1 Bacillus mycoides l IAL (51-240) 

1 
Sarcina lutea RSC (10)
Sarcina lutea ATCC (533) 

I Escherichia coli 7 IAL (39-72) 

1 Escherichia coli ATCC (8677) 
j Klebsiella pneumoniae DPH 
'! $almonella typhosa UNT (288)
li 

J Salmone11a
. 
typhbsa

. 
FMSP

,_ ! Mycobacterium pb.101. m-1=BS ,11.l)

1

, Mycobacterium smegmatis DM-BS (112) 
Cand:l.da albica:ns CNIA 1=12-9 

1 
Candida albicans

_ 
FMSP (382)

Candida albicans IAL (52-76) 
Candida krusel FMP (422) 
Cartdida krusei roe (2395) 
Candida krusei I'Z (81) 
Candida piRrakrur�-i_ IBB (48)

Candida. tropicali.s IOC \2892) 
Candida tropicalis I'Z (123) 

· Candida sub-tropicalis IZ-A (174)
Candida pseudo-tropicalis ATCC (8659)

_ C.andida pseudo-tropicalis IOC (2697)
Candida �tellatoidea IAC (33) 
Pseudomonas aeruginosa 3 IAL (48-3)
Cryptococcus neo.formans FMSP 

· Aspergillus oryzae ATCC ( 7252)

15,5 
18,3 
17,2 
16,1 
22,2 
20,0 
22�2 
16,1 
17,6 
18 ? 8 
12,7 

220 
)300 
)300 
78,8 
180 
7,7 

11,6 
)300 
)300 

93 
)300 
)300 
}300 

)300 
)300 
)300 
)300 
)300 
}300 
)300 
)300 

140 
)300 

37/24 NA 
37/24 NA 
37 /24· NA 
37/24 NA 
37/24 NA 
37/24 NA 
37 /24 NA 
37/24 NA 
37/24 NA 
37/24 NA 
37/24 NA· 
37/48 NA 
37/48 NA 
37/48 NA 
37/48 NA 
37/48 NA 
37/24 NA 
37/24 NA 
30/24 M 
30/24 M 
30/48 M 
30i48 M 
30/24 M 
30/24 M 
30/24 M 
30/24 M 
30/24 . M 
30/24 M 
30/24 M 
30/24 M 
30/24 M 
37/48 NA 
37/48 NA 
30/48 M 

24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
o 

24 
24 
o 
o 

24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
24 
o 
o 
o



ffl))(Í9 
, , 

MICRORGANISMOS 

., . . . , . 
, 

·Penicillium sclerotium KBR (2074)
Penicillium citreo-vir.ide ATCC (10425
Aspergillus avenaceus KBR (517)
·Polyporus cincinatus MB (1683)
Fu_sarium aurantii IBB (115)

· Fusartum sulphureum ATCC (7642)
Fusarium moniliforme ATCC (7809)
Sporotrichijm anglicum s (496)

Sporotrichum gougeroti IFO {5583)
Sporotrichum carougeani S (495)

. -. 

Dose 
mcg/ml 
>300
)300
>300
)300
>300
>300
)300
)300
>300
)300
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Incubação 
QC/hs· 

Meio Pré:incy
bacao/hs 

30/48 M o 

30/48 M o 

30/48 � o 

30/48 M o 

30/48 M 24 

30/48 M 24 
30/48 M 24 
30/24 M .O 

30/24 M o 

30/24 M o
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TABELA VII 

? 

Atividade pelo metodo de mortalidade percentual 

MICRORGANISMOS 
... 

Incubaçao Mortalidade 
hs/ºC %

Significâ�-
eia estatis Desenvolvimento 
ca da mortã indivi�u�l das 

lidada = colonias 
J>------------1-------&------+---------·t-------1 

Candida parak:r''lsei 
IBB 48 48/30 * 

idêntico em am­
bos os tratame1 

tos 
,----------i--+------�-·-·->•-·--�·-•4-4���������------½ 

Candida stellatoi­
dea !AC 33 · 48/30 * 

·d" t· :i. en 1co em am-
bos os ,tratamei

tos 
�......,._.�r�.-•----·"""t�--� 6-.�•••:,,,,.,,,.�.� .. �"�'--·"""»w,:<1- • : .. ...,.._��•---...-... 

Candida tropi.calis idêntico em am-. 

, _:_:::_ __ , ___ 
4
_
8
_
/
_
3º

-· 
�j___".�.:_ os 

:��atame1

·candida albicans idêntico em am .. 
FMSP 3a2 48/30 54�0 ** bos os 

t 
tratamei 

-··---==-· _.., __ .:.1>1t:� ...... -�� � .. -·----��•Un:;(. t • •  ;1,cc=,,,.,.....i,,. _ __,_ ,,...�,-��u- R� 

Candida krusei 
IOC 2395 48/30 100 i0 . *** ... 

Candida albicans 
I L---���2J-

�---�-
4
_
o
_
l3

_':_ __ -�:.., 
9 --l---,�*:

-

"'"'�r.,,.""9'· --------i 

Candida tropicalis Bem menor nas 
roe 28 92 48/30 59,9 * placas que rec�

r,� .. ---· --�-�-.� -�-·--"'·-----•�o-....,..,. ___ �, ��.,:,,��,,,,..,��IÇ:<ilfl1t,.·�· �·-----�9�����w�tiz 
Candida krusei j_d�ntico em  am-

ri 8l 48/30 O n/s bos os tratameu 
t>-------·-----.---�-·�----·-· -�s ---��""',t,;,,,��l'-l .ZJ ... to� . 

1 Candida krusei 
FMP 422 

IBB 115 

48/30 

48/30 

* 

Bem menor nas 
67,0 *** pJ.acas que ,recf 

bem antibiotico 
�--..,_, .. �.,,..- ,,., ,e .  .. 1 ��·--1,,...�-!IT•--= ��--�� .. �' ...:""""'l't"-"'���.ll''"O:'t..J'"""'.,_�-� 

A Fusarium monilj_for- ldentico em aro-
me ATCC 7809 48/30 49,9 * bos os tratamen

---------------����-----t=Q,,.�----t 

Fusarium sulphureum. bem menor nas 
ATCC 7642 48/30 15�9 n/s placas que ,recg 

-----------·-.. -·---·· -..----�-..,--� -·�----- J?J;JJlL3lll.tih.i.Q!.:i,sQ 

Aspergillus avena­
ceus KBR 517 48/30 37,0 ** 

bem menor nas 
placas que,rec� 

. '.tie:gi_a;otil:i.w.isc. 
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'��, Significâ9-. Desenvolvimento
MICRORGANISMOS Incubação Mortalidade • eia e statJ..§. individual das 

hs/9C % 
tica da mir colônias talidade º 

Aspergillus oryzae Bem menor nas 
ATCC 7252 48/30 82,3 *** - placas que ,rec.fil

bem antibiotico 
Penicillium sclero-

'--

idêntico em am-
tiorum KBR 2074 48/30 54,6 ** bos os tratamen 

tos 
Penicillium citreo- Bem menor nas 
viride ATCC 10425 24/30 28,9 * placas que ,reciil

bem antibiot:i cr
Candida pseudotro-
picalis IOC 2697 48/30 100,0 *** -

--

Sporotrichum angli- idêntico em am-
s 496 72/30 68,l ** bos os tratamei;cum tos 

Sporotrichum gouge- Bem menor nas 
- roti IFO 5983 72/30 13,8 ** placas que .,reo� 

bem antíbi otiõc 
Sporotrichum carou- Bem menor nas 
geani s 495 48/30 19,2 * placas que ,recfi

bem erntíbiotioc
�:tnorus cincinatu s Bem.menor nas

MB 1683 48/30 40,,0 ** placas que ,rec!j ·
' bem antibioticc

' 

n/s = não significativo 
* = significativo a 5% 
** = significativo a 1% 

*** = significativo a 0,1% 
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5e DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

5ol� PESQUISAS PRELIMINARES 

Os resultados das tabelas I e II devem ser encarados do 
ponto de vista estritamente qualitativo

1 
pois as provas de disco 

que nos forneceram os resultados nelas tabelados, foram de nat� 
. ... 

reza mui to simples.. Apesar de sua simplicidade este tipo de pr.2, 
va é indispensável na pesquisa preliminar de atividade antibiÓ= 
tica; sua grande vantagem reside na não necessidade de esteri-

,., ,

lizaçao dos extratos tratados. Os resultados por nos obtidos = 
através destas provas, permitiram-nos observar a presença da a­
tividade, bem como a grande estabilidade da mesma em condições -
agressivas,. 

A prova·de atividade dos resíduos brutos (Tabela III) 
mostrou=nos a variação da atividade nos emsmos, indicando=nos = 
também que não estávamos extraindo matéria inerte mesmo nas ex= 
traçÕes finais quando a quantidade de resíduo era mÍnimao 

A prova de atividade do resíduo A (Tabela IV) mostrou= 
nos a inutilidade de considerar o mesmo em posteriores purifica-

~

çoes,, 

Estas provas forneceram=nos dados importantes para co­
nhecermos detalhes da natureza quimica da substância em estudo� 

O ponto de fusão situou-se entre limites bastante pró-
, ~ ... 

ximos, o que e uma indicaçao da pureza da substanciaº O valor 
, / A , 

285 encontrados pelo metodo de RAST e aproximado. Este metodo 
/ A 

't 
• admite u'a margem razoavel de erro c omo inerente ao me odo em si; 

...

deste modo o valor encontrado deve ser considerado em conjunto 
com outros dados, para o cálculo da fórmula empírica. 

Os métodos empregados na determinação de halogênio, ni= 
tro�ênio e enxÔfre, embora qualitativos são muitos sensíveis; 

~ A 

os resultados negativos obtidos sao provas que a substancia estu 
~ A 

dada nao possue esses elementosº 

Assim, consideramos que a substância possui somente ca� 
bono, hidrog;nio e oxig�nioo Os valores obtidos, C = 76,ffiÕ% e 
H = 7�86%, sugerem a presença de insaturaçÕes ou anéis aromáti= 
cos na molécula, ou ambas as coisas simultâneamente. 
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O espectro ultra-violeta apresentou a 275-280 m_,M. um -
pico que � càracter:Ístico de aromático, mas não exclui a possib1, 
lidada da presença de duplas ligações conjugadas. O espo·:c:tro -
infra-ve�elho forneceu-nos indicações em maior número e mais 
definidas. 

, 
Esta estabelecida que em compostos contendo apenas car-

bono, hidrog;nio e oxigênio, os picos definidos acima de 1,350 
cm·1 estão associados à virbraçÕes de grupos localizados.

O pico associado a vibrações do grupo OH livre locali­
za-se a 3.636 cm·1 em alcoÓis primários e esta posição é relat1 

( ' ,., . , 

vamente insensivel a variaçoes estruturais. Nos alcoois secun-
,; , , ,.. A 

darios, terciarios e fenois o pic·o de abserçao cai para frequen 
c:i.as menores, sendo que para· o caso de fenÓis êle localiza-se a 
3e611 cm•1• No espectro da substância e� estudo o pico a 30610
cm-1 indicou a presença de OH fenÓlico, fato comprovado pelas -
provas qualitativas para essa função.

Dêste modo é evidente a presença do _seguint�, grupo._. de;.

�tomos na molécula: 

O· � 
· ·· ·•. · · · 

- -OH

' 

A presença de grupo aromático ainda é evidenciada pelos 
picos a 3.000 cm-

1 , 1 .615 cm·
1 ,:.t;�515 cm

.;..1 e 900 cm-1• Os picos
L,615 cm·1 e 1.592 cm-1 situam-se na faixa de absorção caracte ...

( . , , , ristica dos aromaticos, sendo o ultimo particularmente util na 
11stinção entre anéis aromáticos e duplas ligações conjugadas ,,

Os picos a 1.245 cm-1 e 1.075 cm-1 estão associados re�
• ,-. ,p , N 

pectivamente a vibraçoes assimetricas e simetricas da ligaçao -
C - O - C quando o oxig�nio faz parte de um sistema conjugado do 
tipo 

• 1
- e = C - O - R ou 

-Q-0-!l
Contudo éteres de primeiro tipo apresentam absorção ca­

racterística a cêrca 3.100 cm·1, oriunda da ligação C-H (em gru­
po etilênico) perturbada pela presença do oxig;nio vicinal; a -
inexistência de pico na região citada levou-nos a considerar a 

, presença do seguinte grupo na mol,ecula: 
, · ' . ,  ... ..... ... ' · .  
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O pico a lol75 cm-1 origina-se de vibrações assimétri­
cas de anel em ciclo éterº· O pic'O 1.033 cm-1 é devido a liga--

IV , 
o 

/1 

çoes eterica em cicloetero 

O pico a 945 cm-1 origina-se da ligação C - O ... C em
éteres de cadeia aberta� 

O pico a 825 cm-1 é devido à presença na molécula de a­
romático dissubstituido em 1-4, os.aromáticos trissubstituidos -
t�mb�m originam absorção entre 825-805 cm-1 porém apresentam o�
tro pico característico entre 870-855 cm-1 inexistente no espec�
tro em discuss;oª 

Com base nos resultados qualitativos e quantitativos -
obtidos, passamos ao estabelecimento de uma fórmula ampirica e 
ao esclarecimento de partes estruturais da molécula. 

Para o estabelecimento da fórmula empírica partimos·dos 
seguintes dados� OH%, ocH3%, e%, H%, O% e pêso molecular.

A massa de um grupo OH é igual a 17, analiticamente ob­
tivemos um valor 5,50% na substância. Para ter no·mÍnimo um grll 
po hidroxila na moléct.la, a subst�ncia deve ter um pêso molecu-­
lar mínimo de: 

5,50 
17,0 

: 309 

A massa de um grupo OCH
� 

é 31, analiticamente foi de-­
terminado o valor 9,66% na substancia. Pelo mesmo raciocínio t� 
mos� 

100 

P.Mºmin.

9,66 
· 31,0

..

- 320

"' 

Assim, temos dois valores aproximados do peso molecular 
mínimo calculados a partir das percentagens de hidroxila e meto-

.., .,_ A , 

xila, sendo a media 314,5 por aproximnçao 315, Todas as molecu-
las que apresentem as mesmas percentagens de hidroxila e metoxi-

, , A _, 

la seriam admissiveis, porem seus pesos moleculares seriam�multi 
plos dos mínimos calculados .tantas vêze s quantas fÔssem as hidr_g_ 

, 

·xilas ou metoxilas presentes na molecula •.
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PM = P�in. cal·c. x n

n = número de metoxilas ou h.idroxilas na molécuia. O péso mol!! 
cular determinado. limita as possmbilidades estabelecendo n= 1. 

, , Ã 

Calculamos o numero de atemos de carbono, hidrogenie e 
oxigênio· possíveis aos valores calculados e na média, com base. 
nos valores p�rcentuais encontrados em análise •. 

··--· -
�
-

M

-
ca

_
l
_
c
-
.. 
--.1----==----_ -_-_E===L�:--_ --E===M==E===N==�x ___ o��:::::::_-:

.,_ ____ , -•-+-l• ---º----+-----H---..... --�-º--�
309 19,77: 20 24,28: 24 2,96: 3 

.........-�� .. ·------+--------+--------...... ------t 

320 20,48: 20 25,15: 25 3,06: 3 
-----i----------ii----------,i---------t 

315 
.., 

20,20 - 20 24,75: 25 3,02: 3 ,__ ..... ........_ __________ ·�----·-.,__, ______________ _..
Os valores calculados estabelecem que a substância tem 

na molécula vinte átomos de carbono, três átomos de 9xigênio e 
vinte e qur,•',-:-o ou vinte e cinco átomos de hidrogênll:o. 

"' 
Tal po:ssibilidade admite dois pesos moleculares, 312 e 

"' 313, comparando os valores percentuais calculados em tais pesos 
, moleculares com os valores encontrados em a nalise temos: 

E 
VALORES 

En9ontrados em 76,80analise 
Calculados para 76,92PM = 312 
Calculados para 76,67.PM = 313 

-� 1

L E M E

H% O% 

7,86 15,34 

7,69 15,38 

7�66 15,33 

N T

OH% 

5,50 

5,W-1. 

5,33 

o 
OCH� 

9,66 

9,92 
. -

9,90 

Pelo quadro acima verificamos que os·valores calculados 
situam-se muito próximos dos valores determinados analiticamen­
te, 

Baseados nos dados obtidos pudemos esclarecer algumas 
particularidades estruturais 

"' -
Em uma supstancia que possui a proporçao efit1ontráàã dê 
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carbono e hidrog�nio, e 
como ficou �videnciado, 
cleos aroQáticos. 

n;o possui duplas ligaç5es olefÍnicas 
a 

. , 
c�evemos admitir a presença .. e dois nu--

/ , A ✓ • A ., Exister..1 na mo],.ecula ·cre s a tomos de ox1.ge1110 que fazem 
parte dos seguintes grupo�: 

1 1 

HO-
Q--

1 1 
8 

R-Of\-

w 

ou � 
R-0 \==f-�-OH

Uma vez que o espectro infra-vermelho e stabele ee a pr,ê_ 
, . 7 ", ' • ,, d . " . ,.., 1 1· sença �e cic_oe�er, o �erceiro a�orao e oxigenio rica oca iza--

do� portanto R = cH3 nos grupos acima. 

Er,1 vista do pico de absorção a 825 cm-1 excluir campos-
, N 

tos aro:::aticos trissubstituidos e dissubstituidos que nao sejam 
nas posições. 1-4, fica evidenciado que a hidro.xila e a mato:-;::ila 

� A - / 

presentes na molecula da substancia estao ligadas a nucleos aro-
,I' N 

ma�icos diferentes. Quatro das cinco restantes posiçoes estã.o 
, I\ ... 

ocupados por atemos de hidrogenio, pela quinta posiçao, "para", 
Deste -, l ,, . 1· ' ' d l' l os nuc_eos éU'orna.·cicos 1gam-se ao re s·can-ce .a mo_e cu a. 

, modo fazem parte da molecula os seguintes grupos de 

-O
H H 

-OCH 

"· a:comos � 
H H 

º
OH 

H H 

3 
1 

H H 
A ' I A �s·Ges grupos e:xie,em 13 atomos de carbono -, 12 de hidrog�� 

à · " ·  
., , , nio e 2 .e oxigenio; o restante da nole cula e consti tu ido, por-

, A A tanto, de 7 atamos de carbono, 12 de hidrogenio e 1 de oxigenio ., 

.A presença do cicloéter justifica a fórmula c20H2403,,. , � . 
qualquer que seja o numero de a.tomos de carbono no anel (de 2 a 
7 átomo::;), porém o pico a 1.033 cm-l é característico do tetrahi
dropirano. 

A ✓ / Deste modo propomos corno partes da estrutura da molecu-
la os seguintes gruposi 

Ti H H H 1 

1 1 
-e- e -c-

ºOH ◊OCH3
o 

1 1 

ou + 12 H
1 

n 1 1 II H H -e-e-
1 



.f. 1/j /il/.p 
- 42 -

5.3. PROVAS BlOL,QGICAS 

, 

O metodo das estrias em agar, que utilizamos inicial� 
me-nte para a determinação do espectro antimicrobiano, oferece -
vantagens marcantes sÔbre os demais métodos empregados com o me§. 
mo fito� Permite-nos �le trabalhar com amostras não esteriliz.a-­
das o que o sit�a em posição vantajosa com relação aos métodos -
de diluição em série e turbidimétrico; êstes exigem esteriliza-

N ,., A 

çao absoluta e que pode .acarretar destruiçao de parte ou toda a-
tividade pelo calor ou perdas por absorção quanto a esteriliza-

,., , çao e feita em filtros tipo Seitz ou Berkfield. 

Outra vantagem apresent�da é não necessitar de padrões 
nem sofrer grandes limitações devidas à maior ou menor hidrosso­
lubilidade da subst�ncia, como sucede no m;todo dos cilindros; 
além de mais podemos provar vários microrganismos de uma só vez 

,., , { , o que nao e possivel em nenhum dos outros metodos.

Os resultados obtidos pelo método em questão (TABELA -
Vl} fornecer-am-nos uma id�ia básica do espectro antimicrobiano 
e serviram-nos também como padrões para provar a viabilidade do 
método da placa gradiente bem como a necessidade do·uin período -
prévio de difusâo antes das inoculações. · 

Os resultados mostram a atividade antimicrobiana da ... 
substância isolada, contra microrganismos gram positivos, gram 
negativo-s,, �cidos re si tentes e outros. 

Devido à pequena quantidade de substância em nossô. po­
der, limitamos as pesquisas por êste m�todo a uma dose máxima de ... 
100 mcg/ml, pois limites maiores exigiriam quantidades relat'iva--

. 
A mente elevadas da substancia. 

A escass�s da substância levou-nos a empregar o método 
da placa gradiente na determinação das doses inibitórias. Êste 
método apresent1:1 tÔdas as vantagens do método das estrias e mais 
uma, que é a possibilidade de ob;l4ermos numa Única caixa um vari$!. 
ção contínua das doses em limites tão amplos quanto se deseje, 
com pequena quantidade de antibiótico. 

Escolhemos sempre gradientes que nos fornecessem l�itu­
ras de no minimo 1,0 cm das par�des verticais das placas, a fim 
de e.vitarmos êrros caus�dos pelo menisco formado ao col�carmos -
meio fundido nas placas. Tomando esta precaução e escolhendo-se 
placas de fundo plano, a exatidão obtida foi superior à consegui 
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da pelo método das estrias, uma vez que as doses inibitÓri.as 
são expressas em valores mais definidos. 

Em vista da substância ser insolúvel em água tivemos -
necessidade de determinar e tempo Ótimo para o estabelecimento 
do gradiente. Isto conseguiu=se procedendo-se conforme foi 4es-

.. , 

crito em 3�? 1�3G No grafioo n2 3 podemos verificar que os��-
sul ta dos são mais ooncordante s quando os microrganismo são in9- .. 
culados 24 horas após a confecção da placa; em vista disso to..:.•.:: ..... 
mamos êsse tempo como Ótimo. 

Os microrganismos que necessitam de 48 horas para apre".'.'

sentarem crescimento possivel de ser medido, foram inoculados -
em seguida à confecçào das placas, embora a inoculação após 24 
horas de difusão não alterasse de modo sensivel os resultados -
das leituras. 

Pelo gr�fico nº 4 podemos verificar a equival�ncia dos 
dois processos na determinação da atividade da substância. A -
discordância observada com relação à §irci;ni\, ;ty_tea RSC 10 e ao 
Mycobacterium phlei DM-BS 111 não invalidam a correspondência·en 
tre os métodos, podendo ser atribuídas às imperfeições inerentes .. 
ao dois m�todos� 

, Pela tabela VII podemos observar que grande n'IJl'llero de 
microrganismos mostra.m-se resi tentes a doses até 300 mcg/ml, ... 
contudo, é importante frisar que várias dos mesmos apresentam -
crescimento menor e irregular na região do gradiente onda a oon-

,., ,I' ,p 

centra�ao e maxima. 

Êste método, como o das estrias exige supressão total -
do crescimento dos microrganismos para éorreta leitura e conse­
quente determinação da dose inibitória. Tal não sucedendo o mé­

todo mostra-se falhoe 

Baseados na observação do menor crescimento da alguns -
microrganismos na região de maior concentração do gradiente , ian. 

N � 

çamos mao da determinaçao da mortalidade percentual como terceiro 
meio de provar a atividade da substância em.estüdo. 

Esta prova é a Única que se presta à avaliação da ativ;l 
dade antibiÓtica, quando esta se manifesta pela supressão apenas 
parcial do crescimento dos microrganismos testados. Não determ! 
na ela a dose inibitÓria j propriamente, mas sim a sensibilidade, 

li' mesmo parcial, dos organismos testados perante doses pre-fix�da_Si-'-
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Utilizamos apenas a dose de 300 mcg/ml e a 
N . -., 

de repetiçoes de cada tratamento foi a causa de nao 
, 

doses intermediarias em vista da pequena quantidade 
{ eia disponivel. 

necessidade
utilizarmos

A 

de substan-

,.. 

.Como podemos verificar pela tabela VIII, com exceçao -
de Candid� gopical'i s I'<;-123; Cazndida krus9i I�-81 e Fusarium 
sulphur§.lmJ. ATCC -7642; todos os demais microrganismos testados 
apre sentam alguma ·sensiblidada. 

Temos casos em que apesar da alta percentagem de morta­
lidade a significância é pequena. O caso mais tipice é o da -
.Qe.ndida �rusei FMP-422.na qual observamos mortalidade de 100%, 
porém a significância é ao nivel de 5%; isto explica-se pelo -
fato do coeficiente de variação dentro do tratamento ser relati_ 

,.. , , 

vamente alto com relaçao ao numero de celulas semeadas. 

O anti,biÓtico tem ação espec!fica para cada microrgani_g 
mo, não se fazendo sentir sua ação igualmente em todos microrgâ 
nismos de um mesmo grupo. 

Durante o desenvolver do nosso trabalho f'oi repetida--· 
mente observado que em vários microrganismso, as colônias sobre­
viventes expostas ao agente antibiótico apresentaram-se menores 

. . 
A 

que o tamanho usual das colonias nas placas testemunhas. Isto 
sugere que provàvelmente seriam mutantes deficientes respirató­
rios descritos por EPHRUSSI (15) em leveduras, estas observações 
sugerem que resultados mais positivos podem ser obtidos utili-­
zando-se linhagens de microrganismos que não dão origem a mutan 
tes deficientes respiratórios. Esta possibilidade não fo-i ex-­
plorada, mas nossos result.ados estão aproximados dos encontrados 
por -MOATe colaboradores (39) com linhagens de leveduras, f'un-­
oionando o antibiótico como agente seletivo e não mutagênioo. 
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6� CONOOUSÕES 

a) - Da espécie estudada, CentrolobiYID, robustYm_ Benth.
foi isolada uma substância abtibiÓticâ de ação ampla. 

b} - A aç;o antibiÓtica da subst�ncia isolada, faz-se
sentir contra bactérias gram negativas, gram positivas e ácido 
resistentes; fungos fitopatÓgénos, patÓgenos humanos e levedu� 
ras. Dentre os microrganismos testados as bactérias apresentam 
de um modo geral, maior sensibilidade. 

e) - O untibiÓtico provoca em alguns microrganismos, o
" 

aparecimento de colonias menos desenvolvidas que as normais.
Isto sugere que tai:s colônias menores sejam mutantes deficientes 
respiratórios, agindo o antibiótico como seletivo e não mutagê­
nicoo Resultados mais positivos seriam provàvelmente obtidos,· 

N ,. 

empregando-se cepas de microrganismos que nao dem origem a mu--
"' 

tantas com alta frequencia. 

d) - A substância antibiÓtica isolada é estável tanto
, em pH acido como alcalino. Apresenta-se quando pura, como palh� 

, . , , 
tas alongadas esbranquiçadas, cerosas ao tato. E soluvel em me-
tanól, etanó1, acetona, clorofórmio e benzeno; pouco solúvel em 

, . .  , . , . , 
tetracloreto de carbono e eter de petroleo; insoluvel em aguaº 

e) - A substância antibiÓtica isolada, é composta ape­
nas de carbono, hidrog�nio e oxig�nio nas seguintes percentagens 
76,80; 7,86; 15,34, respectivamente. O pêso molecular é 312 
e a fórmula empirica c20H2403•

f') - Na sua estrutura o antibi6tico apresenta dois n�­
cleos aromáticos, um cicloéter, um grupo hidroxila fenÓlico e� 
um grupo metoxila. 

g) - sio propostas as seguintes partes estruturais co- ·
, 

mo constituintes da moleoula: 

-of Hq

�-" -OH +

H H 

ftoc�+ Q 
H 

+ 

1 ' 

-c- -e-
' 1 

ou 
1 f 

-c-c-
i 1

-1: 12H 
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• 
"' A 

A grande escassez de informaçoes sobre a presença de -
nntiniicrobianos · : em madeiras de e s.��ncia-s nacionais, levou-nos 
a estudar ê ste probl.ema' com relação à e sp�cie Centrolobi;um I.Q.­

bustum. 

Segundo métodos descritos neste trabalho, conseguimos 
isolar uma substância com marcantes propriedades antibiÓticas. 
Na determinação de seu espectro antibiótico, foram usados bactf 
rias, fungos e leveduras. Pelas provas realizadas verificamos 
ser a substância isolada ativa contra representantes dos grupos 
de microrganismos citados, sendo as bactérias as mais sensiveisi 

o estudo de suas características físico químicas levo�
, 

nos a estabeleder na molecula a presença de apenas carbono, hi-
A A , 

drogenio e oxgenio, sendo sua formula c
20

H
24

o
3

• Na sua estrutY,
ra a substância possui uma hidroxila, uma metoxila, dois núcleos 
aromáticos e um oicloétar. 
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An antimic:robial substancé tha t shêweti aêft!v! tr against 
reprêsentatitr�s of thê bacte�ia, rungl ahd ysast g!'bU�s, was ;.;. · 
isõlated from .ê�n.�r9i.ohiJ!m·to),"�·tijm,-;,·:1:k�ààtllâà.�:- .·,·· :;��,�� 
·Wóõc\• :tt was lt>und ;that ·carbbn; hiàr-ogshl -��� �9��,e�· wtr., pre-

ao,- .� ' 
• , • , , 't ' l • .; ,.: .�. ) • 

: sent in the moleoijl-e,.of this substatic·e�'-w�1élf p're��ent, ���- :fe>r-
� l , . . 

mula c20H2rp3• 
A h1dro:kylg rou·p, �a" methoxyl group, two a:roma-

tic nuclei anda cycle-ether were found in 1ts etr�ture, 
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