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1. INTRODUGAO

A busca e g utilizagéo dos vegetais com fins medicinais
que se processou através dos séculos de forma emplrlca, somen-
te no século XIX com os trabalhos de MARTINI (L4L3) comegou a ser
encarada & luz dos conhecimentos até entao adquiridos cocm maior
rigor cient{fico, quando 6ste autor empregou o timol com desifi
fetante, cuja constituigﬁo jé havia sido estabelecidé. Dexde -
entao tem-se ampliado constantemente o campo}de estudo dos ane~
timicrobianos de vegetais.

Se bem que os trabalhos sejam numerosos no tocante aos
vegetais em geral, menor nimero de pesquisas foram realizadas -
no campo dos antimicrobianos de madelras, especialmente no que
se refere aSeessencias nativas. 4 éstes estudos apresentamos -
nossa contribuicao,
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2. REVISLO BIBLIOGRAFICA

A primeira tentativa de estudar o problema cientifica~-
mente, coube a HAWLEY, FLECK e RICHARDS (25), que em 192l deter
minaram a sensibilidade de Fomes anosus, perante extratos aquo-
sos de madeiras de diversas espécies.

SOWDERS (L9) em 1929, estudou a agao toxica dos extra-
tos quosos de cerne de Thuja plicgtg‘sabre o fungo Lentinus le-
nideus. ’

- KITAJIMA (29), ohteve, em 1933 do cerne Thujopsis dolo
brata uma substancia que inibiu o crescimento de Polvporus vapo
riarius "in vitro", '

Em 1989, ERDIMAN (11) extraiu da madeira da espécie Pi
nus silvestris duas substancias ativas contra fungo e bactérias.
Essas substancias séo relacionadas com o estilbeno, e foram de=-
nominadas pinosilvina e respectivo metilnéter,

No ano seguinte LEBDUSKA e PIDRA (30) estudaram a agao
germicida do Sleo de pinheiro combinado com saboes,

Em 1941 AULIN-ERDIMAN (2) sintetizou o éter dimetilico
da pinosilvina. RENNERFELT (L46) em 1943 determinou quantitativa
mente a agéo da pinosilvina e de seu monimetil-&ter sobre diver-
sas espécies de fungos destruidores de madeiras. Em 1945 FRYK-
HOIM (16) realizou estudos bacteriolégieos e toxicolégicos com
as mesmas substancias mais o dimetil-dter.

SQUTHAM (52) estudou o comportamento antibidtico de ex-
tratos de cerne de Thuja plicata, em 1946, Determinou que a 2a
g§o antibidtica se faz sentir através do bloqueio dos grupos SH
de enzimas dos microrganismos afetados. Ainda neste ano WATER-
MAN (63) pesquizou a toxidez de e:itratos aquosos de onze espécie
de madeiras tropicais das Américas Central e do Sul, e trés es-
pécies da Amériqa do Nortes

ERDTMAN e GRIPEMBERG (12) isolaram em 1948 de Thuja pli
catg, trés das quatro substancias isomeras presentes no cerne,
de férmula bruta CloleOa’ eujas presengas jé haviam sido deter-
minadas anteriormente por outros autores (15, 50)., Tais substan
cias foram denominadasf(,fAe tujaplicinas. Ato continuo ao i-
solamento dos trés isomeros a J‘-tujaplicina fol identificada co
mo 5’-i50propi1 tropolona. Em seguida GRIPEMBERG (22) esclarece
a estrutura de 0( ~tujaplicina como sendo a U(Aisopropil propolo
na e ANDERSON e GRIPEMBERG (3) determinam que a G-tujaplicina é
a ~-isopropil tropolona.

No ano de 1949 uma outra substéncia derivada do estilbg
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no portantolrelacionada a pinosilvine, fol isolada por GRUNDON
e KIIG (2l1) de madeira de Chlorophora excelsa, tendo sido deno-
minada cloroforina. Ainde em 1949 GRIPEMBERG (23) isolou e de-
terminou a estrutura do quarto isomero de formula bruta Cloﬁlzo

o o T . o ). o 4 2 ’.-
presente do cerne de Thuja plicata, denominado~o acido tujico.
A ° ° ° '. ) ° ' : A <~y
Tal substancia havia sido isolade antariormente por ANDERSON e
S o i ° ’ o ° . °
SITRRARD (1) que a tinham denominado acido dehidroperilico e -

proposto uma estrutura inexsia,

Com os estudos realizados constatou~se uma particulari-
dade interessanie. As madeiras das arvores que crescen na i
rica fornecem acido tujico,(% eér tujanlicinas mas nao O( ~tuju~-
plicina, ao passo que as srvores da Sudcio fornecem acido tuji-
co()(e a’\ ~tujaplicinegs, }_')Qré'm, nao e) ~tujanlicina. As causas -
desta diferencga na composicao qu{mice das madel:ras de uma mesma
espécis, nao estao esclarecidas. .

TLDTMAN e WENNBRTELY (13) isolsram de madsira de Tetra

L) o t.o ’ ) o ° 1. 4 2
clinis articulata a tilioquinona, com propriedades antlfmnglcas.
No ano imedisto AULIN-BRDTMAN (li) isolou a nootkatina do cedro -
amarelo, Chamaecycarig nootkatsnsis estebelecendo para a nesma,

. o b e ~ . I
uma estrutura relacionada a trorolona. A atividade fungistati-
A < ° ° ° ' ° 2 v A .
ca tessa substancie fol evidenciada posteriormente por CALLSSON
e colaboradores (10).

Em 1951, JBKSEN (27, 2C) patentsou o uso de extratos de

%1

madeira do gensro Thuja morments Thuja occidsntalis e de madeira

T £ - - () 3 3 e N VT \
de Maclura pomifera coro preservativo de alimsntos. NISLIDA e

colaboradorss (LO) atestzram a atividade inibildora da 3,3',; L',
5¢T~pentahidroxi flevanona, uw: pigmento de madeira, contra Poiia
- vaworiaria e Polystictus sanguineus.

o ano subseqguente GOLLE e AVIR (L7) realizaram estuw

dos relacionados com a a@éo desinfetante do Jleo de conifera -
sobre o becilo da tubeverlose. CARLSSON e colaboracdores (10) i-
solaram de coniferas dois acidos ciclicos isomsros com forte e~
tividade antifungica e gue forer: denominados fcicos chemico & -
chaminlico. Dgterminou BLDULAN (1L) que a alta durabilidade da

madeira de Decrydium cupressinum ¢ devida a pfesenga de um fungl
cida fendlico encontrado nelo mesiio autor, no cerne Fodocerpus

ferrugineus.

OKATKI e HOMMA (L1) constataram, er: 1553, a atividade -
b} ) ° ) s ’ ° T - . ° ) - - TATTRT A Yl
bacteristatica do 0leo essencial de Tujopsis dolobrata. LUNACKA

. e e e ol 4 qe a2
(17) determinou que a atividade fungistatica da aistiline e da
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miricetina, dos pigmentos de maceire, ssta ligado a presenca de

grupos OH fendlicos.,

A ativicdace desinfetante ¢o coniferol contra Myocobacte
rium tuberculosis foi estudada por SINIRYBIRGER (56) em 1953,

 FUNAOKA (18) determinou que a distiline e a quercstina e seus -
respectivos penta-acetil e penta-metil derivados, controlam o

crescimento de Poria vaporiaria e Polystictus sanguineus culti-
A g N o o ’s o o ‘ o
vados soObie serragem de Cryptomaria japonica, embebida de meio

de Czapek 1ligquido.

Im 1955 BARNES % GERBER (&) trabalhando com Toxylon bo
miferun atribuiram a grande durabilidade e resistgncia ao apo--
drecirento desta madeira, a presenga do 2,3', l,5'-tetrahidroxi
estilbeno que é uma substancia relacionada com a pinosilvina,
FUNAOKA e colaboradores (20) estudando o compbrtamento antifin-
gico de dois pigmentos de madelra, consideram que suas ativida-
des se fazem sentir através de suas acoes bloqueadoras sOtre en-
zimas.

LIMA e colaboradores (31, 32) e 1956 evidenciaram a a-
gao antimicrobiana do lapachol e da xiloidina corantes ce madel-
ras da famflia Bighoniaceaq particularmente presenies nos g;ne—
ros Tabebuia e Tgcoma., WODINA publicou em 1957 (L8) trabalho no
qual revela que O antibidtico obtido do eucalipto, age por fixa-

cao bacteriana. Iv0 (28) realiza estudos farmacoldgzicos nas fra
gses ficidica e fendlica do Oleo de Thujopsis dolobrata, PAVOLO-

ety A . . .
TSKII (hly) fez estudos comparativos entre extratos de pinheiros
siberianos e caucasianos, concluindo pela agéo antimicrobiana ==
mails acentuada nos primeiros.

Em 1958 OERIU e colaboradores (L2) pesquisaram a ativi-
e o . . 4 N
dade antimicrobiana de resina de coniferas, dentre as quais se
o , o ° 1, o
destacam as seguintes esnecliess Finus montana, Picea excelsa, -

Picea polita e Fseudotsuga taxifolia, MARUYYILA e HENLY (38) -~
compararam as atividades antibacterianas de Gleos essenciais de
divezsog vegetais entre os quais estaos eucalipto, cinamorio e
cedro. SANCHBS-INAROCLIN e colaboradores (57) excrairam de ramos
Ce Haematoxylon brasileto wm antimicrobiano que foi identificado
como brazilina.

Tm 1959 LIIA e colaboradores (33) determinaram a presen
¢a de atividade antibidtica em madeiras de lei bresileirésg tals

. ~ . A o
como: 1ipe (Paratecoma peroba), itapecuru-preto e .ditapecuru-ama-
relo (Goniorrachis sp), pau-Brasil (Caesalpina echinata), jacarae

z ° =1 (N . 7 (N g I S 2
da (Dalbergia nigra), putumuju (Centrolobium robugtum), jacaran-
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da-violeta nglbergia coarensis).

SAVCHUK (58) em 1960 comparou os efeitos de varios fi=-
toncidos, entre os quais o do pinho, sobre os processos diges-
tivos.

LIMA e colaboradores (3li, 35, 36) expoem, em 1961; tra-
balhos soObre a agdo antibidtica de brazilina, bem como sobre apn
tibidticos extraidos do cerne de barabu (Paltogyne recifensis)
e do'jacarandé (Dalbergia nigra).

Em 1962, LIMA e colaboradores (37) estudam a atividade
antimicrobiana de alguns derivados do lapachol em comparagao -
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 (1j5) estudaram as ativi-
dades antimicrobianas presentes em madeiras dos géneros Machoe-

rium, Genipa, Casuarina, Escembekia e Luhea
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3., MATERIAIS E METODOS
3,1, MATERIAIS

3.1.1¢ AMOSTRA: ESTUDADA

0 material sob a forma de caibro de aproximadamente 10
x 10 em de secgao transversal, foi obtido de cerne de Centrolo-
bium robustum Benthe., familia Leguminosae, sub-familia Papilio=
noide&ag, originério do municipio de Itabuna no estado da Bghia, ‘-
onde a espécié & conhecida pelo nome vulgar demﬂputumujﬁ", sendo
no estado de 830 Paulo conhecida como araribi-amarelo,

A espécie em questio vegeta nos estados da Bahia, Minas
Gerais e Sao Paulo apresentando-se como uma drvore alta e fron-
dosa, cauls ereto, folhas compostas de foliolos grandes e f10res
agrupadas em paniculas terminais amplas. O fruto é uma vagem a-
lada espinecente. \

30102, SOLVENTE E DROGAS

Os solventesutilizados, salvo ressalva, sao de grau co-
mercial sofrendo como Unico processo de purificagéo uma distila-
950 simples. Como dispersante utilizamos o Tween 80, As demais
drogas, quando necessérias sao utilizadas mo grau "pro-analise",

3ele3~ MEIO DE CULTURA UTILIZADOS

Devido a diversidade de microrganismos provados, varios
meios de cultura foram utilizados. Para um mesmo microrganismo
usamos meios diferentes conforme desejassemos resultados qualitg
tivos ou quantitativos,

Na pesquisa inicial de atividade usamos um mesmo meio
para todos microrganismos, que foi o nutriente agar. Quando nos
interessou resultados quantitativos, lancgamos mao de meios de -
cultura espec{ficos. Os meios utilizados forame

Nutriente-agar (NA)

Meio de Sabouraud (Sb)

Mgio de Czapek (CZ)

Meio de mosto de malte (M)

Meio de Waksman (Wk)

Meio de esporulagao para fungos (B)

Todos foram confeccionados segundo o manual Difco 92
edicao reimpressa - 1953,
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a 3s1lol4s MICRORGANISMOS UTILIZADOS

UtilZzamos nas provas de atividade, microrganismos dos
- 3 ’ 3 3 3 L3 .
seguintes grupos: bacterias gram positivass gram negativas e
/. . . ] ’ ’
acido-resistentesy  fungos fitopatogenos,; patogenos humanos e

/7 : ~ - 3
leveduras patogenas. Segue-se a relagao dos microrganismoss

Bacillus subbilis: IAUR
Bgecillus subtilis ATCC (9945)
Bacillus subtilis ATcC (9789)
Bacillus subtilis IAL (L47-=1)
Bacillus subtilis NM (L)
Bacillus anthracis IAUR
Bacillus mycoides UNT (28)
Baciilus mycoides IAL (51-240)
Bacillus mycoides IAUR
Staphylococcus aureus -TAUR
Staphylococcus aureus 37 DPH

Staphylococcus aureus 19
Staphylococcus aureus 38

IAL (27-23)
DPH

Sarcina lutea TAUR
Sarcina lutea RSC (10)
Sarcina lutea ATCC (533)
Escherichia coli IAUR
Escherichia coli 7 IAL (39-72)

Bscherichia coli
Neisseria catharralis

ATCC (86TT7)
TAUR

Klebsiella pneumoniae IAUR
Klebsiella pneuméhiae DPH
Salmonella typhosa IAUR
Salmonella typhosa UNT (288)
Salmonella typhosa FMSP
Shigella paradysenteriae IAUR
Mycobacterium turberculosis var.

hominis : TAUR
Mycobacterium phlei: IAUR

Mycobacterium phlei
Mycobacterium smegmatis

DM=BS (111)
TAUR

Mycobacterium smegmatis DM-BS (112) .
Brucella suis IAUR
Brucella melitensis TAUR
Bocardia: asteroides IAUR



Vi "8

Candida albicans IAUR
Candida albicans " CNIA (112-19)
Candida albicans FMSP (382)
Candida albicans IAL (52-T76)
Candida krusei - IAUR
Candida krusei FMP (L22)
Candida parakruseil IBB (48)
Candida tropicalls IAUR
Candida tropicalis I0C (2892)
Candida tropicalis 17 (123)
Candida pseudotropicalis A ATCC (8659)
Candida stellatoidea IAC (33)
Candida stellatoidea JTAUR
Pseudomonas morganii : - IAUR
Pseudomonas aeruginosa 3 = IAL (L48=~3)
Cryptococcus neoformans ' IAUR
Candida pseudotropicalis I0C (2697)
Candida krusei 1% (81)
Candida krusei . Ioc (23-95)
Cryptococcus neoformans FMSP
Aspergillus oryzae ATCC (7252)
Aspergillus avenaceus KBR (517)
Pgnicillium citreo-viride ATCC (lolL25)
Polyporus cincinatus KBR (1683)
Fusarium aurantii IBB (115)
Fusarium sulfureum ATCC (T8L2)
Fusarium moniliforme ~ 4TCC (7809)
Sporotrichum anglicum S (L96)
Sporotrichum gougeroti IF0 (5983)
Sporotrichum carougeani S (L95)

Para a datecgéo e pesquisas preliminares, usamos apenas
os seguintes microrganismos:

‘Bacillus subtilis 9 ‘ IAUR
Staphylococcus aureus IAUR
Candida albicans IAUR
Brucella suis IAUR
Brucella melitensis . IAUR
Escherichia coli TIAUR

SIGNIFICADO DAS SIGLAS DE ORIGEM
 TAUR - JInstituto de Antibidticos da Universidade do Reecife



ATCC = American Type Culture Collection
IAL = Insti“ito Adolpho Lutz

NM = Nelson Maravalhas

DPH - Department of Public Health

" UNT = Universidade Nacional de Tucuman
"RSC - Ruben de Souza Carvalho

I0C = Instituto Oswaldo Cruz

CNIA - Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias
FMSP - Faculdade de Medicina de Sao Pauilo
DM=-BS = Department of Mlcrobiology

IBB - Instituto Bioldgico da Bahia

FMP - Faculté de Medicine de Paris

IAC = Instituto Agronamico de Campinas
KBR - Keneth B. Raper

MB - Metry Bacila

IFO - Institute for Fermentation of Osaka
Iz - Instituto Zimotéenico

S - Origem desconhecida

3.2, MSTODOS

3.,2.1, MBETODOS DE AVALIACAO Di ATIVIDADE ANTIBIOTICA
3,2.1-1. M3T0DOS DOS DISCOS DE PAPEL DE FILTRO

Bste método foi originalmente estabelecido por SHERWOOD
e colaboradores (51) para a determinagao quantitativa de penici-
lina. Depols de simplificado -crnou-se método rotineiro na de--
terminagéo qualitativa de poder antibidtico. O método simplifi-
cado foi por nos empregado para a determinagéo qualitativa de a-
tividade nos diversos extratos nas etapas iniciais da pesquisa-
Devido as simplificagBes‘serem muito numerosas e dispares, des--

crevemos aquela por nos estabelecida e empregada.

- Discos de papel Watman 3 MM de aproximadamente 0,6 cm.

de diémetro, preéviamente esterilizados, foram colocados sobre u-
ma placa de vidro flambada., Adiclonamos aos discos com o auxyi--
lio de um capilar, um volume dos extratos cujas atividades dess~
javamos provar, suficiente para embeber completamente o disco,
Apés a secagem, repetimos a operagéo, Depois da secagem final -
foram os @iscos colocados sohre o meio de cultivo, na superficie
do qual préviamente fizeramos uma semeadura por esfregaco do mi-
crorganismo escolhiio, Procedemas entao a incubacgao, a temperata
ra e tempo conforme o requerido peles microrganismcs utilizados.

BEm alguns casos guardamos as placas em geladeira por -
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tempo variavel, antes da incubagao. Isto propiciou que as subs
tancias antimicrobianas difundissem antes dos.microrganismos =
testadores iniciassem seu creséimento. Deéste modo pudemos oOb=--
}ter;hélos de inibicao mais definidos e de mais facil leitura.
“Bste procedimento aplicou-se especialmente aos germes de cresci
‘mento rapido.

3.2e1e2+ METODO DAS ESTRIAS EM AGAR

Bste método foi estabelecido por WAKSMAN-REILLY (62).
Empregamo-lo com alteragSes as quais permitiram-nos provar ali-
quotas até 1,0 ml, bem como expressar os resultados em pgso do
antibidtico por ml de meio, € nao em unidades diluigdo como no
método original.,

Uma solugdo etandlica contendo 10,000 mcg/ml da subs-

_téncia a provar, foi diluida a 1:10 com agua esterilizada; obti
vemos assim uma solugéo que contém 1.000 meg, da subsﬁéncia por
mle

E ~“Em seguida, em caixas de Petri vertemos aliquotas de
0,1 a 1,0 ml com intervalos de 0,1 ml. Imediatamente adiciona-
mos as placas quantidades de meio de cultura suficiente para -
termos em todas um volume final igual a 10 ml, Obtivemos deste
modo concgntragSés da substancia antimicrobiana, que variam de
10 meg/ml a 100 meg/ml com intervalos de 10 meg cada ume. Colo-
cados os meios de cultura nas placas, agitamos bem a fim de ob-
termos perfeita homogeneizacac.

Os inéculos9 quando se tratam de bactérias e leveduri-
formes, foram obtidos fazendo-se uma suspensao dos microrganis-
mos em égua esterilizada. Para a obtengﬁo de indculo de fungos
em um tubo de cultura colocamos de 15 a 20 pérolas de vidro e
esterilizamos o conjunto. Adicionamos ao tubo 2,0 ml de meio -
de Sabouraud 1iquido e incolulamos com um pequeno pedag¢o de mi-
célio. Apds incubagao por 48 horas, imediatamente antes do uso
procedemos a uma agitagéo vigorosa para obtermos fracionamento
do micélio.

A inoculacgao das caixas e respectivas leituras foram -
feitas segundo o método original.

3,2.1e3. METODO DA PLACA GRADIENTE -

Este método foi descrito por SZIBALSKY (55) e modifica
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do posteriormente por BRAUDE, BANISTER e WRIGHT (7), empregamo-

lo com modificagdes introduzidas por nés. Usamos caixas de Pe-

tri de 90 mm de diémetro'interno.é’ho"ml de meio em duas cama--

das de 20 mle A camada inferior fol sempre constituida d& nu- -
triente agar e a superior foi constituida de meio espec{fico'pa~
ra o grupo de microrganismos provados em cada calxa, mais um VQ

lume de solugdo de antibidtico, em etanol e Tween 80 a 5% em a-

gua, na proporgéo 1:9, em quantidade suficilente para fornecer -

concentracao de acordo com o gradiente dese jado. Os indculos -

foram obtidos do mesmo modo que no método das estrias em agare

- 11 -

Devido & insolubilidade da substancia em égua féz-se ~
necessario determinar o tempo otimo para o agstabelecimento do
gradiente. Isto foli conseguido pela inoculagéo nas caixas de =~
Petri, 0, 2l, U8 e 72 horas apés a confecgao das mesmas, microz-
ganismos de sensibilidades previamerite conhecidas perant§ é:suBg
tancia., Incubamos e medimos o tamanho das estriase 'Tbﬁém¢é é6:t
mo tempo 6timo, o das caixas nas quais os tamanhos das estrias
concordaram com os tamanhos calculados a partir da sensibilida-
de dos microrganismos inoculados. b

As medidas foram feitas superpondo-se as calxas sobre
um papel milimetrado.

3.2e10l, DTERMINAGAO DA MORTALIDADE PERCENTUAL

" Para a determinagao da mortalidade percentual usamos o
processo Totineiro de semeadura e contagem em caixas de Petri.
Comparamos o crescimento observado nas caixas que continham 300
mcg da substancia antibidtica por ml de meio, com o crescimento
das caixas testemunhas, tendo-se semeado em ambos os tratamen--
tos, nimero igual de células ou esporos. Os tratamentos foram con
conduzidos em triplicata e os resultados interpretados ostatis-
ticamente através da andlise da variancia com aplicacao do tes-
te Téta (6), Gste Ultimo forneceu-nos a significéncia estatisti
ca do efeito do matibidtico. O &rro residual usado no calculo
do teste, foi o observado entre as repetigoes. Antes de anali-
sados os dados foram transformados em variaveis continuas usan-

do-se a formulas 7
Xy =\ /x +-%' onde x 6 uma contagem (53)

3.2.2. BSTUDO PRELIMINAR DA ATIVIDADE

. \ ! o A .
Devido a natureza desconhecida da substancia em astudo
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nao foi possivel de antemao estabelecermos métodos fitoquimices
a serem aplicados no trabalho, Assim langamos mao de processo
geral para a detecgéo de' antimicrobianos de vegetais conforme

& usado nos laboratdrios do Instituto de Antibioticos da Univegr
sidade de Recife.

3,2¢2.1s PREPARO DA AMOSTRA E EXTRACAO

Uma parte da madeira sem prévia secagem foi transformg
da em serragemj pesamos cinco porgSes de 5 g que foram distri-
buidas em frascos Erlenmeyer de 100 ml. Adicionamos a cada um
dos frascos um dos cinco solvente abaixo relacionados:

Acdtona

Metanol

ﬁgua distilada

Agua distilada pH 8,0
Kgua distilada pH 2,0

Acrescentamos volume de solvente suficiente para embe-
ber totalmente a serragem e sobrar, apés 0 que os frascos foram
tapados e as amostras assim preparadas foram submetidas a agitg
géo por duas horas. Finda a agitagéo filtramos em papel e guar-
damos os filtrados em geladeira, até o momento de usa-los.

3.2+:2420o PROVA DE ATIVIDADE DOS EXTRATOS PRELIMI
NARES

As provas foram executadas segundo o método dos discos
de papel de filtro descrito em 3.2.1.1.

30¢2.2.3 PROVA DE TERMOESTABILIDADE

A esta prova foram submetidos os extratos que mostraram
° ° ° ° ° ° N o
atividade na prova anterior, tendo sido utilizados somente os mZ
. : 4 .
crorganismos que se mostraram sensiveis.

Aliquotas de 2,0 ml dos extratos ativos foram colocados
em tubo de ensaio e adicionadas de igual volume de égua distilg
da apés marcar na parede do tubo a altura aicangada pela aliqug
ta in‘cial., Em seguida acertamos o pH aos valores 9,03 6.0 e
2,0 com HC1l 10% e NaOH 10%-

Paralelamente outras alfquotas de 2,0 ml foram acerta-
das a pH 9,0, 6,0 e 2,0 sem receberem dgua. Estas alfquotas as~
sim preparadas eram deixadas a temperatura ambiente,
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, 0 primeiro grupo de aliquotas foi aquee¢ido em banho de
P4 . . ™~ , . . ~ s _ o
agua em ebulicao por 30 minutos. Tomamos a precaucao de adicig
nar égua a medida que a solugao evaporava evitando-se a secagem
completa. _
Préximo ao fim do per{odo deixamos evaporar a solugao

/ ) [ ~ A

ate abaixo da marca feita nos tubos, acertamos entao o pH de tgo
~ ' d

das as solugoes ao valor 6,0 e completamos o volume ate a marca

-~ 13 -

das paredes com o solvente apropriado. Nas solugdes gue nao sg
freram tratamento térmico o pH também foi acertado a 6,0, Os
extratos assim tratados foram submetidos a prova de atividade
pelo método dos discos.

3.2¢3. BXTRACEO PARA OBTENGAO DA SUBSTANCIA ANTIMICRO--
BIANA

Com base nos experimentos preliminares antewiores, prg

\ ~ A . S . . ‘
cedemos a extracao da substancia antimlcrobiana em quantidades =
suficientes para novas pesquisas.,

Desde que procurévamos isolar uma substéncia cuja natu-
reza qu{mica era desconhecida, néQ pudemos escolher "a priorif-
um dos metodos fitoquimicos ja estabelecidos, Trabalhamos assim
com uma série de solventes de polaridade creécdnte, na extragao
de antimicrobiano, Esta série era constituida dos seguintes =
solventes:

1 - Bter de petrdleo - fragdo 30-602C
2 - Benzeno
3 = Acetato de etila

’ I'd . . V4
O eter de petroleo mostrou-se mais apropriadoy seu resi
3. < . N . -~
duo era solido, pouco colorido, ativo e apresentou cristalizacao
incipiente.

3¢24341s PREPARO DA AMOSTRA E EXTRAGXO

A madeira transformada em serragem, num total de 1.500g
foi transferida para baléo'de 5 litros e adicionada de éter de
petrdleo em excesso. Apds vedagdo da boca, o baldo foi submeti-
do 3 agita@éo em agitador'rotatério, por 2 horas, Findo ésse pe
riofto filtramos a vécuo em funil sintetizado G-3 e lavamos a ser.
ragem com 200 = 250 ml de solvente fresco. Fizemos novas extra-
coes e filtragaes seguindo a mesma marcha, num total de quinze,

0 filtrado de cada extragao foi transferido para balao
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e evaporado a vacuo em banho de égua 28-302C. Os resfduos de -
consisténcia cerosa, cor amarelo palha e odor caracteristico, -
foram retomados individualmente em pequeno volume de benzeno, -
transferidos para balao de 250 ml e 6 solvente eliminado sob vé
cuo a 28-30¢C.,

3.203.2. PROVA DE ATIVIDADE DOS RESIDUOS BRUTOS
DOS EXTRATOS:

A prova de atividade foi feita nos residuos adotando-
se o método das estrias em agar modificado, como fol descrito
em 30291(2. ’

3.2.li, OBTENCAO DA SUBSTANCIA PURA E CRISTALINA

Constatada a possibilidade de obtencgao da substancia -
cristalina diretamente do resfduc sem purificacoes, tentamos a
cristalizagao.

3424l141s CRISTALIZAGAO

Tomamos aproximadamente 150 mcg de cada um dos residuos
transferimos para baloes de 100 ml e dissolvemos no minimo volu~
s ’

me de acetona possivel. Evaporou-se a vacuo e solvente. Em sg
. ~ . - )

guida os baloes foram levados ao refrigerador e ands 72 horas os
Z o ° ,~ , .

residuos cristalizaram com excegao dos nfs. 14 e 15 que so apfe
. . ~ ’ R 4 [N )

sentaram cristalizacao apos mais um periodo de L8 horas a tempg

ratura ambiente.

3.2.4,2. PURIFICACLO

Todos os residuos foram reunidos e dissolvidos no m{n;
mo volume de acetona. BEsta solugao foi concentrada a véacuo até
turvacao (solugao A), tendo a mesma sido deixada em refrigerador
por 18 horas. Apés éste periodo foi a solugéo centrifugada a
3,000 rpm por 2 minutos, obtendo-se um sedimento (precipitado A)
que foi trapsferido para balao e séco a vacuo tendo-se determing
do entao sua atividade pelo método das estrias em agar., No 'prg
cipitado A" notamos quantidade razoavel de poeira microscopica -
de madeira e nao houve indicios de cristais; em vista disso, foi
o masmo descartado.

Ao sobrenadante do '"precipitado A" juntamos Ster ée pe~-
troleo fragao 30-609C até turvagao permanente. Esta nova solugao
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denominada "B" foi deixada em geladeira por 18 horas, findas as
‘quais obtivemos separagao de fase oleosa. BEm vista disso, todo
o volume 1iquido foi de novo totalmente evaporado a vacuo em ba-
nho de 28-309C, até residuo séco.

Apés provas preliminares, escolhemos benzeno e dter de
petréleo como solventes mais apropriados para a cristalizagéo.
A substancia foi purificada por sucessivas recristalizagSes d$s~
ses dois solventes. Depois de tratada por carvao ativo para re-
tengao de matérias corantes, a substancia foi de novo cristali-
zada e sgca em dissecador,

Os cristails obtidos apresemtaram-se como palhetas alon=
- A 3 0}
gadas, e sbranquicadas e cerosas ao tacto. A substancia crista-
. 4 ’ ’
lina e soluvel em acetona, metanol, etanol, benzeno e¢ clorofor-
1 - ° 3 ’ 3
mkog pouco soluveis em tetracloreto de carbono e insoluvels em
I
agua.
0 esquema a seguir esclarece pormenorizadamente os pas-

sos seguidos na purificacao.

A . 3 . . e
Obtida a substancia na forma cristalina, foi a mesma
submetida a estudos, que ineluiram provas fisicoqu{micas e bio-
., .
logicas.
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ESQUEMA DE PURIFICAGAO
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Todos os residuos solubilizados em ace-
tona e concentrada a solugao até turva-
¢ao permanente

SOE?GAO A
/
Repouso por 18 hs em refrigeradof

precipitado formado

cenFrifugagéo 5.000 rpm/2 min.

~

Prova de atividade

Descartado

e

Precip;tado C

Descartado

r

soﬁ%enadante A

adicio_de éter de petroleo 30-602C até
turvagao permanente

SOLUCAO B

Repoﬁso por 18/hs‘em refrigerador
Pregipita fase liquido-oleosa

Volume liquido total evaporado a vacuo

Residuo resultante retomado no mln;mo -
volume de Benzeno e adjcionado_de eter
de petrdleo 30-609C ate turvagao permg
nente

SOLUGLO C
Repouso por 3 horas em refrigerador
precipitado formado

Cen?rifugagéo a 5,000 rpm/2 min.

-

“ Sobrenadante C

’ I e A
Evaporado a vacuo ate residuo seco

Re sidug retomado ey benzeno e adigiona-
do de eter de petroleo 30-602C até tur-
vagao permanente

SOLUGKO €y

Repouso a temperatura ambiente
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Formagao de precipitado

Separacao por decantacgao

Precipitado C, ¢-

Degkartado

Sobrenadante C1
\ 2 ra ¢ A
Evaporado a vacuo ate residuo seco

Res1du§ retomado em benzeno e adigiona-
do de é#ter de petrdoleo 30-602C ate tur-
vagao permanente

SOLPQAO C2
\ B
Repouso em refrigerador por 18 horas

Abundante formacao de cristais

Sep§rag§o por decantagao

+ benzeno de 1

vagem J’ .
Sobranadante C
+ benzeno de 1&g
vagem, gdiciong
dos de eter de om
petroleo 3Q-60ec &

 ate turvagao =,

Sobrenadante C§ <

SOLUGAO D

Descartada

benzeno
de lava

v
CRISTAIS C,

Lavagem 3 vézes com pequeno volume de
benzeno

CRISTAIS C2

adicionado éter de petroleo 30-609C ate
,turvacao permanente q .

Cristals sag dissolvidog em benzeno &

SOLUCA0 Cs

Repouso em refrigerador por 18 horas

Abundante formagio de cristais

5

Separagao por decantagao

Sobrenadante &
C3 + benzeno
'de lavagem benzeno

l de lava

Sobrenadante

gem /L

- CRISTAIS C3

Cristais G, sao lavados com pequeno vo-
1um? de beézeno

C3 + benzeno de
lavagem, gdicig
nadog de etgr de
petroleo ate tur

, vagao permanente j

SOLUGZO E

Descgrtada

W ~
Os cristais Cz sag dissolvidog em benzg
no, e agicionadg eter de petroleo 30~
L 609C ate turvacao permanente ,

SOLUCZ0 C),



p77s

. Sobrenadante &

’ - 18 -
\/

Repouso a temperatura ambiente e depois
em refrigerador

Formagao abundante de cristais

\ ~ ~
Separagao por decantagao

Cl + mistura T
de avagem

eter de pe-~
tréleo-ben-
Evaporado a zeno de la-
vacuo ate - vagem
secar 0

CRISTAIS Ch

Cristais C% ao lavados com mistura =
eter de petroleo-benzeno 20:30, em pa-
pel de filtro ‘ '

Residuo retoma-

do em pequeno

- volume de benzg,

no g adicionado

de rter de petro
leo 30-602C ate
turvagao ' .

SOLUGLO0 F

Desc&rtada

“W
grlstals CL sécos sobre papel de fll--'
Tro

b

Cristais Cy retomados em acetona

Solugao_acetonica tratada com excesso
de earvao ativo MERCK, agitada

'Solugao acetonica filtrada a vacuovém
funil sinterizado G-l

«

Carvao retido des-
cartado

Sof&géo acetonica descolorida

\ ~ N ' 4
Solxgao acetonica evaporata a vacuo

Resfduo oleoso retomado em benzeno

~ A, 4
Solucao benzenica evaporada a vacuo

Reslduo microcristalino

\

Res%huo mlcrocrlstallno, redissolvido
em ,benzeno e adicionado dg eter de pe-
trdéleo 30- 60°C ate turvagao permanente

s0LUGH0 C,

Repouso eém refrigerador

Cristalizagao abundante
Separacao por decantagao

\
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gobrenadante CMA <

+ solventes de T

lavagen ‘ !

. i/ o~ Y

Gvaporacao a va

cuo solvente
! ée lava-

gem A

!
CRISTAIS CHA
Cristaig séo lavados com mistura Ster -
de petrcleo ,30-602C - bgnzeno 20--30,
depois com eter de petroleo puro

v

N L
Res{duo retomaco
em venzeno ¢ adi
cionado Ce eter

de ,petroleo 30-602C

ate a turvagao ,

SOLUGAO G

Descairtada

CRISTAIS CuA

Crigteis secos em dissecador

Bstudo
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3.2.5, PROVAS FISICO-QUIMICAS B BIOLOGICAS
Esfas provas destinam-se a esclarecer as propriedades =
fisicoqu{micas da substéncia isolada, bem como estabelecer seu
espectro antimicrobiano. A |
%.245.1. PROVAS Fisico-qQuinIcas

A ¢ ~ ' I'd
Sob este item sao agrupadas provas tanto gquimicas camo
¢ N . . A .
flsicas, devido a sua estreita interdependencia.

Ponto de fusapo - Determinado an capilar segundo descri-
cao de VOGEL (59).

Paso molecular - Determinado pelo método de Rast,; con-
forme citagao de GATTERMANN (21).

.Determinacéo gqualitativa de haloggnio,- Fgita pelo mé-~
todo de Beilstein, segundo descrigao de SHRINER e FUSON (5L4).

Dgterminagéo gualitativa gg_nitrogéniq g enxofre - Fel
ta pelo método de Lassaigne, segundo citagao de SHRINER e FUSON
(54,

Doterminagao guantitativa de carbono.g,hidrogéniol- Fel
ta em aparelho semimicroanalitico Terzano, segundo descrigao de
CANAL (9).

Espectro ultra violeta - Obtido em espectrofotometro
Beckman DU, usando-se como solvente atanol absoluto, contendo -
2s5 mg da substancia por 100 ml.

Espectro infra-vermelho - Executado pelo prof. W. Man-
ser na Eidig Technische Hochschule,. laboratorium f#ir Organishe
Chemie, %Jurlque.

Detarminagéo guantitativa de grupos hidroxila - Reallzag
da segundo método deserito por VOGEL (60).

Determinacao gusntitativa de grupos metoxila - Feita -
por Alfred Bernhardt no Microanalytisches Laboratorium im MaXw-
Plamk Institut filr Kohlenforschung, Mulheim,

Provas gualitatiyag para a fungao fenél,- Foram as se-
guintes as provas para esta fungéo; reagéo com cloreto de ferro
segundo WESP e BRODE (61); reagéo de formag%o de indofendl de
Ligbermann descrita em PAECH e TRACEY (L3)3 reacao com sais de
diazonio (U3) e reagao com 4dcido nitroso e nitrato de mercirio
de FEIGL (19).
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Provag gualitativas para igsaturaggo,- Realizadas sa-#
~gundo método descrito por VOGEL (59). | -

%.,2:5.2. PROVAS BIOLOGICAS

- Estas permitiram-nos estabelecer o espectro antimicro-
biano da substéncia isolada.

Prova de atividade pelo método das estriag em agar -

Conforme foi descrito em 3.2.1.2,

Prova de atividade pelo método da placa grad nte - Con
forme foi descrito em 3.2.1.3. '

Prova de atividade pela determinagio da mortalidadg -~
percentual - Conforme ‘foi descrito em 3.2.1.lU.
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li. RESULTADOS

L,1, PESQUISAS PRELIMINARES

TABELA I

Atividade dos extratos preliminares

- 22 -

Extratos

_MIGEORGANISMOS No 1|NG 2|Ne 3|Ne L(Ne &

B. subtilis 9 - - -

_ TATR 10 | 10

B. coli - - - - -
IAUR

Staph. aureus . - - -

~ IAUR , 1h | 16

Myc, smegmatis : - - -

S | 13113

C. albicans - - - - -
IAUR X

Os dados indicém’diémetro'da area de inibigao em mm,

Extrato no 1 acetonas; n? 2 metanoly n¢ 3 dgua désti-
ne ly dgua destilad§_pﬁm§195: ne 5 agua-destilada pH 2,0,

ladag

TABELA 1T

g |l T EMPERALTYE A,
H e Amean s S e i
% o hAhPiente - HJ0 em ebuligao
&5 Bxt. no 1| Exte. ne 2 | Ext. n® 1 | Bxt. no 1]
5 pH___ pH pH nH
L = 20 §,9{9,0}2,0}5,0{9,0}2,0|6,0{9,0}2,0!6,019,0
Staph, aureus 11z |11 |13 {15 {12 |11 |11 {10 |10 j11 |10 f10
Bace. subtilis 11y 11 |1 12 |15 |12 |ub |12 10 11 J11
tiye. smogmatls 113 115 |15 [10 |10 |10 |10 |11 |10 |18 |14 |15

Os dados indicam diémetro”da drea de inibigao em mm.

Bxtrato no 1 acetona; n2 2 metanol.

-
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lie2. ATIVIDADE DOS.RESDUOS BRUTOS

TABELA III

' . o . - (] ° , -
Limite das doses inibitorias

REsDU0 | ‘ MICRORGADNS I[M os
Na Bacillus; Staph, iCandida |Brucella;B. meli-}Brucellsl
subtilis] aureus j;albicans suis tensis |abortus
TAUR TAUR IAUR TAUR | IAUR TAUR
1 50-60 | 60-70 | >100 | - - -
2 50-50 | 3100 | D100 | - - -
3 L0-50 | 40-50 | »100 - - | -
I j0-50 | Lo-50 | 100 | - S
! .
5 30-40 | 30-L0 - - -] -
6 1o-50 | 50-60 | >0 | - - | -
7 }10-50 L0-50 - - - -
8 60-70 | 50-60 | 100 Lo-50 | 30-Lo| 100
9 10-50 | Lo-50 | - 10-50 | 10-50 -
. 2o b -
10 B-50 Lo-50 & - [0-50 30-40 -
11 50-60 | 50-50 - 30-00 | 10-20 -
12 50-60 Z0=110 - 30-10 | 10-20 -
13 LO=-50 50-60 | - 30-40 10-20 -
AL 40-50 | 50-60 - 20-30 1020 | =
= ' ;
15 - 50-60 50~60 - 20-110 10-20 -

Lo3. ATIVIDADE DO RESTDUO A

Na tabela a seguir podemos observar os resultados obti
dos pelo método das estriss em agar
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Limites das doses inibitorias

MICRORGANISMOS {meg/ml de meio
Bacillus subtilis - IAUR | ° 70-80
-Staphylococcus aureus-IAUR | >100
Brucella suis - IAUR - - 60-T0
‘Brucella melitensis - IAUR  30-L0

Ly, RESULTADO DAS PrROVAS Fisico-quinIcas E BIOLOGICAS

Abaixo relacionamos os resultados que nos permitiram
0 esclarecimento das propriedades fisico qu{micas da substan-
cia isolada, bem como a determinagao do seu espectro antimicro
biano,.

Lelis1, PROVAS FisicOequiMICaS

Foram os seguintes os resultados obtidos nas diversas
provas realizadas.,

Ponto de fusao - 87,2 - 87,69C

A

Peso molecular - O Valor obtido foi 285

Determinacao gualitativa de halogénkg - Os resultados
desta prova mostraram-se negativos.

Determinacdo gualitativa de nitroganio g enxofrg - Os
resultados desta prova também foram negativos.

Dgterminagao guantitatiyvs de earbono e hidrogénio - Ob
tivemos os seguintes valores para cada elemento:
Carbono - 76,80%
Hidrogenio - 7,86%

Por diferencga obtivemos para o oxigénio um valor de -
15, 3L%.

Espectro ultra-violeta - O espectro ultra violeta aprg
sentou pico caracteristico a 275-270f7Lcom0 pode ser observado
no gréfico ne 1, ‘

BEspectro infra-vermelho -~ O espectro infra-vermelho -
apresentou-nos picos de absorgao relacionados com fungoes locali
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zadas e picos relacionados com hidrocarbenetos em geral, como -
pode ser observado no gréfico ne 2, Somente levamos em considg
ragéo os picos que nos permitiram estudar particularidades da

substancia isolada,

| | Detgrminagap guaptitativa de grupos hidroxilg - Foi
obtido um valor de 5,50% de hidroxila na molécula.

Datgrminagdo guantitativa deo grupos metoxila - O valor
determinado para metoxila foi 9,66%. :

Provas gualitativag para a funcio fopdl - Foram os se-
guintes'os resultados obtidos nestas provass

Reagao com cloreto de ferro - Positiva, ecom formagado
de cOr azul intensa.

Reagao de indofandl - Positiva, com mudanga de cor ==
apos alcalinizagao,

Roagao com sals de diazonium - Positiva com formagao -
A
de cor vermelho avinhado,

Reagao com dcido nitroso o nitrato de mercirio - Posi-
tiva, com formagao de cor vermelhfie

tativa ra aturacao - Os resultados -

obtidos nesta prova foram negativos,
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L.l.2. PROVAS BIOLOGICAS

A I'4 ~ ' ’
Sob este item sao apresentados os resultados que nos
PRI e o N A .
permitiram estabelecer o espectro antimicrobiano da substancia
isolada

TABELA VI

Limite das doses inibitdrias pelo método das estrias em agar

MICRORGANISMOS mooyey | MBIO [TRgRAca
Bacillus subtilis ATCC 9945 10-20 NAo | 37/24
Bacillus subtilis ATCC 9789 10-20 'NA 37/2L
Bacillus subtilis IAL L47-L 10-20 NA 37/2L
- Bacillus subtilis NM L4 10-20 NA 37/2L
Bacillus subtilis 9 IAUR 20-30 NA 37/2L
Bacillus anthracis IAUR 10-20 NA 37/2l |
- Bgeillus anthracis UNT 28 10-20 | NA 37/24L
Bacillus mycoides IAUR 20-30 NA 37/2L
Bacillus mycoides 1 IAL 51-240 10-20 NA 37/2L
Staphylococcus aureus IAUR =~ 20-30 NA 37/2L
Staphylococcus aureus 19 IAL 27-2% 20-30 NA 37/24
Staphylococcus aureus 37 DPFH | 20-30 NA 37/2L
Staphylococcus aureus 38 DPH 20-30 NA 37/2L
| Sarcina lutea IAUR 10-20 NA 37/24L
Sarcina lutea RSC 10 20-30 | Na 37/2l
Sarcina lutsa ATCC 533 | 10-20 NA | 37/2h
 Noisseria catharralis IAUR 60-70 | NA 37/24L
Escherichia coli IAUR | >100 W 37/L8
Escherichia coli 7 IAL 39-T2 %100 W 37/L8
Klebsiella pneumoniae DPH >100 W 37/L8
Mlebsiella pneumoniae IAUR 100 W 37/U8
Salmonella typhosa UNT 288 80-90 W 37/L8
Salmonella typhosa FMSP - »100 W 37/L8
Salmonella typhosa IAUR »100 W 37/L8
Shigella paradysenteriae IAUR >100 NA 37/2L
Mycobacterium phZasi IAUR 20-30 NA 37/2L
Mycobacterium phlei DM-BS 117 10-20 NA . 37/2L
| Mycobacterium smegmatis IAUR 20-30 NA 37/2l
Mycobacterium smegmatis DM-BS 112 | 10-20 | NA 37/2L
Mycobacterium tuberculosis var. | : :
hominis TIAUR \ 10-20 W 37/2L



Candide albicans IAL 52-76

#577 s - 30 -
vl

MICRORGANISHOS noeso1 | MBIO |TRgEDEgee
Nocardia asteroides IAUR 20~30 NA 30/L8
Brucella suis IAUR 20-30 WA 37/L8
Brucella melitensis IAUR 20--30 N& 37/L8
Candida albicans IAUR >100 M 30/L3
Candida tropicalis IAUR >100 1 30/L8"
Candida stellatoidea TAUR . >100 M 30/16
Pseudomonas morganii TAUR =100 NA 37/L2 -
Cryptococcus nesoformans ITAUR 50--60 - NA 37/L8 |
Cryptococcus neoformans FMSB >100 NA 37/18

>100 M

30/L8 |
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7. B
°f GRAFICO 3 | |
Comparagéo entre os resultados obtidos pelo método das estrias
em agar e pelo método da placa gradiente com O e 2l horas de
difusao

* Dose inibitdria sem difusdo antes da inoculagdo
+ Dose inibitdria com 2l hs. de difusfo antes da inoculagéo

I Limites de'dose inibitéria no método das eétrias em agar
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Obs. Nas placas inoculadas apds 18 e 72 hs. de difusao, nao se.
-observa variagéo sensivel no tamanho das estrias com rela
géo ao tamanho observado nas placas inoculadas apés 2l hs.
de difusao.
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TABELA VII

Doses inibitdrias pelo'método da placa gradiente

- 33 -

" Aspergillus oryzae ATCC (7252)

MICRORGANISMOS mggjgl Ingg?ﬁga°'Meio §§Z§§7§§

1 Bacillus subti’is ATCC (99L5) 15,5 37/24 NA 2l
| Bacillus subtilis ATCC (9789) 18,3 37/2L NA 2l
| Bacillus subtilis NM (L) 17,2 37/2L | NA 2l
Bacillus subtilis TAL (47-L) 16,1 37/2L, | NA 2l

Staphylococeus aureus 19 IAL (27-23) | 22,2 | 37/24 | Na 2l
! Staphylococcus aureus 37 DPH é0,0 37/2L NA - 2l
Staphylococcus aureus 38 DPH 22;2 37/2L NA 2l
Bacillus anthracis UNT (28) 16,1 37/2l | NA 2l
! Bacillus mycoides 1 IAL (51-2L40) 17,6 37/2L NA 2l
Sarcina lutea RSC (10) 18,8 | 37/2L | NA 2l
Sarcina lutea ATCC (533) 12,7 37/2L | BA 2l
¢ BEscherichia coll 7 IAL (39-72) 220 | 37/L8 | NA. 0
| Escherichia coli ATCC (8477) »300 | 37/L8 | NA 2l
Klebsiella pneumoniae DPH 7300 37/L8 NA 2l
i Salmonella typhosa UNT (288) 78,8 37/L8 NA 0
{ Salmonella typhbsa FMSP 180 | 37/L8 | NaA 0
{ Myccbacterium palei DM-BS (111) ToT 37/2L NA 2L
, Mycobacterium smegmatis DM-BS (112) 11,6 37/2L NA 2l
| Candida albicans CNIA 1~12-9 | ¥300 | 30/2L | M 2l
Candida albicans FMSP (382) »300 30/2L M 2l
Candida albicans IAL (52-76} 9% | 30/L8 | M 2l
{ Candida krusei FMP (L22) 2300 | 30/L8 M 2l
| Cartdida krusei IOC (2395) »200 30/2L | M 2L
| Candida krusei I% (81) »200 | 30/2L | M 2l
- Candida parakruco’ IBB (]8) »300 30/2L M 2l
| Candida tropicalis IOC (2892) »300 30/24 | M 2l
Candida tropicalis I% (123) Y300 30/2L | .M 2l

| Candida sub-tropicalis IZ-4 (17L) Y200 30/2L4 | M 2l

| Candida pseudo-tropicalis ATCC (8659)| 300 30/2L M a2l
 Candida pseudo-tropicalis IOC (2697) | 300 30/2L M 2l
Candida stellatoidea IAC (33) $300 30/2 | M 2l

! Pseudomonas aeruginosa 3 IAL (L48-3) Y300 37/L8 NA DO_
' Cryptococcus neoformans FMSP 140 37/L8 Na 0
| $300 | 30/L8 | M 0
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| MICRORGANISMOS | 0998, | IREUDRCAY a1 PrOZINCL
‘Penicillium sclerotium KBR (2074) [ >300| 30/48 | M | ©
Penicillium citreo-viride ATCC (10425 »300 | 30/48 | M | ©
Aspergillus avenaceus KBR (517) ' >300 | 30/48 | M 0
Polyporus cincinatus MB (1683) >300 | 30/48 | M 0
| Pusarium aurantii IBB (115) | >300 | 30/48 | M 2y
- | Pusarium sulphureum ATCC (7642) - | >300 30/.8 M 2l
Fusarium moniliforme ATCC (7809) | >300 | 3048 | M 2u
| Sporotrichum anglicum S (496) >300 30/L | M| .0
Sporotrichum gougeroti IFO (5583) | >300 | 30724 | M 0
| Sporotrichum carougeani S (L95) 1 »300 30/2L M 0
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TABELA VII
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Atividade pelo método de mortalidade percentual

1

significay-

Desenvolvimento .

' ceus KBR 517

MICRORGANISMOS | Incubagho| Mortalidade| oy qo mowts|individual das
hs/eC - % " 1idade colonias
A
Candida parakrasei 18/ %dénticg e% an-
18/30 13,2 * {bos os tratamey
IBB L8 _ <ijw 1 tos
| Candida stellatoi- "y 18 \ idéntico em am-
- : 30 13 * bos os tratamery
| dea  IAC 33 ‘tos
Candida tropicalis : idénticd em am-
' 17 123 L8/30 0 - n/s bos os tratamey
B tos
' ‘Candida albicans idéntico em am-
FMSP 382 L8/30 54,0 sk bos os tratamer
e ' tos
{ Candida krusei
10C 2395 L8/30 | 100,0 Sk -
Candida albicans ,
CNIA 113"9 be/BO ' 9999 *** -
Candida tropicalis | Bem menor nas
10C 28-92 48/30 59,9 * placas que,recg
, - x bem_antibiotice
"{ Candida kruseil idéntico em am-
T2 81 L8/30 0 n/s bos os tratamep|
: tos
Candida kruseil ,
| P 22 L8/30 100,90 * -
' Candida pseudotropi |
1 caiis ATCC 8659 h8/30 | 99.8 ok -
Candida subtropica- 1/ -y | idénticg em am-
{asa 30 7 KKk bos os tratamen
_lis I%-A 174 ? | tos
Fusarium aurantii _ Bem menor nas’
IBB 115 L8/30 67! kokk placas que,recg
, o . . {bem antibiotico
| Fusarium monilifor=-{ idéntico em am-
|me  ATCC 7809 118/30 L9,9 * bos osttratameg
i - oS
Fusarium sulphureum ’8 , bem menor nas
- Lh8/30 15,9 n/s placas que ,recg|
ATCC T6lL2 ’ bem_antibioticol
- Aspergillus avena- bem menor nas
' ' L87/30 3740 *k placas que , recg

bem antibiotigd;



s

significativo a 0,41%
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. 1 w |sienifican- De senvolvimento
MICRORGANISMOS }Incubacgao |Mortalidade gia egtatgg igdividual das
, hs/eC | % talidade 4 |  colonias
{ Aspergillus oryzae Y 8 Bem menor .nasH
‘ 30 - 8243 skkok 1placas que,rec
ATCC 7252 ’ bem antibisties
| Penicillium selero-| h8/\ L6 idéntic%'em am-
s 30 5 *% bos os tratamen|
tiorum KBR 2074 ? \ ts :
Penicillium citreo- L ' ' 8.9 Bem menor nasé
3 s 2L/30 2 * placas que ,rec
[ viride ATCC 10425 | ’ bem antibidticd
' Candida pseudotro- ' _
picalis Ioc 2697 | L48/30 100,0 . -
Sporotrichum angli- '/3 5 idéntico em ams
‘ ‘ 72/30 0,1 *k bos os tratame
_eun ,S L96 : tos
i Sporotrichum gouge- y 8 Bem menor nas |
: s : T72/30 13 %% placas que ,rece
[ roti IFQ 5983 . ’ bem antibgétiga
Sporotrichum carou- Le/ ’ Bem menor nas
i . » : 0 19,2 * placas que , recs
kgeanl S 495 | 3 ” 'bgmAgpt%biét ¢
Polyporus cinecinatus h8/; " ' ‘Bem menor nas
30 0.9 *k placas que ,recgl
MB 1683 ‘ | bem antibiotica
n/s = nao significativo
* significativo a 5%
** = gignificativo a 1%
*kk =
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS
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5.1. PESQUISAS PRELIMINARES

Os resultados das tabelas I e II devem ser encarados do
ponto de vista estritamente qualitativo, pols as provas de disco
que nos forneceram os resultados nelas tabelados, foram de naty
reza muito simples. Apesar de sua simplicidade éste tipo de pro
va ¢ indispensével na pesquisa preliminar de atividade antibid-
ticas sua grande vantagem reside na nao necessidade de esteri-
lizagao dos extratos tratados. Os resultados por nos obtidos -
através destas provas, permitiram-nos observar a presenca da a=
tividade, bem como a grande estabilidade da mesma em condigOes -
agressivas.

A prova de atividade dos resfiduos brutos (Tabela ITI)
mostrou-nos a variacao da atividade nos emsmos, indicando-nos -
também que nao estavamos extraindo matéria inerte mesmo nas ex-
tracoes finais quando a quantidade de residuo era minima.

A prova de atividade do residuo 4 (Tabela IV) mostrou-
nos a inutilidade de considerar o mesmo em posteriores purifica-
coes.

5.2. PROVAS FisIco-quiMICas

Estas provas forneceram-nos dados importantes para co-
¢ . A .
nhecermos detalhes da natureza quimica da substancia em estudo.

0 ponto de fusao situou-se entre limites bastante pr6=
ximos, O que & uma indicagao da pureza da substaneia, O valor
285 encontrados pelo método de RAST & aproximado. Bste método
admite u'a margem razoavel de érro como inerente ao método em sis
deste modo o valor encontrado deve ser considerado em conjunto
com outros dados, para o calculo da férmula empirica.

Os métodos empregados na determinagéo de halogénio, ni-
trogenio e enxofre, embora qualitativos sdo muitos sensiveis; =
os resultados negativos obtidos sao provas que a substancia estu
dada nao possue &sses elementoss

Assim, consideramos que a substancia possui somente car
bono, hidrogenio e oxigénio. Os valores obtidos, C = 76,80% e
H = 7,86%, sugerem a prcsenga de insaturagoes ou anéis aromiti-
cos na molécula, ou ambas as coisas simultaneamente.



Wil -

0 espectro ultra-~violeta apresentou a 275-280 mAL um -
pico que & caracteristico de aromético, mas nao exclui a possibi
lidade da presenca de duplas 1igagSes conjugadas, O espsztro -
infra=-vermelho forneceu=-nos indicagSes em maior numero e mais
definidas.

Esta estabelecida que em compostos contendo apenas car-
bono, hidrogénio e oxigénio, 0os picos definidos acima de 1,350
cn™l estdo associados & virbragdes de grupos localizados.

O pico associado a>vibragaes do grupo OH livre locali-
za-se a 3.636 cm™l em aleodis primarios e esta posicao 6 relati
vamente insensivel a variaqaes estruturais. Nos alcodls secun-
dérios, tercidrios e fendis o pico de absergéo cai para frequég
cias menores, sendo que para o caso de fendis ele localiza-se a
3,611 cm“l. No espectro da substancia em estudo o pico a 3,610
cm'l indicou a presenga de OH fenélico, fato comprovado pelas -
provas qualitativas para essa fungao.

Déste modo & evidente a presenga;dowsegu;ntghgruqu de.

1' ’
acomos na molecula:

4 presenga de grupo aromatico ainda é evidenciada pelos
picos a 3,000 cm™l, 1,615 em™%,: 24515 cu™l e 900 cm™t. Os picos
1,615 cm™t e 1.592 cm™ situam-se na faixa de absorgao caracte-
ristica dos aromiticos, sendo o Ultimo particularmente Util na

iistingéo entre andis aromiticos e duplas ligagaes conjugadas.,

Os picos a 1.2U5 em™L o 1,075 em™L estdo associados reg
pectivamente a vibragdes assimétricas e simétricas da ligagao -
C- 0« C quando o oxigénio faz parte de um sistema conjugado do
tipo /—

{ i / \-O-B
~-C=0C=-=0-R ou - ot

Contudo &teres de primeiro tipo apresentam absorgéo ca=
racteristica a cérca 3,100 cm'l, oriunda da 1igag§o C-H (em gru-
po etilénico) perturbada pela presenga do oxigSnio vicinaly a -
inexisténcia de pico na regiéo citada levou-nos a considerar a
presenga do seguinte grupo na molgcula:
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- 0 pico a 1.175 cm“l origina-se de vibragoes assimétri-
cas de anel em ciclo éter. O pico 1.033 cm“l é devido a liga--
goes etérica em cicloéter.

-1

0 pico a 9U5 cm™™ origina-se da ligagao C - 0 « C em
éteres de cadeia aberta.,

0 pico a 825 em™t & devido & presenga na molécula de a-

rqmético dissubstituido em 1l-l, os aromiticos trissubstituidos -
também originam absorgao entre 825-805 em™L porém apresentam ou
tro pico caracterlstlco entre 870 855 cm 1~ine,xiste‘nté no espec-
tro em discussao. ' -

Com base nos resultados gqualitativos e quantitativos -
obtidos, passamos ao estabelecimento de uma férmula emp{rica g
ao esclaregcimento de partes estruturais da moléculas

Para o estabelecimento da formula empirica partimos dos
seguintes dados: OHZ, OCH;%, C%, HZ, 0% o paso molecular.

A massa de um grupo OH 6 igual a 17, analiticamente ob-
tivemos um valor 5,50% na substancia., Para ter no minimo um gru
po hidroxila na molécula, a substgncia deve ter um péso molecu~=
lar minimo de:

100 5950 ~

PoMops 17,0

309

A massa de um grupo OCH, & 31, analiticamente foi de--
terminado o valor 9,66% na substancia. Pelo mesmo raciocinio tg
mos:

100 9,66 .

PnMomin' ‘3190

320

Assim, temos dols valores aproximados do péso molecular
minimo calculados a partir das percentagens de hidroxila e meto-
xila, sendo a média 31,5 por aproximacfio 315, Todas as molécu-
las que apresentem as mesmas percentagens de hidroxila e metoxi-
la seriam admissiveis, porém seus pésos moleculares seriam mﬁlti
plos dos minimos calculados tantas vézes quantas fOssem as hldro

"xilas ou metoxilas presentes na molecula.‘



}}/////e . --uo"...

, PM = PMﬁln. calc. x n

n = nimero de metox11as ou hidroxilas na molécula. O péso moleg
cular detsrminado. limita as possibilidades estabelecendo n= 1,

Calculamos o nimero de atomos de carbono, hidrogenie e
oxigenio posslvels ao0s valores calculados e na medla, com base.
nos valores percentuals encontrados em analise..

PM cales _ELEMBNTO
c H 0
309 19,77 = 20 2h,28 = 2h | 2,96 = 3
320 | 20,8220 | 25,15=25 | 3,06~ 3
315 20,20 = 20 “ 2u,75:§‘25 3,02 = 3

o | .

Os valores calculados esbtabelecem que a substancia tem
na molecula vinte Atomos de carbono, trés atomos de oxlgenlo e
“vinte e quo™?o ou v1nte e cinco dtomos de hidrogenko.

Cootp)-2593

Tal possibilidade admite_dmis pSsos moleculares, 312’9
313, comparando os valores percentuals calculados em tals pésés
moleculares com os valores encontrados em anélise temoss

ELEMETSNT O
o | w5 | o | oms | ocHg
Engontrados em} 76,80 7;86 15,34 5,50 9,66!

analise

VALORES

gﬁlgujﬁgos Paral 76,92 17,69 15,38] 55hl) 9,92

Sploulados para) 76,67| 7,66| 15,33| 5,33 9,90|

Pelo quadrO'acima verificamos que os valores calculades
51tuam-se muito prox1mos dos valores determinados analitlcamen-
te, ‘ -

Baseados nos dados obtidos pudemos eseclarecer algumas
particularidades estruturais

Em uma substancia que possui a propofg¢ao enéontrada de
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. AL ~ . . ~ € .
carbono & hidrogenio, e nao possui duplas ligacoes oleflnicas -
. 0] o A . . ° ’
como ficou evidenciado, Cevemos admitir a presenga de dois nu~-
’ .
cleos aromaticos,

. 4 ' A 4 - . A .
Existem na molecula tres atomos de oxigenio que fazem
parte dos seguintes grupos:

L. e L ou —
HO— R=0 —- R-0 ¥ — OH

Uma vez que o espectiro infra~-vermelho estabelees a prg
L3 ,l ). 2 ,I * A L3 o JN-3 a
senga de cicloeter, o terceiro atomo de oxigenio fica localiza--
dos portanto R = CH, nos grupos acima.

3
Emn vista do pico de absorgcao a 825 cm
tos aror-aticos trissubstituidos e dissubstituidos que nao sejam
nas posigoes. 1-l, fica evidenciado que a hidroxila e a mstoxzila

=l oxcluir compos-

presentes na molécula da substancis estao ligadas a nlicleos aro-
méticos diferentes. Quatro das cinco restantes posigaes e sta.0
ocupados por dtomos de hidrogénioa pele quinta posigéo, "para',
0s nucleos aromaticos ligam-se ao restants de molécula. Deste -
modo fazem parte da molécula os seguintes grupos de étomos:

ﬁ H
OH
|

H H
fstes grupos exigem 13 atomos de carbono, 12 de hidrogg,
nio e 2 de oxiganio; o restante da molécula & constituido, por-
tanto, de 7T dtomos de carbono, 12 de hidrogénio e 1 de oxigénioc

L] , L3 1™ ﬂ,
A nresenca do cicloeter justifica a formula CZOHZMQB
N rd 7, P4 ~
qualquer que seja o numero de atomos de carbono no anel (de 2 a
V] ’ . »~ /’ 4 . o
7 atomos), porem o pico a 1.033 cm 1 e caracteristico do tetrahi

dropirano,

"N Vd
Deste modo propomos como partes da e strutura da molécus
la os seguintes grupos:

pans N ul “ -l .‘ 3 3
i H -
N c- e ~C
~OH ou + 12 H
=
i1k _é'_é-




5.3. PROVAS BIOLOGICAS

0 método das estrias em agar, que utilizamos inicial=~
mente para a determinagao do espectro antimicrobiano, oferece -
vantagens marcantes sobre os demais métodos empregados com O meg
mo fito. Permite-nos ele trabalhar com amostras nao esteriliza--
das o que o situa em posigao vantajosa com relagao aos métodos -
de diluigao em série e turbidimétrico; éstes exigem esteriliza-
¢cao absoluta e que pode acarretar destruigao de parte ou toda a-
tividade pelo calor ou perdas por'absorgéo quanto a esteriliza-
¢do & feita em filtros tipo Seitz ou Berkfield.

) Vi ~ N - : ’ ~
Outra vantagem apresentada e nao necessitar de padroes
e 8 ~ . S . . : .
nem sofrer grandes limitagoes devidas a maior ou menor hidrosso-
3 o 9 A 3 ’ .‘. t' g . o
lubilidade da substancia, como sucede no metodo dos cilindross
’ . ' ‘. . . ’ '
alem de mais podemos provar varios microrganismos de uma soO vez
~ 4 I'd [
O que nao e possivel em nenhum dos outros metodos.

Os resultados obtidos pelo método em questao (TABELA -
V1) forneceram-nos uma idéia basica do espectro antimicrobiano
e serviram-nos também como padroes para provar a viabilidade do
método da placa gradiente bem como a necessidade de:um»per{odos-
prévio de difusfo antes das inoculagoes. g

Os resultados mostram a atividade antimicrobiana da =~
substancia isolada, contra microrganismos gram positivos, gram
’l 3 .
negativos,. acidos resitentes e outros. -

Devido a pequena quantidade de substancia ém Nnosso. po-
der, limitamos as pesquisas por éste método a uma dose méxima de ..
100 meg/ml, pois limites maiores exigiriam quahtidades relativa-
mente elevadas da substancia.

) . ’
A escassgs da substancia levou-nos a empregar o metodo
l~ .l.’l
da placa gradiente na determinacao das doses inibitorias. Bste
2/ A Id o .
metodo apresenta todas as vantagens do metodo das estrias e mais
’ e s o . .
uma, que e a possibilidade de obfermos numa unica caixa um varia
~ ’ e _ 0 ~~ ]
cao continua das doses em limites tao amplos quanto se deseje,
. 124 s '
com pequena guantidade de antibiotico.

Escolhemos sempre gradientes que nos fornecessem lgitu-
ras de no minimo 1,0 cm das paredes verticais das placag, a fim
de evitarmos érros causados pelo menisco formado ao colocarmos -
meio fundido nas placas. Tomando esta precaugao e escolhendo-se
placas de fundo plano, a exatidao obtida foi superior a consegul
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da pelo metodo das estriasy, uma vez que as doses inibitorias -
Sa0 expressas em valores mais definidos.

Bm vista da substancia ser insoldvel em agua tivemos -
necessidade de determinar e tempo 6timo para o estabelecimento
do gradiente. Isto conseguiu-se. prbcedendonsé conforme foi desé
crito em 3.7 1,3, No grafico n?2 3 podemos verificar que 0os re-
sultados sfo mais oDncordantes quando os mlcrorganlsmo sao ino- .
culados 2l1 horas apos a confecgao da placas em vista disso tofw‘
mamos 8sse tempo como otimo,

Os microrganismos que necessitam de L8 horas para apre=-
sentarem crescimento possivel de ser medido, foram inoculados =
em seguida & confecgéo das placas, embora a inoculagao apbs 2l
horas de difusao nao alterasse de modo sensivel os resultados -
das leituras. '

Pelo gréfico ne i podemos verificar a equivaléncia dos
dois processos na determinagao da ativiﬂade da subStanciaci'A <
discordancia observada com relagao a Sarcina 1ute RSC 10 e ,
Mzcobacterlum phlei DM-BS 111 nao 1nva11dam a correspondencla en
tre os metodos, podendo ser atribuidas as 1mperfeigoes inerentes;
ao dois métodos. '

Pela tabela VII podemos observar que grande nﬁmero de
mlcrorganlsmos mostram-se r651tentes a doses atd 300 mcg/ml, =
contudo, é importante frisar que vdries dos mesmos apresentam -
crescimento menor e irregular na reglao do gradiente onde a con-
centracio & maxima.

Este metodo, como o das estrias exige suprossao total -
do crescimento dos microrganismos para correta leitura e consen
quente determinagao da dose inibitérias Tal ndo sucedondo © mé=
todo mostra-se falhoe

Baseados na observagao do menor crescimento de alguns -
microrganlsmos na regiao de maior concentragao do gradiente, lan
gamos mao da determlnagao da mortalidade percentual como tercelrof
meio de provar a atividade da substan01a em ostddos. o o

Esta prova é a Unica que se presta a avallagao da ativ;
dade antlblotlca, quando esta se manifesta pela supressao apenas
parcial do crescimento dos microrganismos testados. Nao determ;
na ela a dose inibitdria, propriamente, mas sim a sensibilidade,
mesmo parcialy dos organismos testados perante doses prénfixadgapw
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Utilizamos apenas a dose de 300 mcg/ml e a necessidade
de repeticoss de cada tratamento foi a causa de n&o utilizarmos
dosés intermediarias em vista da pequena quantidade de substan-
cia disponivel.

Como podemos verificar pela tabela VIII, com excegao -
de Candida tropicalis I%~1233 Cgndida krusgi I%-81 e Fusarium
sulphurgym ATCC -Té423 todos os demals microrganismos testados
apresentam alguma sensiblidade.,

Temos casos em que apesar de alta percentagem de morta-
lidade a significéncia é pequena, O caso mais t{pico é o da -
Candida krusei FMP-422 na qual observamos mortalidade de 100%,
porém a significéncia é ao nivel de ©%3 isto explica-se pelo -
fato do coeficiente de variagéo dentro do tratamento ser relatj
vamente alto com relagéo ao nimero de células semeadas.

0 antibiético tem agéo especffica para cada microrganig
mo, nao se fazendo sentir sua agao igualmente em todos microrga
nismos de um mesmo grupo.

Durante o desenvolver do nosso trabalho foi repetida-=-
mente observado que em varios microrgénismso, as coldénias sobre-
viventes expostas ao agente antibidtico apresentaram-se menores
que_o tamanho usual das coldnias nas placas testemunhas, 1Isto
sugere que provévelmente seriam mutantes deficientes respiratéf
rios descritos por EPHRUSSI (15) em leveduras, estas observagoes
sugerem que resultados mais positivos podem ser obtidos utili--
zando-s¢ linhagens de microrganismos que néo dao origem a mutapn
tes deficientes respiratérios. Esta possibilidade nao foi ex--
plorada, mas nossos resultados estao aproximados dos encontrados
por MOAT e colaboradores (39) com linhagens de leveduras, fun--
cionando o antibidtico como agente seletivo e nao mutagénico.
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6. CONCEUSCES

-5 -

a) - Da espécie estudada, Centrolobium robustum Benth.
foi isolada uma substancia antibidtica de acao ampla.

b) - A agéo antibidtica da substancia isolada, faz-se
sentir contra bactérias gram negativas, gram positivas e écido/
resistentess fungos fitopatégenos, patégenos humanos e levedu-
ras. Dentre os microrganismos testados as bactérias apresentam
de um modo geral, maior sensibilidade.

] .’ ) ‘. 3
¢) - 0 antibiotico provoca em alguns microrganismos, o
0} n o ) .
aparecimento de colonias menos desenvolvidas que as normais.
3 A 3 3 ) 3 3
Isto sugere que tais colonias menores sejam mutantes deficientes
respiratérios, agindo o antibidtico como seletivo e nao mutage-
3 . . ) ) 3 R \ 3 ’
nico., Resultados mais positivos seriam provavelmente obtidos,
) o >~ A )
empregando~-se cepas de microrganismos que nao dem origem a mu--
A 3
tantes com alta frequencia.

A ) ) ) ) 3 )
d) - A substancia antibidtica isolada & estavel tanto
/. . ’
em pH acido como alcalino. Apresenta-se quando pura, como palhe
. ’ : 2
tas alongadas esbranquigadas, cerosas ao tato. E solivel em me-
, ’ ’ N : ’

tanol, etanol, acetona, cloroformio e benzenoji pouco soluvel em

N X . Pl '
tetracloreto de carbono e éter de petréleo; insollvel em agua.

e) - A substancia antibidtica isolada, é composta ape-
nas de carbono, hidrogsnio e oxiganio nas seguintes percentagens
76,805 T,8635 15,3L, respectivamente. O pa@so molecular é 312

, P .
e a formula emplrica CZOHZMQB‘

e 9 o _ ) o ] /
f) - Na sua estrutura o antibidtico apresenta dois nu-
. . ’ . . <)
cleos aromaticos, um cicloeter, um grupo hidroxila fenolico e -
um grupo metoxila. '

g) - Sao propostas as seguintes partes estruturais co-
mo constituintes da moléeula:

i Ha HH | == =te

o _
—-OH + O OCH.5 + g + ou + 12H
y ] [}
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A grande escassez de informagoes sobre a presenca de =
antimicrobianos : em madeiras de esséncias nacionais, levou-nos
a estudar éste problema com relagao a espéeie Centroloblgg pfol
bustum,

Segundo métodos descritos neste trabalho, conseguimos
isolar uma substancia com marcantes propriedades antibidticas.
Na determinagio de seu espectro antibidtico, foram usados bactg
rias, fungos e leveduras. Pglas provas realizadas verificamos
ser a substancia isolada ativa contra representantes dos grupos
de microrganismos citados, sendo as bactérias as mais sensiveisg

0 estudo de suas caracteristicas fisico quimicas levou
nos a estabeleder na molécula a presenga de apenas carbono, hi-
drogenio e oxgenio, sendo sua formula CZOHZMQB' Na sua estruty
ra a substancia possui uma hidroxila, uma metoxila, dols niicleos
aroméaticos e um ciclodter.
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S UM A R X

An entimicrobial substance that shewed attdvity against
represantatiV@s of the bacteriay fungi and jeast proupsy was -
isolated from Gentrolobilim robis tumy. 8 B?azﬁ.lﬁénh%f&%;ﬁ %f

waood. It was found ’Gha’c -carbon;. hidrogen and- o’xige‘w w‘ere pre-

" sent in the molecule of this substance, which' pﬁcasantg the for-
mula 020 pr3. A hidroxyl group, a methcxyl group, two aroma=-
tic nuclei and a cycle~ether werée found in its struture,
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