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Resumo

Na pesquisa de moléculas e compostos antifingicos com baixa periculosidade, faz-se relevante a
acdo inespecifica destes, pois hd possibilidade de se tornarem inativos devido ao desenvolvimento
de resisténcia. Com o objetivo de aumentar as alternativas para o controle de Curvularia inaequalis
e Colletotrichum gloeosporioides, cascas de M. tenuiflora foram coletadas e processadas para
a obtencdo do extrato aquoso, que em seguida foi fracionado através de cromatografia em
coluna, cromatografia em camada delgada, e analisado através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), para identificagcdo dos compostos ativos. Com as fases obtidas, realizaram-se
testes de germinacdo com C. inaequalis. Na fase “um” foi identificada a presenca dos flavonoides
catequina e apigenina. Essa fase apresentou atividade de degradagdo ou inibicdo da formagdo da
camada de quitina de C. inaequalis e as outras fases ndo mostraram atividade nas concentracoes
avaliadas. A catequina também apresentou inibicdo da germinacdo de C. inaequalis. Quando
avaliado o extrato bruto sobre a germinacdo de C. gloeosporioides, todas as concentracoes foram
eficientes na inibicdo da germinacdo, sendo que a partir de 4 mg.mL' a inibicdo foi de 100%. A
fase “um” e a catequina inibiram a germinacdo de C. inaequalis € o extrato bruto inibiu, de forma
semelhante a fase “um”, a germinacdo de C. gloeosporioides.

Palavras-chave: AntifUngicos, Compostos ativos, Flavonoides

Identification of the antimicrobial fraction of Mimosa tenviflora exiract

Abstract

In the search of molecules and antifungal compounds with low hazard, it is important the compound
inespecific action, since there is a possibility of inactivity due fo the resistance development. In
order to increase the alternatives for the Curvularia inaequalis and Colletotrichum gloeosporioides
control, husks of M. tenuiflora were collected and processed for obtaining the aqueous extract,
which was then fractionated by column chromatography, thin layer chromatography and analysed
by high-performance liquid chromatography (HPLC), aiming the identification of active compounds.
After obtaining the phases, germination tests were carried out with C. inaequalis. The phase "one”
showed the presence of flavonoids catechin and apigenin. This phase presented degradation or
inhibition of chitin layer formation in C. inaequalis and the other phases presented no activity for
the evaluated concentrations. Catechin also presented inhibition of C. inaequalis germination. For
the evaluation of the effect of crude extract on C. gloeosporioides germination, all concentrations
were effective in inhibiting germination, and when 4 mg.mL?' or higher concenfrations were used,
the inhibition was 100%. The phase “one"” and the catechin inhibit the C. inaequalis germination and
the crude extract inhibited, similarly fo phase “one”, the germination of C. gloeosporioides.

Keywords: Antifungal agents, Active compounds, Flavonoids.
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Introdugdo

Os antimicrobianos largamente
pesquisados tanto na drea vegetal quanto
animal, com o enfoque em substituir os produtos
mais agressivos ao homem e ao ambiente, assim
como substitui-los quando se tornam inativos.
Uma série de pesquisas apontam alternativas e
novas descobertas sobre o comportamento da
molécula ou composto ativo e do microrganismo.

sAo

Enconfra-se na literatura a atividade de
moléculas sintéticas que agem eficientemente
sobre patdbgenos
especificos, atingindo um Unico alvo celular,
desordenando  as da membrana

que muitas vezes sdo
funcoes
celular, impedindo a divisdo celular, inibindo
a sintese de proteinas e dcidos
e desativando as fungcdes da mitocdndria
(Yang et al., 2011).
direcionamento das moléculas quimicas sobre
uma organela ou a inibicdo dos processos vitais
da célula pode acelerar o desenvolvimento de
resisténcia dos microrganismos aos antibidticos,
pelo desenvolvimento de mutantes,
pela criacdo de mecanismos

nucleicos

Essa especificidade e

novas
cepas, ou
capazes de reconhecer a molécula maléfica
e até fransportd-la para o meio extracelular
(Kretschmer et al., 2009).

O desafio ndo é apenas encontrar
uma molécula eficaz, mas também garantir
sua
que se utilize mais de um método de controle,
principalmente no que se refere aos fatores
ecoldgicos desfavordveis aos microrganismos,
pois o microrganismo necessita de condicoes
especiais para o seu desenvolvimento. Tal
associagcdo pode  ser para
evitar maiores danos, j& que a eliminacdo
desses microrganismos € uma tarefa drdua,
considerando a sua adaptabilidade, velocidade
de mutacdo e surgimento de novas cepas, além
do desenvolvimento de mecanismos de defesa.

longevidade. Para tanto, é necessdrio

fundamental

Os exiratos de M. tenuiflora e M. hostilis,
que segundo a GRIN (2010) sdo sinbnimos, tém
demostrado atividade antimicrobiana contra
uma série de patdbgenos (Souza et al., 2008;
Borges et al., 2013) além de apresentar atividade
antioxidante, cicatrizante, anfi-inflamatéria (Cruz,
2013) e no tratamento de Ulceras (Rivera-Arce et
al., 2007). H& muitos relatos sobre a eficiéncia de

extratos vegetais e dleos essenciais no controle
de fitopatdgenos de interesse em pds-colheita,
como pode ser observado nos estudos realizados
por Celoto et al. (2011), que ao utilizarem
extratos vegetais de Momordica charantia
contra Colletofrichum musae, observaram efeito
semelhante entre o fungicida tiofanato metilico
e o extrato vegetal. Oleos essenciais de alecrim-
pimenta, alfavaca-cravo, capim santo, cidrdo
e goiaba apresentaram atividade contra C.
gloeosporioides (Sousa et al., 2012).

Este trabalho
identificar a fase e os compostos antifingicos dos
extratos de M. tenuiflora nainibicdo de Curvularia

inaequalis e Colletotrichum gloeosporioides.

feve como objetivo

Metodologia
Preparo do extrato

As cascas do caule de M. fenuiflora
foram coletadas em uma drea de Caatinga
no municipio de Petrolina-PE, no més de agosto
de 2014 (coordenadas: 9°19" S, 40°31" W). Os
ensaios foram desenvolvidos nos laboratdrios
de Bioguimica Vegetal, Quimica Orgdnica e
Microbiologia na Universidade Federal do Vale
do Sdo Francisco (UNIVASF), Campus de Juazeiro;
bem como no Laboratério de Bioquimica e na
Cenftral de Andlise de Fadrmacos, Medicamentos
e Alimentos (CAFMA) no campus da UNIVASF
em Petrolina. O material vegetal coletado foi
seco ao ar (35-40 °C) e pulverizado em moinho
mecdanico. Posteriormente, 50 g do material
friturado foram transferidos para um erlenmeyer
de 250 mL e adicionou-se 200 mL de dgua. O
material vegetal seco e pulverizado ficou em
contato com a solucdo extratora por 72 horas,
em seguida filtrou-se o extrato obtido, secando-o
ao ar até a obtencdo do extrato sélido. Para o
ajuste da concentracdo dos extratos foi utilizada
a equacgdo lineary =0,00111 +0,02832x; R2=0,99
obtida através do programa computacional
Origin® 7.0, onde, "y" representa a absorbdncia
em 550 nm e “x” a concentragdo em mg.mL"
segundo Borges et al. (2013).

Processo de obtencdo das fases do extrato bruto
de jurema preta

Nos processos de separacdo das fases
do exfrato bruto por cromatografia em coluna
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(CC) foi fase estaciondria
Sephadex® LH 20 e metanol como fase movel.
Nas andlises utilizando-se cromatografia em
camada delgada (CCD) foram utilizadas placas
pré-preparadas 20x20 de silica gel 60 (0,20 mm

de silica gel com indicador de fluorescéncia

utiizada como

UV 254 nm). As placas de CCD foram reveladas
sob luz UV em 254 e 365 nm. As fracdes obtidas
em CC foram analisadas em CCD utilizando-se
metanol como eluente, e logo apds essa etapa
foram reunidas as fracdes obtendo-se nove
fases.
Revelacdo de flavonoides

As nove fases reunidas foram analisadas
em CCD e eluidas em fase movel apropriada.
Para revelacdo das placas foram utilizados os
reagentes NR + PEG (NR: dcido difenilbdrico
2-amino-etil-éster; PEG: polietieno glicol), as
quais foram observadas sob luz ultravioleta em
365 nm no escuro.

Andlise da fracdo ativa por CLAE-DAD

Para determinacdo quali-quantitativa
de metabdlitos secunddrios da fracdo ativa
obtida do extrato bruto de M.
utilizado um cromatédgrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) Shimadzu® LC-20 com detector
de arranjo de diodos (DAD), equipado com
um sistfema quaterndrio de bombas modelo LC
- 20ADVP, degaseificador modelo DGU - 20A,
detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo
CTO - 20ASVP, injetor automdtico modelo SIL
- 20ADVP e confrolador modelo SCL - 20AVP,
sendo os dados fratados através do software
Shimadzu® LC solution 1.0 (Japdo).

A fase movel utilizada foi composta de

tenuiflora foi

dois solventes: solvente A -0.1% de dcido férmico
diluido em dgua ultrapura (grau CLAE) e solvente
B - 100% de acetonitfriia com fluxo de 1 mL.min™',
em gradiente .

Na determinacdo quali-quantitativa da
apigenina e catequina utilizou-se os seguintes
gradientes para o solvente A: 100; 60; 60; 100% e
para B: O; 40; 40; 0% nos intervalos de 0; 50; 60 e
90 minutos, respectivamente.

A fase estaciondria foi uma coluna
TSK-GEL Super-ODS (Supelco®) mantida a 37
°C. O volume das amostras injetado foi de
20 uL, sendo monitoradas em 270 e 340 nm.

Para determinacdo quantitativa dos padroes
analiticos apigenina e catequina (adquiridos
da Sigma-Aldrich®, grau analitico com pureza
superior a 99%) nas amostras foram obtidas
curvas analiticas nas concentracdes de 50, 100,
125,150 € 200 ug.mL", sendo a amostra analisada
a 500 pg.mL! em triplicata.

Teste qualitativo antimicrobiano das fases do
extrato sobre Curvularia inaequalis

Para avaliar a atividade antifongica das
fases do extrato de M. tenuiflora, utilizou-se um
isolado de Curvularia inaequalis, obtido de uma
colecdo da Universidade Estadual de Feira de
Santana, que foi cultivada em batata dextrose
dgar (BDA) e incubada por sete dias em BOD
(Demanda Bioguimica de Oxigénio) a 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas.

Ao afingir sete dias de incubacdo,
foram adicionados 10 mL de dgua destilada
e esterilizada (ADE) em cada placa de Petri.
O micélio foi raspado com auxilio de uma
escova para liberacdo dos conidios e filtrado
em gaze estéril. A concentracdo da suspensdo
dos conidios foi determinada em cé&mara de
Neubauer e expresso em conidios.mL".

Uma suspensdo de 40 uL a 10° conidios.
mL" foi adicionada as cavidades da placa de
ELISA contendo 40 plL das fases do extrato bruto
(EB)., previamente esterilizado em filiro milipore
(0,2 um), nas seguintes concentracdes de 3,125;
6,25; 9,375 e 12,5 mg.mL"', em trés repeticoes.

As placas de ELISA foram incubadas
em BOD durante 20 horas sob luz constante e
temperatura de 25 °C. Considerou-se germinados
os conidios que apresentavam tubo germinativo
igual ou maior que o esporo, conforme Iltako et
al. (2009).

Essa andlise foi apenas qudlitativa e
teve como objetivo definir a fase antifUngica do
extrato bruto para ser identificada em CLAE.

Avaliacdo dos extratos brutos de M. tenuiflora
sobre a germinagcdo de Colletotrichum
gloeosporioides

Para o teste de atividade antimicrobiana
dos extratos brutos utilizou-se um isolado de C.
gloeosporioides, obtidos de frutos com sinfomas
caracteristicos da doenca, coletados em uma

Com. Sci., Bom Jesus, v.8, n.1, p.155-164, Jan./Mar. 2017

157



Fitotecnia e Defesa Fitossanitdria

propriedade particular no municipio de Petrolina-
PE, que depois de purificado foi cultivado em
BDA e incubada por sete dias em BOD a25°C e
fotoperiodo de 12 horas.

Ao afingir sete dias de incubacdo,
foram adicionados 10 mL de dgua destilada e
esterilizada (ADE) em cada placa de Petri. O
micélio foi raspado com auxilio de uma escova
para liberacdo dos conidios e filfrado em gaze.
A concentracdo da suspensdo dos conidios
foi determinada em cé&mara de Neubauer e
expresso em conidios.mL.

Uma suspensdo de 40 uL a 10° conidios.
mL" foi adicionada as cavidades da placa de
ELISA contendo 40 pL do extrato bruto (EB), nas
concentracdes de 0,0; 2,0; 4,0; 6,0; 80 e 10,0
mg.mL", sendo cinco repeticdes.

As placas de ELISA foram incubadas
em BOD durante 20 horas sob luz constante e
temperatura de 25 °C. Considerou-se germinados
0s esporos que apresentavam tubo germinativo
igual ou maior que o esporo, seguindo instrucoes
de Itako et al. (2009).

Para avaliacdo estatistica dos dados
foi utilizada regressdo na andlise de variGneia,
ufilizando
ASSISTAT.

se o programa computacional

Avaliacdo antimicrobiana da catequina sobre
conidios de Curvularia inaequalis

Foram adotados 05
procedimentos para cultivo e concentracdo dos
conidios de C. inaequalis, sendo o teste também
realizado em placas de ELISA, assim como foi
citado para o teste antimicrobiano com as
fases do extrato. Foram ufilizadas as seguintes
concenfracdes de catequina: 0,75; 1,5 e 3,0
mg.mL".

O delineamento
inteiramente ao acaso com seis repeticoes e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando-
se o programa computacional ASSISTAT.

mesmaos

experimental  foi

Resultados e Discussdo

A partir da andlise cromatogrdfica da
fase “um”, preliminarmente identificado através
da fluorescéncia desses compostos sob luz UV
em 365 nm como pertencente ao grupo dos

flavonoides, foi possivelidentificar os dois padroes
analiticos utilizados por meio da semelhanca
enfre tempos de
absorcdo no ultravioleta, bem como quantificar
a catequina em 19 min (125,33 = 1,51 yg.mL")
e a apigenina em 48 min (1,72 + 0,58 pyg.mL")
conforme pode ser observado na Figura 1.
Flavonoides obtidos das partes aéreas
tenuiflora,

retencdo e espectro de

de M.
flavona e flavanona foram identificados por
Cruz (2013) dando suporte ao presente estudo
que constatou a presenca da apigenina,
uma flavona, e da catequina, um flavonol.
Provavelmente a quanfidade de catequina
identificada nessa fracdo esteja relacionada
d sua extracdo com dgua, pois se frata de
um composto solivel em dgua. Na andlise

pertencentes as classes

fitoquimica dos extratos brutos de M. tenuiflora
foi possivel identificar a presenca de catequinas,
flavonas, taninos, antocianinas, anfocianidinas,
xantonas, esteroides, triterpenoides, saponinas e
alcaloides (Bezerra et al., 2011).

A cafequina apresenta
antiviral, inibindo a polimerase viral do HIV,
hepatoprotetora, antimicrobiana, inativa toxinas,
inibe a sintese de dcidos graxos, tem atividade
sobre a lipogénese em células do célncer da
prostata, paralisa e causa morte celular (Kumar &
Pandey, 2013). A catequina apresenta atfividade
anfibacteriana contra Escherichia coli, Listeria
innocua e Staphylococcus aureus (Rawdkuen
et al., 2012) e para dois isolados de Helicobacter
pylori (Diaz-Gémez et al., 2013). Flavonoides
isolados de Mimosa diplotricha apresentaram
atfividade antiproliferativa contra linhagens
de células tumorais e de cancro originados de
humanos (Lin et al., 2011).

A catequina também foi confirmada por
espectrometria de massas em M. caesalpiniifolia,
sendo os extratos polares (dgua e etanol) os mais
eficientes na extragdo. Os extratos originados
mostraram inibicdo da proliferacdo de células
tumorais quando comparados com o controle
positivo doxorubicina. Os polifendis encontrados
nas espécies de Mimosa estdo associados a
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas
(Moncdo et al., 2015).

A atividade tferapéutica dos extratos
de folhas, cascas e partes acéreas de M.

atividade
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Figura 1. Cromatogramas obfidos da fase “um” (concentrado com tonalidade amarelado) fracionado do extrato bruto aquoso
da casca de M. tenuiflora e espectros de absorcdo em ulfravioleta dos padrdes analiticos. (A) Absorcdo da fase em 340 nm; (B)
Absorcdo da fase em 270 nm; (C) Absor¢do do padrdo apigenina em 340 nm; (D) Absor¢do do padrdo catequina em 270 nm;
(E) Absor¢cdo do padrdo catequina em 200 nm e (F) Absor¢gdo do padrdo apigenina em 200 nm

hostilis foi comprovada por Cruz (2013). Seus
inibicdo de 26% da
acetilcolinesterase (AChE), enzima que acelera
a doenca de Alzheimer, utilizando flavonoides
extraidos das folhas, revela ainda atividade anti-
inflamatdria, antinociceptiva, antioxidante e

estudos revelaram a

antimicrobiana das cascas.

O oufro flavonoide quantificado em
menor quantidade na fase também apresenta
atfividade antfimicrobiana, como pode
Nayaka et al. (2014)
afrmar que a apigenina extraida de Portulaca

ser
confirmado por ao
oleracea mostrou atividade antimicrobiana
confra Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
Klebsiella
pneumoniae e Enterobacter aerogenes sobre
A
apigenina também foi capaz de induzir a morte

typhimurium,  Proteus  mirabilis,

concenfracdes menores que 4 mg.mL’.

celular de células cancerosas da bexiga, in vitro,
apresentando atividade antitumoral, sendo
um potencial quimiopreventivo do cdancer
da bexiga (Zhu et al., 2013). Apesar de ser um
na prevencdo de

leucemia, a sua

quimioprotetivo potencial
cdancer, inclusive
pode reduzir a sensibilidade & quimioterapia,
dependendo do tipo de célula, mas ainda
assim, sua ingestdo é indicada no tratamento
de cdéncer (Sousa et al, 2010). Atividade da

apigenina, semelhantes aos citados, também

ingestdo

foram observados para o tratamento de céncer
de mama (Caoo et al., 2013).

Avaliacdo qualitativa da atividade das fases
e do exfrato bruto de M. tenuiflora sobre a
germinacdo de Curvularia inaequalis

No teste qualitativo, para descobrir a
fase do extrato bruto com atividade antifungica,
houve destaque da fase "um”, identificada como
sendo um composto do grupo dos flavonoides,
que inibiu totalmente a germinacdo dos conidios
de C. inaequalis em todas as concentracoes
avaliadas, agindo sobre a parede celular,
degradando-a e/ou impedindo a sua sintese e,
em consequéncia, aumentado a vulnerabilidade
dos protoplastos, que sem a protecdo da parede
celularficammaisexpostas ascondicdes adversas
do ambiente, aumentando a permeabilidade
da membrana com a perda da seletfividade,
levando-as ao estouro, lise celular (Figura 2B). Os
fungicidas, além de agir sobre a permeabilidade
da membrana inibindo a biossintese de esterol
nas células fungicas, podem interferir na sintese
de aminodcidos e proteinas; na respiracdo,
desordenando as funcdes da mitocdndria na
sinfese de dacidos nucleicos e na divisdo celular
(Yang et al., 2011).
Nas concenfracdes de
mg.mL'  foram observadas

937 e

12,5 poucas
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LI -

Figura 2. Atividade das fases do extrato bruto de M. tenuiflora sobre conidios de Curvularia inaequalis. (A) Conidio sem nenhuma
alteracdo, germinando, testemunha; (B) protoplastos sem a camada de quitina, efeito da fase “01" a 6,25 mg.mL", indicado
pela seta preta, a esquerda lise celular; (C) poucos protoplastos sem a camada de quitina, efeito da fase “01" a 9,37 mg.mL
7, indicado pela seta preta;(D) conidio sem alteracdo, efeito da fase 5+6; (E) conidios germinando, efeito da fase 7+8 e (F)
conidios germinando, efeito da fase 9. Figuras capturadas em microscopio dptico na objetiva de 40 e auxilio de cémara digital

12 megapixels com aumento de éx (vezes).

Provavelmente, com o aumento da
concentfracdo dos flavonoides, hd maior lise

células.

das células, e portanto, com o aumento da
concentfracdo, houve reducdo do nuUmero
de células observadas (Figura 2C). A fase 5+6
ndo mostrou alteracdo expressiva no conidio
(Figura 2D). A fase 7+8 e 9 apresentaram algum
estimulo & germinacdo (Figura 2E). Entretanto,
a atividade dessas fases necessitam ser melhor
avaliada e quantificada. Resultados semelhantes
foram observados por Borges et al. (2013) co
avaliar extratos brutos de Mimosa tenuiflora no
controle de Alternaria cucumerina. Segundo
esses autores, o extrato induz a exposicdo dos
protoplastos ao meio contendo os extratos, que
ndo conseguem restabelecer a parede celular.
Esses autores também observaram variagdes na
atividade dependo da concentracdo, método
de extracdo e solucdo exiratora que podem
inibir ou estimular a germinacdo. A atividade
dos extratos foi atribuida a uma provdvel
atividade dos taninos, que complexam proteinas
e fons metdlicos, inlbbem enzimas e afetam
a utilizacdo de vitaminas, proporcionando
efeito antimicrobiano e antifUngico (Monteiro
et al., 2005).
dos compostos do extrato bruto,
neste trabalho através de cromatografia em

Entretanto, o fracionamento
realizado

coluna seguida pela andlise da fase ativa por
CLAE, revelou que os compostos da fase, com
atividade antimicrobiana, pertencem ao grupo
dos flavonoides, principalmente da catequina
em maior concentracdo e
apigenina, em menor concentragcdo na fragdo
analisada. Nesta separacdo foram obtidas seis
fases reunidas, fase 1, 5, 6,7, 8, 9.

O mecanismo de acdo dos flavonoides
se dd& pela ampla capacidade que o0s
mesmos possuem de inibir a germinacdo de
fitopatdégenos e ainda combatem infeccdes
fungicas no homem (Salas et al., 2011). Esses
compostos formam complexos com as proteinas
das paredes dos fungos e sdo capazes de
romper suas paredes (Arif ef al., 2011).

A acdo dos flavonoides observado por
Salas et al. (2011) e Arif et al. (2011) é similar &
observada no presente trabalho, confrmando
que hd grande probabilidade da atividade
desses exfratos estarem relacionado aos
flavonoides presentes no extrato bruto, porém,
ndo pode-se descartar que os outros compostos
fendlicos existentes no extrato tenham alguma
atividade.

encontfrado

Avaliacdo quantitativa da atividade da
catequina sobre a germinacdo de conidios de
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Curvularia inaequalis

Levando-se em consideracdo que a
subst@ncia em maior quantidade detectada
na fase atfiva do extrato bruto, pelos padroes
analiticos, foi a catequina, realizou-se um teste
com a catequina pura para confirmar se a
atividade antimicrobiana do extrato temrelacdo
com o referido flavonoide. A catequina inibiu
significativamente a germinagdo dos conidios
de Curvularia inaequalis (Figura 3), em todas
as concentracdes avaliadas, ndo havendo
diferenca significativa entre as concentracoes,
mas o seu mecanismo difere dos apresentados

50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

Germinacao (%)

b

pela fase ativa do extrato ao se comparar as
observacdes realizadas no microscopio dptico.
Quando se observou as esfruturas do fungo
sobre acdo da fase do extrato ndo se observou
conidios de C. inaequalis, apenas os protoplastos
em todas as concentragcdes avaliadas, em
contrapartida quando as observacdes foram
realizadas sob efeito da catequina, os conidios
germinados e ndo germinados apresentaram-se
sem nenhuma alteracdo.

Talvez,

a liberacdo dos protoplastos

seja uma acdo da apigenina, da juncdo desses

0.75

ab
- .
1.5 3

Concentracao de catequina (mg.mL7)

Figura 3. Germinagdo dos conidios de C. inaequalis sob catequina. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade

dois flavonoides ou até de outra substéncia ndo
detectada por falta de padrdes compativeis. No
presente estudo ndo foi possivel avaliar a acdo
isolada da apigenina sobre a germinacdo de
conidios de C. inaequalis. Nos estudos realizados
por Liu et al. (2013), a concentracdo minima
inibitéria da apigenina foi 1,95 pyg.mL' para S.
aureus e 3,91 ug.mL" para Bacillus subtilis, E. coli,
e Pseudomonas aeruginosa.

Foi observada uma maior atividade
antfimicrobiana nas sementes da P. oleraceae,
rica em apigenina. Enquanto a concentracdo
inibitéria minima (CIM) para extrato etandlico
das folhas foi de 200 ppm para sementes a CIM
foi reduzida para 100 ppm (Mousavi, Bagheri &
Saeidi, 2015). Das 11 (onze) espécies vegetais
estudados por (2010),
dentre essas a P. oleraceae, os flavonoides
que aparecem em maior quantidade sdo
quercetina e kaempferol, responsdveis por 60%

Andarwulan, et al.

ou mais dos flavonoides, enquanto miricetina,

luteolina e apigenina sdo os menos abundantes.
Nesse estudo, foi quantificado em P. oleraceae
aproximadamente 97% de quercetina e 3% de
apigenina. Mesmo apresentando proporcoes
muito pequenas a atividade da P. oleraceae
tem sido atribuida & apigenina. Essa flavona
também pode estar agindo em sinergismo com
a catequina e atribuindo acdo antimicrobiana
aos extratos de M. tenuiflora.

Pela metodologia ufilizada foi
possivel separar 25 mg da fase com atividade
antimicrobiana de 1000 mg do extrato bruto,
ou seja, 2,5%, sendo que desse percentual,
considerando  apenas  esses  compostos,
aproximadamente 1,4% é de apigenina e 98,6%
de catequina.

Atfividade dos extratos brutos de M. tenuiflora
sobre germinacdo de conidios de Colletotrichum
gloeosporioides

Na da

avaliagdo quantitativa
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germinacdo de C. gloeosporioides o extrato
bruto aquoso mostrou-se eficiente na inibicdo
da germinacdo dos conidios em todas as

Germinag&o de esporos (%)

-20

concentracdes avaliadas (Figura 4).
O efeito toxico do extrato foi suficiente
para inibir 100% da germinacdo dos conidios

y =20375%2 - 27,272x + 78,186

75
Re =0,8326"

Concentracdo (mg.mlL)

Figura 4. Germinagdo dos conidios de C. gloeosporioides sob extratos brutos de
M. tenuifiora, ajustado pela equacdo de regressdo. - Modelos matemdticos de
regressdo significativos a 5% de probabilidade pelo Teste F

de C. gloeosporioides a partir de 4 mg.mL'. A
sua atividade estd relacionada d atividade dos
flavonoides presente no exfrato bruto, dentre
eles a catequina e apigenina. Os extratos
brutos da casca de M. tenuiflora também foram
eficientes na inibicdo de Staphylococcus aureus
(Bezerra et al., 2009) e Candida spp. (Pereira et
al., 2009), isoladas de leite de vaca com histérico
de mastite, em vdrias concentracdes, sendo
que para o S. aureus a eficiéncia dos extratos foi
superior aos antibidticos penicilina e azitromicina
(Bezerra et al., 2009). Estudos realizados por Higino
et al. (2015) com exiratos de Mimosa arenosa
também confirmam o potencial antimicrobiano
das espécies do género Mimosa. Nesse estudo os
autores confirmam a atividade antimicrobiana
dos extratos frente a S. aureus. Inibicdo de
100% da germinacdo de C. gloeosporioides foi
observado por Sousa et al. (2012) ao avaliar
6leos essenciais de alecrim-pimenta, alfavaca-
cravo, capim santo, cidrdo e goiaba. Celoto et
al. (2011) também comprovaram a eficiéncia
dos extratos aquosos de Momordica charantia
que inibiram 100% da germinacdo e 71% (meio
sélido) e 86% (meio liquido) do crescimento
de
germinacdo o extrato a 50% ndo apresentou
diferenca significativa com o fungicida tiofanato
metilico na concentracdo de 1000 pg.mL";

micelial Colletotrichum musae. Para

Efeito similar co da fase “um” do extrato

bruto identificado como sendo flavonoide, foi

observado para C. gloeosporioides, quando
fratado com extrato bruto de M. tenuiflora
a 10 mg.mL!' (Figura 5B), assegurando que a
acdo fungitdxica/fungistdtica do extrato tem
correlagcdo com os flavonoides detectados em
CLAE da fase "um”. Nesse mesmo experimento
observou-se que o extrato inibe a germinacdo
e causa deformacdo nos conidios de C.
gloeosporioides em todas as concentracdes
avaliadas (Figura 5C). A deformacdo no conidio
pode impedir ou dificultar os processos de
infeccdo do patdégeno, que necessita emitir
estruturas  especializadas,

durante a infeccdo do tecido vegetal sadio.

como o haustdrio,

Além de se pesquisar alternativas aos
produtos quimicos utilizados no confrole de
patdégenos deve, também, haver preocupacdo
com O seu mecanismo de acdo perante o
patdgeno em questdo, pois 0s microrganismos
sdo capazes de desenvolver vdarias rotas de
resisténcia para as moléculas quimicas, sejam
elas, qualitativas, baseadas em mutacdes, ou
quantitativas, que pode ser através de efluxo
de moléculas para o meio extracelular e até a
seletividade na membrana impedindo a entrada
de moléculas indesejdveis (Deising, Reimann &
Pascholati, 2008).

A resisténcia a multiplas drogas (MDR),
desenvolvida por microrganismos, caracterizada
pelo aumento do efluxo de drogas do meio
infracelular para o extracelular foi observada
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por Kretschmer et al. (2009) para Botrytis cinerea
a qual apresentou reducdo da sensibilidade a
fungicidas. Nesse estudo foram identificadas trés
cepas diferentes, caracterizadas como MDRI,
MDR2 e MDR3. A MDR1 apresentou niveis de
resisténcia a fludioxonil, ciprodiniloe tolnaftato,

M. tenuiflora pode ser atribuida a presenca de
flavonoides no exfrato presentes na fase 1. O
extrato bruto inibiu totalmente a germinacdo
de Colletofrichum gloeosporioides a partfir
de 4 mg.mL' e a fase contendo flavonoides
inibiu totalmente a germinacdo de Curvularia
inaequalisemtodas as concentracdes avaliadas.
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