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RESUMO

Desde tempos remotos, as plantas tém sido usadas como um importante recurso
ao alcance do ser humano. O homem descobriu nas plantas medicinais, muitos
beneficios os quais foram transmitidos de geracdo a geracdo. Essas plantas
significam um marco histérico na evolucdo de muitas nacdes. O abacate com
suas ricas fontes de nutrientes e fitoquimicos tem se mostrado um vegetal de
extrema valia no meio cientifico com efeitos positivos em varios estudos. Além
dos fitoterapicos, um outro produto que vem ganhando adeptos sdo o0s
probioticos e os prebidticos. Este estudo objetivou avaliar in vitro o efeito do
extrato vegetal de Persea americana sobre o crescimento de quatro cepas de
Lactobacillus: L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei e L. plantarum. Para avaliar
o efeito do extrato de Persea americana sobre os Lactobacillus, utilizou-se a
metodologia de microcultivo em microplacas de 96 poc¢os. As amostras foram
inoculadas individualmente em diferentes concentracdes de extratos. Como
controle utilizou-se meio MRS puro e meio MRS + salina nas mesmas diluices
realizadas com os extratos. Neste estudo podemos observar que o0s
Lactobacillus acidophilus e bulgaricus tiveram um crescimento significativo,
enquanto os lactobacillus casei e plantarum foram sensiveis ao extrato hidro

alcodlico das folhas do abacateiro.

Palavras chave: Persea americana; Lactobacillus; Extrato vegetal,



ABSTRACT

Since ancient times, plants have been used as an important resource within
human reach. Man discovered in medicinal plants many benefits which were
passed down from generation to generation. These plants signify a milestone in
the evolution of many nations. Avocado with its rich sources of nutrients and
phytochemicals has proven to be an extremely valuable vegetable in the scientific
world with positive effects in several studies. In addition to herbal medicines,
another product that has been gaining adherents are probiotics and prebiotics.
The aim of this study was to evaluate in vitro the effect of plant extract of Persea
americana on the growth of four Lactobacillus strains: L. acidophilus, L.
bulgaricus, L. casei and L. plantarum. To evaluate the effect of Persea americana
extract on Lactobacillus, the 96 well microplate methodology was used. Samples
were inoculated individually at different extract concentrations. As a control, pure
MRS medium and MRS + saline medium were used at the same dilutions as the
extracts. In this study we can observe that Lactobacillus acidophilus and
bulgaricus had a significant growth, while lactobacillus casei and plantarum were

sensitive to the hydroalcoholic extract of avocado leaves.

Keywords: Persea americana; Lactobacillus; Plant extract;
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1 INTRODUCAO

Desde tempos remotos, as plantas tém sido usadas como um importante
recurso ao alcance do ser humano. O homem descobriu nas plantas medicinais,
muitos beneficios os quais foram transmitidos de geracéo a geracdo. Essas plantas
significam um marco historico na evolucdo de muitas nacoes, trouxeram melhorias
nas condi¢coes de alimentagéo e a cura para muitas enfermidades e seu uso vem se
intensificando (RATES, 2001; OLIVEIRA et al., 2007).

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais derivam diversos farmacos comercializados no mundo inteiro.
Apesar disso, os dados disponiveis indicam que somente uma pequena porcentagem
das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal. Ultimamente tem
aumentado o interesse no aproveitamento de fontes naturais, principalmente no que
se refere as plantas para o uso farmacéutico, sendo que, tem tido um significativo
crescimento no uso de medicamentos fitoterapicos (BRESOLIN; CECHINEL FILHO,
2010)

Apesar deste aumento, muitas plantas medicinais séo utilizadas, baseando-se
somente em conhecimentos populares aliados a crenc¢a de que, por ser um produto
natural, ndo causara reacoes adversas, sem a eficacia e a seguranca comprovada por
estudos clinicos e pré-clinicos.

O abacate (Persea americana Mill.) € um fruto pertencente ao género Persea
da familia Lauraceae, com cerca de 150 espécies, originario do continente americano,
especialmente do México, da América Central e das Antilhas. Possui boa qualidade
nutricional devido ao seu elevado conteddo de lipidios, associado a proteinas,
vitaminas e minerais; apresenta também grande potencial econémico devido ao
aproveitamento de seus componentes na industria farmacéutica, de cosméticos e de
biocombustivel (SOARES; ITO, 2000; MASSAFERA et al., 2010; QIN; ZHONG, 2016)

O abacate com suas ricas fontes de nutrientes e fitoquimicos tem se mostrado
um vegetal de extrema valia no meio cientifico com efeitos positivos em varios
estudos. Kim et al. (2010) isolaram e demonstraram a presenca dos compostos
persenona A e B com propriedades antioxidantes Unicas no abacate. A atividade
antioxidante exibida pelo extrato metanolico de folhas de P. americana e sua agéo
hepatoprotetora contra a toxicidade aguda do paracetamol o tornam um potencial

agente contra doencas hepéticas e outras patologias associadas ao estresse
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oxidativo. Libero et al. (2018) cita também as atividades anti-hipertensiva, anti-
inflamatoria, analgésica e antimicrobiana. Neste sentido, Ogundipe e Oladipo (2001)
identificaram da folha do abacate a presenca de substancias antimicrobianas como
taninos, triterpenos e flavonoide e demonstraram seu efeito inibindo o crescimento de
cepas de Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Shigella flexneri e Pseudomonas aeruginosa.

Além dos fitotergpicos, um outro produto que vem ganhando adeptos séo os
probibticos e os prebidticos. Os probidticos podem ser definidos como micro-
organismos Vvivos capazes de afetar beneficamente a saude do hospedeiro
melhorando o equilibrio microbiano intestinal. Atualmente assume-se a definicdo de
que s&o micro-organismos vivos que, quando administrado em quantidades
apropriadas conferem beneficios a saide do hospedeiro, ou seja, na condi¢ao de se
estabelecerem no local e contagem adequado, expressam sua funcionalidade. As
principais bactérias probidticas pertencem ao género Lactobacillus, as quais sdo
acido-laticas, do tipo bastonetes, Gram-positivos e nao-esporulados (AXELSSON,
2004), apresentam propriedades antimicrobianas, pois produz metabdlitos que geram
efeitos antagonista aos micro-organismos patogénicos (VANDEPLAS, 2010).

J& prebidtico, definem-se como componentes alimentares ndo digeriveis que
afetam beneficamente o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ ou
atividade de uma ou um numero de espécies bacterianas desejaveis no intestino
(REIG; ANESTO, 2002). Os prebiéticos, enquadram-se no conceito de alimentos
funcionais. O conceito diz que alimento funcional é aquele que além de fornecer a
nutricdo basica, promove a satude do hospedeiro (BECKER, 2009). Os prebidticos ndo
somente proporcionam um aumento no potencial do nimero de bactérias benéficas
no intestino grosso de humanos, predominantemente o0s Lactobacillus e
Bifidobactérias, mas também aumentam sua atividade metabdlica através do
fornecimento de substrato fermentavel os principais produtos do metabolismo dos
prebioticos. (SILVA, 2007).

Havendo a possibilidade desses produtos serem utilizados concomitantemente,
unindo as ricas fontes de nutrientes e fitoquimicos do abacate com as
funcionabilidades dos probidticos e prébioticos, o presente estudo teve como objetivo
avaliar in vitro o efeito do extrato vegetal de Persea americana sobre o crescimento

de quatro cepas de Lactobacillus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DO EXTRATO

Para obtencéo do extrato foi utilizada a folha do abacateiro (Persea Americana).
O material botanico foi adquirido no distrito de Arrozal, Pirai-RJ. O extrato em questéo
foi preparado e identificado no laboratdrio de biotecnologia do Centro Universitario de
Volta Redonda- UniFOA. As folhas foram higienizadas com agua, em seguida foi
retirado 0 excesso de agua e levada para a estufa numa temperatura de 33°C por sete
dias para eliminacdo da umidade e estabilizacdo do conteido enzimatico. Apds os
sete dias na estufa o material foi retirado e triturado a p6 num moinho elétrico e entdo
submetido ao processo de extracao dos principios ativos. A extragdo ocorreu através
da solucéo extratora de alcool metanol (a 80% v/v) renovado, constantemente, por um
periodo de 24 horas, pelo qual se obteve um concentrado de 500 mL acondicionado
em frasco ambar, limpo, seco e estocado em temperatura ambiente (MACEDO-
COSTA, 2015)

2.2 OBTENCAO DOS MICRO-ORGANISMOS

As linhagens bacterianas utilizadas foram L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei,
e L. plantarum, pertencem a colecdo de cultura do Laboratério de Biotecnologia no
Centro Universitario de Volta Redonda-UniFOA. As cepas, que permaneciam
congeladas a -20°C, foram transferidas para um tubo contendo 2mL de meio MRS e
incubados a 37°C por 24h para a reativacao e posteriormente realizou-se o cultivo em
agar MRS para obtencdo de col6nias isoladas, as quais foram utilizadas para
preparacao do indculo padronizado através da escala de 0,5 McFarland, equivalente
a 1,5x10 8 UFC/ML (ADELMANN, 2005; CLSI, 2005).

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para avaliar o efeito do extrato de Persea americana sobre os Lactobacillus,
utilizou-se a metodologia de microcultivo em microplacas de 96 pog¢os. As amostras
foram inoculadas (10 pL) individualmente em diferentes concentragdes de extratos, a
saber: 1:2, sendo 100 pL de meio e 100 pL de extrato; 1:4 sendo 150 pL e 50 pL de

extrato; 1:8 sendo 175 pL de meio e 25 L de extrato. Como controle utilizou-se meio
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MRS puro e meio MRS + salina has mesmas diluicBes realizadas com os extratos.
Vale ressaltar que os testes descritos foram realizados em triplicatas. Apos preparo
as placas foram entdo incubadas a 37° por 24h. Antes e ap0s esse tempo realizou-se
a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro a 620 nm. Apds preparo as placas
foram entdo incubadas a 37° por 24h. Antes e ap0s esse tempo realizou-se a leitura
da absorbancia em espectrofotdmetro a 620 nm (FABRIS, 2017).

Para calcular o efeito dividiu-se a absorbancia obtida nos poc¢os contendo o
extrato apds o cultivo, pela absorbancia obtida nos pogos contendo a respectiva cepa
bacteriana crescida em meio sem a adi¢cao do extrato. No intuito de verificar o possivel
efeito da diluicdo do meio e ndo do extrato, o calculo também foi realizado com as

absorbéancias dos tubos com crescimento em salina.

2.4 TESTE ESTATISTICO

Realizou-se através do software Excel a estatistica descritiva e o Teste t de
Student para verificar se houve diferenca entre as médias das absorbéancias do cultivo
com extrato e com o0 meio puro. Através do mesmo teste, comparou-se as médias das
absorbéancias do crescimento com extrato com suas respectivas diluicdes feitas com

salina. Para ambos os casos, considerou-se o nivel significativo de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, ao comparar o crescimento dos micro-organismos sob o efeito
do extrato hidro alcodlico das folhas de Persea Americana com o crescimento em
meio puro, livre do extrato, observa-se uma reducdo do crescimento de todas as
linhagens de Lactobacillus quando o extrato utilizado estava diluido 1:2 sendo que, a
menor redugdo foi da espécie L. acidophilus, de apenas -2.82%, sendo a unica néao
significativa p>0,05. De acordo com os resultados encontrados nas diluicbes 1:4 e
1.8, observou-se que o0s Lactobacillus estudados apresentaram diferentes
comportamentos frente as diluicbes do extrato. Conforme apresentado na Tabela 1
verifica-se uma diminuicdo das absorbancias nas diluicées de 1:4 e 1:8 das espécies
L. casei, e L. plantarum apés as 24h incubadas, por outro lado, L. acidophilus e L.

bulgaricus tiveram um aumento nas absorbancias, sendo que o aumento da primeira
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espécie 6,59% e 9,65%, nas respectivas diluicdes, foram estatisticamente significativo

p<0,05.

Tabela 1 - Média das absorbancias de meio MRS cultivados com diferentes cepas de

Lactobacillus, sem e com adicdo de extrato hidro alcodlico de folhas do abacateiro,

nas diluicbes de 1:2, 1:4 e 1:8.

Diferenca das absorbancias com

L Absorbancia (nm) extrato
Espécie
SEM EXTRATO 1.2 1:4 1:8 1:2 1:4 1:8
1.114 0.820 1.014 1.017 -26.36% 2 -9.01%?2 -8.68% ?
L. casei
L. acidophilus  1.289 1.253 1.374 1.413 -2.82%"™ 6.59%° 9.65%"°
L. plantarum 1.192 0.904 1.088 1.124 -24.19%°?2 -8.72%?2 -5.68% @
L. bulgaricus 1.056 0.808 1.129 1.150 -23.48%°?2 6.91%" 8.90% "™

a — Reducéo significativa (p<0,05) em comparagdo ao meio sem extrato
b — Aumento significativo (p<0,05) em comparag&o ao meio sem extrato

ns — diferenca néo significativa (p>0,05)

De acordo com o estudo de Pereira et al. (2006) a acdo do extrato hidro

alcodlico Punica granatum sobre espécies de micro-organismos aerébios

Streptococcus mitis, S. mutans, S. sanguis, S. sobrinus e Lactobacillus casei objetivou

medir a atividade antimicrobiana em placas determinada pelo método de difusdo em

meio solido. Os resultados demonstram a eficacia do extrato vegetal sobre as

linhagens ensaiadas. Observou-se halos de inibicdo que variaram de 10 a 25 mm,

sendo considerado ativo o extrato que mostrou halos de inibi¢do superior a 15 mm. A

inibicdo do crescimento apresentou-se homogénea, de acordo com o grau de

concentracéo do extrato hidro alcodlico da planta em estudo. Houve uma diminui¢ao
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proporcional do diametro dos halos, a medida que concentracdo do extrato foi
diminuida.

No estudo de Pereira et al. (2006) apesar de apresentar metodologia e
microrganismos diferentes, nos mostra que a concentracdo do extrato esta ligada a
inibicdo ou favorecimento do crescimento dos microrganismos.

Macedo-Costa et al. (2008) utilizou também no método de difusdo em meio
sélido linhagens bacterianas concomitantes a extrato vegetal da folha de jabuticabeira
(Myrciaria cauliflora) e neste estudo, o extrato hidro alcodlico das folhas de Myrciaria
cauliflora obteve acao antimicrobiana positiva sobre linhagens bacterianas de S. mitis,
S. mutans, S. sanguinis, S. oralis, S. salivarius e L. casei. A acdo antimicrobiana foi
homogénea para as linhagens ensaiadas e a inibicdo do crescimento bacteriano
diminuiu, conforme ocorreu a reducdo na concentracdo do extrato, sendo possivel
observar a formacdo de halos de inibicdo a partir do extrato bruto até a segunda
diluicdo do extrato (1:4). O extrato da folha de Myrciaria cauliflora formou halos de
inibicdo que variaram de 10 a 18 mm. Todas as amostras apresentaram sensibilidade
ao extrato da folha da jabuticabeira, mas as linhagens de S. mitis, S. mutans, S.

sanguinis, S. salivarius e L. casei, apresentaram halos de inibicdo até a diluicdo 1:4.

Castro (2010) utilizou a linhagem de Lactobacillus casei (ATCC 7469) cedida pela
Fundacédo Carlos Chagas associados aos extratos hidro alcodlicos preparados a partir
das folhas da pitangueira (Eugenia uniflora L.; familia Myrtaceae), da casca do caule
do abacateiro (Persea americana Mill.; familia Lauraceae), e das cascas dos frutos do
limdo (Citrus limon L.; familia Rutaceae) e do crua (Sicana odorifera; familia
Cucurbitaceae), fornecidas pelo Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais da
Universidade Federal da Paraiba. Em placas semeadas foram confeccionados sete
pocos de 6 mm de didmetro para inser¢cdo de 50 pL das diluicbes dos produtos
avaliados, realizando-se todo o procedimento em duplicata.

AplOs essa etapa, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas em
microaerofilia para posterior mensuracao dos halos de inibicdo em milimetros (mm) e
determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM), sendo esta entendida como a
menor concentracao do extrato capaz de inibir o desenvolvimento bacteriano.

Observou-se atividade antibacteriana para Eugenia uniflora L. até a concentragao
de 6,25 mg. mL1 e para o extrato da Persea americana Mill. até 25 mg. mL™.
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A partir deste estudo onde nos oferta dados qualitativos nos mostra que o
Lactobacillus Casei tem uma sensibilidade ao extrato hidro alcodlico das folhas do

abacateiro.

A fim de avaliar um possivel efeito diluidor do meio provocado pela adicdo do
extrato, realizou um controle com a mesma diluicéo feita com salina e depois realizou-
se um comparativo. Na Tabela 2 observa-se uma reducéo do crescimento de todas
as linhagens de Lactobacillus na diluicdo de 1:2, as quais foram aumentando conforme

a diluicao se tornava menor.

Tabela 2 - Média das absorbéancias de meio MRS cultivados com diferentes cepas de

Lactobacillus com adi¢cdo de salina, nas diluigcbes de 1:2, 1:4 e 1:8.

Diferenca das absorbancias

Absorbancia (nm) com salina
Espécie

1:2 1:4 1:8 1:2 1:4 1:8

. 0.838 1.045 1.051 -24.81% -6.22%  -5.66%

L. casei
L. acidophilus 1.053 1.219 1.231 -18.33% -5.46% -4.47%
L. plantarum 0.900 1.087 1.163 -24.50% -8.84% -2.43%
L. bulgaricus 0.915 0.989 1.031 -13.35% -6.38% -2.34%

Atualmente, plantas medicinais sdo cada vez mais utilizadas, tanto diretamente
na producdo de extratos, pomadas, xaropes e compressas, como indiretamente, no
fornecimento de precursores de farmacos sintéticos (DAJOZ, 2005, LAMEIRA, 2008).
A maioria das aplicacdes farmacoldgicas esta relacionada a presenca de metabalitos
secundarios (DI STASI, 1996), entretanto, moléculas bioativas provenientes do
metabolismo primario das plantas também possuem efeitos bioldgicos significativos,
e que devem ser averiguados. Neste estudo podemos observar um efeito prebidtico
relacionado as folhas do abacateiro onde favoreceu o crescimento de lactobacillus

com aumentos significativos dentro do nivel significativo de 5%.
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Tabela 3 — Valores do p-value do teste t para comparagdo entre as meédias das
absorbéancias de meio MRS cultivados com diferentes cepas de Lactobacillus com
adicao de extrato hidro alcodlico de folhas do abacateiro, nas diluicdes de 1:2, 1:4 e

1:8, com as médias das respetivas diluicdes feitas com salina.

Espécies 1:2 1:4 1:8

L. casei 0.397877 " 0.189191 "s 0.0094782
L. acidophilus 0.0109° 0.002403° 0.00074°
L. plantarum 0.396484 " 0.461931 " 0.0001492
L. bulgaricus 0.110505 " 0.00219® 0.003882°

a — Reducdo significativa (p<0,05)
b — Aumento significativo (p<0,05)
ns — diferenga néo significativa

Aplicou-se o Teste t-Student para comparar as medias das absorbancias de
meio MRS com extrato e meio MRS com salina, os Lactobacillus casei e L. plantarum
nao tiveram uma diferenca significativa nas diluicdes de 1:2 e 1:4, o que significa que
a reducédo do crescimento pode ter sido pelo fator diluidor do meio. Somente na
diluicdo de 1:8 os respectivos Lactobacillus tiveram uma reducéo significativa p<0,05.
Vale ressaltar a dificuldade em encontrar trabalhos com os mesmos Lactobacillus e
metodologia. Como ocorreu uma diferenca significativa ndo é aconselhado o uso
desse extrato concomitante a probidticos que contenham essas linhagens de

Lactobacillus estudas.
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Por outro lado, o Lactobacillus acidophilus quando comparamos as médias das
absorbancias de meio MRS cultivados com adicéo de extrato hidro alcodlico de folhas
do abacateiro, com as médias das diluicdes feitas com salina obteve um aumento
significativo p<0,05. O Lactobacillus bulgaricus ndo obteve uma diferenca significativa
na diluicdo de 1:2, porém, nas diluicBes de 1:4 e 1:8 obteve um aumento significativo,
onde os micro-organismos podem ter utilizado o extrato como substrato e desta forma,

0 uso concomitante do extrato pode contribuir com essas cepas probiodticas.

CONCLUSAO

O uso concomitante de extrato vegetal com prebidticos e probidticos tem sua
consideravel valia. Neste estudo podemos observar que os Lactobacillus acidophilus
e bulgaricus tiveram um crescimento significativo, enquanto que os lactobacillus casei
e plantarum foram sensiveis ao extrato hidro alcodlico das folhas do abacateiro.
Podem ser pesquisadas novas concentracdes ou testar outras partes da planta, com

perspectivas de melhores resultados.
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inseridos no sistema de submisséo. Basta clicar em “Incluir Autor”.



https://orcid.org/
http://revistas.unifoa.edu.br/index.php/cadernos

22

Obs.: Trabalhos em formato de TCC ou Monografia ndo serdo aceitos.
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nome(s) do(s) autor(es) e sem sua(s) respectiva(s) instituicdo(des).

Resumos: Com excecdo das contribuicdes enviadas a secdo Resenha, todos os
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inglés.

Nomenclatura: devem ser observadas rigidamente as regras de nomenclatura
zoologica e botanica, assim como abreviaturas e convencgdes adotadas nas disciplinas
especializadas.

Pesquisas envolvendo seres humanos: Artigos que apresentem resultados de
pesquisas envolvendo seres humanos deverdo estar de acordo com as normas e
diretrizes regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, aprovadas
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP. A demonstracdo desta
adequacao, incluindo apresentacdo do numero do CAAE (Certificado de
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com coeps@foa.org.br (Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos) para mais
esclarecimentos.

Pesquisa envolvendo animais: Artigos que apresentem resultados de pesquisas
envolvendo animais deverdo anexar copia do Certificado de aprovacao do projeto da
pesquisa que originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de
Animais) de sua Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008.

Agradecimentos - Contribuicbes de pessoas que prestaram colaboracao intelectual
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Obs.. Apenas as obras citadas no corpo do texto devem aparecer nas
referéncias.
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EZEQUIEL, Oscarina da Silva. Avaliacdo da acarofauna do ecossistema
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Como parte do processo de submissdo, os autores sédo obrigados a verificar a
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autores.
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6. Em caso de submissédo a uma secdo com avaliacédo pelos pares (ex.: artigos),
as instrucdes disponiveis em Assegurando a avaliacéo pelos pares cega foram
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Todas as imagens utilizadas (fotos, ilustracdes, vetores e etc.) devem possuir
autorizacao para uso;

Que a obra nao se encontra sob a analise em qualquer outro veiculo de comunicacao
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sob pena de responder exclusivamente pelos danos causados.
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