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Resumo: A mamona (Ricinus communis L.) é uma planta oleaginosa, destacando-se por sua
relevante importdncia econémica e social com intimeras aplicacoes industriais. Este trabalho
teve como objetivo avaliar o poder antimicrobiano dos extratos de sementes de Mamona
(Ricinus communis) nas cepas S. aureus (ATCC 6835), M. luteus (ATCC9341), E. coli (ATCC
10536), P. aeruginosa (ATCC 15442), S. cholerea-suis (ATCC 10708) e K. pneumoniae. Foram
coletadas sementes e folhas de mamona de cultivares (Sipeal 28 R1 e BRS 188 Paraguacu R1)
do Centro de Ciéncias Agrdrias, Ambientais e Biologicas (CCAAB) da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia, em Cruz das Almas. Estas foram utilizadas para a preparagcdo dos
extratos hidro-alcoolico através do método de maceragcdo com etanol 70%. Os testes foram
realizados através do método de difusdo em disco, onde foi feito em triplicata, utilizando trés
concentragoes diferentes, 1, 2 e 3, utilizando 20, 30 e 60 mg dos extratos por discos,
respectivamente. Os extratos hidro-alcoolicos das folhas e das sementes de mamona das duas
cultivares ndo inibiu “in vitro” o crescimento bacteriano das cepas utilizadas.
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INTRODUCAO

As plantas t€m sido uma fonte valiosa de produtos para manutencdo da saide humana,
sendo mais difundida especialmente nos ultimos anos, apés numerosos estudos com produtos
terapéuticos de plantas medicinais (SANTOS, et al., 2007).

A mamona (Ricinus communis L.) pertence a familia Euphorbiaceae, ¢ uma planta
oleaginosa, destacando-se por sua relevante importancia econdmica e social com indmeras
aplicagdes industriais (CASTRO, et al 2006). A cultura da mamona € uma alternativa para
producgdo de biocombustivel, ndo téxico, biodegradavel. Seu uso promove redugdo da emissao de
gases toxicos no escapamento dos veiculos além da reducdo de gases que contribuem para o
efeito estufa, pode ser um potencial no resgate econdmico e social das familias rurais (RIZZO,
2005 apud CUCHIARA, 2006). Das sementes € extraido o 6leo fixo que tem diversas utilidades
nas industrias de uma maneira geral (CASTRO et al., 2006).

O 6leo de ricinio contém 90% de acido graxo ricinoléico (SAVY, 2005), ndo muda as
suas caracteristicas em altas, baixas ou em variacdes bruscas de temperatura, é possuidor de
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estrutura quimica altamente reativa (Amaral, 2002), o principal emprego € na lubrificacdo de
motores de alta rotagdo, como € o caso dos motores de avides. E usado, também, como
purgativo, na fabricacio de tinta, verniz e pldstico, enquanto a torta, subproduto da extracido do
6leo, € usada com adubo (SCAVONE & PANIZZA, 1980 apud OLIVEIRA, 2002). Este adubo
organico € eficiente na recuperacdo de terras esgotadas (PLUMMER, 2000). A torta de mamona
possui também efeito nematicida (SAVY, 2005).

Apesar da alta toxidade das sementes de mamona, o 6leo de ricinio ndo € toxico, visto
que a ricina, proteina toéxica da semente, ndo € solivel em lipidios, ficando todo componente
toxico restrito a torta (GAILLARD & PEPIN, 1999 apud OLIVEIRA, 2002). A torta € obtida
apoés a extracdo do 6leo, possuindo alta taxa de proteina bruta e um elevado teor téxico, sendo
utilizada como fertilizante, fungicidas e biocontrolador de fitonematéides (Sasser, 1989).

O teor de ricina encontrado na semente é em torno de 0,2% ( SCHVARTSMAN, 1979
apud FERNANDES et al, 2002), e sua acdo se dd através da ligacdo de uma das cadeias
polipeptidicas a membrana das células da mucosa intestinal, permitindo a entrada de outra
cadeia, inibindo a sintese protéica nos ribossomos, causando a morte celular (LAMPE, 1986 apud
FERNANDES et al, 2002).

As sementes desta planta sdo extremamente atrativas para criangas, levando-as a ingerir
quantidades considerdveis destas sementes. Os sintomas da intoxica¢do aparecem depois de
algumas horas, ou até mesmo dias ap6s a ingestdo. Neste intervalo de tempo, nota-se a perda do
apetite, o aparecimento de nduseas, vOmitos e diarréia. Subsequentemente, estes sintomas se
agravam. Os vOmitos tornam-se persistentes e a diarréia passa a ser sanguinolenta. Nao existem
antidotos para a intoxicagdo com recina. O tratamento é sintomdtico, devendo sempre ser
iniciado com lavagem gastrica e com a administragdo de carvao ativado ou de outros adsorventes
(ELLENHORN & BARCELOUX, 1988 apud OLIVEIRA, 2002).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato de
folhas e sementes de mamona (Ricinus communis) através do método de difusdo de disco, nas
cepas S. aureus (ATCC 6835), M. luteus (ATCC 9341), E. coli (ATCC 10536), P. aeruginosa
(ATCC 15442), S. cholerea-suis (ATCC 10708) e K. pneumoniae.

MATERIAIS E METODOS
Materiais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Estudos em Meio Ambiente
(LEMA) da Universidade Catodlica do Salvador (UCSal), que apresentou toda a infra-estrutura
necessdria para o desenvolvimento do trabalho. Os meios de culturas utilizados foram TSA
(Tryptic Soy Agar) (Merck) para o crescimento e manutencao das bactérias, e meio Agar Muller
Hinton para os testes de avaliacdo de sensibilidade pelo método de difusdo em disco.Os
solventes utilizados foram etanol a 70%, para preparo dos extratos vegetais, e dimetilsuféxido
(DMSO), para ressuspensdo do extrato e realizacdo do teste de atividade antimicrobiana. As
suspensodes bacterianas foram diluidas em soluc@o salina estéril e padronizadas pela turbidez
conforme a escala 0,5 de MacFarland. Por fim, foi utilizado disco de papel filtro (Whatman —
tipo 3) para o teste de difusdo e a unidade filtrante estéril (poro de 0,22 um) para esterilizar os
estratos, o DMSO e os antibiéticos. (SANTOS, et al., 2007)

Material Vegetal
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Foram coletadas sementes e folhas de mamona (Ricinus communis L.) no Centro de
Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas (CCAAB) da Universidade Federal do Reconcavo
da Bahia, em Cruz das Almas, situado na regido fisiografica do Reconcavo Baiano, apresentando
as coordenadas geograficas de 12° 40’ 19” latitude sul, 39° 06’ 23” de longitude oeste de
Greenwich e altitude média de 220m. A temperatura média anual € de 24,1°C e o balan¢o hidrico
apresenta evapotranspiracao potencial de 1.267mm anuais, havendo excedente hidrico apenas
durante os meses de junho, julho e agosto. O solo foi classificado como Latossolo Amarelo Alico
Coeso, de textura argilosa e relevo plano (RIBEIRO et al., 1995). Utilizou-se neste experimento
as cultivares: Sipeal 28 R1 e BRS 188 Paraguacu R1.

Microrganismo

Seis cepas bacterianas foram usadas nos ensaios de sensibilidade: Staphylococcus aureus
ATTC 6835, Micrococcus luteus ATCC 9341, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Salmonella cholerea-suis ATCC 10708 e Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603.

As cepas ATCC foram semeadas na superficie do meio TSA contidas em placas de Petri
e incubadas na estufa de crescimento bacteriano, a 37°C por 18h. Em seguida, foi pipetado 0,5
mL do meio TSB com glicerol a 15% (autoclavado) em tubos de criopreservacdo com tampa de
rosca e adicionadas coldnias das respectivas cepas, cinco tubos por cepa. Os tubos foram
identificados, agitados, colocados em caixas apropriadas e armazenados no freezer -80°C.

Para a realizacdo dos testes, as cepas ATCC foram reativadas, retirando-se um tubo de
cada cepa e descongelando gradativamente através da seguinte seqiiéncia: -80°C, -20°C e 4°C.
Ap6s essa etapa, uma alcada da amostra foi semeada em placas com o meio TSA e incubadas a
37°C por 18h (1* repique). Os ensaios foram realizados com segundo repique, seguindo 0 mesmo
procedimento citado acima. As placas do primeiro repique foram mantidas na geladeira a 4°C
durante um més.

Preparo dos extratos

O material vegetal coletado foi rapidamente lavado com dgua destilada e posteriormente
secado a uma temperatura 30°C por cinco dias (SOUZA; BARBOSA; VIEIRA, 2004). Em
seguida, as estruturas vegetais (folha e semente) das espécimes em estudo foram secas na estufa
a 40°C, por uma semana. As folhas foram trituradas por trés minutos em liquidificador (ARNO
Plus - AutoClean) para atingir uma granulometria uniforme, com excecdo das sementes, que foi
adicionado nitrogénio liquido para facilitar a trituracdo (RODRIGUES et al., 2003, modificado).

Para preparacao do extrato bruto, o material foi submetido a maceracao com etanol a 70%
(v/v), realizada por duas vezes, com um tempo de armazenamento de dois dias, a temperatura
ambiente e mantida ao abrigo da luz. (MATOS, 1988; SOUZA; BARBOSA; VIEIRA, 2004
apud SANTOS, et al., 2007).

Ao final deste processo, os extratos foram filtrados em papel filtro qualitativo (Quanty —
JP42) com o auxilio da Bomba de Véicuo (Marconi — MA 057/1) (Figura 01). O solvente foi
evaporado primeiro utilizando o roto-evaporador e posteriormente por liofilizagdo (Labconco —
Freezone 4.5) (Figura 02) para eliminagdo total do solvente. Os extratos foram armazenados em
frasco ambar e conservados no dessecador até o preparo das solucdes em diferentes
concentracoes (WILLIAMSON; OKPAKO; EVANS, 1996). Ao preparar as concentragdes
foram utilizados discos de papel filtro (Whatman — tipo 3) com 6,0 mm de didmetro para a
realizagcdo do teste de triagem. Os discos foram colocados em placas de Petri e autoclavados por
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15 minutos a 121°C. Ap6s a esterilizagdo, as placas foram incubadas na estufa a 100°C por 20
minutos (SANTOS, et al., 2007).

Figura 01: Preparo do extrato. Filtragdo do extrato da semente de
mamona Ricinus communis - BRS 188 Paraguacu R1.

Os discos foram transferidos para outras placas de Petri estéreis identificadas quanto a
cultivar, parte vegetal e as respectivas concentracdes. Em seguida, os discos foram
impregnados com aliquotas do extrato utilizando 20, 30 e 60 mg dos extratos para 10 mL de
DMSO para as concentragdes 1, 2 e 3 respectivamente . No teste foram pipetados 10uL do
extrato nos discos, sendo que no controle negativo foi adicionado 10uL de DMSO, que tem
acdo permeante de membranas celulares e baixa toxidade (RIBEIRO; CARVALHO FILHO;
LISTONI, 2001), e no controle positivo foram utilizados os antibiéticos Eritromicina (15
mcg/disco) para as cepas de S. aureus, M. luteus e E. coli e Ciprofloxacin (5 mcg/disco) para
as cepas de P. aeruginosa, S. cholerea-suis e K. pneumoniae (SANTOS et al., 2007).

Figura 02: Processo de liofilizacao do
extrato da semente de mamona Ricinus
COmMmunis.
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Avaliacao da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, o ensaio antimicrobiano foi realizado em
triplicata através do método de difusdo em disco (BAUER et al., 1966). O inoculo foi preparado
por suspensdo direta em solugdo salina, de colonia isolada e selecionada numa placa de TSA de
18-24 horas de crescimento dos microrganismos. A suspensdo foi ajustada através da escala 0,5
de McFarland. Em seguida, foi mergulhado um swab de algodao estéril na suspensdo ajustada e
inoculada esfregando o swab na superficie da placa de MHA, por trés vezes, girando a placa
aproximadamente 60° em cada semeadura, visando assegurar a distribuicdo uniforme do inoculo
(SANTOS, et al., 2007).

Um conjunto predeterminado de discos de extrato vegetal foi colocado na superficie de
uma placa de dgar semeada (apés 15 minutos da semeadura) e levemente pressionado, de
maneira a assegurar contato completo com a superficie do dgar. As placas foram invertidas e
colocadas numa estufa, a 35° C por 18h. Apds o periodo de incubacio, foi realizada a leitura do
diametro dos halos de inibicao total de crescimento bacteriano, incluindo o didametro do disco. O
halo foi medido em milimetro com auxilio de um halémetro (NCCLS, 2003 apud SANTOS, et
al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Diante do procedimento realizado, foi observado que os extratos de semente e folha de
mamona ndo apresentam atividade antimicrobiana in vitro, uma vez que estes ndo conseguiram
inibir o crescimento das cepas bacterianas utilizadas (Figura 03).

Logo, foi possivel mostrar que os principios ativos presentes no extrato etandlico de
sementes e de folhas da manona nio apresentaram potencial antimicrobiano, sendo plausivel
realizar outros testes antimicrobianos em fungos e leveduras, pois, segundo Ribeiro e
colaboradores (1999), o extrato aquoso de mamona apresenta propriedades fungitéxicas, sendo
eficiente em reduzir a producdo de esporos do fungo Colletotrichum gloeosporioides .

Figura 03. Placa de Agar Muller Hinton semeadas com M. [uteus
(ATCC 9341), utilizando discos impregnados com extratos da semente
de mamona - Sipeal 28 R1 e BRS 188 Paraguacu R1.
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