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Resumo

Os liquens sdo organismos simbidticos formados fpogos e algas unicelulares. Sao
produtores de importantes metabdlitos secunddiversos destes compostos sdo descritos
por suas atividades bioldgicas, o que faz com ajans objeto de intenso estudo. Os
metabolitos secundarios liquénicos correspondenorapostos notaveis e em sua grande
maioria de natureza fendlica. Esse trabalho descaeavaliacdo da atividade antibacteriana
dos extratos organicos do ligueamalina usneaA extracdo dos metabolitos secundarios foi
feita por esgotamento a frio, seguindo a sérietépira dos solventes: éter dietilico,
cloroférmio e acetona. A analise dos fendis foiafea partir de cromatografia em camada
delgada (CCD). Os testes antibacterianos foranzeghls tanto em bactérias gram-positivas:
Enterococcus faecalidATCC-3), Streptococcus pyogenelepa clinica-13),Kocuria
rhizophila (ATCC-8), Staphilococus aureus(ATCC-17) quanto em gram-negativas:
Escherichia coliATCC-01), Shigella flexner(ATCC-4), Salmonella typhimuriunATCC-

14), Enterobacter cloacaéATCC-18) Os testes utilizados foram os de difus@oAgar com
discos de papel (em duplicata) e teste de pocoefddtados mostraram a presenca de acido
asnico nos extratos. Os resultados dos ensaiosniardgbianos foram considerados
satisfatorios sendo verificado que o extrato ma@doi 0 etéreo frente 0s microrganismos
Enterococudaecalis (28 cm) eKocuria rhizophila(22 cm) todos os extratos foram inativos
frente a bactérias gram-negativas.

Palavras-chave: Liquens. Fendis Liquénicos.Compdsttibacterianos.

Abstract

The lichens are simbi6tic organisms formed by fuangil unicellular bacterial. They produce
important secondary metabolites. Several of thesapounds are well described by its
biological activities, this make them an objectiofense studies. These metabolites are
notable compounds. Its chemical nature is phendlits work describes the antibacterial
activity of the organic extracts of the lichédamalina usned.. The extraction of the
secondary metabolites were made by the cold eidrachethod following the eluotropic
solvents series diethyl ether, chloroform, acetdire phenolic evaluation were done in thin
layer chromatography (TLC). The antibacterial assagre realized in gram — negative as
well as gram — positive bacterid€Enterococcus faecaliATCC-3), Streptococcus pyogenes
(clinical-13 strain),Kocuria rhizophila(ATCC-8), Staphylococcus aurey®&TCC 17) as in
gram-negative bacteria: Escherichia coli (ATCC @bhjigella flexner(ATCC-4), Salmonella
typhimurium(ATCC 14)Enterobacter cloaca¢ATCC 18). The methodology used were the
solid agar diffusion with paper discs (duplicate)dathe well diffusion test. The results
showed the presence of the usnic acid in the dstrathe antibacterial results were
considered satisfactory were verified that the namdive extract were o the diethilic ether
against the microorganisms Enterococus faec2fisc(n) andKocuria Rhizophila(22 cm).

Al the extracts were not active against gram - hegdacteria.

Keywords: Lichens. Lichenic phenolic. Antibacteraimpounds.
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1. INTRODUCAO

Segundo Harksworth & Hill (1984) liguens s&o orgams simbiontes formados pela
associagcdo de um fungo (micobionte) e um ser fotiedéizante (fotobionte), que pode ser
uma alga ou cianobactéria que dao origem a um @#m organismos produtores de
importante metabdlitos secundarios amplamente itlesera literatura por suas propriedades
biolégicas, citando-se antinoceptiva (Maia et 802), antitumoral e antimicrobiana (Falcdo
et al. 2002), antiedematogénica (Pereira et alOgMntiviral (Esimone et al. 2007), entre
outras.

A producdo de tais compostos varia em funcdo dersldg fatores como a
sazonalidade (Pereira 1989), temperatura, umidddenmosidade (RIBEIRGCet al, 2006).

Os fatores que podem interferir nessas proporcéesirdese sao: temperatura, umidade e
luminosidade. (HALE, 1983).

Burkholder e colaboradores (1944) foram os pioseirm estudo da atividade
antimicrobiana de substancias liquénicas. Em 19éXki®lder et al. avaliaram a atividade
antimicrobiana de liquens sobBacillus subtillis, Sarcinea lutea, Staphylococaugeus,
Candida albicans e Escherichia cofilém destes, diversos outros pesquisadores té&tadel
a atividade antimicrobiana de compostos liquénicos.

Esimone e Adikwuu (2002) publicaram resultadosviaiées em relacédo as atividades
antibacteriana, frente a isolados clinicosStephylococcs aureute Ramalina farinace,

Em 2004, Falcdo et al. Publicaram artigo relataadatividade antibacteriana de
extratos ddRamalina sorediosaDs autores atribuiram o efeito observado a pgasea acido
asnico. a estudar as substancias liquénicas, & dssé acontecimento, algumas substancias
foram descobertas e utilizadas no controle prithicipate de bactérias gram-positivas.

Antibidticos, por definicdo, sdo compostos capazies inibir ou impedir o
desenvolvimento de microrganismos. Farmacos convidatle antimicrobiana sé&o
extremamente relevantes na saude humana. O degemmio de tais moléculas é, sem
davida, um marco na historia cientifica humana.dees descobrimento da penicilina por
Fleming, inUmeras vidas foram salvas. Entretantantibioticos estdo entre os farmacos mais
indiscriminadamente prescritos. Uma vez que osarganismos tém a capacidade de se
adaptar uma consequéncia inevitavel é a selecaonideorganismos mais resistentes
(Katzung, 2005). Tal fenbmeno é chamado de resistén

Atualmente observa-se um ressurgimento de divangas;0es graves que pensava-se

estarem controladas, € o caso da tuberculose. fj&oad isto 0 surgimento, na década de



1980, da Sindrome da imunodeficiéncia adquiridéDSAtem trazido a tona diversas doencas
oportunistas que efetivamente sdo um desafio a co®diquando tratam um individuo
imunocomprometido.

Isto posto observa-se a importancia da busca peosnoompostos com potencial
atividade antimicrobiana, em que se destacam aserig] e seus notaveis metabolitos

secundarios.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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Liquens e seus compostos

Liguens séao organismos formados por uma associapdbiotica entre dois
organismos: Um fungo (micobionte) e uma alga (foiote), onde os membros
fotossintetizantes transferem compostos carbémicos em energia e 0s simbiontes flngicos
propiciam abrigo contra variacdes ambientais. (RAYEt al., 1996). GOWARD et al (1994)

e Marcelli (2006), propuseram uma brilhante deéinic“Liquens sdo fungos que cultivam
fotobiontes nas hifas do seu micélio.

Uma das principais estratégias adaptativas dosngé a capacidade de troca rapida e
ativa para um estado de inatividade metabdlicadmas condicdes ambientais encontram-se
desfavoraveis (LOPES, 2006).

Geralmente se estruturam em forma de talo, o gdazoparecer com plantas. Estes
possuem varias formas, tamanhos e cores. (DEPRE®H).

No talo, o tecido periférico é resistente e chan@aladrtex (Figura 4), que protege o
fotobionte do ressecamento, enquanto o mais intemaim tecido mais frouxo para facilitar
as tocas gasosas (AHMADJIAN, 1993).

Existem quatro tipos de talos que podem ser erambwdr o filamentoso, folioso,
crustoso, e fruticoso, e estes variam muito ené®, ebtendo desde morfologias e anatomias
simples até as mais complexas, que podem mede &rar30 cm, o que é mais comum, mas
também os que medem poucos milimetros ou 0s quapa#isam 0s quatro metros de
comprimento.

N&o é um grupo considerado uma unidade taxonémisan um grupo biolégico com
um modo de nutricdo compartilhada, possuindo caraticas impares, 0 que 0s torna
complexos (RAVEN,et al, 1996). Sendo um grande desafio organizar fureggaagas
liquenizadas e a0 mesmo tempo 0s organismos ndenizpdos (DEPRIEST, 2004). Mas o
coédigo de nomenclatura botanica definiu que o ndmdiquen deve referir-se sempre ao
organismo micobionte e o fotobionte devera terxartamia prépria dentro do grupo das
algas (PURVIS, 2000). Pois o fungo é consideradoigiante (DEPRIEST, 2004).

Estas substancias quimicas sédo separadas de aoonda sua disposi¢cao no talo em
produtos intracelulares (primarios) e extraceldaecundarios). Os metabdlitos primarios
sdo: aminoacidos e proteinas, carboidratos, caoles e vitaminas. Como o talo é uma
regido composta tanto por fungo quanto alga, es&snas substancias sédo produzidas por
ambos, sendo com frequéncia solUveis em agua eidadrem agua quente (HALE, 1983;
HONDAS & VILEGAS, 1998).
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Polissacarideos sé@o os carboidratos de alta masag sendo as mais frequentemente
usadas por liquens as- glucanas & - glucanas (lineares ou com poucas substituicdes),
galactomananas e galactoglucomananas (GORIN &08aRB).

Os metabalitos secundarios estao localizadosedula ou cortex do talo, nunca nas
duas regides. Elas possuem uma coloragdo assim @amaoria das antraquinonas, que se
derivam de acido pulvinico e acido usnico (NASHBB6), ha também as desprovidas de cor
como liguenxotana (SMITH, 1987) e atranorina (HAWMSRTH, 1984). Sdo produzidos
exclusivamente pelos fungos, a partir dos carbtmdrarovenientes da fotossintese, sendo
eliminados na superficie das hifas, tanto em gsigfjaanto formas amorfas. Estes possuem
um peso molecular relativamente baixo e usualmsfidensolliveis em agua.

Os liquens tém sido considerados as entidades ewtisdadas em relacdo a
metabolitos secundarios afinal ja sdo cerca deeril@Ontrados (MARCELLI, 2006). Devido a
especificidade de ocorréncia encontrada entre gan@mos, eles tém sido utilizados até
mesmo para fins taxonémicos (HONDAS e VILEGAS, 1999

A preferéncia por habitats e exigéncias ecoldgssas muito frequentes nos liqguens
Isso fara com que seja definida a populacéo queeidesenvolver, pois propriedades fisicas e
quimicas como o Ph do substrato sdo importantesgsaa determinacdo (PURVIS, 2000).

As espécies que possuem como organismo fotobiamteismobactérias também
possuem a capacidade de fixar o nitrogénio no(salRVIS, 2000)

Também sao reconhecidos como bioindicadores décpol(SAIKI et al, 2007). Pois
possuem a habilidade de absorver e acumular npetségios (HONDAS e VILEGAS, 1998).

Possuem uma gama de atividades biologicas, poréntagnwezes tém sido
negligenciados por micologos, e sido bastante @sadvindustrias farmacéuticas, pois o seu
cultivo ndo é de facil reproducéo. (BEHERA al 2004).

As mais numerosas classes de metabdlitos secusddo® liquens sdo dipsideos e
dipsidonas. Os dipsideos possuem de 2-4 residuagide hidroxibenzodico ligadas por
grupos éster e estes vem sendo relatados naditera@mo elementos antioxidantes a partir
de vérias espécies de liquens. Porém foi verificgde os dipsidones sdo melhores
antioxidantes que os dipisideos, isso deve egiaddi a maior incorporacdo microdominio
lipidicos (HIDALGO et al., 1994).

Ha muito tempo vém sendo utilizados na medicinauf@pno tratamento de
tuberculose pulmonar, como é o cascCddraria islandica Pulmonaria lobariae Cladonia
speres.(VARTIA, 1973). C. islandica ainda € utilizada no tratamento de hemorroidas,

bronquite, disenteria e tuberculose. (DULGE&RalL, 1998). Na medicina chinesa e tibetana,
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Lethariella cashmeriana L. sernanderisdo muito usadas no preparo de chas para fins
medicinais, baixando a presséo arterial e reduzinfttomacdes (LEGAZt al, 2006).

Séo utilizados na industria de bebidas alcodlisabstituindo o lupulo da cerveja.
Porém, pouco utilizados na alimentacdo humana dewidbaixo teor proteico, escassa
biomassa e sabor ligeiramente amargo (LE@AZL, 2006). PorémCetraria islandicauma
espécie liquénica, € usada na fabricacdo de uimhdiagque é comumente utilizada no preparo
de migau, os japoneses usanGwophora esculent@o preparo do “iwatake” e&ecanora
esculentano mana que alimenta animais e o proprio homenestapes semi-aridas (GORIN
et al.,1993).

Devido as cores que variam do branco ao negroorgnt muito utilizados como
corantes (RAVENgt al, 1996) e nos ultimos dez anos estdo sendo usedoslUstria de
cosmeéticos, como na confeccao de protetor solaGAZet al., 2006).

Como o surgimento da penicilina criou falsas espgs de que o controle das
infeccBes causadas por bactérias finalmente hawgaclo (LAZARO & OTEO, 2006).
Houve aumento no interesse por pesquisas que lsestas descoberta de novos compostos

com propriedades antimicrobianas.

Atividade Antibacteriana

A descoberta da penicilina, antibiotico de origaimgica, fez com que os liquens
passassem (Fungos liquenizados) a ser alvo deosstliitcionados a descoberta de novos
antibiéticos de origem natural (VARTIA, 1973). Paréantes mesmo do surgimento dos
antibiéticos, os liquens j& eram usados como elamantimicrobiano, sendo parte dos
primeiros cuidados para com a saude em paises cddrgentina, Etiépia e China.
(AKINYEMI et al, 2005).

Os produtos de origem natural, sendo eles purosxtratos padronizados sdo uma
fonte ilimitada de probabilidade de criacdo de mof@wmacos devido a diversidade bioldgica
existente. Além do mais ndo causam efeitos colata@ individuo que esta fazendo uso,
sendo menos toxicos (GAYATHRI & SWAMY, 2012).

Os estudos com as substancias liquenicas sdoadadizha décadas, tendo como o
pecursor Burkholder et al. Em 1944. Seis anos taaike, Vartia testou nove substancias, os

acidos: pinastrico, girofdrico, fisodico, Usnicoigira 5), liquesterinico, pulvinico, d-
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protoliquesterinico, divaricatico e atranorina. ®®dde origem liquénica, e observou a
inibicdo de bactérias gram-positivas e fungos.

A eficiéncia dos extratos liquénicos € atribuida m@tabdlitos secundarios Unicos que
eles produzem (FANKOS, 2005). Dentre as substamriasntradas, o acido usnico (Figura

1) é um importante agente antimicrobiano (VARTIAY3).

Figura 1 —Estrutura quimica do acido usnico.

Fonte: Honda & Vilegas (1998), modificado.

Em 1985, Ingélfsdottiet al.,fizeram o teste de difusdo em disco de papel eduéto
turbimétricos a fim de avaliar a atividade antiraliiena deStereocaulon alpinum, Peltigera
aphthosa e Thamnolia subuliformisontra linhagens das bactérias Bacilus subtillis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureutuagin Candida albicans, comprovando
- a.

Foi comprovada também a atividade dos extratos narg& de Heterodermia
leucomela assim como dos acidos difractaico, Usnico, e tlanarina frente aos
microrganismosStaphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptous faecalis que séo
bactérias gram-positivas. Os halos de inibicaardivevariacdo de 10 a 20 mm de didmetro
(FALCAO et al, 2002).

Gulluceet al, (2006) testaram a atividade antimicrobiana ddsats deRamalina
pollinaria inibiram o crescimento de 11 das 35 bactériasadest No mesmo estudo,
evidenciaram a atividade antifungica Bamalina pollinari, R. polymorpha Umbilicaria

nylanderinafrente aCandida albicans, Tricophyton rubrum.
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Noébregaet al., (2012) Compovaram a atividade antimicrobiana REmotrema
andinum principalmente com o extrato etéreo, contra liemsgdeMicrococcus lutteus,
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureasn halos de inibicdo entre 8 e 13 mm de diametro.

A maior sensibilidade aos compostos liquénicospaote de bactérias gram-positivas
€ descrita por varios pesquisadores, € 0 caso d&derth & Hill (1984) e Fahset (1994).
Existem, entretanto, relatos de atividade frent@ctérias gram-negativas como mencionado
por Diaz et al. (1988).

Em 2013, nano-particulas de prata foram sintetizagmartir do fungo liquenizado
Parmotrema praesorediosursendo testada a sua atividade antibacteriana feergeam-
positivas, obtendo bons resultados (MIE et al. 3201

3. Obijetivos
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3.1.Objetivo Geral:

v Avaliar a possivel atividade antibacteriana dosatas organicos da espécie liquénica

Ramalina usnea.

3.2.0bjetivos Especificos:

v Obter os extratos organicos do liqigamalina usnea

v Caracterizar quimicamente a composicao fendliceedtratos ddR. usnea

v' Avaliar a atividade antimicrobiana vitro, frente a espécies bacterianas patogénicas

ao homem.

3. MATERIAIS E METODOS
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4.1. Coleta do material liquénico

As amostras do liqueR. usnedoram coletadas no municipio de Rio Negrinho, Santa
Catarina, Brasil, localidade Rio Preto, Fazenda&¥efirea rural, sobre ramos Bedocarpus
sSp, a uma Latitude de: 26°17'55.42"S e Longitude 48°37'24.16"0. A identificacdo da
espécie foi realizada através da anélise morfaddgiquimica do talo pelo Mrc. Emerson Luiz
Gumboski, Doutorando em botéanica pela Universidaatieral do Rio Grande do Sul.

A Ramalina usneéfFigura 2) € uma espécie liquénica que foi inicelite descrita por
Linnaeus como liquen usnea, e é de ampla distdbugm ambientes quentes (IMSHAUG,
1972).

O Material liguénico foi limpo e armazenado em elafpam de papel até o seu uso.

Figura 2 - Fungo liquenizad®amalina usneéa.

Fonte: Autor

4.2. Obtencéo dos extratos

O material previamente limpo e seco foi macerado ocauxilio de um almofariz de
porcelana e pistilo, e submetido ao método de gidraor esgotamento a frio, e seguindo-se
a série eluotrdpica dos solventes, éter, clorofdommacetona, respectivamente.

A amostra triturada, adicionou-se 100 mL de étegummdo-se agitacido por 10 min.,
sendo posteriormente mantido a 6°C por 24 h. Passsté periodo, o material foi filtrado.

Ao residuo foi adicionado cloroférmio sob as mesc@mwlicdes da extracdo anterior. Apés
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24h o processo foi repetido com acetona. Os estrdcam evaporados a temperatura
ambiente, em seguida mantidos em dessecador btéragéo do peso constante.

4.3. Analise dos fendis liquénicos

A andlise da fracdo fendlica foi realizada por maéotécnicas de cromatografia em
camada delgada (CCD).

As cromatografias foram realizadas utilizando-secqd de silica gdflerck Fss A
fase movel utilizada foi constituida de toluenodioo/acido acético (180:45:5 v/v), de
acordo com a metodologia descrita por Culbersoi)19

Os extratos organicos (éter, cloroféormio e acetorfajam diluidos em seus
respectivos solventes e aplicados a placa, conxiticade capilares de vidro. Em seguida as
placas foram colocadas em cuba apropriada parm@a@rfoi efetuada a eluicdo vertical da
placa. Posteriormente as bandas foram visualizeoladuz UV (254 e 366nm) e reveladas
através da pulverizacdo de solucdo de acido sudftai 10%, e posterior aquecimento a
100°C. As bandas foram identificadas através désande seus Rfs e reacdo de coloracéo,

com comparacao com aqueles do padrao de acidmusnic

4.4. Testes antibacterianos

4.4.1.Microrganismos teste

Foram selecionadas oito bactérias para os enskgsherichia coli(ATCC-01)
Shigella flexneri(ATCC-4), Salmonella typhimuriun(ATCC-14), Enterobacter cloacae
(ATCC-18), como bactérias Gram-negativasiterococus faecali$ATCC-3), Streptococus
pyogeneqCepa clinica-13)Kocuria rhizophila (ATCC-8), Staphylococus aureu@TCC-
17), como bactérias Gram-positivas. Os testes fdeitos em duplicata e realizados no

laboratorio de Microbiologia do Centro Académicoigria — UFPE.

4.4.2.Teste de difusdo em meio sélido com discos de papel
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Os ensaios de atividade bacteriana foram efetusetngndo-se a metodologia descrita
por Bauer (1968). Sendo utilizado o meio de MuHérton (HC) em placas de petri. O
indculo foi preparado de acordo com a escala OdateFarland em solucéo salina a 0,9%, e
posteriormente semeado com swab sobre 0 meio tileocul

Apos isso os discos de papel foram aplicados sobmeio, previamente embebidos
com 20puI™ de solucdes a 1,0 mg.Mide cada extrato organico. Os discos foram preparad
e mantidos em ambiente estéril até a evaporacaosolesntes. Entdo as placas foram
incubados a 37°C por 24h. Discos de clorafenicOu¢3 foram utilizados como controle
positivo.

Os resultados foram analisados pela mensuracadalos de inibicdo ao redor dos
discos, sendo expressos em milimetros (mm), onde-H2 sdo considerados com pouca
atividade, 10-20 atividade média e a partir de 20ranconsiderada de boa atividade. Os
ensaios foram feitos em duplicata.

4.4.3.Método de difusdo em poco

Foram usadas placas de petri contendo meio Muileieh (HC), e posteriormente
semeadas com suspensao bacteriana preparada die emor a escala 0,5 de Mac Farland em
solucéo salina a 0,9%.

Apos isso, foram feitos 4 furos na placa, em argde 90°, com o auxilio de um
canudo estéril, sendo retirado o bloco de gelgs@almente preenchido com gelose fluida.
Formando assim quatro pogos para cada placa.

Em cada orificio (poco) foi depositado 30ul dosraxis e o controle Clorafenicol

(CLO-30mG). As placas foram entdo incubadas a 3itft@nte 24horas.

5.RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Ao analisar a cromatografia (Figura 3), p6de seseolado que &. usnegyossui 0
acido usnico, porém a uma quantidade inferior aaswubstancias, pois 0s extratos tiveram
um dos valores de Rf muito parecidos com o padréao.

As demais substancias nao foram identificadas. dongh(1972) identificou em
espécimes dR.usneaa presenca de 4cido salazinico e Usnico, confolmas achados deste

trabalho. Entretanto os demais composto permanaéerndentificados.

e VL o 0,95
G
% oo
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Figura 3 — Cromatografia em camada delgada, onde a letrgpiegenta o extrato etéreo, C o

Cloroférmico, A o Acetbnico e U é o padréo de adidnico com os seus RFs.

5.2 Ensaios de atividade antibacteriana

5.2.1 Método de difusdo em meio soélido

Os halos de inibicdo sdo apresentados na tabela forma de média. para
Enterococus faecaliFigura 4), mostraram-se sempre superiores a 10@nextrato
acetonico apresentou a melhor capacidade de iniboghn um halo médio de 26 mm, e na

sequéncia os extratos cloroformicos e etéreo comZBmm respectivamente.
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Frente a bactéri&treptococcus pyogenes,extrato etéreo mostrou-se mais eficaz,
com halo de inibicdo médio de 20 mm, seguindoc aeetdnico com 15mm e o cloroférmico
com 10mm.

Frente aKocuria rhizophilao etéreo teve um halo de inibicdo médio de 23mm e
acetonico 10mm. O extrato acetbnico também né&o hel@ de inibicdo enStaphylococus
aureus, mas teve halos de inibicdo média superior a 20mm extrato etéreo,
apresentando 21mm e o extrato cloroférmico apreaesrnm.

Os extratos ndo apresentaram atividade frente &rmsc Gram-negativas, estes
resultados estdo de acordo com o observado por(Ha83), que verificou baixa eficiéncia

dos compostos liquénicos frente a bactérias Grasitipus.

Tabelal.Atividade antibacteriana em disco do ligiRamalina usnea

Espécies bacterianas

Diametro dos halos de inibicdo em milimetros ddsa#ss organicos

Acetona  Cloroférmio Eter Clorafenicol
Escherichia coli 0 0 0 25
Enterococus faecalis 26 18 20 30
Shigelle flexneri 0 0 0 30
Streptococus pyogenes 15 10 20 30
Kocuria rhizophila 10 0 23 40
Salmonellayphimurim 0 0 0 30
Staphylococus aureus 0 5 21 25,5

Enterobacter cloacae 0 0 0 28
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Figura 4 - Halos de inibicdo dos extratos organicos do liggamalina usnedrente aEnterococus
faecalispelo teste do disco. Onde C representa clorafenie@ extrato acetdnico, E.C

extrato cloroférmico e E.E extrato etéreo.

5.2.2. Método de difusdo em poco

Os resultados obtidos através do teste em pocoel@d) mostraram um padrdo
semelhante aquele mostrado nos testes de difus&oe@msolido com discos de papel, sendo
eficaz apenas em bactérias Gram-positivas. Frebgc@riaEnterococus faecaligodos os
extratos tiveram halo médio de inibicdo superi@0anm. Destes o extrato etéreo apresentou
melhores resultados, com halo de inibicdo médialigl28 mm, e os extratos cloroférmico e
acetonico, ambos com 22 mm.

Frente aStreptococus pyogeneas.extrato que teve um halo médio de inibicao maior
foi 0 etéreo, com 21 mm, e 0s extratos cloroférnei@eténico com 18 mm. O extrato etéreo
também foi mais eficaz frentekocuria rhizophila(Figura 5),com halo de inibicAo médio
igual a 22 mm, o aceténico com 13mm e clorofornizmm.

A bactériaStaphilococus aureu®i mais sensivel ao extrato etéreo, apresentamdo u
halo de inibicdo médio igual a 20 mm, na sequéacixtrato cloroférmico com 12 mm e

acetdnico com 11 mm.
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Hale (1983) em seus estudos, que mostrou que atamalas presentes nos liquens
sdo de eficiéncia inferior nas bactérias gram-megmtem relacdo as gram-positivas. O
mesmo também é mostrado por Bustinza (1951), G#p(i®61), Silva et al. (1986) e
Xavier-Filho & Rizzini (1976), que apontaram readibs satisfatérios frente a inibicdo de
bactérias gram-positivas.

Em nenhum dos testes foram observados halos de&ailpara as bactérias gram -
negativasEscherichia coli, Shigella flexngBalmonella typhimuriupEnterobacter cloacae
confirmando as citacdes bibliograficas que mencionaaixa atividade dos compostos
liquénicos frente bactérias gram-negativas.

Na tabela 2, pode-se observar que no teste em pdealp de inibicdo causado pelo
extrato etéreo frente a bactéBtaphylococus aureusjostrou-se satisfatorio, pois o tem um

diametro equivalente ao farmaco clorafenicol, angmssuindo 20 mm.

Tabela 2. Atividade antibacteriana do extrato do liqiRamalina usned.. através do teste

em pogo.
Espécies bacterianas Eograrganicos
Diametro dwdos de inibicdo em milimetros
Acetona  ¢y50f6rmio Eter Clorafenicol

Escherichia coli 0 0 0 25
Enterococus faecalis 22 22 28 30
Shigelle flexneri 0 0 0 28
Streptococus pyogenes 18 18 21 28
Kocuria rhizophila 13 12 22 40
Salmonellayphimurim 0 0 0 30
Staphylococus aureus 11 12 20 20

Enterobacter cloacae 0 0 0 25
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Figura 5 - Halos de inibicao do extrato do liquBamalina usned.. frente aKocuria rhizophilano
teste em poco. C clorafenicol, E.A extrato ace@nle.C Extrato cloroférmico e E.E

extrato etéreo

Os resultados demonstraram relevante atividadebamtériana dos extratos
liquénicos. Uma vez que observa-se a presencaidie @enico na espécie (Figura 3), pode
ser atribuida a atividade a presenca deste impertamomposto, semelhante aos
dibenzofuranos. Entretanto, como mencionado patéeaet al. (2002 e 2004), € possivel
uma acao sinérgica entre os constituintes do liguestudos de Imshaug (1972) ja
mencionavam a presenca de acidos importantes coamdo salazinico, uma depsidona
(HONDA & VILEGAS, 1998) (Figura 6). E possivel qesta seja a primeira descri¢éo de
uma acgao sinérgica entre tais compostos. Estudsisrjpzes poderdo esclarecer com maior

precisdo a composicdo quimica dos extratos e ealeantéio sinérgica de tais compostos.

Figura 6 —Estrutura quimica do acido divaricatico.

o Y o

HaC
3 0 OH

OH
Fonte: Honda & Vilegas (1998), modificado.
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6. CONCLUSOES

Diante dos dados obtidos podemaos concluir que:

» O processo de extracao foi adequado sendo considsasisfatorio.

» Foi identificado, através da analise cromatografiéaido Usnico, entretanto este nao

seria 0 composto majoritario da espécie.
» Os extratos foram considerados ativos frente @&bastgram-positivas.
» A atividade observada pode ser atribuida a presgm@ido Usnico, entretanto, uma

vez que sua concentracdo € baixa na espécie, plossite a atividade observada
relaciona-se a acao sinérgica entre outros compestmntrados no extrato.
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