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RESUMO  

A resistência bacteriana é um grande problema de saúde pública, por isso, torna-se necessário obter 

novas alternativas de tratamento. A pesquisa com plantas medicinais é uma estratégia importante para 

a descoberta de agentes terapêuticos. A Bixa orellana é uma espécie vegetal amplamente utilizada pela 

população para fins de culinária e medicinais.  O objetivo deste estudo é verificar o potencial 

antimicrobiano do extrato hidroalcoólico das sementes de Bixa orellana frente a cepas de Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus; determinar a CIM e avaliar a interação do 

extrato com antimicrobianos de uso clínico. A determinação da atividade antimicrobiana bem como da 

CIM foi realizada através do método de REMA e a avaliação da interação do extrato com 

antimicrobianos de uso clínico através da técnica de difusão em meio sólido utilizando discos de papel. 

A CIM do extrato hidroalcoólico das sementes de Bixa orellana nas diferentes cepas variou de 7,8 a 

1000µg/mL. Observou-se uma tendência de sinergismo da combinação do extrato com os 

antimicrobianos testados. Conclui-se assim que os resultados apontam a Bixa orellana como uma 

planta promissora para o desenvolvimento de novos produtos com atividade antimicrobiana. 

 

Palavras-chave: Resistência bacteriana, Bixa orellana, Microrganismos, Antimicrobianos, 

Sinergismo. 
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1 INTRODUÇÃO 

A resistência bacteriana desenvolvida pelos microrganismos é caracterizada como um 

fenômeno biologicamente normal que confere aos mesmos capacidade de adaptação, crescimento e 

multiplicação em situações adversas às quais, normalmente, os destruiriam (1).  

A resistência bacteriana anteriormente considerada de ocorrência apenas do meio hospitalar, 

tornou-se um fenômeno muito mais abrangente, atingindo diversos ambientes (2,3,4) e representa 

grave problema de saúde pública. Segundo dados da OMS (organização Mundial da Saúde) e da 

(OPAS) Organização Pan-Americana da Saúde, dentre as bactérias mais avaliadas quanto à resistência 

frente aos antimicrobianos destacam-se Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus aureus, assinaladas como importantes causas de morbimortalidade (5). 

Devido à acentuada resistência bacteriana aos antimicrobianos torna-se necessário obter novas 

alternativas para o tratamento de doenças infecciosas (6). O desenvolvimento de pesquisa com plantas 

medicinais vem sendo um indicativo para descoberta de eficientes agentes terapêuticos na obtenção de 

novos fármacos com eficácia satisfatória e com menos efeitos indesejáveis. O uso de extratos para a 

modulação da resistência bacteriana a antimicrobianos tem sido estudado, obtendo-se resultados 

promissores (7). 

A biodiversidade vegetal contribui para o fornecimento de substâncias úteis ao tratamento de 

doenças que acometem os seres humanos. Os metabólitos secundários produzidos pelas plantas 

apresentam propriedades terapêuticas com variedade e complexidade (8).  Esta observação desperta o 

interesse no estudo para a busca e desenvolvimento de novos fármacos a partir de plantas medicinais 

(9). A Bixa orellana (urucum), uma planta nativa do Brasil e de outras regiões tropicais do planeta, 

pertencente à família botânica Bixaceae, é uma planta lenhosa conhecida no Brasil como urucum, 

urucu ou açafrão (10). A semente de urucum contém componentes como celulose, sacarose, óleos, 

fragrâncias alfa e beta caroteno. Essa planta tem sido empregada na medicina tradicional, como 

expectorante, laxativa, estomática, anti-hemorrágica, cicatrizante, antipirético, analgésico e anti-

inflamatório (11). Diversos estudos têm apontado diferentes atividades farmacológicas para esta 

planta, dentre elas: hipocolesterolêmico (12) hipoglicemiante, antimicrobiana e antioxidante (13).  

Por apresentar diferentes tipos de metabólitos secundários, a Bixa orellana pode interagir com 

antimicrobianos de uso clínico, agindo sinergicamente melhorando o potencial do fármaco. Essa 

estratégia é consequência de um mecanismo no qual, dois diferentes compostos são combinados para 

aumentar suas atividades individuais, e tem servido de inspiração para novas pesquisas voltadas para 

a descoberta de moléculas que tem como finalidade atuar nos mecanismos de resistência bacteriana, 

minimizando-os (14). 
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Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do 

extrato hidroalcoólico de Bixa orellana, frente à cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 

e Staphylococcus aureus e descrever a interação desse extrato com antimicrobianos de uso clínico. 

 

2 METODOLOGIA 

2.1 OBTENÇÃO DO EXTRATO 

O extrato hidroalcoólico das sementes de Bixa orellana obtido do Laboratório Harmonize 

(Ipatinga, Minas Gerais, Brasil) foi filtrado, submetido à rotaevaporação a 50°C e liofilizado.  O 

material gerado foi acondicionado em frasco âmbar a 4°C até o momento de uso, e posteriormente 

pesado e utilizado para o preparo de solução estoque a 1mg/mL em dimetilsulfóxido (DMSO - Synth, 

São Paulo, Brasil) 5%, sendo utilizada, imediatamente, nos testes biológicos.  

 

2.2 TRIAGEM FITOQUÍMICA 

Os testes fitoquímicos qualitativos basearam-se em métodos colorimétricos e foram conduzidos 

da seguinte forma: os esteróides e triterpenóides foram pesquisados usando o teste de Lieberman-

Burchard, os flavonóides foram rastreados pelo teste de Shinoda, os taninos foram identificados 

observando-se a formação de precipitados azuis após adição de FeCl3 e as saponinas e alcalóides foram 

pesquisadas utilizando o teste de Drangendorff (15). 

 

2.3 OBTENÇÃO E CULTIVO DOS MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS 

Os microrganismos foram obtidos do Laboratório de Microbiologia da Universidade Vale do 

Rio Doce (UNIVALE), identificados como S1-S5 (linhagens de Staphylococcus aureus, isolados de 

ponta de catéter), E1-E5 (linhagens de Escherichia coli uropatogênicas) e P1-P5 (linhagens de 

Pseudomonas aeruginosa, isoladas de secreção traqueal), foram submetidas à identificação com o 

sistema automatizado Vitek 2.0 (version R04.02, bioMérieux), seguindo as instruções do fabricante. 

Todas as linhagens foram mantidas congeladas a -20 °C em caldo BHI (Difco, Becton Dikinson, USA) 

adicionado de 10% de glicerina. Para ativação dos cultivos, alíquotas do cultivo congelado foram 

transferidas para o caldo BHI suplementado com 5% de sacarose, e incubadas a 35 ± 2 °C. Após 24 

horas, as culturas contendo as bactérias foram semeadas em placas de Petri contendo Ágar Nutriente 

(Difco, Becton Dikinson, USA) e colocadas em estufa a 37°C por 48 horas. Após visualização do 

crescimento, colônias das bactérias foram selecionadas e transferidas para o caldo BHI. 
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2.4 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (MIC) 

A CIM do extrato hidroalcoólico das sementes de Bixa orellana foi determinada em 

microplacas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Dinamarca) de 96 poços estéreis conforme descrito 

anteriormente pelo nosso grupo (16). Resumidamente, as culturas bacterianas foram preparadas em 

caldo BHI na escala 0,5 de McFarland, sendo 100μL dispensados nos poços. Na sequência, foram 

adicionados 100μL do extrato hidroalcoólico das sementes de Bixa orellana que foi diluído em série. 

As concentrações testadas variaram de 1mg/mL a 7,8μg/mL. As placas foram então incubadas em 

estufa bacteriológica a 35 ± 2 °C por toda a noite. Após este tempo, em cada poço, foram adicionados 

10µL da solução de resazurina (Sigma-Aldrich Missouri, EUA) previamente diluída em água destilada 

estéril na concentração final de 0,001mg/mL, sendo as placas reincubadas nas condições anteriores por 

30 minutos.  A CIM foi estabelecida como a menor concentração em que a coloração de resazurina 

manteve-se inalterada (sem modificação da cor azul para rosa). Todos os experimentos foram 

realizados em triplicatas indepedentes. 

 

2.5 AVALIAÇÃO DA INTERAÇÃO DO EXTRATO DE BIXA ORELLANA COM FÁRMACOS 

ANTIMICROBIANOS  

A possível interferência do extrato de Bixa orellana com fármacos antimicrobianos foi avaliada 

utilizando o método de disco difusão em ágar (17) com modificações (18). Placas de Petri foram 

preparadas com Ágar Mueller-Hinton (Difco, Becton Dikinson, USA) nas quais foram semeadas as 

suspensões bacterianas na escala 0,5 de McFarland. Os seguintes discos antimicrobianos foram 

utilizados: amoxicilina 500mg, ampicilina 500mg, norfloxacino 500mg, ciprofloxacino 500mg, 

nitrofurantoína 100mg, (todos da CEFAR, São Paulo, Brasil). Resumidamente, 10μL do extrato de 

Bixa orellana na concentração de 1000 μg/mL foram dispensados em cada disco. As placas foram 

incubadas em estufa bacteriológica a 35 ± 2 °C por 24horas, e o diâmetro médio da zona de inibição 

foi medido e comparado com o controle das placas (discos livres de extrato). O sinergismo ou 

antagonismo foram considerados se a inibição do diâmetro médio da zona de inibição era pelo menos 

2mm maior ou 2 mm mais curto que o controle, respectivamente. Todos os experimentos foram 

realizados em duplicatas indepedentes. 

 

3 RESULTADOS 

Os testes fitoquímicos qualitativos realizados evidenciaram a presença de flavonóides, taninos, 

saponinas e alcalóides conforme a Tabela 01.  
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Tabela 01: Resultado da análise qualitativa do ensaio fitoquímico do extrato de semente de urucum (Bixa orellana) 

Metabólitos analisados Resultados 

Esteróides/triterpenóides - 

Flavonóides + 

Taninos + 

Saponinas + 

Alcalóides + 

(+) presença do composto químico, (-) ausência do composto químico. Fonte (Os autores) 

 

Os dados obtidos na avaliação da atividade antimicrobiana de B. orellana encontram-se 

representados na Tabela 2.  

 

Tabela 02: Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato hidroalcoólico das sementes de Bixa orellana, expressos em 

μg/mL, frente a isolados clínicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados referentes à sensibilidade das cepas bacterianas frente à ação de antimicrobianos 

estão representados na Tabela 03. 

 

Tabela 03: Avaliação da interação do extrato de Bixa orellana com fármacos antimicrobianos 

Cepas Nor Nor+E Amp Amp+E Cip Cip+E Amo Amo+E Nit Nit+E 

S1 15 ± 4,2 12 ± 0 27 ± 4,2 36 ± 4,2 18 ± 0 16 ± 5,0 27 ± 4,2 35 ± 1,4 18 ± 0 20 ± 6,4 

S2 18 ± 0 21 ± 4,2 11 ± 7,8 12 ± 0,7 18 ± 0 21 ± 4,2 
17 ± 

12,0 

12 ± 

0,70 
18 ± 0 18 ± 0 

S3 15 ± 4,2 18 ± 0 
18 ± 

17,0 

20 ± 

14,1 
21 ± 4,2 19 ± 1,4 

16 ± 

11,3 

22 ± 

17,0 

15 ± 

4,2 
16 ± 5,0 

S4 12 ±  0 12 ± 0 24 ± 0 21 ± 4,2 12 ± 0 12 ± 0 24 ± 0 21 ± 4,2 18 ± 0 16 ± 3,3 

S5 
18 ± 

12,7 
16 ± 2,8 

30 ± 

21,2 
33 ± 3,5 15 ± 4,2 18 ± 7,8 24 ± 8,5 29 ± 3,5 

15 ± 

4,2 
16 ± 5,0 

S 

ATCC 
09 ± 4,2 12 ± 1,4 18 ± 8,5 32 ± 5,7 12 ± 8,5 18 ± 0 24 ± 0 27 ± 4,2 

12 ± 

8,5 
19 ± 7,0 

           
Cepas Nor Nor+E Amp Amp+E Cip Cip+E Amo Amo+E Nit Nit+E 

P1 15 ± 4,2 12 ± 4,2 36 ± 8,5 36 ± 8,5 18 ± 0 21 ± 4,2 36 ± 8,5 39 ± 4,2 
09 ± 

4,2 
09 ± 4,2 

P2 12 ± 8,5 09 ± 4,2 30 ± 0 26 ± 5,7 11 ± 1,4 12 ± 8,5 27 ± 4,2 27 ± 4,2 12 ± 0 13 ± 7,0 

P3 18 ± 8,5 
22 ± 

11,3 
27 ± 4,2 25 ± 9,9 15 ± 4,2 16 ± 2,8 27 ± 4,2 25 ± 9,9 

18 ± 

12,7 
12 ± 8,5 

P4 15 ± 4,2 16 ± 2,8 30 ± 0 30 ± 0 15 ± 4,2 16 ± 2,8 27 ± 4,2 31 ± 1,4 
15 ± 

4,2 
14 ± 2,8 

P5 12 ± 0 12 ± 0 27 ± 4,2 28 ± 2,8 12 ± 0 14 ± 5,7 30 ± 0 25 ± 1,4 12 ± 0 14 ± 2,8 

P 

ATCC 
21 ± 4,2 19 ± 1,4 15 ± 4,2 18 ± 0 24 ± 0 18 ± 0,4 15 ± 4,2 18 ± 1,0 

09 ± 

4,2 
16 ± 2,8 

           
Cepas Nor Nor+E Amp Amp+E Cip Cip+E Amo Amo+E Nit Nit+E 

E1 
22 ± 

11,3 
27 ± 4,2 24 ± 0 26 ± 2,8 24 ± 0 

28 ± 

11,3 
24 ± 0 25 ± 1,4 

07 ± 

0,7 
10 ± 5,7 

   CEPAS   

 

CIM (µg/mL) 

P1 P2 P3 P4 P5 

< 7,8 < 7,8 >1000 < 7,8 < 7,8      
S1 S2 S3 S4 S5 

125 125 125 125 125      
E1 E2 E3 E4 E5 

>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

Concentrações testadas variaram entre 7, 8 a 1000 µg/mL. Fonte (Os autores) 
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E2 30 ± 0 31 ± 1,0 24 ± 0 24 ± 0 27 ± 4,2 30 ± 0 24 ± 0 20 ± 3,2 
09 ± 

3,5 
09 ± 3,5 

E3 21 ± 4,2 22 ± 2,8 06 ± 4,2 09 ± 4,2 21 ± 4,2 23 ± 2,1 06 ± 4,2 10 ± 5,7 06 ± 0 07 ± 1,4 

E4 27 ± 4,2 27 ± 4,2 21 ± 4,2 25 ± 1,4 
21 ± 

12,7 
20 ± 2,8 21 ± 4,2 21 ± 4,2 

08 ± 

2,8 
09 ± 4,2 

E5 21 ± 4,2 25 ± 7,0 24 ± 0 23 ± 1,0 15 ± 4,2 20 ± 5,7 24 ± 0 24 ± 0 06 ± 0 10 ± 5,1 

E 

ATCC 
24 ± 0 25 ± 7,0 24 ± 0 24 ± 0 21 ± 4,2 22 ± 3,8 24 ± 0 24 ± 0 06 ± 0 10 ± 1,0 

Nor: Norfloxacino; Amp: Ampicilina; Cip: Ciprofloxacino; Amo: Amoxicilina; Nit: Nitrofurantoína; E: Extrato;  

Sinergismo; Antagonismo; Indiferente. Valores apresentados em média ± desvio padrão. Fonte (Os autores) 

 

4 DISCUSSÃO 

Por meio das análises fitoquímicas obtêm-se informações relevantes sobre a presença de 

metabólitos secundários na planta, isso é importante, pois, conferem proteção a mesma contra ataques 

de insetos e herbívoros, radiação ultravioleta e doenças. Além disso, oferecem benefícios a saúde 

humana, pois apresentam atividades biológicas (19). 

A presença dos metabólitos secundários pode ser confirmada através de técnicas convencionais 

como cromatografia de camada delgada  e espectroscopia, porém a utilização de técnicas hifenadas 

que refere-se ao acoplamento entre duas ou mais técnicas analíticas como a cromatografia líquida de 

alta eficiência  e a cromatografia gasosa,  traz informações adicionais sobre a estrutura química dos 

componentes da amostra, funcionando como detectores, com o intuito de obter uma ferramenta de 

análise mais eficiente e rápida do que as técnicas convencionais (20). 

De acordo com a tabela 01, apesar de não se ter detectado a presença de esteróides, estudo 

anterior identificou esse metabólito em sementes de urucum (21). Justifica-se esta diferença na 

concentração dos metabólitos secundários que, apesar de ser controlada geneticamente, pode existir 

variações nos tecidos vegetais em consequência da idade e do tamanho da planta, da parte coletada, 

local de coleta, sazonalidade (22), fatores ambientais bem como interações com insetos e predadores 

(23). 

Como já citada anteriormente à resistência bacteriana gera uma sobrecarga para os sistemas de 

saúde colocando em risco a segurança do paciente, pois prolonga o tempo de internação e 

consequentemente os custos com tratamento, podendo ser causa de morbidade e mortalidade (24). 

Sendo assim nosso estudo visa avaliar a presença de metabólitos secundários que possuem atividade 

antimicrobiana na B. orellana que possam de certa maneira apresentar ação sinérgica e/ou 

potencializarem a ação dos antimicrobianos utilizados na clínica, planta esta utilizada para fins 

culinários e etnobotânicos.       

O perfil de susceptibilidade dos isolados clínicos ao extrato hidroalcoólico de B. orellana 

variou entre os isolados de diferentes espécies e até mesmo na mesma espécie.  Este dado pode ser 
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justificado pela variabilidade genética de cada cepa, conforme  descrito por alguns autores (25) ao 

relatar que a variabilidade genética entre isolados da mesma espécie tem sido apontada como um dos 

fatores determinantes para as variações no perfil de suscetibilidade. Neste estudo optou-se pela 

utilização de isolados clínicos para se fazer essa avaliação, pois os mesmos correspondem as cepas 

circulantes na comunidade, ao invés de se utilizar cepas ATCC que são adquiridas comercialmente. 

Um estudo onde se fez a análise da produção de biofilme por isolados clínicos de P. a de pacientes 

com pneumonia associada à ventilação mecânica demonstrou que a maior detecção da produção de 

biofilmes foi por isolados clínicos em comparação com cepas ATCC utilizadas (26). Estudos anteriores 

publicados pelo nosso grupo têm avaliado com sucesso os efeitos de plantas medicinais sobre esses 

isolados clínicos.  

As cepas de P. aeruginosa apresentaram maior sensibilidade ao extrato das sementes de B. 

orellana, quando comparadas a (S. aureus e E. coli). Embora E. coli sendo Gram negativa não 

apresentasse sensibilidade, isso possivelmente pode ser em relação as características desse grupo de 

bactéria, por apresentar dupla membrana formando um envelope complexo, sendo responsável pela 

menor sensibilidade deste microorganismo frente ao extrato vegetal, que dificulta a entrada de agentes 

antimicrobianos ou pelas concentrações utilizadas do extrato (27). 

Outro estudo sobre a atividade antimicrobiana e anti-inflamatória de produtos naturais sobre 

patógenos respiratórios demonstrou através do método de microdiluiçao que o extrato hidroalcoólico 

de B. orellana apresenta atividade frente a todos os patógenos testados incluindo P. aeruginosa e S. 

aureus, com taxas de redução de 95% sob o biofilme formado por P. aeruginosa e de 93% sob o biofilme 

formado por S. aureus ambos na concentração de 64 mg/ml (28). 

A avaliação da interação do extrato hidroalcoólico da semente de Bixa orellana se deu através 

da medida dos halos pela da técnica de difusão em meio sólido utilizando discos de papel filtro.                                                                                                          

O estudo para avaliar a interação do extrato de B. orellana com fármacos antimicrobianos de 

uso clínico se faz necessário uma vez que, as plantas medicinais são utilizadas pela população em 

geral, porém sem nehuma comprovação de suas atividades farmacológicas.  O uso da combinação do 

extrato de plantas com antimicrobianos pode promover uma redução da dose mínima necessária para 

a eficácia dos antimicrobianos, isso é interessante, pois pode reduzir a chance de efeitos colaterais,  

bem como reduzir o custo dos tratamentos. Por isso,  este estudo  representa uma alternativa terapêutica 

no combate de bactérias multirresistentes emergentes (29) . 

Um estudo semelhante ao nosso, avaliou a interação do extrato hidroalcoólico de B. orellana 

com anticmicrobianos e observou que à presença de atividade do extrato frente a bactéria Gram 

positivas (S. aureus) e ausência de atividade frente às bactérias Gram negativas (E. coli e P. aeruginosa) 
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onde relatam maior sensibilidade do primeiro frente aos metabólitos vegetais corroborando com nosso 

estudo (30). 

Os testes realizados mostraram que S. aureus apresentou-se mais sensível quando usado os 

antimicrobianos ampicilina e amoxicilina em conjunto com o extrato sendo indentificados halos de 

inibição que oscilaram entre12 e 36 mm, e menos sensível frente E. Coli. 

Esses antimicrobianos foram escolhidos pois são frequentemente utilizados na clínica médica, 

o uso repetido e inadequado dos mesmos é a principal causa do aumento das bactérias resistentes (31). 

Norfloxacino e Ciprofloxacino pertencem a classe das quinolonas de 2ª geração, são utilizadas em 

infecção urinária ( cistite e pielonefrite) e prostatite; ampicilina e amoxicilina pertencem a classe  dos 

β- Lactâmicos sendo ampicilina, utilizada no tratamento de bronquites, endocardites,  gonorreia, 

meningites, pneumonia, a amoxicilina utilizada no tratamento de uma série de infecções bacterianas 

das vias respiratórias e também como parte do esquema de tratamento contra infecções causadas pela 

famosa bactéria H.pylor. Nitrofurantoína classe dos nitrofuranos é utilizada no tratamento de infecção 

urinária.  

O extrato hidroalcoólico de Bixa orellana apresenta efeito sinérgico, sendo justificado pelos 

diversos metabólitos secundários produzidos pela planta e já descrito neste trabalho, que quando 

isolados ou em conjunto apresentou perfil de inibição de crescimento (32).  

As sementes de Bixa orellana é muito utilizada na culinária e para fins dermatológicos, por 

isso é necessário uma observação pois quando utilizada em associação com antimicrobianos de uso 

clínico pode potencializar o efeito dos mesmos. 

 

5 CONCLUSÃO 

Considerando os resultados obtidos neste estudo, o extrato hidroalcóolico das sementes de Bixa 

orellana apresenta atividade antimicrobiana sobre os isolados clínicos, além disso interage com 

antimicrobianos de uso clínico causando efeito sinérgico melhorando assim a atividade desses 

antimicrobianos. Esses dados juntos apontam a Bixa orellana como uma planta promissora para o 

desenvolvimento de novos produtos com atividade antimicrobiana, porém o uso concomitante de 

produtos vegetais e medicamentos convencionais merece um olhar muito cuidadoso, visto que à 

possibilidade de interferir no tratamento de doenças de etiologia bacteriana. 
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