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RESUMO 

O estudo de novas alternativas terapêuticas no tratamento de infecções 

microbianas tornou-se crescente no cenário científico devido à grande variação 

genética desses micro-organismos, que resultou na resistência aos 

antimicrobianos existentes. A grande diversidade na flora brasileira e a ampla 

utilização das plantas como medicamentos pela população justificam os 

estudos e o crescente interesse pela descoberta de novos compostos bioativos 

isolados dos vegetais. Plantas usualmente utilizadas na agricultura, apenas 

como adubação verde, por exemplo, são atualmente  alvo de estudos 

científicos com potenciais promissores de atuação como  de produtos 

terapêuticos. Plantas da família Leguminosae, amplamente conhecidas e 

utilizadas como fornecedoras de nitrogênio ao solo, vem sendo estudadas por 

diversas áreas da saúde para comprovarem a ação de compostos isolados 

entre estes os alcalóides pirrolidizínicos como antiinflamatórios, antibióticos e 

até como veneno para pragas. O objetivo do presente estudo foi determinar, a 

partir de extrativos de Crotalaria pallida, a atividade antimicrobiana in vitro 

utilizando cepas padrões de: Staphylococccus aureus, Escherichia coli, 

Salmonella sp e da levedura Candida albicans. Para determinação dessa 

atividade foi utilizada a técnica de diluição em microplaca que possibilitou o 

estudo da atividade do extrativo vegetal e da concentração inibitória mínima, 

isto é, concentração bactericida e/ou bacteriostática mínima e concentração 

fungiostática e/ou fungicida mínima. A Crotalaria pallida, não apresentou 

atividade frente aos micro-organismos testados nas condições padronizadas 

neste estudo. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

O uso de plantas no tratamento de infecções é tão antiga quanto a civilização 

humana e por longo período de tempo minerais, produtos animais e vegetais foram 

as principais fontes de substâncias bioativas (RATES, 2001). 

As plantas medicinais são utilizadas como fonte medicamentosa mesmo em 

países industrializados, onde grande parte dos produtos farmacêuticos sintetizados 

e comercializados provém de produtos naturais (ELIZABETSKY, 1991). 

 Da mesma forma os medicamentos fitoterápicos são amplamente utilizados 

(ANVISA, 2004) e caracterizados pela eficiência comprovada bem como pelos riscos 

que envolvem seu uso (WHO, 2009). 

 A vantagem no uso de plantas na medicina popular está no fato destas serem 

uma fonte renovável e, em grande parte, controlável pelo homem (SIMÕES et al, 

2004). 

 A grande diversidade encontrada no Brasil justifica a utilização e o 

crescimento significativo na utilização de produtos de origem vegetal como 

potenciais fitoterápicos (YUNES e VALDIR, 1998; CALIXTO, 2003) ainda que essa 

utilização venha resultar em efeitos indesejados relacionados principalmente à 

automedicação (ANVISA, 2004; WHO, 2009). 

 Decorrente da significativa utilização de plantas e/ou seus produtos no Brasil, 

é crecente o interesse e o avanço científico em estudos com estas como opções 

terapêuticas para diferentes patologias (ELLOF, 2000; FLORES e MIOTTO, 2005). 

 Inegavelmente as plantas são fonte com a mais ampla diversidade em 

moléculas com diferentes estruturas e propriedades fisiológicas e físico-químicas, 

produtos de biotransformação de macromoléculas como os ácidos nucléicos, 
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proteínas, lipídeos e carboidratos os quais resultam em vantagens para a 

sobrevivência e manutenção da espécie (SIMÕES et al, 2004). 

A ocorrência ou mesmo a concentração de metabólitos secundários em uma 

planta é influenciada por vários fatores ambientais como sazonalidade, umidade, 

temperatura, altitude entre outros (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). 

Tornou-se, portanto, imprescindível conhecer a constituição química das 

plantas de uso popular bem como subsequentemente o conhecimento do potencial 

biológico desses constituintes. 

 Em atendimento a essa necessidade, o Ministério da Saúde divulgou uma 

extensa lista de plantas medicinais que poderão ser utilizadas como medicamento 

pelo Sistema Único de Saúde (SUS). Foram selecionadas plantas com potencial 

ação contra diabetes, hipertensão, úlceras, artrites, inflamações entre outras 

doenças crônicas. 

 Essa é uma lista que serve para orientar estudos e pesquisas, com objetivo 

de gerar produtos que possam ser agregados no âmbito do Sistema de Saúde 

(LISTA DE PLANTAS MEDICINAIS DO SUS). 

Neste sentido, um grupo de pesquisadores constituídos por botânicos, 

químicos, farmacêuticos e biólogos propuseram o projeto temático intitulado 

“Fitoterápicos padronizados para o tratamento de doenças crônicas”, coordenado 

pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas. 

Esse projeto envolve o estudo de plantas incluidas na lista proposta pelo SUS 

com atividade em doenças crônicas com enfoque especial às utilizadas no combate 

a doenças no trato gastrintestinal. 
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No que se refere a determinação e elucidação do potencial biológico dos 

constituintes da planta é importante ressaltar o conhecimento científico da atividade 

antimicrobiana das mesmas. 

A atividade antimicrobiana é uma etapa importante nos estudos da atividade 

biológica de produtos naturais face ao surgimento crescente de micro-organismos 

resistentes. 

Várias técnicas são utilizadas na determinação da atividade antimicrobiana in 

vitro. Dentre estas a microdiluição que possibilita a utilização de volumes reduzidos 

na determinação da concentração inibitória mínima são de grande valia quando se 

trata de produtos naturais que normalmente são isolados em pequenas quantidades 

(COWAN, 1999; GIBBONS e DURR, 2004; LANGFIELD et al, 2004; OSTROSKY et 

al, 2008; ALVES et al, 2008). Essas técnicas permitem ainda avaliar diferentes 

extrativos e de mais de uma substância teste, em diversas concentrações, bem 

como diferentes micro-organismos em um mesmo ensaio. 

 O gênero Crotalaria sp, pertence à Família Fabaceae ou Leguminosae. 

 São plantas herbáceas com cerca de 50 cm de altura ou com arbustos até 3 

m, possuem folhas digitado-triofoliadas, unifolioladas ou simples, flores 

predominantemente amarelas , androceu formando um tubo monadelfo aberto na 

base com anteras dimorfas e legumes inflados (FLORES e MIOTTO, 2005). 

As principais aplicações agrícolas de espécies do gênero Crotalaria são como 

fontes de nitrogênio pela fixação biológica através da adubação verde, agente 

biológico no controle de nematóides, cobertura do solo para controle da erosão, 

produção de celulose, fibras têxteis, ornamentação e alimentação animal (URATANI 

et al,2004; BIONDO et al, 2005). 
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Possuem como substância majoritária a monocrotalina (alcalóide-um 

nitrogênio em um anel heterocíclico), que contém características como: caráter 

básico, sabor amargo, fisiologicamente e farmacologicamente ativo, pois funcionam 

como uma defesa química das plantas contra herbívoros (HONÓRIO JÚNIOR, et al, 

2010). 

A espécie Crotalaria pallida é encontrada comumente em zonas tropicais e 

subtropicais sendo numerosas na África, Índia, México e Brasil (HONÓRIO JUNIOR,  

et al, 2010). 

 Com facilidade encontramos esta espécie em plantações de grãos e em 

pastagens, bem como em áreas próximas de rios, morros litorâneos, restingas, orla 

de matas, campos e cerrados (FLORES, 2004).  

No Brasil, são conhecidas como: “xique-xique”, “guizo de cascavél”, “chocalho 

de cascavél” e possuem vagens secas que quando tocadas se assemelham ao som 

emitido pela cauda da cascavél (BOGHOSSIAN et al, 2007) . 

Dados da literatura sobre atividades farmacológicas do Crotalaria pallida são 

bastante restritos, mas extensa revisão bibliográfica sobre seu uso popular, mostra 

que no Camboja, as flores são usadas como um vegetal. Na  Indo-China, 

uma espécie de café é preparado a partir de sementes torradas.  No Vietnã, 

as raízes são às vezes mastigadas com nozes de betel. Na 

medicina  tradicional,  Crotalaria pallida é utilizada para tratar problemas 

urinários.  A cataplasma   das raízes é aplicada a um inchaço doloroso das 

articulações, e um extrato das folhas é tido como vermífugo. No Laos a planta 

é usada para reduzir a febre (PROTA4U, 2010). 

As plantas da C. pallida são ricas em alcalóides pirrolizidínicos (principais 

toxinas que frequentemente acometem humanos e outros animais), possuem 
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atividade tóxica em diversas escalas como: atividade depressora do SNC (na dose 

de 50 mg e 100 mg) em camundongos, hepatotoxicidade, efeitos pneumotóxicos, 

nefrotóxicos, cardiotóxicos, teratogênicos e carcinogênicos (NOBRE et al, 2004; 

HONÓRIO JÚNIOR., et al, 2010). Também existem relatos de atividades 

antiinflamatórias exercida exatamente pela casca da Crotalaria pallida (AHMED, et 

al, 2006). 

Estudos revelam que as espécies do gênero possuem conexão com 

mitocôndrias celulares que frequentemente estão sendo consideradas um importante 

alvo de xenobióticos, que podem causar injúria celular, via depleção do ATP 

(WALLACE e STARKOV, 2000). Em decorrência de sua múltipla ação e possível 

potencial terapêutico, a Crotalaria pallida tem, atualmente, despertado o interesse de 

pesquisadores ligados à rede da saúde. Deste modo, o potencial biológico do 

vegetal devem ser muito bem caracterizado e descrito (ARAUJO, 2011). 

Isto demonstra a relevância deste estudo na caracterização de extrativos 

desta espécie vegetal bem como o extenso número de doenças infecciosas que 

acometem o homem, podendo ser utilizadas no controle destes males. 
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2. OBJETIVO 

 

O presente estudo teve por objetivo determinar o potencial antimicrobiano de 

extrativos etanólicos de folhas/galhos, sementes e pericarpo da Crotalaria pallida 

com a determinação da atividade antimicrobiana frente às bactérias Staphylococccus 

aureus, Escherichia coli, Salmonella sp e da levedura Candida albicans. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. Extrativos Vegetais: 
  

           Foram utilizados os extrativos etanólicos (70%) de folhas/galhos, sementes e 

pericarpo da Crotalaria pallida obtidos pela doutoranda Maria do Socorro Fernandes 

Melo, da equipe do Prof. Dr. Wagner Vilegas do Instituto de Química-UNESP, 

Araraquara. 

          Os extrativos vegetais foram obtidos por meio da separação das partes da 

planta, secagem e moagem de acordo com padrões farmacopêicos e extração por 

percolação (Farmacopéia, 2010). As partes do vegetal foram secas em estufa a 

40ºC por 48 horas e reduzidos ao estado de pó, por meio de moagem, em moinho 

de faca.  

As folhas (1000g), pericarpo (200g) e sementes (100g) foram extraídos em 

separado,umedecidos com etanol 70% e deixados em repouso por 2 horas, em 

recipientes fechados, ao abrigo da luz. Esse material terminou acomodado em 

percolador e submetido ao processo de lixiviação com etanol 70%, até o  

esgotamento total da droga. Removeu-se o etanol com auxílio de evaporador 

rotativo.  

Os extrativos do pericarpo e folhas foram liofilizados obtendo-se um 

rendimento de 10 % para cada extrato. O extrativo de sementes não foi liofilizado por 

apresentar substâncias lipídicas apresentando assim um rendimento aparente de 

20%.  

O estudo fitoquímico e de atividade biológica dessa planta é parte do projeto 

BIOTA/FAPESP institulado “Fitoterápicos padronizados para tratamento de doenças 

crônicas” (Proc. nº 09/52237-9). 
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    3.1.1 Espectro de absorção dos extrativos vegetais 
 

Os extrativos vegetais foram adequadamente dissolvidos e submetidos à 

leitura em espectrofotômetro (abs), num intervalo de 400 a 655nm, para a 

determinação do comprimento de onda de absorção dos mesmos. 

  As análises permitiram avaliar o melhor comprimento de onda para ser 

utilizado nos ensaios de atividade antimicrobiana, fora da faixa de absorção do 

extrato ou fazendo as correções dessas leituras. 

 
 

3.1.2 Preparo das soluções dos extrativos 
 
Os extrativos foram dissolvidos à concentração de 2000μg/mL em solventes 

adequados como solução-estoque para o início dos experimentos. No caso dos 

extrativos de Folhas/Galhos e Pericarpo os solventes e suas porções utilizadas para 

diluição foram de 20% de DMSO e 80% de água. Já no caso do extrativo de 

Sementes, o solvente utilizado foi 100% de água. 

 

3.2 Cepas microbianas 

3.2.1 Cepas bacterianas 
 
 Foram utilizadas as cepas padrões: Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Echerichia coli ATCC 25922 e Salmonella setubal ATCC 19196. 

3.2.2 Cepa fúngica 
 
 Foi utilizada a cepa padrão de Candida albicans ATCC 64548. 

 
3.2.3 Estocagem e manutenção das cepas 

 
As cepas bacterianas foram mantidas em caldo Muller-Hinton acrescido de 

20% de glicerol e mantido a – 20ºC. Para uso, as cepas foram repicadas em caldo 

Muller-Hinton (2 mL), incubados, por 24h a 37ºC. 
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A levedura foi mantida em caldo Sabouraud acrescido de 20% de glicerol e 

mantido a - 20ºC. Para o uso, foi replicada em 2 mL de caldo Sabouraud e incubado 

a 37ºC por 48h. 

 
3.2.4 Preparo das suspensões microbianas 
 

 As suspensões bacterianas foram padronizadas adicionando-se uma cultura 

de 24horas, em tampão fosfato (PBS) estéril até atingir uma turvação equivalente ao 

tubo 0,5 da escala McFarland (aproximadamente 108 UFC/mL). 

 Sequencialmente essa suspensão foi lida em espectrofotômetro com valor de 

absorbância de 0,10 a 0,15 a 620nm para confirmação da concentração. 

 Desta suspensão foi efetuada uma diluição 1/10 em tampão PBS estéril, que 

correspondeu a 107 UFC/mL. 

  As culturas de 48h de levedura foram transferidas para PBS estéril e 

ajustadas até escala 0,5 de McFarland (106 UFC/mL). Foi confirmada a 

concentração por leitura espectrofotométrica a 620nm com leitura de abs entre 0,8 a 

0,10. Desta suspensão foi efetuada uma diluição 1/100 em tampão PBS estéril, que 

correspondeu a 103 UFC/mL. 

 
 
3.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
   
3.3.1 Realização do teste 
 
 A concentração inibitória mínima foi determinada pela técnica de diluição em 

microplacas com 96 poços de acordo com a metodologia descrita segundo a norma 

M7-A6 do CLSI (2006), para as bactérias aeróbicas e a norma M27-A3 CLSI (2008) 

para as leveduras, com modificações. Os orifícios das microplacas foram 
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preenchidos com 100 μL de caldo de Mueller-Hinton ou RPMI-1640 (tamponado com 

MOPs + glicose) para as bactérias e a levedura, respectivamente. 

 Em seguida foram acrescentados 100μL das soluções dos extrativos vegetais 

e foi realizada a diluição seriada de 1000 a 7,8μg/mL, em coluna. Adicionalmente 

foram distribuídos 100μL das suspensões dos micro-organismos em cada orifício 

das microplacas. 

 Como controle positivo foram utilizados a ampicilina (concentração de 1250 

μg/mL) para as bactérias e anfotericina B (concentração de 32 μg/mL)para a 

levedura.  

Também foram realizados controle do meio de cultura, controle de 

crescimento bacteriano, controle dos extrativos vegetais e controle negativo 

(solventes). 

As microplacas foram incubadas em estufa a 37ºC por 24h para as bactérias 

e 37ºC por 48h para a levedura. 

Em cada microplaca foram testados 2 extrativos vegetais e o teste realizado 

em triplicata. 

 
3.3.2 Leitura espectrofotométrica 

 
Após incubação, as microplacas foram lidas em espectrofotômetro a 595 nm 

(leitor de microplacas) a partir dos quais foram confeccionados os gráficos 

expressando as leituras de absorção. 

 
3.3.3  Leitura com revelador 

 
Foram realizadas leituras das microplacas de bactérias com o revelador 

resazurina (0,0001g/mL) do qual 15μL foi adicionada em cada orifício das 

microplacas.Com incubação de até 2 horas a presença de cor azul representou 
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ausência de crescimento e de cor rosa, presença de crescimento bacteriano 

(GABRIELSON et al, 2002) 

Às microplacas contendo levedura foram adicionadas 20μL de solução 

aquosa de 2% de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC). Após incubação a 35ºC por 

3 horas, a coloração vermelha representou crescimento do micro-organismo e não 

alteração de cor, a ausência de crescimento (DUARTE et al., 2005) 

 
3.4  Esquema representativo do teste em microplaca 

 

3.4.1. Teste de microdiluição com bactérias 

                         

 

 

 

 

 

 

 

Figura1- Esquema do Teste de Diluição em Microplacas para Bactérias  

 

Coluna 1: meio de cultura (Müller Hinton – 80 μL) + bactéria (Sa., Ec., ou Sal. -20 μL)- teste de saturação ou não do meio de cultura com a 
porção de bactérias. 

Coluna 2: meio de cultura (Müller Hinton – 80 μL) + bactéria (Sa., Ec., ou Sal. -20 μL) + ampicilina (100μL)- Controle Positivo 
(Concentração da ampilicilina = 1250 μg/mL) 
 Coluna 3, 4 e 5: meio de cultura (Müller Hinton – 80 μL) + substância teste A (Folhas/Galhos, Pericarpo ou Sementes - 100μL) + bactéria 
(Sa., Ec., ou Sal. -20 μL). 

Colunas 6,7 e 8: meio de cultura (Müller Hinton – 80 μL) + substância teste B (Folhas/Galhos, Pericarpo ou Sementes - 100μL) + bactéria 
(Sa., Ec., ou Sal. -20 μL). 
 
Coluna 9: meio de cultura (Müller Hinton – 80 μL) + bactéria (Sa., Ec., ou Sal. -20 μL) + sistema de solventes (Controle Negativo- 
20%DMSO + 80% água OU 100% água) 

Coluna 12: meio de cultura (Müller Hinton- 80μL) – teste de esterilidade do meio. 

Coluna 10: meio de cultura (Müller Hinton – 80 μL) + substância teste A (Folhas/Galhos, Pericarpo ou Sementes - 100μL).- teste de 
esterilidade da substância A. 

Coluna 11: meio de cultura (Müller Hinton – 80 μL) + substância teste B (Folhas/Galhos, Pericarpo ou Sementes - 100μL). – teste de 
esterilidade da susbtância B. 
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3.4.2 Testes de Microdiluição com Levedura 

                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Esquema do Teste de Diluição em Microplacas para Candida albicans  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Coluna 1: meio de cultura (RPMI - 100μL) + levedura (100 μL) - teste de saturação ou não do meio de cultura com a porção 
de Candida. 

Coluna 2: meio de cultura (RPMI - 100μL) + levedura (100 μL) + anfotericina B (100 μL)  
 
Coluna 3, 4 e 5: meio de cultura (RPMI - 100μL) + levedura (100 μL) + folhas e galhos (100 μl) ou sementes (100 μl). 
 
Colunas 6: meio de cultura (RPMI - 100μL) + levedura (100 μL) + pericarpo (100 μL) OU Para sementes: meio de cultura 
(RPMI - 100μL) + levedura (100 μL) + Sistema Solventes (100% de água – Controle Negativo) 
Coluna 7: meio de cultura (RPMI - 100μL) + levedura (100 μL) + pericarpo (100 μL) OU Para sementes: meio de cultura (RPMI 
– 100 μL) + sementes ( 100 μL)- teste de esterilidade da substância. 
Coluna 8: meio de cultura (RPMI - 100μL) + levedura (100 μL) + pericarpo (100 μL) OU Para sementes: meio de cultura (RPMI 
– 100 μL). 
 Coluna 9: meio de cultura (RPMI - 100μL) + levedura (100 μL) + Sistema Solventes (20% DMSO + 80% de água – Controle 
Negativo) 

Coluna 10: meio de cultura (RPMI – 100 μL) + folhas e galhos ( 100 μL)- teste de esterilidade da substância. 
 
Coluna 11: meio de cultura (RPMI – 100 μL) + pericarpo ( 100 μL) – teste de esterilidade da substância. 
 
Coluna 12: meio de cultura (RPMI – 100 μL) – teste de esterilidade do meio. 
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4. RESULTADOS  
 

4.1 Concentração Inibitória Mínima(CIM) 

_________________________________________________________ 
 

___________________________________________________________________ 

Tabela 1- Determinação da CIM das amostras de C. pallida frente aos diferentes 

micro-organismos. 

Os extrativos etanólicos de folhas/galhos, pericarpo e sementes de C. pallida 

não apresentaram atividade frente aos micro-organismos testados, nas 

concentrações utilizadas nos ensaios. 

 As figuras 3 e 4, a seguir, representam os resultados obtidos no teste de 

microdiluição revelados com resazurina e TTC respectivamente. 

 
 

Amostra Vegetal 

(μg/ mL) 

                         Bactérias Fungo 
 

Escherichia 

coli  

 

Staphylococcus 

aureus  

 

Salmonella  

sp 

 

Candida 

albicans 

 

Folhas/Galhos  

 

> 1000 

 

> 1000 

 

> 1000 

 

> 1000 

 

Pericarpo 

 

>1000 

 

> 1000 

 

> 1000 

 

> 1000 

 

Sementes 

 
>1000 

 

> 1000 

 

> 1000 

 
>1000 



23 

 

4.2 Leitura com resazurina e TTC 
 

 

 
 
Figura 3- Teste da atividade de extrativos de folhas/galhos, pericarpo e sementes 
frente a E. coli, S. setubal e S. aureus revelados com resazurina . 

Fonte: Fotografado por Natália Mathias Soares em 2010. 
 

 

 
 
Figura 4- Teste da atividade de extrativos de folhas/galhos, pericarpo e sementes 
frente a Candida albicans revelado com TTC. 

Fonte: Fotografado por Natália Mathias Soares em 2010. 
 
 

1      2      3     4    5     6      7     8     9   10   11  12 

A 

B 

C 

D 

E 
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G 
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4.3 Leitura espectofotométrica da atividade antimicrobiana 
 

 
De acordo com a figura 1 deste trabalho: 
1,2,9 e 12= Colunas da microplaca 
A até H= Linhas da microplaca 
Somatória A = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Folhas /Galhos nas colunas 3, 4 e 5. 
Somatória B = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Pericarpo, nas colunas 6,7 e 8. 

 
Figura 5- Atividade dos extrativos de Folhas/ Galhos e Pericarpo frente a E. coli, 
Salmonela sp e S. aureus demonstrada com leitura espectofotométrica. 
 

 
 

De acordo com a figura 1 deste trabalho: 
1,2,9 e 12= Colunas da microplaca 
A até H= Linhas da microplaca 

 Somatória C = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Sementes nas colunas 3,4 e 5. 

Figura 6- Atividade do extrativo de Sementes frente a E. coli, Salmonela sp e S. 
aureus demonstrada com leitura espectofotométrica. 

A B C D E F G H
1 0,212 0,213 0,318 0,320 0,237 0,344 0,324 0,289
2 0,061 0,057 0,056 0,061 0,066 0,108 0,163 0,272
Somatória A 0,125 0,254 0,314 0,368 0,354 0,368 0,354 0,360
Somatória B 0,153 0,298 0,344 0,337 0,373 0,374 0,390 0,433
9 0,099 0,159 0,213 0,290 0,204 0,371 0,307 0,424
12 0,038 0,045 0,064 0,053 0,067 0,088 0,075 0,063

A B C D E F G H
1 0,062 0,049 0,053 0,061 0,058 0,064 0,059 0,067
2 0,073 0,066 0,072 0,072 0,076 0,093 0,078 0,095
Somatória C 0,000 0,436 0,425 0,264 0,369 0,374 0,375 0,221
9 0,078 0,074 0,076 0,078 0,079 0,089 0,088 0,051
12 0,044 0,039 0,040 0,042 0,044 0,035 0,019 0,024

Abs (595 nm) 

Abs (595 nm) 
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De acordo com a figura 2 deste trabalho: 
1,2,9 e 12= Colunas da microplaca 
A até H= Linhas da microplaca 
Somatória A = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Folhas /Galhos nas colunas 3, 4 e 5. 
Somatória B = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Pericarpo, nas colunas 6,7 e 8. 
 

Figura 7- Atividade dos extrativos de Folhas/ Galhos e Pericarpo frente a Candida 
albicans demonstrada com leitura espectofotométrica. 
 

 
De acordo com a figura 2 deste trabalho: 
1,2,9 e 12= Colunas da microplaca 

  A até H= Linhas da microplaca 
  Somatória C = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Sementes nas colunas 3,4 e 5. 
 

Figura 8- Atividade do extrativo de Sementes frente a Candida albicans 
demonstrada com leitura espectofotométrica 
 

A B C D E F G H
1 0,215 0,186 0,182 0,140 0,169 0,199 0,194 0,213
2 0,169 0,177 0,184 0,167 0,168 0,192 0,173 0,188
Somatória A 0,312 0,318 0,287 0,243 0,24 0,313 0,229 0,262
Somatória B 0,185 0,218 0,234 0,209 0,242 0,28 0,235 0,26
9 0,153 0,195 0,210 0,176 0,204 0,267 0,254 0,423
12 0,132 0,111 0,133 0,119 0,118 0,167 0,143 0,122

A B C D E F G H
1 0,261 0,195 0,222 0,181 0,188 0,174 0,180 0,183
2 0,196 0,185 0,191 0,157 0,178 0,194 0,181 0,201
Somatória C 0,513 0,435 0,408 0,304 0,309 0,34 0,279 0,308
6 0,339 0,323 0,319 0,300 0,304 0,353 0,302 0,309
8 0,171 0,143 0,146 0,132 0,144 0,154 0,105 0,105

Abs (595 nm) 

Abs (595 nm) 
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5. DISCUSSÃO 
 

No último século, a pesquisa pelo descobrimento de substâncias 

potencialmente antimicrobianas e seguras, para lidar com infecções bacterianas 

severas, revolucionou o tratamento de diversas doenças. Entretanto, este aumento 

das pesquisas foi acompanhado pelo crescimento da diversidade dos micro-

organismos e, com auxílio do uso indiscriminado dos antibióticos que culminou na 

auto-seletividade desses micro-organismos, apresentando resistência aos 

antibióticos amplamente utilizados. Como uma tentativa de contornar tal situação e 

ampliar o arsenal de compostos ativos o estudo de plantas tornou-se crescente no 

cenário científico. (MICHELIN et al., 2005; LEITÃO et al., 2006; LIMA et al., 2006; 

BARBOSA-FILHO et al., 2007; SAÚDE-GUIMARÃES e FARIA, 2007; ARAÚJO, 

2011). 

Ainda assim, poucos são os estudos embasados e que comprovam 

cientificamente o emprego de novas drogas extraídas de plantas, pois, apenas cerca 

de 17 % foram efetivamente testadas e estudadas quanto ao seu potencial 

farmacológico.(LORENZI e MATOS, 2002; MONTOURO et al, 2005; VEIGA JUNIOR 

et al, 2005; MORAES, 2006). 

É comum o pensamento de que as plantas medicinais de uso tradicional já 

foram testadas, levando assim, ao uso inadequado e abusivo para a cura de males, 

principalmente pela população de baixa renda que acredita na auto-sugestão e na 

esperança de cura, crenças estas que podem aliviar sintomas e induzir o paciente a 

desconsiderar sinais importantes, retardando o atendimento médico, levando as 

patologias graves, com consequencias às vezes irremediáveis. O estudo destas 

plantas e sua aplicabilidade para fins terapêuticos é de fundamental importância, 
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principalmente para que se estabeleçam diferenças entre os benefícios e que não 

passam simplesmente de crenças.(SILVA et al., 2010) 

É de extrema importância, portanto, o conhecimento das estruturas e das 

propriedades físico-químicas e biológicas destas fontes naturais (BRESOLIN e 

CECHINEL, 2010) e a demonstração de propriedades biológicas de extrativos, 

frações e compostos isolados destas fontes, dentre estas a atividade antimicrobiana 

(DUARTE et al, 2005; MARTINI et al, 2009; ALBERNAZ et al, 2010; HOLFLING et al, 

2010; CUSHINE e LAMB, 2011; ROZZA et al, 2011; ARAÚJO et al, 2012; 

LORENZON et al, 2012) 

As bactérias utilizadas no estudo estão presentes no nosso dia-a-dia e são 

causadoras de muitas patologias, se em crescimento exacerbado, desta maneira, se 

faz necessário um estudo de novas alternativas para o combate microbiológico de 

patologias frequentes que acometem a população. 

Diversos fatores são considerados para que haja uma infecção por Candida 

albicans , alguns definidos e outros não, mas entre eles, podemos citar secreção de 

proteases, fosfolipases, e a possibilidade de alteração da morfologia de células 

leveduriformes de brotamento, hifas ou filamentos (LOW et al., 2008). A C. albicans, 

quando encontrada na pêle e mucosas é leveduriforme, não invasiva, porém, ao se 

transformar em hifas, torna-se invasiva (OSAWARA et al., 2007). Atualmente, muitos 

são os fármacos antifúngicos disponíveis, como polienos (anfotericina B e nistatina) 

e azólicos (fluconazol e itraconazol). Estudos recentes indicaram que a C. albicans 

se tornou mais resistente aos azóis nos últimos anos e estes medicamentos vêm 

trazendo altos riscos de hepatotoxicidade. (KAUFFMAN e CARVER, 1997; FANOS e 

CATALDI, 2000; SANGLARD e ODDS, 2002). A fim de solucionar este problema, 
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estudos que envolvam potencial de novas substâncias antifúngicas, se tornam 

interessantes. 

O gênero Crotalaria sp pertence a família Leguminosae, com certa de 650 

gêneros e mais de 18000 espécies, representando uma das maiores famílias de 

Angiospermas e também uma das principais do ponto de vista econômico. No Brasil 

ocorrem cerca de 175 gêneros e 1500 espécies (SOUZA e LORENZI, 2008). Além 

disso há um grande interesse na composição química de espécies do gênero 

Crotalaria sp, pois este gênero produz alcalóides pirrolizidínicos e alguns flavonóides 

(FLORES, 2004). Estes alcalóides podem atuar como antimicrobianos e em alguns 

insetos estimulam a ovo posição (CAMPO et al, 2005). 

Dados da literatura sobre atividades farmacológicas de Crotalaria  pallida são 

bastante restritos,mas encontra-se como uso na medicina popular atividade contra 

infeccções urinárias ou como “emplasto” para articulações com ação 

antiinflamatória.No Laos a planta é usada para reduzir a febre (PROTA4U, 2010). 

Brito e colaboradores (2012), demonstraram o potencial anti-ulcerativo da C. pallida. 

Muitos são os métodos que podem ser usados para avaliar a atividade 

antimicrobiana de uma substância, como por exemplo: método de difusão em Agar, 

de macrodiluição e de microdiluição. O método de microdiluição apresenta 

vantagens como:economia de substâncias em teste e de materiais, que  para 

produtos naturais, esta economia é especialmente interessante, pois as substâncias 

extraídas de vegetais são em pequena quantidade (ELLOF, 1998; COWAN, 1999) 

Outra vantagem é que para determinar  a CIM (Concentração Inibitória Mínima)  de 

extrativos ativos de plantas , tem-se utilizado  este método por ser mais sensível, 

quando comparado com os outros dois. A sensibilidade e quantidade mínima dos 
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reagentes, possibilitam um maior número de réplicas, aumentando a confiabilidade 

dos resultados (SILVA et al; 2010). 

Desta forma, o método de diluição em microplacas é barato, reprodutível, e é 

trinta vezes mais sensível que outros métodos utilizados na literatura, requerem 

pequena quantidade de amostra, pode ser usado para grande número de amostras 

(OSTROSKY et al., 2008). 

Os resultados obtidos neste estudo não demonstraram atividade 

antimicrobinana dos extratos etanólicos de C. pallida testados. 

É sabido que vários fatores ambientais, como tipo de solo, sazonalidade, 

clima entre outros, podem interferir no tipo e quantidade de metabólitos produzidos 

pela planta (BRECHO et al, 2009; SILVA JR. et al, 2009) os quais 

consequentemente irão influenciar a composição dos extrativos vegetais. 

Adicionalmente, os resultados de atividade antimicrobiana podem ser 

alterados dependendo do método de extração utilizado para a obtenção dos extratos 

e/ou substâncias isoladas (HORNER et al, 2008; HOLFING et al, 2010). DAS e 

colaboradores (2010) demonstraram a importância do solvente utilizado no processo 

extrativo como, a polaridade, baixa toxicidade, ação conservante entre outros. 

Nossos resultados podem ainda ser justificados pela possibilidade de , em 

função do processo de extração, ter havido atividade antagônica entre as 

substâncias extraídas bem como no extrato a(s) possível(eis) substância(s) 

bioativa(s) estarem em pequenas quantidades (diluídas). 

Neste sentido é interessante a continuidade de estudos com esta espécie 

vegetal, isolando compostos ou fração para comprovarem ou não nossos resultados 

uma vez que são contraditórios aos dados da literatura (PROTA4U, 2010) que 
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mostram a utilização da C. pallida na medicia popular, no controle de algumas 

infecções e inflamações apresentando assim potencial antimicrobiano e antifúngico.  
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6. CONCLUSÃO 
 
 
 

Os resultados dos testes revelaram que os extrativos etanólicos de 

folhas/galhos, pericarpo e sementes de Crotalaria pallida não foram eficazes como 

bactericidas ou bacteriostáticos, contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Salmonella setubal e também não foram eficazes como fungicida ou fungiostático 

frente a   Candida albicans, nas concentrações de 1000 a 7,8μg/mL. 

 O presente estudo se fez importante, pois impulsiona às pesquisas com 

outras cepas microbianas, outros métodos de extração e/ou novas formas de 

aplicação, para determinar a possibilidade ou não de utilização desta espécie 

vegetal como antimicrobiano. 
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