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Avaliagdo do efeito bacteriostatico das folhas do lupulo para
tratamento de dejetos bovinos

O lipulo é uma planta perene de crescimento rapido e comum em regides de clima temperado. Os cones sdo usados na industria cervejeira, pois suas glandulas
secretam lupulinas, as quais contém alfa e beta acidos responsaveis por dar aroma e amargor a cerveja, além de conserva-la. O Brasil € um dos maiores criadores
de gado no mundo, gerando grande volume de dejetos nos quais ha diversos tipos de patégenos. O reaproveitamento dos residuos do lipulo como possivel agente
antimicrobiano no tratamento dos dejetos bovinos pode ser uma alternativa sustentdvel para produtores rurais. A agdo bacteriostatica do lupulo foi avaliada para
o pool de bactérias isoladas de dejetos bovinos armazenados a -20°C até a realizagdo do experimento. Por infusdo durante 48 horas, foram preparados extratos
aquosos das folhas do lipulo cultivados em 2 tipos de solos (misto e arenoso), com 4h em homogeneizagdo no shaker a 90 rpm, e esterilizados por filtragdo. No
teste bacterioldgico, a partir da concentragdo inicial de 0,28 g/mL, foram realizadas 5 diluigdes seriadas em triplicatas com 10 plL da suspensdo bacteriana. Apos
24h de incubagdo a 37°C avaliou-se o crescimento bacteriano (visual e Pour Plate). Os resultados indicaram um crescimento acima de 10 mil unidades formadoras
de col6nia em todas as diluigdes, impossibilitando a quantificagdo, ou seja, nas concentragdes testadas os extratos ndo apresentaram agdo bactericida sobre a
microbiota avaliada. Dessa forma, em vista dos resultados, é necessario estabelecer a concentragdo limite para viabilizar a agdo bacteriostética do extrato do lupulo
em dejetos bovinos.
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Evaluation of the bacteriostatic effect of hop leaves for the
treatment of bovine waste

Hops are a fast-growing perennial plant common in temperate countries. The cones are used in the brewing industry, as their glands secrete the substance lupulins,
which contain alpha and beta acids responsible for giving aroma and bitterness to beer, in addition to conserving it. Brazil is one of the largest cattle breeders in
the world and consequently generates a large volume of manure, which contains several pathogens. The reuse of hops crop residues as a possible antimicrobial
agent in the treatment of bovine manure can be a sustainable alternative for small rural producers. The bacteriostatic action of the hops was evaluated from the
pool of bacteria isolated from bovine manure and were stored at -20 ° C until the experiment was carried out. By means of infusion for 48 hours, aqueous extracts
of the leaves of the hops grown in 2 types of soil (mixed and sandy) were prepared, with 4 hours in homogenization in the shaker at 90 rpm and sterilized by
filtration. For the bacteriological test, from the initial concentration of 0.28 g/mL, 5 serial dilutions were performed in triplicates with 10 uL of the bacterial
suspension. After 24 hours of incubation at 37 ° C, bacterial colonies were counted (visual and Pour Plate). The results indicated a growth above 10,000 colony-
forming units in all dilutions, making quantification impossible, that is, in the tested concentrations the extracts did not show bactericidal action on the evaluated
microbiota. Thus, given the results, it is necessary to establish the limit concentration to enable the bacteriostatic action of the hops extracts in bovine manure.
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MACHADO, W. A. C.; SARNIGHAUSEN, V. C. R.; DAL PAI, A.; GRTTO, R. M. T.; RODRIGUES, S. A.

INTRODUGAO

O uso de plantas para fins medicinais é realizado desde o inicio da civilizagdo. Ao longo dos anos, este
tema vem ganhando importancia. Atualmente muitas pesquisas estdo direcionadas ao uso completo das
plantas, ndo se limitando ao estudo apenas da raiz, caule ou folhas, mas sim estudar cada parte, entendendo
suas particularidades e beneficios.

O ldpulo é uma planta perene de desenvolvimento relativamente rapido, chegando a mais de sete
metros em cinco meses, pertencente a familia Cannabaceae classificada no género Humulus, que engloba
plantas como a maconha e a amora, do género Cannabis e Celtis, respectivamente (SOUSA, 2005). Seu cultivo
€ mais comum em regides de clima temperado (Hemisfério Norte) devido as especificidades para um plantio
ideal e de qualidade, como baixas temperaturas no periodo de dorméncia da semente, receber em torno de
13 horas de fotoperiodo durante desenvolvimento da planta e caracteristicas inerentes ao solo (NOVAES et
al., 2019).

Devido a estas caracteristicas de cultivo, solo e clima, acreditava-se ser impossivel a cultura em larga
escala desta planta em solo brasileiro. Porém os resultados de algumas regides com plantio de Idpulo
(Estados do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso e Bahia) e estudos recentes indicam a adaptagao da
planta ao solo e clima local.

Uma regido de sucesso no plantio do lupulo foi na Serra da Mantiqueira, onde o clima aparentemente
é bastante favoravel ao plantio. Apds diversas tentativas, a partir de 2011, um produtor de Sdo Bento do
Sapucai conseguiu bons resultados a partir de um exemplar resistente, do qual foram criados clones para
iniciar o trabalho com a nova cultura. A partir de 2017 conseguiu uma producdo de 2 mil quilos de lapulo por
ano aproximadamente, com colheita realizada no inicio do outono (no més de marco) no Hemisfério Sul. Na
indUstria cervejeira é de interesse apenas as inflorescéncias femininas, pois suas glandulas secretam uma
substancia chamada lupulina, onde ha concentracdes de resinas produtoras do alfa e beta acidos,
responsaveis por dar amargor, aroma e conservar a cerveja (ALMAGUER et al., 2014).

Alguns estudos da literatura apontam que outras partes da planta como caule e folhas, também
apresentam concentrac¢des de lupulina, mesmo que em menor quantidade. Estudos recentes mostram que
os alfa e betas acidos, presentes em maiores concentracées nos cones e com indicios de sua presenca
também nas folhas e caules, sdo efetivos na acdo bacteriostaticas, principalmente contra bactérias Gram
positivas. Assim, percebe-se que o ldpulo pode ser utilizado em diversas outras aplicagGes além de seu uso
no mercado cervejeiro, entre elas, aplicacdes voltadas ao uso medicinal, antioxidante e bactericida
(SUGIYAMA et al., 2006; ABRAM et al., 2015; BUTU et al., 2016; SANTOS, 2018).

Como cosmético, pelas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e bacteriostatica, destaca os
efeitos do extrato do IUpulo em bactérias causadoras da acne, podendo ser utilizado como uma alternativa
para tratamento de pele (WEBER et al., 2019), bem como seu uso histérico como produto para reducgdo da
queda ou crescimento capilar (KOETTER et al.,, 2010). Zanoli et al. (2008) destacam um produto da

degradacdo oxidativa dos alfa acidos, o 2-methyl-3-buten-2-ol, responsavel por atividade sedativa, enquanto
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que Franco et al. (2012) avaliaram o efeito sedativo do lupulo em cervejas sem alcool, levando em
consideracdo a qualidade do sono da populagdo estudada apds o consumo da cerveja. Em medicina,
observou-se trabalhos com a utilizagdo do lUpulo para auxiliar no tratamento da menopausa, sendo
recomendado a reposicao hormonal devido a presenca de estradiol em extratos etandlicos de IUpulo
(CHADWICK et al., 2006; SCHICK et al., 2018) e a possibilidade de extracdo de componentes para uso
terapéuticos contra o cancer, mais precisamente o cancer colorretal e hepatico (LOGAN, et al., 2019).

Desta forma, vislumbra-se aplicacdes em diversas areas, entre elas, destaca-se a utilizagcdo do lipulo
como agente no tratamento de dejetos. No contexto de producdo agropecudria, o Brasil € um dos maiores
criadores de gado do mundo e muitas propriedades estdo localizadas préximas a rios, para facilitar o
fornecimento de dgua para o rebanho e uso cotidiano, além de muitas apresentarem outros usos de suas
terras (alguma criacdo e diferentes culturas agricolas).

Sabendo que os dejetos de bovinos contém patdgenos que podem ser prejudiciais a saude e ao meio
ambiente, o melhor reaproveitamento de residuos agricolas e de dejetos sdo essenciais para uma producao
mais sustentavel, além de possibilitar a minimizagdo dos riscos sanitdrios e a poluicdo das aguas superficiais
e subterraneas, no caso de manejo ndo apropriado. Atualmente, muitos produtores utilizam antibacterianos
para tratamento ou prevencao de doengas em bovinos, possibilitando o surgimento de bactérias resistentes,
as quais sdo secretadas junto as fezes do animal (ARIAS et al., 2012).

Assim, o presente estudo tem como objetivo a avaliagdo da capacidade antibacteriana de residuos
do lipulo em bactérias presentes nos dejetos bovinos, possibilitando sua utilizagdo como inibidor de
patégenos para melhor reaproveitamento dos dejetos no meio rural. Destaca-se que ainda ndo ha um
referencial acerca da concentragdo do extrato extraido das plantas de lupulo que possam iniciar agdes
bacteriostaticas (impedir o crescimento de col6nias de bactérias) de dejetos bovinos. Dessa forma, este

estudo é um ajuste de referencial para os demais ensaios experimentais futuros.

MATERIAIS E METODOS

As folhas de lapulo utilizadas neste estudo foram do cultivar Cascade, obtidas a partir da poda das
plantas de um dos experimentos realizados pelo Grupo de Pesquisa Lupulo: Aplicagées e Manejo (LUPAM)
do Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Agronomicas da UNESP de
Botucatu. As mudas foram doadas por produtor do estado de S3o Paulo em fevereiro de 2018, e a poda foi
realizada em margo de 2019. Os residuos de lapulo (folhas) utilizados foram oriundos de um experimento
preparado para avaliar o desenvolvimento e consumo hidrico do lUpulo em um ambiente protegido com

solos misto (de textura média) e arenoso (SOUSA et al., 2019).

Preparo do Extrato

As folhas do lupulo de ambos os tipos de solo foram trituradas, maceradas e pesadas em balanca
analitica, obteve-se 43,5147 gramas do lipulo de solo misto e 43,5144 gramas do lupulo de solo arenoso. Em

seguida, submetidas, separadamente, a infusdo em 150 mL de agua aquecida a 60°C por 48h. Foram
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armazenadas em frascos de cultura de 500 mL selados com papel aluminio e plastico preto, protegendo-os
da luz, em geladeira a 4°C. E neste periodo foram submetidos a agitacdo em shaker a 90 rpm por 4h. A

concentracéo final foi de 0,28 g/mL em cada extrato.

Extragdo e esterilizagao

Os extratos foram filtrados em um sistema a vacuo por duas vezes cada, para melhor separagao do
liguido e da massa Umida. A esterilizacdo também foi realizada em filtragdo a vacuo, em filtros com
membrana de 0,22 um. Ao final obteve-se cerca de 80 mL de cada extrato, que até o momento do teste
bacterioldgico ficaram armazenados a 4°C na geladeira do laboratério de Microbiologia do Departamento de
Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — UNESP Botucatu. Os recipientes foram

envoltos por plastico preto, para protegé-los da luz.

Crescimento bacteriano e preparo do meio de cultura

A acdo bacteriostdtica foi avaliada a partir do pool de bactérias isoladas a partir dos dejetos de
bovinos da raca Nelore, coletados na Fazenda Experimental de Zootecnia da Unesp Botucatu por Souza et al.
(2017), o qual foi congelado em criotubos com glicerol, a -20°C, no laboratério de Microbiologia do
Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Agron6micas — UNESP Botucatu. O
isolamento do pool de bactérias presentes nos dejetos seguiu a metodologia proposta por Nascimento et al.
(2017) e Souza et al. (2017), considerando todas as normas de seguranca individual e para o meio ambiente,
evitando possiveis erros experimentais.

Para o crescimento bacteriano, em um tubo com 9,9 mL de meio liquido BHI foi acrescido 100 pL da
suspensdo bacteriana congelada anteriormente. Posteriormente, o tubo com meio liquido e bactéria
permaneceu na estufa por 24h anteriores ao experimento. Antes dos testes da a¢do bacteriostatica das
folhas do lupulo, foram preparados 30 tubos de meio BHI (15 tubos para cada extrato) com 9,9 mL cada. A
quantidade necessdria para o preparo foi pesada em balanca analitica e os tubos com meio foram

autoclavados para esterilizagao.

Teste da a¢ao bacteriostatica

As anadlises microbiolégicas foram realizadas no laboratdrio de Microbiologia do Departamento de
Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — UNESP Botucatu, considerando todas
as normas de seguran¢a individual e para o meio ambiente, evitando possiveis erros de
medida/experimentais.

Em camara de fluxo laminar (previamente higienizada com dlcool 70% e luz UV ligada por 10 minutos
ininterruptos) foram feitas 5 diluicdes de cada extrato, 1072, 10~%, 107°, 1078, 10~ , a partir do extrato
puro como o 10° (por¢do mais concentrada), utilizando os tubos com meio BHI que foram preparados

previamente. Em cada tubo contendo lupulo diluido foi adicionado 100 uL de suspensdo bacteriana. Para
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diminuir as chances de erro durante o experimento, as diluicdes foram feitas em triplicatas (Figura 1).

Extrato de Lipulo

Figura 1: Esquema de dilui¢cdes do extrato de lupulo

Foram utilizados trés controles: um contendo apenas dgua e a bactéria para controle de crescimento;
outro somente com extrato de ldpulo diluido para controle de esterilidade e um apenas com o meio de
cultivo para controle negativo padrdo. As amostras foram incubadas a 37°C por 24h e, apds esse periodo,
foram analisadas a turvacao, visualmente e utilizando um espectrofotometro da marca BEL, modelo UV-M51,
na faixa de 600 nm, especifica, para analise do crescimento de bactérias em presenca do extrato.

Posteriormente, foi realizada a técnica de Pour Plate para contagem do crescimento bacteriano. As
placas de Petri utilizadas foram previamente autoclavadas e secas em estufa. O meio de cultivo, agar
nutriente, foi preparado no dia em que foi feito o Pour Plate, o qual também foi esterilizado por meio de
autoclavacdo. Para que o meio de cultura permanecesse liquido foi necessario o uso de uma manta elétrica
com temperatura mantida em torno de 45°C, evitando assim que o meio se solidificasse, podendo causar
algum dano a bactéria. As placas ficaram em estufa por 24h e depois armazenadas a 4°C na geladeira para

posteriormente realizar a contagem das unidades formadoras de col6nia (UFC).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacao da turbidez

Ao avaliar visualmente a turbidez dos tubos de ensaio, nao foi possivel identificar altera¢des quanto
ao crescimento bacteriano (todas amostras apresentaram a mesma turvacao). Assim, para uma analise mais
conclusiva quanto a turbidez, utilizando um espectrofotémetro, mediu-se a absorbancia de duas amostras
de cada triplicada. Apds calibrar o equipamento com o branco (meio BHI com extrato), ajustou-se o
comprimento de onda para 600nm. Os valores obtidos de absorbéancia (u.a) das amostras, apresentados nas
Tabelas 1 e 2, indicam que ndo houve grande variacao quanto a turbidez e, consequentemente, quanto ao

crescimento bacteriano entre as diluicdes.
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Tabela 1: Absorbancia de duas repetigdes de cada diluicdo (extrato de folhas de lipulo plantado em solo misto +
suspensdo bacteriana).

Absorbancia (u.a) em cada repetigdo

Diluigdes Repeti¢do 1 Repetigao 2 Média
102 1,543 1,586 1,565
10+ 1,545 1,610 1,578
10° 1,480 1,580 1,530
108 1,536 1,590 1,563
10-10 1,579 1,610 1,595
Branco 0,020

Tabela 2: Absorbéncia de duas repeti¢cdes de cada diluicdo (extrato de folhas de IUpulo plantado em solo arenoso +
suspensdo bacteriana).

Absorbancia (u.a) em cada repetigdo

Diluigdes Repeti¢do 1 Repeti¢ao 2 Média
102 1,503 1,656 1,580
10+ 1,549 1,504 1,527
10° 1,601 1,520 1,561
108 1,494 1,577 1,536
10-10 1,482 1,650 1,566
Branco 0,020

Avaliacao do crescimento bacteriano

Todas as triplicatas das placas petri das dilui¢Ges e tipos de solo avaliados apresentaram um perfil
semelhante quanto ao crescimento bacteriano. As imagens apresentadas nas Figuras 2 e 3 mostram o
crescimento bacteriano de uma das replicagdes das placas em cada diluicdo de suspensdo bacteriana (1072,

107*,107%, 1078, 1071 com o extrato de folhas de lipulo cultivado em solo misto e arenoso.

Figura 2: Resultado de uma replica¢do das diluicdes 1072, 107%, 107%, 1078, 1071° do extrato de folhas cultivado em
solo misto com suspensao bacteriana

Figura 3: Resultado de uma replica¢do das diluicdes 1072, 107%, 107°, 1078, 1071° do extrato de folhas cultivado em
solo arenoso com suspensdo bacteriana

Como esperado pela avaliagdo inicial da turvagdo e da absorbancia, utilizando o método de
semeadura Pour Plate n3o foi possivel fazer a contagem pois para todas as dilui¢des dos dois tipos de extratos

observou-se um crescimento bacteriano por todas as placas petri, ultrapassando 10.000 UFC.
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Consequentemente, as diluicbes do extrato com concentragdo inicial de 0,28 g/mL n3o mostraram acdo
bactericida ou bacteriostatica contra o pool de bactérias presentes em dejetos bovinos neste experimento.

AcOes antimicrobiana de extratos dos cones, como outras a¢des farmacoldgicas, sdo conhecidas e
estudos mais recentes indicam também o potencial das folhas como fonte de compostos fendlicos
antioxidantes e antimicrobianos (ABRAM et al., 2015; BOCQUET et al., 2018). Abram et al. (2015) avaliaram
a acdo bactericida de extratos dos cones e folhas de lupulo contra bactérias Gram positivas e negativas,
observando que extratos dos cones se mostraram mais eficientes ao combater o primeiro grupo do que os
de folha. Para as bactérias Gram negativas, a acdo foi moderada para ambos extratos.

J4 Butu et al. (2016), ao testar a capacidade bactericida do extrato de cones de lUpulo contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, sendo as duas primeiras
Gram positivas e as duas Ultimas Gram negativas, observaram maior eficiéncia contra a B. subtilis e menor
contra a P. aeruginosa e foi constante para E. coli e S. aureus. Weber et al. (2019) constatou a eficiéncia do
extrato de lupulo contra Propionibacterium acnes (P. acnes) e Staphylococcus aureus (S. aureus), duas
bactérias Gram positivas.

Quanto as condi¢Ges de armazenamento e tempo de estocagem, o presente estudo foi semelhante
ao apresentado por Butu et al. (2016). Eles observaram que os extratos armazenados em recipientes escuros
e selados exposto a temperatura ambiente por dois meses ou em refrigerador por quatro meses, mantiveram
as propriedades antimicrobianas. Ou seja, contanto que o recipiente siga as caracteristicas citadas, a
capacidade antimicrobiana ndo é afetada.

Em relagdo ao solvente, o presente estudo usou dgua e extracdo por infusdo, diferente de Butu et al.
(2016) que para obter o extrato dos cones, utilizou ultrassom e como solvente etanol 70%, em uma relagdo
de 1:10 entre solvente e material vegetal, assim como Santos (2018), com a diferenga que o extrato foi obtido
das folhas de lupulo. Ja Abram et al. (2015) utilizaram extratos etandlicos dos cones e folhas em banho-maria
a 602C por 24h, com agitacdo constante em shaker a 170 rpm, método semelhante ao usado neste trabalho,
diferenciando-se apenas quanto ao solvente.

A presenca de poucas glandulas lupulinas nas folhas de ldpulo, concomitantemente com a forma de
obtencdo do extrato (solvente utilizado) e a ndo utilizacdo de bactérias especificas podem justificar a falta de
efeito antimicrobiano significativo, impossibilitando a determinagao da concentracdo inibitéria minima.
Santos (2018) e Abram et al. (2015) constataram a presenca dos componentes fendlicos e flavonoides em
extratos das folhas de lUpulo, porém em menor quantidade ao comparar com os cones, o que indica
consequentemente, baixo teor de alfa e beta acidos, os quais sdo os principais agentes bactericidas. Mesmo
assim, ha indicios que as folhas possam ser utilizadas para este fim, sendo necessario mais estudos neste
sentido.

A luz do alcance da literatura avaliada, ao que tange a eficiéncia da a¢do antimicrobiana, observa-se
gue os extratos de lapulo, principalmente os feitos a partir dos cones, mostraram maior eficacia contra
bactérias especificas, principalmente para o grupo Gram positiva. No presente estudo ndo foi observado

efeito bacteriostatico, no entanto, foram realizados testes contra um pool de bactérias isoladas dos dejetos,
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envolvendo diferentes tipos de bactérias (Gram positivas e negativas). Assim, sugere-se para estudos futuros

a avaliacdo do efeito em bactérias especificas dos dejetos.

CONCLUSOES

A acdo antibacteriana para o pool de bactérias de dejetos bovinos utilizando o método de obtencado

de extrato, proposto neste estudo, a partir das folhas de ldpulo n3o foi efetiva. No entanto, dado os poucos

trabalhos avaliando as folhas, destaca a importancia de estudos, quanto a metodologia proposta, para

maximizar os componentes fendlicos dos extratos em diferentes condigdes experimentais, bem como a

avaliacdo em bactérias isoladas dos dejetos.
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