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RESUMO

Plantas produzem metabélitos secundarios com
propriedades farmacoldgicas, destacando-se como
alternativas no combate a microrganismos patogé-
nicos. O objetivo deste estudo foi relatar o perfil
fitoquimico e avaliar as atividades antibacteriana
e antibiofilme do extrato acet6nico das folhas de
Theobroma cacao L., variedade Nacional moder-
na, frente as cepas patogénicas de Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA). A caracterizac&o fitoquimica do
extrato foi realizada por triagem fitoquimica base-
ada em reagdes colorimétricas para detecgdo de
metabdlitos secundérios. A atividade antibacteria-
na do extrato foi avaliada contra Pseudomonas ae-
ruginosa e MRSA por meio de ensaio em micropla-
cas, utilizando diferentes concentragdes do extrato
e leitura de densidade dptica a 630 nm apés 24h
de incubagdo. A formagdo de biofilme foi determi-
nada pelo método do cristal violeta. A inibicdo do
crescimento bacteriano e da formagdo de biofilme
foram calculadas em relagdo ao controle de cres-
cimento, e os dados foram analisados por ANOVA
de uma via sequida do teste de Tukey (p < 0,05), e a
concentragéo inibitéria de 50% (IC, ) foi estimada
por regressdo linear. Foi observada a presenca de
alcaloides, taninos catequicos, flavonoides e antra-
quinonas no extrato. Os ensaios antimicrobianos
revelaram maior atividade do extrato contra £ ae-
ruginosa na concentragdo de 1000 pg/ml, inibindo
76,2% do crescimento bacteriano e IC, de 529 ug/
ml, com agdo antibiofilme moderada, embora sem
relagdo dose-dependente, possivelmente devido a
agregacao molecular de metabélitos secundérios
em concentragdes mais elevadas. Em relacdo ao
MRSA, observou-se 54,3% de inibicdo do cresci-
mento bacteriano na concentragdo de 1000 pg/ml,
com IC, de 929 ug/ml, porém sem efeito significa-



tivo na inibicdo de biofilmes. Esses achados indicam que o extrato das folhas de T. cacao apresenta
potencial como fonte de compostos bioativos.

PALAVRAS-CHAVE

Extrato vegetal; Cacau; Bactéria patogénica; Biofilme bacteriano.

ABSTRACT

Plants produce secondary metabolites with pharmacological properties, standing out as alternatives
in the fight against pathogenic microorganisms. The objective of this study was to report the phyto-
chemical profile and evaluate the antibacterial and antibiofilm activities of the acetone extract from
the leaves of Theobroma cacao L., modern Nacional variety, against pathogenic strains of Pseudomo-
nas aeruginosa and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). The phytochemical charac-
terization of the extract was performed by phytochemical screening based on colorimetric reactions
for the detection of secondary metabolites. The antibacterial activity of the extract was evaluated
against Pseudomonas aeruginosa and MRSA by means of a microplate assay, using different concen-
trations of the extract and optical density reading at 630nm after 24h of incubation. Biofilm formation
was determined by the crystal violet method. The inhibition of bacterial growth and biofilm formation
were calculated in relation to the growth control. Data were analyzed by one-way ANOVA followed by
Tukey’s test (p < 0.05), and the 50% inhibitory concentration (IC, ) was estimated by linear regression.
The presence of alkaloids, catechic tannins, flavonoids and anthraquinones in the extract was obser-
ved. Antimicrobial assays revealed greater activity of the extract against P aeruginosa at the concen-
tration of 1000 pg/ml, inhibiting 76.2% of bacterial growth and an IC, of 529 ug/ml, with a moderate
antibiofilm activity, although without a dose-dependent relationship, possibly due to the molecular
aggregation of secondary metabolites at higher concentrations. Regarding MRSA, 54.3% inhibition of
bacterial growth was observed at the concentration of 1000 ug/ml, with an IC, of 929 pg/ml, however
without significant effect on biofilm inhibition. These findings indicate that the extract from the lea-
ves of 7. cacao presents potential as a source of bioactive compounds.

KEYWORDS

Plant extract; Cocoa; Pathogenic bacteria; Bacterial biofilm.
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RESUMEN

Plantas producen metabolitos secundarios con propiedades farmacoldgicas, destacandose como al-
ternativas en el combate contra microorganismos patégenos. El objetivo de este estudio fue reportar
el perfil fitoquimico y evaluar las actividades antibacteriana y antibiofilm del extracto aceténico de las
hojas de Theobroma cacao L., variedad Nacional moderna, frente a cepas patégenas de Pseudomonas
aeruginosay Staphylococcus aureusresistente a la meticilina (MRSA). La caracterizacién fitoquimica
del extracto se realiz6 mediante un tamizaje basado en reacciones colorimétricas para la deteccién
de metabolitos secundarios. La actividad antibacteriana fue evaluada contra P aeruginosa'y MRSA
mediante un ensayo en microplacas, utilizando diferentes concentraciones del extracto y lectura de
densidad éptica a 630nm después de 24h de incubacién. La formacién de biofilm fue determinada
mediante el método del cristal violeta. La inhibicién del crecimiento bacteriano y de la formacién
de biofilm fueron calculadas en relacién con el control de crecimiento. Los datos fueron analizados
mediante ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey (p < 0,05), y la concentracién inhibitoria
del 50% (IC, ) fue estimada mediante regresién lineal. Se observé la presencia de alcaloides, taninos
catequicos, flavonoides y antraquinonas en el extracto. Los ensayos antimicrobianos revelaron mayor
actividad del extracto contra P aeruginosa en la concentracién de 1000 pg/ml, inhibiendo el 76,2%
del crecimiento bacteriano y una IC,, de 529 pg/ml, con moderada accién antibiofilm, aunque sin
una relacién dosis-dependiente, posiblemente debido a la agregacién molecular de metabolitos se-
cundarios a mayores concentraciones. En relacién con MRSA, se observé un 54,3% de inhibicién del
crecimiento bacteriano en la concentracién de 1000 ug/ml, con una IC, de 929 ug/ml, sin embargo
sin efecto significativo en la inhibicién de biofilms. Estos resultados indican que el extracto de hojas
de T. cacao presenta potencial como fuente de compuestos bioactivos con actividad antibacteriana.

PALABRAS CLAVE

Extracto vegetal; Cacao; Bacterias patégenas; Biopelicula bacteriana.

1INTRODUGAO

As plantas sintetizam diversos metabélitos secundérios (RAVEN et al., 2014) com propriedades
farmacoldgicas notaveis, como as atividades anticarcinogénica, antialérgica e antioxidante (SOMAT
et al., 2025). Além disso, representam uma alternativa promissora no combate a microrganismos pa-
togénicos (NASCIMENTO et al., 2022) e biofilmes bacterianos (SHAMIM et al., 2023).

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos encontradas em tubulacdes de dgua potével (AL-
MEIDA et al., 2019), plasticos (GALUTTI et al., 2023) e em dispositivos médicos, como catéteres, nos
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quais podem se estabelecer no interior do hospedeiro com a possibilidade de desencadear quadros
de infecgbes (CANGUI-PANCHI et al., 2022). Sua formacdo é coordenada pelo quorum sensing (QS),
um sistema de comunicagdo que envolve a producdo, liberagdo e detecgdo de moléculas que regulam
comportamentos bacterianos coletivos (WU; LUO, 2021).

A presenca dessas comunidades gera impactos econémicos e clinicos significativos (TRENTIN et
al., 2013), pois a matriz extracelular que os envolve (HALL-STOODLEY et al., 2004) atenua a acdo de
antimicrobianos e os protege contra respostas imunes (ZHANG et al., 2020). Bactérias como Sta-
phylococcus aureus e sua forma resistente & meticilina (MRSA) representam riscos para a satde hu-
mana, devido as suas capacidades de produzir biofilme (CRAFT et al., 2019), secretar enzimas que
atacam o sistema imunoldgico do hospedeiro e estarem associadas ao desenvolvimento e/ou progres-
sdo de doencas autoimunes. Podem, ainda, expressar mecanismos de resisténcia a biocidas, como o
espessamento da parede celular (CHEN et al., 2022), com MRSA apresentando fenétipos de resistén-
cia (AMANCIO et al., 2021).

Nesse contexto, as propriedades das plantas sdo amplamente exploradas nas pesquisas. Estudos
com Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson (erva-cidreira) revelaram atividade antimicrobia-
na contra Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (OLIVEIRA et al., 2018). De forma similar,
Ginkgo biloba L. (ginkgo) foi reconhecido como um antibacteriano eficaz, inibindo o crescimento de
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus haemolyticus (WANG et al., 2022).

Embora as pesquisas revelem progressos no conhecimento dos potenciais antimicrobiano e
antibiofilme de espécies vegetais, a ampla biodiversidade vegetal ainda oferece muitas oportuni-
dades de descoberta. Diante desse cenario, o Brasil conta com cerca de 35 mil espécies de angios-
permas (BFG, 2020), indicando alta capacidade de prospeccdo de compostos bioativos eficazes e
sustentaveis (Valli et al., 2018).

Dentre as espécies vegetais, destaca-se a Theobroma cacao L., o cacaueiro, pertencente a familia
botanica Malvaceae (COLLI-SILVA et al., 2025). Trata-se de uma arvore perene de pequeno porte, com
folhas alongadas e fruto amplamente explorado comercialmente (GALVAO et al., 2024). O cacau é
classificado em trés variedades principais: Criollo, Forasteiro e Trinitario (JEAN-MARIE et al., 2022),
além da variedade Nacional, oriunda do Equador, cuja forma “Nacional moderna” resulta de modifica-
cbes genéticas que originaram populacdes hibridas (FOUET et al., 2022). A partir das suas sementes,
o chocolate e a manteiga-de-cacau sao produzidos (COLLI-SILVA et al., 2025), sendo o fruto utilizado,
ainda, na producao de cosméticos (HALIM et al., 2020).

No entanto, o valor do T. cacao vai além do uso apenas da indUstria alimenticia. Propriedades an-
tioxidante (FAJARDO et al., 2022), antibacteriana (RAHAYU et al., 2023), anticancerigena e potencial-
mente antimetastaticas em células cancerigenas (SITAREK et al., 2024) do seu extrato sdo relatadas.
Isso se d& devido a presenca de metabélitos em sua estrutura (GALVAO et al., 2024), reforcando a
importancia da caracterizacdo fitoquimica para a identificagcdo de compostos bioativos.

A extracdo desses compostos depende diretamente do solvente utilizado. Nos estudos que explo-
ram a atividade bioldgica de T. cacao, os solventes mais empregados s3o etanol (RAHAYU et al., 2023)
e metanol (YAHYA et al., 2022), devido a sua eficiéncia na extracdo de compostos fendlicos e flavo-
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noides (MEHMOOD et al., 2022). Entretanto, solventes menos utilizados como a acetona também
sdo eficazes, ja tendo sido empregados na extracdo dos compostos presentes na Vassobia breviflora
(Sendtn.) Hunz. (espordo-de-galo) (VIANA et al., 2023).

Apesar disso, observa-se uma lacuna na literatura quanto a exploragdo do potencial antimicro-
biano da variedade Nacional moderna (var. Nacional mod.) de T. cacao. Assim, o presente estudo
objetivou analisar o perfil fitoquimico e avaliar as atividades antibacteriana e antibiofilme do extrato
acetdnico das folhas de T. cacao var. Nacional mod. frente as cepas patogénicas de Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

2. METODOS

2.1. MATERIAL PARA ANALISE

As culturas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus resistente a me-
ticilina (MRSA) (ATCC 43300) foram cedidas pelo laboratério de Bioquimica e Genética Médica, loca-
lizado na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de Vitéria da Conquista, Bahia.

0 extrato acetdnico das folhas de Theobroma cacao L. da variedade Nacional moderna foi cedido
pelo laboratério de Biotecnologia Microbiana (VIP-BA) localizado na Universidade Estadual de Santa
Cruz (UESC), campus de Ilhéus, Bahia.

2.2. ANALISE FITOQUIMICA

A caracterizagdo fitoquimica do extrato acetonico das folhas de T. cacao ocorreu seguindo as me-
todologias adaptadas de Silva (2010) e Raaman (2006), com a confirmac&o da presenca/auséncia dos
bioativos de acordo com a andlise visual das mudangas de coloragdo e formagdo de precipitado.

Para a confirmagdo dos alcaloides, foram dissolvidos 2 mg do extrato seco em 5 mL de solugdo de
HCl a 5%, e dessa solucéo foi separada uma porcéo de 1 mL onde foram adicionados 60 pL do reativo
de Bouchardat. A formacéo de um precipitado laranja avermelhado indica a presenca de alcaloides.

Para a determinacdo dos taninos foram dissolvidos 4 mg de extrato seco em 5 mL de agua
destilada. Em seguida, foram adicionadas de 1 a 10 gotas de solugdo alcoélica de FeCl, a 1%. A
formacdo de um precipitado verde indica a presenca de taninos catéquicos. A detecgéo de flavo-
noides se deu pela dissolucdo de 2 mg do extrato em 1 mL de &gua destilada, com a adicéo de 2
gotas de uma solucdo neutra de cloreto férrico (5%). A mudanca de coloracdo da solugdo para o
verde escuro indica a presenca de flavonoides.

Para proteinas e aminoacidos, foram dissolvidos 4 mg de extrato em 3 mL de &gua destilada, com
a adicdo de 0,5 mL de solucdo aquosa de Ninhidrina a 1%. A solucgdo foi aquecida até a ebulicdo. A
mudanca de coloragdo da solugdo para violeta indica a presenca de proteinas e aminodcidos.

Na determinagdo das saponinas, 2 mg do extrato foram dissolvidos em 5 mL de 4gua destilada.
Essa solugdo foi diluida, entdo, em 15 mL e agitada vigorosamente por 2 minutos. A permanéncia da
camada de espuma por mais de 30 minutos indica a presencga de saponinas.
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O procedimento na determinagéo das antraquinonas se deu por meio da adigdo de 2 g do extrato em 50
pL de NaOH 1M. A mudanca de coloragdo da solugéo para o vermelho indica a presenca de antraquinonas.

2.3. AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A andlise antibacteriana foi conduzida sequndo a metodologia proposta pelo Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI, 2012). As cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylo-
coccus aureus resistente a meticilina (MRSA) foram reativadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion).
Posteriormente, as coldnias foram cultivadas em meio Agar Mueller-Hinton e incubadas a 37°C por
24 horas em estufa. Ap6s o crescimento, as culturas foram suspensas em solucdo salina (NaCl 0,9%),
sendo realizada a padronizagdo por meio de leitura de absorbancia, sendo adotado o padrdo 0,5 da es-
cala de McFarland, correspondente a uma concentragao celular de 10 UFC/mL (FILOCHE et al., 2005).

Para cada cepa bacteriana foram preparadas trés microplacas de poliestireno, onde testou-se o
extrato de 7. cacao nas concentracdes de 1 (T1), 10 (T2), 100 (T3) e 1000 (T4) microgramas por mL.
Os pocos foram preenchidos de forma a conter 80 plL do extrato teste, 40 uL de meio de cultura TSB
(Tryptic Soy Broth) e 80 pL de inéculo bacteriano. Os pogos de controle negativo (CN) foram formados
por 40 uL de meio TSB e 160 pL de solugdo salina, com o objetivo de verificar possiveis contaminagoes
ou interferéncias experimentais. O controle de crescimento (CC) foi formado por 40 L de TSB, 80 uL
de inéculo e 80 pL de agua destilada, empregada para substituir o extrato teste, sem interferir no
desenvolvimento bacteriano. Todos os pogos apresentaram valor final de 200 pL.

As placas foram submetidas a leitura de absorbancia a 630 nm (tempo zero) e, apés incubacdo a
37°C por 24 horas, foi realizada uma segunda leitura no mesmo comprimento de onda.

2.4 TESTE DO BIOFILME

A adesdo bacteriana e formacdo de biofilme por Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Sta-
phylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (ATCC 43300), espécies com capacidade de for-
mar biofilme (PERICOLINI et al., 2018; CRAFT et al., 2019), foram avaliadas segundo o ensaio do cris-
tal violeta, conforme protocolo adaptado de Trentin et al. (2011), que permite a detec¢&o da biomassa
de biofilme aderida as superficies das microplacas de poliestireno.

O contelido das placas utilizadas na sec¢do anterior foi removido e os pogos lavados trés vezes com
solugdo salina estéril, procedimento realizado em duplicata. Entdo, foram adicionados 150 pL de me-
tanol (P.A) em cada poco, permanecendo por 20 minutos para fixagdo. Apés esse perfodo, o metanol
foi descartado e as placas mantidas invertidas a temperatura ambiente por 24h.

Para a coloracdo da camada de biofilme aderida, adicionou-se 150 pL de cristal violeta (0,5%)
em cada pogo, com tempo de exposicdo de 15 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, o
excesso de cristal violeta foi removido por tripla lavagem de cada pogo com dgua destilada. O corante
ligado as células bacterianas aderidas foi solubilizado com 150 pL de etanol a 95%. Apés esse proce-
dimento, foi realizada a leitura da densidade éptica no espectrofotémetro, em 630 nm.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e ocorreram nos laboratérios de Biologia Geral,
Microbiologia Basica e Aplicada e Bioquimica e Genética Médica da Universidade Estadual do Sudo-
este da Bahia, campus de Vitéria da Conquista, Bahia.
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2.5. ANALISE DE DADOS

As porcentagens de inibicdo do crescimento bacteriano e da formacgdo do biofilme foram calcu-
ladas em relacdo ao controle de crescimento (CC) utilizando as medi¢des da DO630 por meio da se-
guinte férmula:

DOs30 (controle ¢p) - D630 (tratamenta)
(DOs30 (conirole CP)

InibicAo de Biofilme (%)= x 100

Onde:
DO: densidade 6ptica.

A andlise estatistica foi realizada no programa R (R CORE TEAM, 2025), utilizando o teste ANOVA
de uma via para verificar se existem diferencas no crescimento bacteriano e na formagao de biofilme
entre as diferentes concentragdes do extrato. Com resultados significativos da ANOVA, o teste de
Tukey foi aplicado para verificar quais concentragdes diferem entre si. Para ambos testes considera-
mos um valor de p < 0,05.

Para calcular a Concentragdo Inibitéria de 50% (IC, ), foi ajustada uma regressao linear entre a
porcentagem de inibi¢do e a concentragdo do extrato. Com a equacdo da retay = ax + b, estimamos o
IC,, resolvendo a equagdo paray = 50.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO
Os resultados dos testes de andlise fitoquimica do extrato acetonico das folhas de T. cacao L. detectaram
a presenca dos compostos bioativos alcaloides, taninos catequicos, flavonoides e antraquinonas (Tabela 1).

Tabela 1 - Compostos bioativos presentes no extrato acetdnico das folhas de Theobroma cacao L.,
onde (+) reagente e (-) ndo reagente.

Compostos Reagentes Resultado
Alcaloides Bouchardat +
Taninos catequicos Solugdo alcodlica de FeCl, a 1% +
Flavonoides Solugao neutra de cloreto férrico (5%) +
Protefnas e aminoacidos Ninhidrina a 1% -
Saponinas -
Antraquinonas NaOH 0,5M +

Fonte: Dados da pesquisa.

° 164 ° Interfaces Cientificas = Aracaju « V.10 « N.2 « p. 158-173 « Fluxo Continuo - 2026



As classes metabélicas detectadas no extrato foliar de 7. cacao estdo de acordo com aquelas des-
critas na literatura para a espécie. Parbuntari et al. (2018) identificaram, por meio de testes fitoqui-
micos, a presencga de alcaloides, flavonoides e terpenoides. De forma complementar, Llerena et al.
(2023) analisaram a mucilagem e as cascas de grdos de cacau da variedade Nacional x Trinitéario e
relataram a presenca de polifenéis, flavonoides, catequina, cafeina e teobromina.

Os resultados evidenciam que o extrato das folhas do cacau apresenta metabélitos secundarios
conhecidos pelas suas propriedades antibacterianas. Por exemplo, os alcaloides, que inclui a morfi-
na, cafefna e nicotina (RAVEN et al., 2014), sdo compostos organicos nitrogenados (BORGES; AMO-
RIM, 2020) que apresentam toxicidade contra células bacterianas (SCHLAGER; DRAGER, 2016). Os
taninos e flavonoides também apresentam atividade antibacteriana (PACZKOWSKI et al., 2017; TONG
etal., 2022). J4 as antraquinonas apresentam uma variedade de propriedades farmacolégicas, dentre
elas a atividade antibacteriana e antiinflamatéria (QUN et al., 2023).

Embora os testes fitoquimicos colorimétricos sejam Uteis para a determinacdo de metabdlitos
secundarios de um extrato, além de apresentarem baixo custo, facil execugdo e interpretagdo dos
resultados baseada na observacédo de mudancas na coloracgdo e/ou formacdo de precipitado, estudos
futuros podem utilizar técnicas mais avancadas para colaborar com esses resultados. Métodos cro-
matogréficos, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e os métodos espectroscépicos,
com a utilizacdo da luz ultravioleta (UV), sdo tecnologias utilizadas na deteccdo e quantificacdo dos
compostos bioativos que compdem o extrato (MAHESHWARAN et al., 2024). A aplicagdo desses mé-
todos pode contribuir para a compreenséo do perfil fitoquimico completo de um extrato vegetal, além
de possibilitar aplicagdes farmacoldgicas futuras.

3.2. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIBIOFILME
O extrato apresentou eficiéncia varidvel contra as cepas bacterianas em todas as concentragdes
testadas (1, 10, 100 e 1000 pg/ml) em comparacdo com o controle de crescimento (CC). A Tabela 2 apre-
senta as taxas de inibicdo do crescimento bacteriano e da formacao do biofilme pelo extrato testado.
Em relacdo a concentracdo inibitéria de 50% (IC 50), a equacdo obtida para MRSA foi y = 0,0468x
+ 6,55, com R? = 0,85. Para P, aeruginosa, a equacdo da reta foiy = 0,0589x + 18,8, com R? = 0,81.

Tabela 2 - Taxas de inibicdo do crescimento bacteriano e da formagdo do biofilme de Sta-
phylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Pseudomonas aeruginosa e a concentracdo
inibitéria IC,, de Theobroma cacao L.

L Espécie Extrato T. cacao
Inibicdo b . IC,,
acteriana g pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml 1000 pg/ml

16,3 + 13,4 + 54,3* +

Crescimento MRSA 0.024 0038 70039 o 929 ug/ml
bacteriano ’ . ’ R} . ’ i}

(%) . 17,3~ + 23,7 38,4™ 76,2* +

P.aeruginosa 44,3 0,042 0,032 0026  >29wg/ml
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Espécie Extrato T. cacao c
bacteriana 4 yg/ml  10pg/ml 100 pg/ml 1000 pg/ml %0

Inibicdo

MRSA - - - - -

28,1* + 19,8* + 28,1* +
0,007 0013 %0010 5003

Formagdo de
biofilme (%)  p. aeruginosa

Nota: Valores expressos como média + DP. (-) Nao apresentou atividade. (*) Resultado estatisticamen-
te significativo em comparagdo ao controle positivo, considerando p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados comparativos confirmam a capacidade do extrato de 7. cacaode inibir o crescimento
bacteriano para as cepas Gram negativa (P, aeruginosa) e Gram positiva (MRSA) (Tabela 2). No entan-
to, a resposta de inibicdo demonstra ser mais relevante em relagdo ao efeito dose-dependente para P
aeruginosa, com a concentragdo de 1000 pug/ml do extrato inibindo 76,2% do crescimento bacteriano
e apresentando uma concentragao inibitéria IC,, 529 pg/ml. Para MRSA, embora tenha sido observa-
da uma variagdo da inibigao do crescimento bacteriano ndo dose-dependente abaixo de 1000 pg/ml,
essa variagdo nao foi significativa. J4 a inibicdo apenas em altas concentragdes para Staphylococcus
aureus ja foi reportada anteriormente (RAJAPAKSHA et al., 2025).

A atividade antibacteriana encontrada neste estudo, apesar de ainda ndo explorada para a var.
Nacional mod., estd associada a presenca de metabélitos secundarios presentes no extrato das folhas
de T. cacao, sendo os responsaveis por este potencial bioativo. Polifenéis, flavonoides, taninos e alca-
loides tém sido citados na literatura como antimicrobianos, tanto para cepas Gram positivas quanto
Gram negativas. No estudo de Al-Shalah et al. (2023), o extrato aquoso dessa espécie foi eficiente
contra varias bactérias (Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Salmonella typhi, Staphylococ-
cus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus e Streptococcus pyogenes).
Kayaputri et al. (2019) apresentaram o efeito inibitério sobre Escherichia coli, S. aureus e Salmonella
sp. do extrato etandlico da casca do cacau. Santos et al. (2014) relataram a suscetibilidade de P ae-
ruginosa ao extrato da casca do fruto. Lawal et al. (2014) verificaram a atividade antimicrobiana de
taninos, alcaloides e antraquinonas extraidos do 7. cacao.

Em relagdo a atividade antibiofilme, ndo foi observada inibi¢do da formagdo do biofilme de MRSA,
embora tenha sido verificado uma inibigdo do crescimento de mais de 50% desta cepa na concentra-
¢do de 1000 ug/ml, com IC, 929 ug/ml. A diferenca entre a atividade frente a bactéria plancténica e
ao biofilme reforca a complexidade fisiolégica das comunidades sésseis (SMITH, 2005).

Quanto a formagdo do biofilme de P aeruginosa, foi observada redugao estatisticamente signi-
ficativa nas concentragdes de 1 pg/ml e 1000 pg/ml quando comparado com o controle, porém a
supressdo total do biofilme ndo foi alcangada. Embora a inibi¢do tenha sido discreta, o resultado
demonstra que o extrato de T. cacao apresenta possivel efeito na desestabilizagdo da matriz de EPS
(Substancias Poliméricas Extracelulares). Para tanto, os fitoquimicos presentes podem atuar por mal-
tiplos mecanismos, limitando o acesso da bactéria aos nutrientes importantes no processo de adesao
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e crescimento ou inibindo o Quorum Sensing (QS) (MISHRA et al., 2020). Paczkowski et al. (2017), por
exemplo, verificaram que os flavonoides apresentam a capacidade de impedir a formagdo do biofilme
de P aeruginosa, por meio do mecanismo de inibi¢do do receptor LasR do QS.

De maneira geral, a auséncia de atividade ou baixa eficacia do extrato de 7. cacao frente as bac-
térias testadas pode estar relacionada a menor suscetibilidade dos microrganismos aos metabélitos
presentes no extrato, possivelmente devido a estrutura desses organismos (CHOI; LEE, 2019). A inte-
racdo entre os multiplos metabélitos secundarios, podem proporcionar efeito antagénico pela neu-
tralizacdo dos compostos presentes, especialmente quando em concentracdes mais altas de extrato.
Cruz et al. (2022) verificaram que o extrato bruto utilizado em seu estudo possufa uma mistura de
varios compostos, o que os levou a considerar que os bioativos poderiam ter sofrido inibigdo. Além do
mais, Das et al. (2017) apontam que, em concentracdes mais altas de extrato, as moléculas de meta-
bélitos secunddarios podem formar agregados, reduzindo a difusédo desses compostos pela matriz do
biofilme e, consequentemente, a atividade antibiofilme.

Outro fator a ser considerado na interpretagdo destes resultados é a seletividade do solvente extra-
tor utilizado. Embora Alam et al. (2020) relatem que os extratos acetdnicos podem ser menos eficientes
na extracdo dos compostos ativos quando comparados aos alcoélicos, os resultados encontrados indi-
cam que a acetona como solvente influenciou o perfil fitoquimico e, consequentemente, a atividade
antibacteriana observada, refor¢gando a importancia de investigar diferentes solventes na prospeccéo
de extratos vegetais, tendo em vista que o perfil fitoquimica influencia na atividade biolégica.

4 CONCLUSAO

Os resultados aqui demonstrados indicam que o extrato aceténico das folhas de Theobroma cacao
L., variedade Nacional moderna, apresentou alguns metabdlitos secundarios relevantes, e atividade
antibacteriana e antibiofilme frente a cepas patogénicas de Pseudomonas aeruginosae Staphylococ-
cus aureus resistente a meticilina (MRSA). A atividade antibiofilme observada para P, aeruginosa foi
moderada, com os valores de inibi¢do variando entre 19,8% e 28,1%, enquanto que para MRSA ndo
foi observada inibi¢do da formagdo do biofilme de MRSA, embora tenha sido verificado uma inibigdo
do crescimento de mais de 50% desta cepa. Esses resultados indicam que a utilizacdo da acetona
como solvente extrator permitiu a obtengdo de um perfil fitoquimico capaz de conferir agdo antimi-
crobiana significativa. Esses achados reforcam o potencial biotecnolégico de T. cacao e destacam a
importancia de novas investigagdes com fragdes do extrato da folha para melhor avaliagdo da pros-
peccdo de bioativos antibiofilme.
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