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ABSTRACT

Due to the increasing difficulty in combating current antimicrobial resistant microorganisms, the antimicrobial potential
of some plants has aroused researchers interest for being a natural alternative and for the consecrated possibilities. The
present study aimed to evaluate the antimicrobial potential of wild fruit plants extracts by determining the minimum
inhibitory concentration (MIC). The plants were selected for the indication of widespread use, and domestication in
the region of “Vale do Itajai, ” and their methanolic extracts were submitted to phytochemical analysis by thin layer
chromatography using specific developers. The extract of the mature Marlierea tomentosa pulp presented excellent
antimicrobial activity against S. aureus bacteria, and the extract of Plinia edulis seeds showed good activity. The
extracts of Eugenia brasiliensis seeds, M. tomentosa branches and Myrcianthes pungens seeds were considered
moderately active. It is possible to conclude that there is an antimicrobial potential in some studied extracts, but
complementary tests are necessary with different bacterial, to ensure and complement the presented results, and also
isolate and identify the respective active principles.

Keywords: antimicrobial action; medicinal plants; chemical compounds.

RESUMO

Devido a crescente dificuldade de combater microrganismos resistentes a antimicrobianos, o potencial antimicro-
biano de algumas plantas tem despertado o interesse de pesquisadores por serem uma alternativa natural, e pelas
potencialidades consagradas. O presente estudo teve por objetivo realizar triagem do potencial antimicrobiano, contra
microrganismos patogénicos aos seres humanos, de extratos de plantas frutiferas silvestres por meio da determinagao
da concentragdo inibitoria minima (CIM). As plantas foram selecionadas pela indicagdo de uso popular e domestica-
¢do na regido do Vale do Itajai e seus extratos metanolicos foram submetidos a analise fitoquimica por cromatografia
em camada delgada usando reveladores especificos. O extrato da polpa madura de Marlierea tomentosa apresentou
excelente atividade antimicrobiana contra a bactéria Staphyllococcus aureus ¢ o extrato das sementes de Plinia edulis
mostrou boa atividade. Os extratos das sementes de Eugenia brasiliensis, galhos de M. tomentosa ¢ sementes de Myr-
cianthes pungens foram considerados moderadamente ativos. Pode ser concluido que ha potencial antimicrobiano em
alguns extratos estudados, porém ensaios complementares se fazem necessarios com diferentes linhagens bacterianas,
com o intuito de assegurar e complementar os resultados apresentados, além de isolar e identificar os respectivos
principios ativos.

Palavras-chave: acdo antimicrobiana; plantas medicinais; compostos quimicos.
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INTRODUCAQ

A resisténcia desenvolvida pelos microrganismos,
frente aos antimicrobianos usados na pratica terapéutica
tem se tornado um problema de saide mundial, e o uso
indiscriminado de antibidticos pela populagdo agrava esse
quadro (1). A frequéncia de contato com um mesmo anti-
bidtico permite que o microrganismo desenvolva um meca-
nismo de adaptag@o por aquisicdo e tranferéncias de genes
de resisténcia, diminuindo a eficacia do medicamento (2).

A resisténcia a agentes antimicrobianos ¢ preocu-
pante e requer ndo somente o desenvolvimento de novas
substincias antimicrobianas, mas também novas abor-
dagens para o tratamento de doencas infecciosas (3). Na
era contemporanea, o fendmeno da multirresisténcia dos
microrganismos ¢ da iminente ineficacia dos medica-
mentos utilizados na terapéutica convencional, tem re-
metido pesquisadores a buscar novas alternativas de te-
rapias mais eficientes ¢ com menos efeitos colaterais (4).

O avanco da ciéncia farmacéutica levou ao surgi-
mento de diversos antimicrobianos, com espectro de
acdo cada vez mais amplo (4). Pesquisas com plantas
tém comprovado seu potencial antimicrobiano no trata-
mento de varias doengas infecciosas, estas, quando tra-
tadas com plantas medicinais, apresentam diminuigao de
efeitos colaterais, quando comparados com antimicro-
bianos sintéticos (5,6).

A atividade antimicrobiana apresentada por ativos
vegetais pode ser, geralmente, em fung@o da presenca de
taninos (7), flavonoides (8), terpenos (9), saponinas (10)
e/ou alcaloides (11). Uma vez que as plantas medici-
nais produzem uma variedade de substancias, fazem-se
necessarias pesquisas de triagem sobre a atividade anti-
microbiana, mecanismo de agdo e potenciais de usos, a

fim de identificar compostos candidatos para o desen-
volvimento de novos antibidticos. Diante do exposto, o
presente artigo teve como objetivo realizar triagem do
potencial antimicrobiano de extratos de plantas frutife-
ras silvestres através da determinagdo da concentragdo
inibitoria minima (CIM).

METODOS

Obtencio das plantas frutiferas. As plantas fru-
tiferas foram selecionadas para o trabalho devido ao uso
popular na regido do Vale do Itajai em Santa Catarina, e
por algumas ja serem domesticadas e cultivadas para o
consumo in natura. As espécies foram identificadas/auten-
ticadas pelo Prof. Oscar B. Iza (Universidade do Vale do
Itajai - UNIVALI), e as exsicatas encontram-se depositadas
no Herbario Barbosa Rodrigues no municipio de Itajai, SC.

No presente trabalho foi realizado um estudo in
vitro da atividade antimicrobiana de partes constituin-
tes de 13 plantas frutiferas selecionadas: Abuta selloa-
na (Benth.) Eichler (polpa, cascas, sementes, galhos e
folhas), Campomanesia reitziana D. Legrand (fruto
inteiro), Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn. (fru-
to inteiro, polpa e cascas), Eugenia brasiliensis Lam.
(polpa, sementes e cascas), Eugenia mattosii D. Le-
grand (fruto inteiro), Inga vera Willd (polpa, cascas e
sementes), Marlierea tomentosa Camb. (polpa madura
e verde, cascas maduras e verdes, sementes maduras e
verdes, galhos e folhas), Myrcianthes pungens (O. Berg)
D. Legrand (polpa, cascas, sementes, folhas e galhos),
Monstera deliciosa Liebm. (polpa e cascas), Morus ni-
gra L. (fruto inteiro), Opuntia ficus-indica Mill (polpa e
cascas), Plinia edulis (Vell.) Sobral (polpa, cascas e se-
mentes), Rubus niveus Thunb. (fruto inteiro) (Quadro 1).

Quadro 1. Identificacdo das plantas frutiferas silvestres selecionadas para o estudo.

Abuta
Gabiroba

Abuta selloana (Benth.) Eichler

Campomanesia reitziana D. Legrand
Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn.
Eugenia brasiliensis Lam. Grumixama
Eugenia mattosii D. Legrand Cerejinha
Inga vera Willd Inga-banana
Marlierea tomentosa Camb. Guarapuruna
Myrcianthes pungens (0. Berg) D. Legrand Guabiju
Monstera deliciosa Liebm.
Morus nigra L. Amora Preta
Opuntia ficus-indica Mill Figo da India
Plinia edulis (Vell.) Sobral

Rubus niveus Thunb.

Cambuca

Tomate de arvore

Abacaxi-do-mato

Framboesa negra
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V.C. Filho 92 Major Gercino, SC 09/09/12
V.C. Filho 95 Itajai, SC, 16/10/12

V.C. Filho 107 Itajaf, SC ,13/11/12

V.C. Filho 110 Camborid, SC 12/12/12
V.C. Filho 94 Itajai, SC, 11/09/12

V.C. Filho 114 Ttajai, SC, 05/02/13

V.C. Filho 98 Camborid, SC, 29/10/12
V.C. Filho 152 Urussanga, SC, 05/12/13
V.C. Fitho 119 Itajai, SC, 19/02/13

V.C. Filho 96 Itajai, SC, 02/10/12

V.C. Filho 123 Itajai, SC, 26/03/13

V.C. Filho 121 Camborid, SC, 23/03/13
V.C. Filho 101 Itajai, SC, 30/10/12



Preparacido dos Extratos. Os extratos das espé-
cies descritas acima foram preparados no Laboratério
de Fitoquimica da UNIVALI. As diferentes partes das
plantas frutiferas frescas foram separadas levando em
consideracdo suas caracteristicas e quantidades, picadas
manualmente e submetidas separadamente a um proces-
so de maceragdo com metanol, a temperatura ambiente,
por um periodo de uma semana, em vidraria vedada e
ao abrigo da luz. Apos filtragdo, o solvente foi removido
por destilacdo em rotaevaporador sob pressdo reduzida
com temperaturas entre 45° e 50° C. Este processo foi
realizado para cada parte das plantas frutiferas selecio-
nadas. As folhas e os galhos de 4. selloana, M. tomento-
sa e M. pungens, foram secados, triturados manualmente
e posteriormente submetidos separadamente ao processo
de maceragdo com metanol conforme descrito acima. Os
extratos obtidos foram denominados de extrato metano-
lico bruto (EMB) (12).

Anilise fitoquimica. Aliquotas dos extratos me-
tanodlicos foram analisadas por meio de cromatografia
em camada delgada (CCD), na tentativa de estabele-
cer o perfil fitoquimico das diferentes partes das plan-
tas frutiferas. As amostras foram eluidas com diferen-
tes sistemas de solventes, utilizando mesmo volume e
concentragdo, com aumento gradual de polaridade, para
melhor resolucdo e perfil cromatografico. Foram utiliza-
dos os seguintes solventes: hexano, acetato de etila ¢/ou
acetona, cloroférmio, diclorometano e metanol. Para a
realizagdo da triagem fitoquimica, as diferentes classes
de compostos foram reveladas com reagentes especifi-
cos como: anisaldeido sulfurico para identificar terpenos
e esteroides; cloreto férrico para compostos fenolicos;
hidroxido de potassio para cumarinas; Dragendorff para
alcaloides; entre outros (13).

Atividade antimicrobiana. Para os ensaios mi-
crobioldgicos foram utilizadas como cepas padrdo as
bactérias Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC
6538P) e Gram-negativa Escherichia coli (ATCC
11775), e a levedura Candida albicans (ATCC 10231).

Para o preparo do indculo, cada bactéria foi transfe-
rida do meio de manutencdo para o meio agar Mueller-
-Hinton (Merck) e incubada a 35 °C por 18-24 horas,
para a ativagdo da respectiva cultura. Apos ativacdo, fo-
ram selecionadas de 4 a 5 colonias da bactéria e essas
foram transferidas para tubo de ensaio com 5 mL de so-
lugdio NaCl 0,86% estéril, seguido de homogeneizacdo
em agitador de tubos por 15 segundos. A densidade do
indculo foi ajustada, por espectrofotometria a 525 nm,
em compara¢do com a escala 0,5 de MacFarland para
atingir a concentragao desejada de aproximadamente 1,5
x 108 células/mL,
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O inoéculo do fungo leveduriforme foi preparado
por meio do seu cultivo em agar Sabouraud dextrosado,
pelo menos duas vezes, para assegurar viabilidade das
culturas jovens de 24 ¢ 48 horas a 30 °C. Posteriormente
foram selecionadas de 4 a 5 colonias da levedura com
aproximadamente 1 mm de diametro, que foram suspen-
sas em 5 mL de NaCl 0,85% estéril e homogeneizadas
em agitador de tubos por 15 segundos. A densidade do
inoculo foi ajustada, por espectrofotometria a 525 nm
para a obtencdo de transmitancia de 95%, equivalente a
concentra¢do entre 1 ¢ 5 x 10° células/mL,

Determinac¢do da Concentracio Inibitéria Mini-
ma (CIM). O método consistiu no preparo de diluigdes
de cada amostra em meios de cultivo sélido, semeadura
do microrganismo e, apdsa incubacao, a verificagdo da
menor concentragdo da amostra que inibiu o crescimento.

Os valores da CIM foram determinados empregan-
do a metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (14) paras as bactérias e por
Espinel-Ingroff e Pfaller (1995) para a levedura (15),
com adaptagoes. Os extratos foram dissolvidos em solu-
¢do de dimetisulfoxido (DMSO) e agua destilada (4:6) e
distribuidos em séries de 10 frascos com capacidade para
5 mL por dilui¢ao dupla, abrangendo concentragdes de
1000 a 2 pg/mL. Posteriormente, a cada frasco foi adicio-
nado 1 mL de meio agar Mueller-Hinton para as bactérias
e 1 mL de agar Sabouraud dextrosado para a levedura,
seguido de imediata homogeneizagdo da mistura.

Apos a solidificagdo dos meios de cultura, cada
frasco foi semeado com o in6culo microbiano com auxi-
lio de uma alga calibrada (1 pL) resultando em concen-
tragéo final de aproximadamente 1,5 x 10° células para
as bactérias e entre 1 € 5 x 10° células para a levedura.
As séries foram incubadas a 35 °C por 18 a 24 horas para
as bactérias e 30 °C por 24 a 48 horas para o fungo leve-
duriforme. Posteriormente, foram realizadas as leituras
para a determina¢do da CIM por meio da verificagdo
visual do crescimento microbiano em cada frasco das
respectivas séries. Para a interpretacao dos resultados foi
considerado CIM como a inibi¢do total do crescimento
microbiano.

Durante os testes foram incluidos controles dos
meios de cultura e do solvente utilizado na solubilizagio
dos extratos a fim de verificar seu efeito sobre o micror-
ganismo. A concentracdo final de DMSO nos ensaios
nao excedeu 2%. A leitura dos resultados foi considerada
valida somente quando houve crescimento microbiano
nestes controles. Foram utilizados como controles posi-
tivos, antibidticos empregados na clinica, sendo para as
bactérias, a amoxilina, ¢ para fungos o cetoconazol. Os
ensaios foram repetidos trés vezes.



RESULTADOS E DISCUSSAO O resultado da triagem fitoquimica por meio da

analise por CCD encontra-se apresentado na Tabela 1,

Analise fitoquimica. A investigagdo preliminar de indicando a presenca ou auséncia de diferentes classes
constituintes quimicos de uma planta possibilita o co- de compostos bioativos presentes nas plantas frutiferas
nhecimento prévio do extrato e indica a natureza das silvestres selecionadas para o estudo.

substancias presentes (16).

Tabela 1. Avaliagdo por CCD utilizando reveladores seletivos para as classes de esteroides/terpenos, compostos fe-
nélicos, cumarinas e alcaloides nos extratos metanélicos brutos (EMB) das plantas frutiferas silvestres selecionadas
para o estudo.

b - -

Sementes +
Cascas - + o -
Abuta selloana (Benth.) Eichler Polpa + + - -
Galhos +H+ +H+ + 4
Folhas +H+ +H+ + -+
Campomanesia reitziana D. Legrand Fruto inteiro +++ +++ + =

Fruto inteiro - - - -

Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn. Polpa - - = -

Cascas - - = o

. S Polpa e cascas + 4 R ;
Eugenia brasiliensis Lam.

Sementes ++ +++ - =

Eugenia mattosii D. Legrand Fruto inteiro ++ ++ - =

Polpa - 4 - -

Inga vera Willd Sementes +++ = - -

Cascas + + = -

Polpa (madura) ++ - - =

Sementes (madura) e+ - - -

Cascas (madura) +H+ - = =

Marlierea tomentosa Camb. Polpa e casca (verdes) +H+ - - -

Sementes (verdes) e+ - - -

Galhos +++ ++ + ++

Folhas +++ +++ -+ +++

Polpa 5 a - R

Sementes +++ +++ - +

Myrcianthes pungens (0. Berg) D. Legrand Cascas ++ ++ - =

Folhas +++ +++ = +

Galhos +++ = . -

.. . Polpa = - _ _
Monstera deliciosa Liebm.

Cascas - - = S

Morus nigra L. Fruto inteiro + - - -

. P Polpa - + = -
Opuntia ficus-indica Mill

Cascas - - = o

Polpa ++ + = -

Plinia edulis edulis (Vell.) Sobral Cascas +H+ + + S

Sementes ++ + - o

Rubus niveus Thunb. Fruto inteiro ++ - - -

(-) auséncia de substancia, (+) fraco (1 substancia), (++) médio (2 a 3 substancias), (+++) forte (acima de 3 substancias).
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Com base nos resultados obtidos da analise fitoqui-
mica preliminar, o EMB dos galhos e folhas de 4. selloa-

na e M. tomentosa, dos frutos inteiros de C. reitziana,
das folhas e sementes de M. pungens ¢ das cascas de P.
edulis mostraram melhor perfil fitoquimico consideran-
do a quantidade de compostos ¢ suas classes presentes.

Também foi possivel evidenciar os triterpenos alfa- e
beta-amirina e os flavonoides quercetina, quercitrina e ru-
tina nas folhas de M. pungens (17). No extrato metandlico
dos frutos de C. reitziana a chalcona dimetilcardamonina
foi identificada como o composto majoritario (18).

Em trabalho prévio, os triterpenos acido maslinico

e acido ursolico foram isolados das cascas dos frutos de
P, edulis (19).

Atividade antimicrobiana. Essa analise foi basea-
da na classificacdo indicada por Holetz e cols (2002) que

estabeleceram os seguintes critérios: excelente atividade
antimicrobiana — 10 a 100 pg/mL; boa - > 100 a 250 pg/
mL; moderadamente ativos - >250 a 500 pg/mL e pouco
ativos - >500 a 1000 pg/mL (20).

Como pode ser observado na Tabela 2, o extrato da
polpa madura de M. tomentosa pode ser classificado com
excelente atividade antimicrobiana contra a bactéria S.
aureus (CIM de 62,5 pg/mL); ¢ o extrato das sementes
de P. edulis com boa atividade (CIM de 125 pg/mL). O
extrato dos galhos de M. tomentosa e as sementes de E.
brasiliensis, e de M. pungens foram classificados com
moderada atividade contra a bactéria S. aureus (CIM de
500 pg/mL). O extrato das cascas de A. selloana apre-
sentou fraca atividade contra S. aureus (CIM de 1000
pug/mL). Os demais extratos das plantas frutiferas silves-
tres apresentam-se como inativos por exibirem valores
superiores a 1000 pg/mL.

Tabela 2. Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos metanélicos das plantas frutiferas silvestres

frente aos microrganismos testados.

Abuta selloana (Benth.) Eichler Cascas 1000 >1000 >1000

Eugenia brasiliensis Lam. Sementes 500 >1000 >1000

) Polpa (madura) 62,5 >1000 >1000
Marlierea tomentosa Camb.

Galhos 500 >1000 >1000

Myrcianthes pungens (0. Berg) D. Legrand Sementes 500 >1000 >1000

Plinia edulis (Vell.) Sobral Semente 125 1000 >1000

S. aur (Staphylococcus aureus), E. coli (Escherichia coli), C. alb (Candida albicans).

Como mostrado na Tabela 2, a maior resposta fren-
te aos microrganismos utilizados, foi do EMB da polpa
madura da planta M. tfomentosa, que obteve CIM de 62,5
pg/mL, classificada como excelente atividade. Esse re-
sultado pode ser justificado pela presenca de terpenos,
identificados na triagem fitoquimica da planta. Conforme
demonstrado por Cowan (1999), alguns terpenos tém a
capacidade de romper compostos lipofilicos das membra-
nas bacterianas, ¢ isso explica também porque somente
S. aureus, uma bactéria gram-positiva, foi afetada (21).

O extrato dos galhos de M. tomentosa mostrou
moderada atividade antimicrobiana, apesar de varios
compostos presentes mostrados pela analise fitoquimi-
ca. Esse resultado pode sugerir sinergismo entre os com-
postos ou baixa concentragdo da substancia responsavel
pela agdo antibacteriana nos galhos da planta.

Outro extrato que apresentou uma boa atividade
contra S. aureus foi das sementes de P. edulis, que tam-
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bém se mostrou ativo, porém fracamente, contra a bac-
téria E. coli. O estudo de Ishikawa e cols. (2008) com o
extrato hidroetandlico liofilizado das folhas de P. edu-
lis ndo revelou atividade, confirmando que as sementes
possuem um potencial antimicrobiano interessante (22).

O extrato das sementes de E. brasiliensis mostrou
moderada atividade contra S. aureus, destacando a im-
portancia de mais trabalhos explorando o potencial anti-
microbiano de extratos de sementes desta espécie.

A tnica parte da M. pungens tendo moderada ati-
vidade contra a bactéria S. aureus foi a semente (CIM
de 500 pg/mL). No entanto, o estudo de Desoti e cols
(2011), sobre a atividade antimicrobiana, antifingica e
citotoxica das folhas de M. pungens, evidenciou que os
extratos de acetato de etila e hexano apresentaram CIM
< 62,5 pg/mL contra bactérias Gram-positivas (23), o
que pode estar relacionado aos taninos encontrados nas
folhas dessas plantas. O extrato hexanico mostrou a



mais forte inibigdo, apresentando CIM com mesma con-

centracdo, e o extrato metandlico apresentou boa ativi-
dade antifungica.

Em relagdo a espécie R. niveus, investigagdes reali-
zadas pelo NIQFAR, mostraram atividade antimicrobiana
contra S. aureus para o extrato metanolico e a fragdo ace-
tato de etila, apresentando CIM de 250 pg/mL e 500 pg/
mL, respectivamente (24). Estudos revelaram que o extra-
to de R. niveus, além de apresentar elevado teor de vitami-
na C e betacaroteno, ¢ rico em compostos fendlicos além
de acido elagico o que justifica a ag@o antibacteriana (25).

Entre os extratos utilizados, somente as semen-
tes de P. edulis mostraram resultados contra a bactéria
gram-negativa utilizada nos testes. Isso pode ser explica-
do pelas caracteristicas desse grupo de bactérias. A pre-
senca de uma membrana externa nestes microrganismos
dificulta a entrada de agentes antimicrobianos e, quando
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