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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a agdo antimicrobiana de extratos glicolicos de Psidium
guajava L. (goiabeira), Syzygium cumini L. (jamboldo) e Pimpinella anisum L. (erva-doce) sobre cepas
padrdo de Candida albicans, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Escherichia coli e Bacillus atrophaeus (esporos). A Concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada
através do método de microdiluigdo em caldo BHI para as bactérias e Sabouraud dextrose para leveduras,
com diluicBes seriadas dos extratos adicionadas em placas de 24 pocos, posteriormente contaminadas com
suspensoes microbianas (10 ceIs/mL) e incubadas a 37C/24h. A seguir, as amos tras foram semeadas em
agar BHI para as bactérias e agar Sabouraud dextrose para leveduras, e incubadas a 37C/48h para
determinar a Concentragcdo microbicida minima (CMM). Com excecao de Bacillus atrophaeus na sua forma
esporulada que apresentou resisténcia a todos os extratos testados, o crescimento dos demais
microrganismos foi inibido por diferentes concentracdes destes agentes naturais. Porém, o extrato de
Pimpinella anisum L. apresentou melhor acdo antimicrobiana, inibindo através de concentragbes mais
baixas o crescimento dos microrganismos.
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Area do Conhecimento: Microbiologia
Introducao de varios paises, ja que podem inibir o
crescimento bacteriano e fungico por diferentes
mecanismos guando comparados aos
antimicrobianos (ANIBAL, 2007).

Atualmente o emprego de plantas medicinais
para o0 tratamento de algumas doencas

corriqueiras tem sido apoiado pela classe médica
e por programas oficiais de saude. O Brasil possui
um ndmero grande de espécies vegetais nativas
que sdo consideradas medicinais (LIMA et al,
2006; BRANDAO et al., 2006), mas muitas ainda
ndo tiveram qualquer avaliagdo cientifica do seu
uso medicinal, o que é essencial para que possam
continuar a serem utilizadas com seguranca pela
populacdo. No ambito odontologico, as pesquisas
com agentes naturais tém aumentado nos ultimos
anos devido a busca por novos produtos com
maior atividade farmacol6gica, com menor
toxicidade e maior biocompatibilidade, além de
apresentarem valores mais acessiveis a
populacao (CASTILHO et al., 2007).

Existe na cavidade bucal uma grande
variedade de microrganismos que podem, por um
desequilibrio, tornarem-se patogénicos, muitos
dos quais estado relacionados com cérie, doengas
periodontais, infeccfes endodénticas e lesbes de
mucosa (PARADELLA et al., 2007).

Diante do desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos, ha uma grande preocupacéo
relacionada a qual tipo de tratamento utilizar no
combate as infeccdes  provocadas  por
microrganismos. O emprego de extratos brutos de
plantas tem merecido a atencdo de pesquisadores

O objetivo deste estudo foi avaliar a acédo
antimicrobiana dos extratos glicélicos de
Pimpinella anisum L. (erva-doce), Psidium guajava
L. (goiabeira) e Syzygium cumini L. (jambol&o)
sobre cepas padrdo de Bacillus atrophaeus,
Candida albicans, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus e Streptococcus
mutans.

Metodologia

Foram utlizados neste estudo extratos
glicélicos de Psidium guajava L. (goiabeira),
Syzygium cumini L. (jamboldo) e Pimpinella
anisum L. (erva-doce), adquiridos da empresa
Multi Vegetal (Campinas, S&o Paulo, Brasil),
acompanhados de laudo de identificacdo. Na
preparacéo de cada extrato foram utilizados 75%
de massa seca, obtida através da folha de Psidium
guajava L. e Syzygium cumini L. ou frutos de
Pimpinella anisum L., diluida em propileno glicol,
resultando numa concentracdo de 750 mg/mL.

A atividade antimicrobiana dos extratos
glicdlicos foi avaliada em cepas padrfes de
Bacillus atrophaeus (ATCC 65961), Candida
albicans (ATCC 18804), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922),
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Staphylococcus  aureus (ATCC 6538) e
Streptococcus mutans (ATCC 35688). As cepas
foram provenientes  do Laboratério  de
Microbiologia e Imunologia da Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos/UNESP.

As bactérias foram semeadas em agar Infusédo
cérebro coracéo, BHI (Brain Heart Infusion, Difco,
Detroit, USA), e incubadas em estufa por 24 horas
a 37°C. Para B. atrophaeus foram utilizados os
esporos obtidos de acordo com a metodologia
proposta por Kuroiwa et al. (2003). As leveduras
de C. albicans foram semeadas em &agar
Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA), e
incubadas por 24 horas a 37°C. Decorrido o
periodo de incubagcdo, os cultivos foram
suspensos em solugdo fisiolégica estéril (NaCl
0,9%) ajustados por espectrofotdmetro (Micronal
B582/Versdo 3.0.4, Sdo Paulo, Brasil) até a
obtengao de suspensdes padronizada contendo
10° céls/mL, cujos parametros de densidade 6ptica
e de comprimento de onda estdo representados
no quadro 1.

Quadro 1 — Parametros de densidade optica e
comprimento de onda utilizados para obtencédo de
uma solucéo contendo 10° céls/mL.

Microrganismo Densidade Comprimento de
(n=6) Optica (Abs) onda (nm)

Bacillus atrophaeus 307 0,178
Candida albicans 530 0,284
Enterococcus faecalis 760 0,289
Escherichia coli 590 0,324
Staphylococcus aureus 490 0,374
Streptococcus mutans 620 0,398

Para determinar a concentracdo inibitéria
minima (CIM), foi utilizado o método de
microdiluicdo em caldo (n=6), com diluicdes
seriadas de 325 a 23,43 mg/mL (50 a 3,125%) dos
extratos testados. Em cada orificio das placas de
24 pocos (Costar Corning, New York, EUA) foi
adicionado 1 mL da diluicdo do extrato, acrescido
de 1mL de caldo BHI (Difco, Detroit, USA) para as
bactérias, e 1 mL de caldo Sabouraud dextrose
(Difco, Detroit, USA) para as leveduras.
Posteriormente, foi acrescentado 100 uL da
suspensao padronizada de cada cepa do
microrganismo a ser testado. As placas foram
incubadas em estufa por 48 horas a 37°C. Foi
considerada como CIM a menor concentracdo dos
extratos glicolicos testados que inibiu o
crescimento visivel dos microrganismos, ou seja,
sem turvacao do caldo e deposito microbiano.

O controle positivo foi constituido de caldo e o
in6culo microbiano avaliado. O controle negativo
foi constituido de caldo e extrato.

Em paralelo, também foi realizado o teste para
avaliar a capacidade antimicrobiana do solvente
propileno glicol.

Apés o periodo de incubacdo, foram
determinadas as concentracdes microbicidas

WHEPG

ILINIC)r

minimas (CMM). Aliquotas de 100 pL dos testes
anteriores foram semeadas em placas de Petri
contendo para as bactérias agar BHI, e para as
leveduras agar Sabouraud dextrose. As placas
foram incubadas por 48 horas, a 37°C. A CMM foi
definida como a menor concentracéo dos extratos
glicélicos testados que ndo apresentou
crescimento microbiano em meio soélido.

Os testes foram realizados em duplicata.

Em todos os ensaios com cepas S. mutans a
incubacédo foi realizada em estufa com condicdes
de microaerofilia (5% de CO,) a 37°C.

Resultados

O teste de atividade antimicrobiana realizado
com o solvente propileno glicol, isoladamente, nédo
apresentou efeito inibitério ou microbicida sobre os
microrganismos analisados. O controle positivo
realizado apresentou excelente viabilidade das
cepas utilizadas. O controle negativo né&o
apresentou qualquer tipo de contaminacdo do
caldo ou dos extratos testados.

De acordo com a metodologia utilizada no
presente estudo, as CIM e CMM predominantes
(moda) dos extratos glicélicos de Pimpinella
anisum L. (erva-doce), Psidium guajava L.
(goiabeira) e Syzygium cumini L. (jambol&do) sobre
as diferentes cepas padrdo utilizadas estédo
apresentados nas tabelas 1, 2 e 3.

Com excec¢do de Bacillus atrophaeus, na sua
forma esporulada, que apresentou resisténcia a
todos os extratos testados, o crescimento dos
demais microrganismos foi inibido por diferentes
concentracdes destes agentes naturais. Ja o efeito
microbicida foi observado em concentracdes
maiores do que as de CIM.

Tabela 1 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e
Concentragdo microbicida minima (CMM) mais
freqientes do extrato glicélico dos frutos de
Pimpinella anisum L. (erva-doce), frente aos
microrganismos Bacillus atrophaeus, Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.

Microrganismo CIM (mg/mL) CMM (mg/mL)
Bacillus atrophaeus R* R*
Candida albicans 93,75 187,50
Enterococcus faecalis 46,87 93,75
Escherichia coli 23,43 46,87
Staphylococcus aureus 46,87 93,75
Streptococcus mutans 93,75 187,50

*R= Microrganismo foi resistente ao extrato de Pimpinella
anisum L. (erva-doce).

XII Encontro Latino Americano de Iniciacdo Cientifica e

VIII Encontro Latino Americano de Pés-Graduagdo — Universidade do Vale do Paraiba



XIIINIC

Tabela 2 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e
Concentracdo microbicida minima (CMM) mais
freqlientes do extrato glicélico das folhas de
Psidium guajava L. (goiabeira), frente aos
microrganismos Bacillus atrophaeus, Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.

Microrganismo CIM (mg/mL) CMM (mg/mL)

Bacillus atrophaeus R* R*
Candida albicans 187,5 375
Enterococcus faecalis 187,5 375
Escherichia coli 187.5 375
Staphylococcus aureus 23,43 46,87
Streptococcus mutans 93,75 187,5

*R= Microrganismo foi resistente ao extrato de Psidium guajava
L. (goiabeira).

Tabela 3 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e
Concentragdo microbicida minima (CMM) mais
freqientes do extrato glicolico das folhas de
Syzygium cumini L. (jamboldo), frente aos
microrganismos Bacillus atrophaeus, Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.

Microrganismo CIM (mg/mL) CMM (mg/mL)
Bacillus atrophaeus R* R*
Candida albicans 187,5 375
Enterococcus faecalis 93,75 187,5
Escherichia coli 46,87 93,75
Staphylococcus aureus 93,75 187,5
Streptococcus mutans 46,87 93,75

*R= Microrganismo foi resistente ao extrato de Syzygium
cumini L. (jambol&o).

Discussao

Em decorréncia do uso abusivo de antibiéticos
tradicionais e do crescente aumento da resisténcia
microbiana, os microbiologistas clinicos tém
demonstrado grande interesse na investigacdo de
extratos de plantas, com potencial antimicrobiano
(VOLPATO, 2005).

A escolha dos microrganismos desta pesquisa
buscou abranger espécies usualmente utilizadas
em estudos para avaliacdo de atividade
antimicrobiana, bem como sua associacdo com
diversas patologias que acometem a cavidade
bucal. J4& a escolha de microrganismo B.
atrophaeus em sua forma de esporos foi para
servir como parametro no estudo da eficacia dos
extratos testados, uma vez que esta forma
apresenta grande resisténcia aos antimicrobianos.

Para avaliar se as CIM obtidas apenas inibiram
o0 crescimento microbiano em caldo, efeito
microbiostatico, ou mataram o0s microrganismos
testados, capacidade microbicida, foram
realizados ensaios para determinar a CMM em
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meio de cultura sélido. Desta forma, pode-se
observar que para os extratos testados as CIM
obtidas apresentaram somente efeito
microbiostatico, uma vez que para conseguir
completa eliminacdo, ou seja, morte dos
microrganismos as concentracdes requeridas
foram bem maiores do que aquelas para CIM.

As CIM e CMM obtidas do extrato glicolico das
folhas de P. guajava L no presente estudo estado
de acordo com os obtidos por Holetz et al. (2002),
gue encontraram atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico das folhas de P. guajava L.
sobre C. albicans, S. aureus e E. coli, indicando
gue as folhas desta planta poderiam ser utilizadas
para tratar patologias causadas por tais
microrganismos devido o] seu efeito
antimicrobiano. Sanches et al. (2005) também
obtiveram efeito inibitorio através dos extratos
hidroalcodlico e aquoso de P. guajava L. sobre
cepas padrdo de S. aureus, porém 0S mesmos
ndo foram ativos contra E. coli, divergindo dos
resultados obtidos neste trabalho, onde o extrato
glicdlico das folhas dessa planta apresentou efeito
inibitério ao crescimento desta bactéria.

No atual estudo o extrato glicélico das folhas de
S. cumini L. apresentou atividade antimicrobiana
contra C. albicans, E. faecalis, S. aureus, E. coli e
S. mutans. Michelin et al. (2005), encontraram
atividade antimicrobiana do extrato seco das
folhas de S. cumini L. sobre cepas padrdo e
resistentes de E. coli, e cepas padrdo de S.
aureus, o0 que corrobora com os dados obtidos no
presente estudo. Porém, ainda no experimento de
Michelin et al (2005), o extrato de S. cumini L. ndo
inibiu o crescimento de cepas padrdo de C.
albicans, diferentemente dos resultados
encontrados no atual estudo, no qual o extrato
glicdlico das folhas dessa planta foi efetivo contra
esta levedura. Nascimento et al.(2000) verificaram
gue 0 extrato alcéolico de S. cumini inibiu 57,1%
dos microrganismos testados, dentre os quais
estavam cepas resistentes e sensiveis de S.
aureus, e cepas resistentes de C. albicans e E.
coli.

Em relacdo a P. anisum L., estudos tém
demonstrado a  atividade antimicrobiana,
antifingica e antimalarica de alguns dos
compostos desta planta (TABANCA et al., 2005).

O extrato glicolico dos frutos de P. anisum L.
utiizado neste trabalho apresentou atividade
antimicrobiana contra C. albicans, S. mutans, E.
faecalis, S. aureus e E. coli. Giilgin et al. (2003)
verificaram que os extratos aquoso e etandlico de
P. anisum L., na concentracdo de 25%, foram
efetivos na inibicdo do crescimento de S. aureus,
porém esses autores nado obtiveram inibicdo do
crescimento de cepas padrdo de E. coli e C.
albicans, o que difere dos resultados do atual
estudo onde esta planta teve acao inibitéria no
crescimento de tais microrganismos.
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Os trabalhos realizados por Holetz et al. (2002)
e Sanches et al. (2005) com extratos hidroalcodlico
e aquoso de P. guajava L inibiram o crescimento
de B. atrophaeus, discordando dos resultados
obtidos no presente estudo, uma vez que esta
bactéria mostrou-se resistente a todas as
concentragcdes de todos o0s extratos glicélicos
utilizados. Por outro lado, os resultados da atual
estudo estdo de acordo com o trabalho de
Nascimento et al. (2000), uma vez que esses
autores nado conseguiram inibicdo de crescimento
de B. atrophaeus com o extrato de S. cumini L.

Os resultados obtidos no atual estudo
estdo coerentes com o histérico da atividade
antimicrobiana das espécies vegetais estudadas,
guanto a agdo microbicida e a demonstracdo de
gue 0S microrganismos, com excecdao do B
atrophaeus, mostraram-se sensiveis aos extratos
glicélicos utilizados. No entanto, & importante
ressaltar que a analise da atividade antimicrobiana
nos diversos estudos aqui citados foi realizada por
diferentes metodologias e concentracdes, o que
torna dificil uma analise comparativa fidedigna.
Além disso, até a finalizacdo desta pesquisa, nao
foram encontrados estudos que fizessem uso do
extrato glicolico destas plantas. No entanto, os
resultados do presente estudo foram satisfatérios
aos objetivos da pesquisa. Em sintese, o atual
estudo espera contribuir na avaliagdo da eficacia
dos extratos vegetais frente aos microrganismos
prevalentes na cavidade bucal e que podem
desencadear inimeras patogenias.

Conclusao

Com excecdo de Bacillus atrophaeus na sua
forma esporulada que apresentou resisténcia a
todos os extratos testados, o crescimento dos
demais microrganismos foi inibido por diferentes
concentracdes destes agentes naturais. Porém, o
extrato de Pimpinella anisum L. apresentou melhor
acao antimicrobiana, inibindo através de
concentracbes mais baixas o crescimento dos
microrganismos.
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