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O emprego de recursos naturais como mecanis-
mo auxiliar no tratamento de distintas patologias
tem regsurgido, com énfase, nos Gtimos tempos.
Tendo em vista esta situagao, este estudo teve por
finalidade investigar a atividade antimicrobiana de
algumas plantas medicinais e aromaticas bastan-
tes comuns na cultura brasileira. Foi constatado
que, de modo particular, o alecrim-pimenta (Lippia
sidoides) levou a uma consideravel inibigdo do
crescimento bacteriano. Também plantas como
alecrim {Rosmarinus officinalis), cravo (Sysygium
aromaticum), noz-moscada (Myristica fragrans}, pi-
menta-da-jamaica (Pimenta dioica) e salvia (Salvia
officinalis) demonstraram constituir fontes eficien-
tes de compostos bioativos antibacterianos.
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Preparo do Inéculo

As culturas foram transferidas para repique em caldo Casoy e
ap6s 10 horas de incubacgio 4 30 ou 37°C, a suspensio bacteriana foi
centrifugada a 2. 000 x g, durante 15 minutos e lavada duas vezes com
solugao salina esterilizada (0,85% p/v). A massa celular foi ressuspendida
em solugdo salina, em frasco Erlenmeyer. A densidade de células nas
culturas foi ajustada para 100 UK em colorimetro Klett Summerson
com filtro ndmero 66, o que correspondia a aproximadamente 108 célu-
las / mL. Diluigdes decimais das suspensdes de células bacterianas
foram preparadas em solucio salina esterilizada e utilizadas para a
inoculagdo do meic de cultura,

Plantas Estudadas

Foi avaliado a atividade antibacteriana de 16 plantas medicinais
provenientes do Viveiro de Plantas Medicinais da Universidade Federal
de Vigosa-MG, 4 corantes naturais e 15 plantas aromaticas ou condi-
mentares adquiridas no comércic local. As plantas foram acrescenta-
das ao meio de cultura na forma de pé. Foram utilizadas as fcthas
das plantas medicinais: alecrim (Rosmarinus officinalis), arruda (Ruta
graveolens), artemisia {Artemisia vulgaris), bardana (Arctium lappa),
boldo (Vernonia condensata), carqueja (Baccharis trimera), confrei
(Symphitum officinalis), guaco (Mikania glomerata), hortela (Mentha
spicata), malva (Malva silvestris), manjericao (Ocimum sp. ), salvia (Salvia
officinalis), tanchagem (Plantago major), alecrim-pimenta {Lippia
sidoidesy), tomilho (Thymus vulgaris) e as flores da camomila (Matricaria
chamonmilla}.

Os corantes naturais utilizados foram o rizoma de acafrao
{Curcuma longa), o fruto do pimentdo maduro {Capsicum annuum),
empregadoe para a obtengac da paprica, as sementes de urucum (Bixa
orellana) e 0 carmin, extraido da cochonilha (Coccos cacti).

As plantas aromaticas ou condimentares analisadas foram as
folhas de alecrim (Rosmarinus officinalis), de louro (Laurus nobilis) e
da sélvia (Salvia officinalis); o bulbo do alho {Allium sativum) e da cebo-
la (Allium cepa); a casca da canela (Cinnamomum zeylanicum), os fru-
tos do cominho {Cuminum cyminum), da noz-moscada (Myristica
fragrans), do pimentéo (Capsicum annuum), da pimenta-da-jamaica ou
pimenta-Siria (Pimenta dioica) e da pimenta-do-reino {Piper nigrum); o
rizoma do agafrao (Curcuma longa) e do gengibre (Zingiber officinale);
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o botéo floral do cravo-da-india (Syzygium aromaticum); as sementes
de mostarda (Brassica juncea).

Preparo das amostras

As plantas medicinais e os corantes naturais foram obtidos fres-
€os, com a excegao do carmin, obtido na forma de pé. Estas amostras
foram secas em estufa com ventilagao forcada a 35°C, por 36-48 ho-
ras.

As amostras de plantas aromaticas foram obtidas secas, com
excegbes do alho, cebola, gengibre e pimentdao. O alho e a cebola
foram desidratados em liofilizador. O pimentéo e o gengibre foram se-
cos em estufa a 35°C, por 36-48 horas. As amostras desidratadas fo-
ram moidas em moinho de faca, equipado com peneira de 0,37mm de
abertura das malhas (40 mesh). Os pos obtidos foram armazenados
em frascos hermeticamente fechados, protegidos da luz e estocados a
temperatura ambiente.

O teor de umidade dos pds das plantas foi determinado por meio
da secagem até peso constante, na temperatura de 105°C. Esta andli-
se foi feita em duplicata.

Obtencao dos Extratos Alcodlicos das Plantas Aromaticas ou
Condimentares :

A extragéo dos principios ativos antimicrobianos dos condimen-
tos foi feita segundo recomendado por HUHTANEN (1980) e por AKTUG
e KARAPINAR (1986). Amostras de 10g do pd das plantas foram mis-
turadas em 90ml de etanol 95% e deixados a temperatura de 25°C,
durante 48 horas, com agitagdes ocasionais. Apds filtragao, os extratos
vegetais foram completamente evaporados a 35°C, em rota-evaporador.
O residuo obtido foi ressolubilizado em etanol 95%. Os extratos brutos
foram submetidos & determinagio do teor de extrativas, padronizado
para a concentracdo de 5% = 0,3 e entao foram armazenados
sob refrigeragao.

Avaliagéo do Efelto das Plantas no Crescimento de Microrganismos
Patogénicos

Os estudos in vitro da atividade antibacteriana de plantas medici-
nais e corantes naturais foram conduzidos em tubos de cultivo de 18 x
180mm, contendo 5ml. de caldo Casoy. As amostras de plantas medi-
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cinais foram acrescentadas ao meio de cultura na concentragao de 3%
e 0s corantes, nas concentragoes de 1 e 2%. Paralelamente, foram
feitos controles, consistindo de 5mL de caldo Casoy, sem a adigéo das
amostras. O pH dos meios de cultura foi verificado e quando necessa-
rio, o pH foi ajustado para 7, 3 = 0,5.

Os.meios de cultura adicionados dos p6s vegetais foram subme-
tidos a analises microbiol6gicas, antes da inoculagéo, para se confir-
mar a auséncia de contaminagdes.

Aliquotas de 50 uL das suspensdes bacterianas foram utilizadas
para inocular, aproximadamente, 10° células/mL do meio de cultura. O
efeito antibacteriano das plantas medicinais e corantes naturais foi acom-
panhado pela contagem de coldnias em dgar Casoy. Foram coletadas
amostras das culturas contendo as plantas medicinais no tempo de 24
horas de incubagéo. As culturas contendo os corantes naturais, foram
analisadas nos tempos de 8 e 24 horas de incubagao, nas temperatu-
ras de 30 ou 37°C, conforme o microrganismo utilizado. A contagem de
coldnias foi feita com auxilio de lupa e foi calculada a porcentagem de
inibigdo das amostras estudadas, segundo recomendado por DEANS
e SVOBODA (1990):

= % INIBICAO = C-T/ C x 100,

onde:
C = logaritmo do nimero de células viaveis do controle
T = logaritmo do nimero de células viaveis do tratamento

Os experimentos foram conduzides em duplicata, com duas re-
peti¢cdes.

O efeito inibidor dos extratos alcodlicos das 15 plantas aromati-
cas ou condimentares estudadas foi avaliado pela tecnica de difusao
em agar, segundo descrito por DEANS e RITCHIE {(1987) e DEANS e
SVOBODA (1990). Foram preparadas placas contendo 10 mL de agar
Casoy. Sobre esta camada, foram adicionados 9 mL de agar Casoy
semi-sdlido, inoculado com cerca de 10° células/mL, das suspensdes
bacterianas. Assepticamente, foram feitos 4 pocinhos/placa, de 6 mm
de diametro, apenas na camada superior. Foram aplicados 10 L dos
extratos alcodlicos dos condimentos, individualmente, em cada pocinho.
As placas foram incubadas a 30 ou 37°C e apds 24 horas de incuba-
gao, foram feitas as leituras dos halos de inibigac do crescimento
bacteriano. Foram feitos controles, consistindo do solvente usado no
preparo dos extratos.
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Os extratos alcodlicos foram submetidos a andlises micro-
biologicas, anteriormente aos experimentos, para se confirmar a au-
séncia de contaminagfes.

Os experimentos foram conduzidos em duplicata, com-duas re-
peti¢es.

3. RESULTADOS

As plantas medicinais analisadas neste estudo apresentaram uma
inibigao sobre o crescimento bacteriano, em porcentagem, que variou
de zero a 100%, em 24 horas de incubagéo.

Deve-se destacar a acentuada atividade inibidora demonstrada
pelo alecrim-pimenta, que levou a uma inibigdo completa do cresci-
mento de S. thyphimurium, S. aureus, L. monocytogenes e Y.
enterocolitica (Figura 1). O efeito antibacteriano do alecrim e, em me-
nores proporgdes, da sélvia foi mais pronunciado sobre o crescimento
de L. monocytogenes (Figura 1D).

Os resultados da porcentagem de inibigdo do crescimento
bacteriano na presenca de 3% de arruda, artemisia, bardana, boldo,

camomila, cargueja, confrei, guaco, horteld, malva, manjericao,.

tanchagem e tomilho mostraram pouca ou nenhuma atividade
antibacteriana (Figura 1).

Foi constatado que, nas concentragoes utilizadas, os corantes
naturais analisados exerceram atividade inibldora sobre os patdgenos
na préporgao de zero a 40,74%.

Dentre os corantes com alguma atividade antibacteriana,
o acafrdo apresentou efeito mais acentuado sobre o crescimento de
S. aureus e de L. monocytogenes, que sdo bactérias gram-positivas
(Tabela 1). Na presenca de 1 % de carmin, no tempo de 24 horas, S.
thyphimurium foi o microrganismo mais inibido. Nas condigdes experi-
mentais empregadas, o urucum e a paprica foram os corantes com
menaor bioatividade {Tabela 1).

A avaliacdo do efeito antibacteriano dos extratos alcodlicos das
plantas aromaticas, peio método da difusdo em agar, evidenciou a efi-
ciéncia do cravo como inibidor do crescimento de £. cofi, S. thyphimurium
e Y enterocolitica {(halos de inibicao de 7,7; 7,5 e 9,0 mm, respectiva-
mente) e da pimenta-da-jamaica, como inibidor de Y. enferocolitica
(halo de inibigao de 3,5 mm). Também foi constatado que, na presenga
de sélvia e alecrim, houve a formagao de halos de inibigdo do cresci-
mento de S. aureus ( halos de inibigao de 4,9 e 4,3 mm, respectivamen-
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Figura 1. Inibicdo do crescimento bacteriano por plantas medicinais

na concentracéo de 3%. .
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1D. Listeria monocytogenes
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Legenda:
1 -Tanchagem 5 -Boldo . 9 -Guaco 13-Manjericao
2 -Malva 6 -Confrei 10-Arruda 14-Salvia
3 -Bardana 7 -Camomila 11-Alecr-pime. 15-Alecrim
4 -Artemisia 8 -Carqueja 12-Horteld 16-Tomilho

te) e L. monocytogenes (halos de inibigio de 5,0 e 5,8 mm, respectiva-
mente), organismos gram-positivos e, o extrato de noz-moscada levou
a inibigdo de L. monocytogenes (halo de inibigao de 4,0 mm).

Os extratos alcodlicos de agafrao, alho, canela, cebola, cominho,
gengibre, louro, mostarda, pimenta-do-reino e pimentdo nao exerce-
ram qualquer efeito antibacteriano (dados nao mostrados).
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4. DISCUSSAO

A acentuada atividade antibacteriana demonstrada pelo alecrim-
pimenta, que levou a uma inibicdo completa do crescimento de S.
thyphimurium, S. aureus, L. monocytogenes e Y. enterocolitica pode ser
atribuida ao elevado teor de timol e carvacrol, substéncias
antimicrobianas fendlicas presentes no éleo essancial desta planta. As
propriedades antibacterianas e antifingicas do alecrim-pimenta foi re-
latada por MATOS, 1998.

Tabela 1. Efeito antibacterianc de corantes naturais.

Corante/ INIBIGAQ {3) *
Concen- E.coli S. thyphymurium S.aureus L. .monocytogenss Y, enterocolitica
fracéo 8h 24h 8h 24h 8n 24h 8h 24h gh 24h
Acafrao 1% 2,62 530 429 618 3488 4074 3884 493 6861 0
Acafrao 2% 427 562 143 1152 3433 2819 3711 342 113 0
Papricat% 066 086 088 (8 033 109 0 354 43 0
Paprica2% 011 173 187 554 0 261 127 193 822 0
Urucum 1% 0 076 044 0 265 142 532 246 474 0
Urucum 2% 1,97 043 088 0 121 327 682 204 511 O
Carmim1% 306 876 252 2446 629 207 1202 0 249 0
Carmim?2% 4,16 540 395 1235 1060 9,04 1873 1007 773 ¢
Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O

! Inibigao do crescimento bacisriano por corantes naturais em pé.

Dentre os patégenos estudados, E. coli 0:125 mostrou ser 0 mais
resistente ao efeito antimicrobiano do alecrim-pimenta (Figura 1A), que
levou a uma inibigdo de 62,3% do seu crescimento.

A inibigao do crescimento de E. coli, S. thyphimurium e S. aureus
por antimicrobianos naturais como alecrim, artemisia, salvia, tomilho,
menta e louro foi demonstrada por THARIB et al. (1983), AKTUG e
KARAPINAR (1986). O efeito de substancias naturais sobre o cresci-
mento de Y, enterocolitica foi verificado por DEANS e RITCHIE (1987),
DEANS e SVOBODA (1990), BARA (1992).

O controte do crescimento de L. monocytogenes pelo  alectim,
que também levou a 100% de inibigdo  do crescimento deste patogeno
(Figura 1D), permite sugerir a possibilidade de métodos alternativos
para prevenir o crescimento de L. monocytogenes. O potencial inibidor
de extratos de plantas chinesas sobre o crescimento de patdgenos
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veiculados por alimentos, em particular L. monocytogenes foi demons-
trado por CHUNG et al. (1990).

Embora nao tenha sido detectada, neste estudo, atividade

antibacteriana do tomilho, hortela e manjericéo, diversos trabalhos tém
relatado o efeito inibidor destas plantas sobre o crescimento de fungos
e bactérias (AKTUG e KARAPINAR (1986), DEANS e RITCHIE (1987);
AKGUL e KIVANG (1988}, Segundo AKGUL e KIVANG (1988), tem sido
observado a ocorréncia de uma variagdo consideravel na resisténcia
de diferentes microrganismas a uma planta e de um Mesmo organismao
a diferentes plantas.

A relativa inocuidade dos corantes naturais, associada a cutras
propriedades coma intensificar a cor, sabor, aroma e exercerem efeito
antioxidante e antimicrobiano de alimentos (PRUTHI, 1980) e medica-
mentos, potencializam o seu emprego como aditivos para tais produ-
tos.

Alguns estudos t&m relatado a inibicao de microrganismaos pela
agafrdo (HITOKOTO et al., 1980; HUHTANEN, 1980; AZZOUS e
BULLERMAN, 1982).

O efeito inibidor de alguns corantes naturais foi mais pronuncia-
do em 8h, do que em 24h de incubacgéo. Esta constatagio permite
sugerir a capacidade de adaptacao destes patégenos aos corantes. A
capacidade das bactérias desenvolverem mecanismos de adaptagio
as substancias naturais de origem vegetal foi relatada por ZAIKA e
KISSINGER (1983).

As plantas aromaticas, possuidoras de dleos essenciais, sao
acrescentadas a farmulacdes farmacéuticas com fins de melhorar o
sabor e aroma das mesmas. Algumas também apresentam proprieda-
des antioxidantes e antimicrobianas (FRUTHI, 1880). Quando empre-
gadas pela indlstria alimenticia, essas plantas sdo melhor denominadas
de condimentos, utilizadas como flavorizantes e conservantes. Estas
caracteristicas tornam bastante interessante seu uso, no sentido de re-
duzir a concentracio de aditivos sintéticos em tais produtos.

Na andlise das amostras estudadas, verificou-se completa inibi-
¢ao do crescimento de E. coli, S. thyphimurium e Y. enterocolitica pelo
cravo, o que pode ser atribuida a sensibilidade dessas bactérias ao
eugenal, componente majoritario do seu 6leo essencial (85 a 92%).
Segundo NKANGA e URAIH (1981), o conteldo de taninos nesta planta
pode promover efeito antimicrobianc adicional. A pimenta-da-jamaica
também centém eugenol (60 a 75%) como composto majoritario na
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fracdo oleo essencial (PRUTHI, 1980). O extrato dessa planta levou a
farmacéo de halos de inibigao do crescimento de Y. enterocolitica (dado
néo mostrado), o que nos permite sugerir uma sensibilidade desta bac-
téria ao eugenol. BARA (1992) verificou o efeito bactericida do cravo
acrescentado na concentragéo de 2% em agar Casoy, em ensaios con-
tra Y. enterocolitica.

Os resultados encontrados evidenciaram que, a sensibilidade
microbiana pode estar relacionada com caracteristicas estruturais ce-
lulares, uma vez que as bactérias gram-negativas foram sensiveis ao
cravo e as gram-positivas mostraram-se sensiveis & salvia e alecrim,
ambos pertencentes a familia Lamiaceae.

SHELEF (1983) e AKTUG e KARAPINAR (1986) verificaram a
maior sensibilidade de bactérias gram-positivas as substéncias natu-
rais de origem vegetal. Por outro lado, DEANS e RITCHIE (1987} relata-
ram nao haver nenhuma evidéncia do grau de suscetibilidade bacteriana
am relagéo a reagao de Gram.

Os resultados encontrados indicam o potenc:al antibacteriano de
certas plantas medicinais e aromaticas. Trabalhos de fitoquimica ser&o
essenciais para a identificagéo de agentes antibacterianos naturais efi-
cientes, o que pode contribuir para uma melhoria nos servicos de sad-
de a populagdo carente, principalmente, devido a uma redugao nos
custos dos medicamentos.

5. CONCLUSOES

Os resultados encontrados permitem sugerir que as substéncias
naturais presentes nas plantas medicinais e aromaticas, em particular,
no alecrim-pimenta, cravo, alecrim, salvia, pimenta-da-jamaica e noz-
moscada constituem perspectivas para a obtengao de antibidticos na-
turais. Entretanto, sdo necessarios estudos para a caracterizagao
quimica, farmacolégica e toxicoldgica destas substéncias, visando ga-
rantir o uso racional das plantas medicinais e aromaticas.

ABSTRACT

Medicinal plants, natural colour and spices were examined in
vitro for antibacterial effects on the growth of Escherichia coli (EPEC)
sorotype 0:125, Salmonella thyphimurium, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes ATCC 7644 and Yersinia enterocolitica ATCC
0610. The most effective medicinal plant was Lippia sidoides at
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concentration of 3 percent (w/v), that added to Trypticase Soya Broth
completely inhibited de growth of S. thyphimurium, S. aureus, L.
monocytogenes and Y. enterocolitica. Among the spices, the cloves
(Sysygium aromaticum) extract had the strongest inhibitory activity on
the growth of E. coli, S. thyphimurium e Y. enterocolitica demonstred
through the agar diffusion technique. Sage (Salvia officinalis) and
rosemary (Rosmarinus officinalis) extracts inhibited the growth of L.
monocytogenes and 8. aureus. The nutmeg (Myristica fragrans) extract
also prevented the development of L. monocytogenes.
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