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Atividade antibacteriana e antifungica de extratos etanolicos de
Aster lanceolatus Willd., Asteraceae
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RESUMO: Conhecida popularmente como aster-arbustiva, margarida-de-sdo-miguel e monte-
cassino, Aster lanceolatus ¢ uma planta ornamental de corte. Sabendo-se que ndo existem estudos
que atestem a atividade bioldgica desta espécie, procurou-se neste trabalho atividades antibacteriana
e antifiingica. Para tanto se utilizaram extratos brutos etanolicos de duas porgdes distintas, das flores e
dos caules com folhas. Para a atividade antibacteriana, oito bactérias patogénicas foram submetidas
a ensaio de difus@o em gel e concentragdo inibitéria minima. Demonstrou-se atividade do extrato
bruto etandlico de flores contra Streptococcus pyogenes, em difusdo em gel e atividade de extrato
bruto etanolico de caules e folhas contra Salmonella typhimurium e Streptococcus pyogenes em
concentragdo inibitéria minima. Para a atividade antifiingica, utilizaram-se trés fungos patogénicos
em ensaios de crescimento micelial em placas e bioautografia direta. No ensaio de crescimento
micelial em placas verificou-se a inibigdo de Fusarium oxysporum e na bioautografia direta, inibigéo
do Cylindrocladium spathulatum. Os resultados delinearam uma nova fonte de pesquisa, as plantas
ornamentais. Estas podem ser fonte de constituintes quimicos capazes de servirem como prototipos
para novos agentes terapéuticos e para tratamento sanitario de plantas medicinais.

Unitermos: Aster lanceolatus, atividade antibacteriana, atividade antifungica, difusdo em gel,
concentracdo inibitoria minima.

ABSTRACT: “Antibacterial and antifungal activity of ethanolics extracts from Aster
lanceolatus Willd., Asteraceae”. Popularly known as aster-arbustiva, margarida-de-sdo-miguel
and monte-cassino, Aster lanceolatus is an ornamental plant. Having the knowledge that there is
no studies on the biological activity of this species, this work aimed to check the antibacterial and
antifungal activities. The ethanol extracts of the flowers and of the stems with leaves were used.
For the antibacterial activity eight pathogenic bacteria were submitted to the diffusion test in gel
and minimal inhibitory concentration. The activity of the ethanolic extract of the flowers has been
demonstrated against Streptococcus pyogenes in diffusion in gel and the activity of the ethanol
extract of the stems and leaves against Salmonella typhimurium and Streptococcus pyogenes in
minimal inhibitory concentration. For the antifungal activity, three pathogenic yeasts have been
used in the micelial growth tests in plates and direct bioautography. In the micelial growth tests
in plates the inhibition of Fusarium oxysporum has been verified and in the direct bioautography,
inhibition of the Cylindrocladium spathulatum. The results indicated a new research source, the
ornamental plants. These can be the source of chemicals capable of serving as prototypes for new
therapeutic agents and for sanitary treatment of medicinal plants.

Keywords: Aster lanceolatus, antibacterial activity, antifungal activity, gel diffusion, minimal
inhibitory concentration.

INTRODUCAO Diversos constituintes quimicos podem ser encontrados

nas plantas da familia Asteraceae: poliacetilenos, lactonas

A familia Asteraceae apresenta distribuicdo sesquiterpénicas, alcaldides (Cronquist, 1981), oOleos

cosmopolita, melhor representada em clima temperado e essenciais (Agostini et al., 2005), antocianinas (Takeda;

subtropical aonde ndo existam densas florestas. Espécies Harborne; Self, 1986), flavondides (Markham, 1982),
de véarios géneros sdo cultivadas para ornamentos e poucas  diterpenos (Batista et al., 2005) entre outros.

para alimentag@o e producdo de 6leos (Cronquist, 1981). Aster lanceolatus, popularmente conhecida
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como aster-arbustiva, monte-cassino (Lorenzi; Souza,
1995) e margarida-de-sdo-miguel (Ferronato, 2000), ¢
uma planta de corte, com crescimento uniforme, hastes
longas e resistentes. Empregada para paisagismo e para
producdo de flores de corte e vaso, seus ramos apresentam
floragio em formato cdnico chamada inflorescéncia
(Ferronato, 2000). As inflorescéncias sdo numerosas,
ramificadas, com flores em capitulos brancos e centro
amarelo (Lorenzi; Souza, 1995). Seus caules sdo estaveis
medindo quando adultos cerca de oito mm de didmetro
e 1,Im de altura. Suas folhas sdo pequenas e lineares
(Lorenzi; Souza, 1995, Ferronato, 2000) e suas raizes do
tipo ramificadas e bem desenvolvidas (Ferronato, 2000).

A comprovagdo da eficacia terapéutica de
constituintes quimicos obtidos a partir de plantas (Miguel;
Miguel, 2004), impulsiona novas pesquisas em busca de
espécies que apresentem atividade biologica.

As plantas com eficacia comprovada sdo
possiveis matérias-primas para medicamentos, devendo
possuir garantia de qualidade, desde o cultivo. Nesta
perspectiva entende-se que planta medicinal deve
ser isenta de substincias que poderiam influenciar na
qualidade final do fitoterapico (Branddo, 1996; Rates
2001).

A grande preocupagdo com o meio ambiente
tem levado intmeros pesquisadores a buscarem
alternativas viaveis, efetivas e seguras no controle de
pragas e doencas que acometem culturas de plantas de
interesse comercial (Kimati et al., 1997).

Considerando-se que A. lanceolatus é uma
espécie que ndo possui relatos sobre atividade bioldgica,
procurou-se neste trabalho avaliar preliminarmente o
potencial antibacteriano e antifingico de extratos brutos
etanolicos.

MATERIAL E METODOS
Material

Os solventes e reagentes utilizados
apresentaram grau de pureza analitico (Merck®). A
diluicdo das suspensdes bacterianas foi realizada com
salina estéril e a turbidez padronizada com o tubo 0,5
da escala de MacFarland (0,5 mL de BaCl,. 2H,0
0,048M - 1,75% peso/volume em 99,5 mL de H,SO,
0,36N - 1% volume/volume). Culturas bacterianas puras
(ATCC - American Type Culture Collection) e disco de
antimicrobiano utilizado como controle (cloranfenicol),
foram adquiridos comercialmente (Newprov®). Para a
atividade antibacterina utilizaram-se os meios de cultura
agar Muller-Hinton (difusdo em gel) e caldo triptico de
soja (concentracdo inibitéria minima). Para a atividade
antifingica, utilizou-se o meio de cultura agar batata-
dextrose, para o crescimento micelial em placas e
bioautografia direta. Os isolados patogénicos de Fusarium
oxysporum, Colletotrichum acutatum e Cylindrocladium
spathulatum foram fornecidos pelo Centro de Diagnoéstico

84

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz J. Pharmacogn.
16(1):jan/mar. 2006

Marcos Enrietti, da Secretaria de Agricultura do Estado
do Parana e pela EMBRAPA Florestas.

Material vegetal

A. lanceolatus foi coletada no més de
junho/2003. As exsicatas foram identificadas pelo
botanico Dr. Gerdt Hatchbach do Museu Botanico
Municipal (MBM) de Curitiba/PR e registradas neste
museu sob o nimero 287.063.

Flores, folhas e caules de A. lanceolatus apos
secagem, foram estabilizados a temperatura ambiente. O
material botanico foi separado em duas por¢des distintas,
a primeira constituida das flores e a segunda de caules e
folhas. A separacao em duas porgodes foi realizada com
o intuito de analisar separadamente as flores dos caules
e folhas.

Obtenciao dos extratos brutos etanolicos

Os extratos brutos das flores e caules com
folhas foram preparados com etanol 96°GL em aparelho
de soxhlet (Carvalho, 2001) até esgotamento. Os extratos
obtidos foram submetidos a concentragdo em evaporador
rotatorio com pressao reduzida a temperatura de 50°C e
90 rpm. Em seguida armazenados em frascos ambares,
colocados no freezer por 24 horas e apds, filtrados a
vacuo em funil de Biichner. Apos filtragdo, os extratos
retornaram aos frascos dmbares e foram armazenados
na geladeira. Apds o preparo dos extratos, fez-se
determinagdo de teor de solidos depositando 1 mL de
extrato bruto etanodlico a ser analisado em cadinho pesado
(triplicata), levando a estufa 100°C até peso constante e
procedendo aos calculos aonde o resultado é apresentado
em quantidade de solidos em 1 mL e porcentagem em
peso do teor de solidos em relagdo ao material vegetal. O
teor de solidos das flores obtido foi 78,5 mg/mL (7,22g%)
e dos caules e folhas foi 47,5 mg/mL (4,60g%).

Avaliagao da atividade antibacteriana

Para realizacdo deste estudo, duas técnicas
foram empregadas: difusdo em gel, técnica adaptada
de Koneman et al. (1993), Romeiro (2001) e Carvalho
et al. (2002), e diluicdo em caldo para determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM), técnica adaptada
de Moura et al. (1987) e Konemann et al. (1993). Para
ambos os testes, cepas de Escherichia coli (ATCC
11229), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Proteus
mirabilis (ATCC 43071), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27283), Salmonella typhimurium (ATCC 14028),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) e Streptococcus pyogenes
(ATCC 19615) foram utilizadas.

Teste de difusdo em gel
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As amostras foram obtidas a partir dos extratos
brutos etanolicos das flores e dos caules e folhas de
A.lanceolatus, diluidas em etanol 96°GLnas concentra¢des
de 100%, 50%, 25% e 12,5%. Espalhou-se os discos de
papel (6 mm) em placas de Petri e impregnou-os com 10
pL de amostras e 10 puL de etanol. As placas contendo
os discos foram fechadas e levadas a estufa 40°C por 24
horas.

Para cada extrato testado procedeu-se da
seguinte maneira: em cada placa inoculada, foram
distribuidos quatro discos de papéis impregnados com
as amostras, um disco impregnado apenas com etanol,
utilizado como controle negativo de inibi¢do e um disco
contendo cloranfenicol (30 pg, lote A6389, validade
jan/05), como controle positivo de inibi¢do. Incubaram-se
as placas em estufa a 35° C, durante 24 horas. Apos este
periodo, as placas foram retiradas da estufa e medidos
os halos de inibi¢cdo, quando presentes, com auxilio de
régua. O teste foi realizado em duplicata.

.....

Utilizaram-se 2 mL da suspensao de bactérias,
em concentra¢do padronizada com o tubo 0,5 da escala
de MacFarland, para colocar em 100 mL (2%) de solucao
estéril de Tween 80® (a 2% em agua destilada).

Para o ensaio utilizaram-se dos extratos brutos
etanolicos das flores e dos caules e folhas de A. lanceolatus,
diluidos em caldo em concentragdes decrescentes: 1:1,
1:2,1:4, 1:8, 1:16, 1:32 ¢ 1:64.

Ap6s as diluigdes, os tubos receberam 1 mL
da suspensdo de microrganismos em Tween 80®. O
controle negativo foi preparado com caldo e extrato 1:1
e o controle positivo com caldo e suspensdo de bactérias
1:1. Os tubos foram incubados a 35° C por 24 horas e
decorrido o tempo, procedeu-se as leituras.

Estudo da atividade antifiingica

Paraoestudo daatividade antifungica do extrato
bruto etanolico dos caules e folhas de A. lanceolatus,
utilizou-se técnica de crescimento micelial em placas e
bioautografia direta, métodos adaptados de Auer e Bettiol
(1986) e Stangarlin et al. (1999) com intuito de encontrar
alguma inibicdo no crescimento micelial de isolados
de Fusarium oxysporum, Colletotrichum acutatum e
Cylindrocladium spathulatum.

Crescimento micelial em placas

O extrato etanodlico em teste foi adicionado em
meio batata-dextrose-dgar (BDA) nas concentragdes de
95, 190 e 285 mg/ 500 mL e autoclavados (120° C e 1
atm por 15 minutos). O meio BDA contendo extrato foi
vertido em placas de Petri (15 cm de didmetro) e apds
uma hora de resfriamento, inocularam-se esporos de F.
oxysporum e C. acutatum com sete dias de idade em meio

BDA. Apos vedacdo com filme plastico, as amostras
foram incubadas a 25 °C no escuro por cinco dias. O teste
foi efetuado com seis repeti¢des. Para tratamento controle
utilizou-se apenas o meio BDA.

As avaliagdes foram realizadas por meio
de medigoes do didmetro das colonias (média de duas
medidas perpendiculares), ap6s cinco dias de incubagdo
dos patogenos e o resultado apresentado em médias das
medidas.

Bioautografia direta (Bioensaio por cromatografia em
camada delgada)

Para este ensaio utilizou-se aliquota de 50 uL
(2,375 mg) do extrato bruto etandlico dos caules e folhas
de A. lanceolatus, empregando-se método adaptado de
Stangarlin et al. (1999).

Placas de silica-gel GF,,, pré-lavadas com
cloroférmio: metanol (1:1, v/v), foram preparadas e apos
a aplicag@o da amostra sobre a placa e secagem sob fluxo
de ar, realizou-se a separagdo dos compostos utilizando-
se o sistema diclorometano: metanol: dgua (95: 4,5:0,5
- VIVIV).

Visualizaram-se os compostos sob luz visivel e
ultravioleta (UV) a 365 nm (longo) e 254 nm (curto) e em
seguida, as placas secas contendo as bandas individuais
foram aspergidas com suspensdo de esporos de C.
spathulatum (1 x 10° esporos/ 1,6 mL de meio liquido
batata dextrose, 40 pulverizagdes), sendo mantidas sob
umidade relativa de 100% a 25° C e luz.

Verificou-se nas placas em estudo (apos
sete dias), se havia presenca de zonas de inibicdo de
crescimento micelial ao redor das bandas individuais.

Para controle utilizou-se placa de silica-gel
GF,,, nas mesmas condigdes empregadas no bioensaio,
porém sem aplicacdo de amostra. A bioautografia direta
foi realizada em duplicata.

RESULTADOS

Os resultados da atividade antibacteriana
(apresentados em média) se encontram na tabela 1 e os
resultados do ensaio de crescimento micelial em placas,
na tabela 2.

Avaliando-se a atividade antibacteriana
de A. lanceolatus, verificou-se em ensaio de difusio
em gel, 785 pg de extrato bruto etandlico de flores
inibiu o desenvolvimento de S. pyogenes. Testando-
se a concentragdo inibitéria minima, visualizou-se que
o extrato bruto etanodlico de caules e folhas inibiu o
crescimento de todas as bactérias testadas e que 1,48 mg/
mL do referido extrato inibiu o desenvolvimento de S.
typhimurium e S. pyogenes.

A atividade antifungica delineou o extrato
bruto etanolico de caules e folhas de A. lanceolatus como
agente capaz de inibir 48,15% do crescimento micelial de
F. oxysporum ao utilizar 0,57 mg/mL de extrato. Testando-
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Tabela 1. Resultados do estudo de atividade antibacteriana de Aster lanceolatus.

Extrato bruto etanolico de A. lanceolatus

Difusdo em gel - média do didmetro dos halos de inibi¢do em mm

Concentracdes Microrganismos
Ec Kp Pm Pa St Sa Se Sp

Flores 785,0 pg (100,0%) 0 0 0 0 0 0 0 8,5

392,5 ng (50,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0

196,2 ng (25,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0

98,1 ug (12.5%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle cloranfenicol (30ug) 26,5 24,0 21,0 22,5 30,0 29,0 32,5 27,5
Controle etanol 0 0 0 0 0 0 0 0
Caules e 475,0 ng (100,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Folhas 237,5 ug (50,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0

118,7 ng (25,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0

59,4 ng (12.5%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle cloranfenicol (30ug) 25,0 21,0 19,5 18,5 29,0 27,5 31,0 25,0
Controle etanol 0 0 0 0 0 0 0 0
Extrato bruto etandlico de 4. lanceolatus Concentra¢do Minima Inibitoria (mg/ mL)

Microrganismos
Ec Kp Pm Pa St Sa Se Sp
Flores 9,81 NEG. 3925 19,62 19,62 9,81 9,81 NEG.
(1:8) (1:2) (1:4)  (1:4)  (1:8)  (1:8)
Controle dos microrganismos + + + + + + + +
Caules e folhas 5,94 2,97 47,5 11,88 1,48 5,94 11,88 1,48
(1:8)  (1:16)  (1:1) (1:4)  (1:32)  (1:8)  (1:4) (1:32)

Controle dos microrganismos + + + + + + + +

Nota: Ec = Escherichia coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pm = Proteus mirabilis; Pa = Pseudomonas aeruginosa; St = Salmonella
typhimurium; Sa = Staphylococcus aureus; Se = Staphylococcus epidermidis; Sp = Streptococcus pyogenes; + = crescimento
de microrganismos em meio de cultura isento de material testado, NEG. = resultado negativo, nenhuma concentragdo inibiu o

crescimento de microrganismos.

Tabela 2. Resultados da atividade antifingica (crescimento micelial) do extrato bruto etandlico de caules e folhas de A.

lanceolatus.
Concentragdo do F. oxysporum C. acutatum
extra’t(.) bruto Meédia dos halos de Inibigéo do Meédia dos halos de Inibigao do
etar}ohco em crescimento micelial crescimento crescimento micelial crescimento
Amostra meio batata (mm) micelial (mm) micelial
dextrose (BDA)
Extrato | Controle (%) Extrato | Controle (%)
bruto bruto
etandlico etandlico
Extrato bruto 0,19mg/mL 4,0 25,92 3,3 13,15
etanolico de 0,38mg/mL 3,8 5,4 29,62 3,1 3,8 18,42
caules e folhas 0,57mg/mL 2.8 48,15 3,1 18,42

se 0 mesmo extrato em ensaio de bioautografia direta, o
resultado apresentou-se com auséncia de crescimento de
C. spathulatum com 2,375 mg de extrato.

DISCUSSAO

Os resultados negativos no ensaio de difusdo
em gel podem ser decorrentes de caracteristicas
lipofilicas dos extratos testados, pois, meio de cultura que
apresenta agar como agente solidificante ¢ considerado
um gel perfeito (Romeiro, 2001), meio apropriado para
substancias com caracteristicas hidrofilicas.
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Resultados da atividade antibacteriana levam
a concluir que a maioria dos constituintes quimicos
presentes nos extratos brutos etanolicos de A. lanceolatus
apresentam caracteristicas lipofilicas, com excegdo de
algum constituinte presente no extrato bruto etanélico das
flores que apresenta caracteristica hidrofilica capaz de
inibir o crescimento de S. pyogenes no ensaio de difusdo
em gel.

No ensaio de atividade antifingica,
comparando-se o crescimento micelial dos patégenos
testados, verifica-se atividade diretamente proporcional a
quantidade de extrato presente em meio de cultura.
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Estes ensaios preliminares demonstram o
potencial biologico de A. lanceolatus contra bactérias e
fungos, incentivando novas pesquisas com substincias
isoladas com o intuito de estabelecer o constituinte ou
constituintes quimicos responsaveis por tal atividade.
Pesquisas devem ser conduzidas com plantas ornamentais,
apresentando uma nova fonte de constituintes quimicos
que podem servir como prototipos para novos agentes
terapéuticos e para o tratamento sanitirio de plantas
medicinais.
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