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Avaliac¢ao da atividade anti-séptica de extrato seco de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e de preparacao
cosmética contendo este extrato
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RESUMO: As espécies pertencentes ao género Stryphnodendron sao conhecidas como
“barbatimdo” e sdo nativas do cerrado brasileiro. Possuem taninos como metabdlitos secundarios
primordiais de suas cascas apresentando, entre outras, atividade antimicrobiana e cicatrizante.
A concentragdo bactericida minima (CBM) do extrato seco das cascas de Stryphnodendron
adstringens frente a duas bactérias Gram-positivas e uma bactéria Gram-negativa foi determinada
pela técnica de dilui¢do em tubos. A atividade antimicrobiana do extrato seco e a atividade anti-
séptica de sabonete liquido contendo o extrato seco foram avaliadas pelo método de difusdo em
agar. O extrato apresentou valores de concentracdo bactericida minima de 50 mg/mL frente a
Staphylococcus aureus e 75 mg/mL contra Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli e no
teste de difusdo em agar, S. aureus apresentou maior sensibilidade ao extrato seco que as outras
bactérias. O sabonete liquido mostrou maior eficiéncia na atividade anti-séptica contra as bactérias
testadas na concentragdo de 100 mg de extrato/mL de sabonete.

Unitermos: Stryphnodendron adstringens, Leguminosae, atividade anti-séptica, concentra¢dao
bactericida minima, taninos.

ABSTRACT: “Antiseptic activity evaluation of the dry extract from Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville and cosmetic preparation”. The species of the genus Stryphnodendron
are known as “barbatimdo” and are native from Brazilian “cerrado”. They present tannins as main
secondary metabolites of their barks and show antimicrobial and cicatrisation activity among
others. The minimum bactericidal concentration (MBC) of the dry extract from the barks of
Stryphnodendron adstringens against two Gram-positive and one Gram-negative bacteria was
done using methodology of broth dilution in tubes. The antimicrobial activity of the dry extract
and the antiseptic activity of the liquid soap containing that dry extract were evaluated by agar
difusion method. For the extract were obtained the minimum bactericidal concentration values of
50 mg/mL against Staphylococcus aureus and 75 mg/mL against Staphylococcus epidermidis and
Escherichia coli and by agar difusion, S. aureus showed more sensibility to the dry extract than
the other bacteria. The liquid soap showed efficiency in the antiseptic activity against the bacteria
studied at the concentration of 100 mg of extract/mL of soap.

Keywords: Stryphnodendron adstringens, Leguminosae, antiseptic activity, minimum bactericidal
concentration, tannins.

INTRODUCAO

A humanidade depende, diretamente, da
biodiversidade para extrair ou produzir alimentos,
cosméticos, novos materiais e processos (John, 2002). O
uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é
tdo antigo quanto a civilizagdo humana e, por um longo
tempo, produtos minerais, animais ¢ vegetais foram a
principal fonte de farmacos (Esquenazi et al., 2002).

* E-mail: souzatm@gmail.com, Tel./Fax +55-16-33016979

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville,
pertencente a familia Leguminosae-Mimosoidae, ¢ uma
arvore do cerrado brasileiro conhecida popularmente
como “barbatimdo”. Na medicina caseira, o decocto
das cascas desta planta ¢ amplamente empregado na
maioria das regides do Brasil no tratamento da leucorréia,
hemorragias, diarréia, hemorroidas, para limpeza de
ferimentos ¢ na forma de gotas contra conjuntivite
(Nunes et al., 2003; Macedo; Ferreira et al., 2004). Estas
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atividades devem-se a riqueza em taninos presentes na
casca dessa planta (Lorenzi, 2000; Lorenzi; Matos, 2002;
Santos et al., 2006). Segundo Toledo (2002) o extrato
obtido das cascas de Stryphnodendron adstringens
demonstra atividade antimicrobiana contra Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.
Também encontra-se descrito na literatura outras
atividades para esta espécie como tripanocida (Herzog-
Soares et al., 2002) ¢ antiinflamatoria (Falcao et al., 2005).
A sua grande utilizagdo levou a inclusdo na primeira,
segunda ¢ quarta edigdo da Farmacopéia Brasileira
(Branddo et al., 2006).

O uso de plantas poderepresentarumaalternativa
de substitui¢@o aos anti-sépticos ¢ desinfetantes sintéticos
convencionais, visando evitar o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana a estes compostos, uma vez que
metabodlitos vegetais atuam por mecanismos variados
(Barbour et al., 2004; Monthana; Lindequist, 2005).

O objetivo deste trabalho foi determinar a
concentragdo  bactericida minima do extrato seco
das cascas de S. adstringens contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Escherichia coli, bem como avaliar a atividade anti-
séptica de um sabonete liquido desenvolvido a partir
deste extrato.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As cascas secas e pulverizadas de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville foram
adquiridas do lote 027 da empresa Ely Martins Ltda.,
situada na cidade de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil, a
qual forneceu o laudo de controle de qualidade que ndo
apresentou objegdes para a utilizagdo da droga.

Foram realizadas reagdes de precipitagdo ¢
formagédo de coloragdo para caracterizagdo de compostos
das diferentes classes de metabdlitos secundarios,
segundo Costa (1994). Os testes para taninos e saponinas
foram feitos com o decocto da droga. Para taninos
procedeu-se a precipitagdo por adicdo de solugdo de
gelatina 2% em meio acido. Para saponinas foi realizado o
teste de formagdo de espuma duradoura apds 20 minutos de
agitagdo vertical do decocto. Para flavonoéides, procedeu-
se a reacdo de Shinoda, na qual a droga foi previamente
tratada com éter de petroleo e metanol e suspendida
em etanol, sendo adicionado magnésio metalico em
meio acido. Reagdo positiva apresenta liberagdo de gas
(hidrogénio) e coloragdo vermelha.

Como controle de qualidade da droga foram
realizados os testes de medida do pH da infusdo da droga
em concentracdo de 1% utilizando pH-metro Micronal
B374 e do teor de umidade colocando 4 g da droga em
balanga analitica com infravermelho em temperatura de
115 °C, sendo as leituras feitas a cada hora até que o peso
ndo variasse mais que 0,25%. Todos os testes de controle
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de qualidade foram feitos em triplicata.
Obtencdo do extrato seco das
Stryphnodendron adstringens

cascas de

O extrato seco de S. adstringens foi obtido por
percolagdo das cascas utilizando-se etanol 50% como
solvente. Em seguida foi concentrado em evaporador
rotatorio sob pressdo reduzida e, posteriormente,
liofilizado.

A constituigdo qualitativa do extrato foi
analisada por Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC) utilizando catequina como padréo.
Extrato e padrdo foram suspensos em metanol, aplicados
em silica gel 60 F_, Merck®, eluidos em sistema
solvente constituido pela fase organica de cloroformio:
metanol:n-propanol:agua (5:6:1:4; v/v) e revelados com
cloreto férrico 2% em metanol. A coloracdo azul escura
indica a presenga de taninos (Wagner et al., 1984). Ja a
constitui¢do quantitativa do extrato foi analisada pelo
método de determinacdo do teor de fendis totais (AOAC,
1984) utilizando solugdo 0,1 mg/mL de acido ténico
para construg¢@o da curva analitica e solugdo 0,1 mg/mL
de extrato. A aliquotas de 0,2 a 0,7 mL destas solugdes
foram adicionados 0,5 mL do reagente Folin-Denis e 1
mL de Na,CO, 35%, completando para 10 mL com 4gua.
A leitura foi feita em espectrofotdmetro Shimadzu UV-
1603 apos 30 minutos de reagdo em 730 nm. Utilizou-se
como branco uma solugdo de 0,5 mL de Folin-Denis ¢ 1
ml de Na,CO, em 10 mL de volume.

Cepas utilizadas

Para os testes de atividade antimicrobiana foram
utilizados as cepas de duas bactérias Gram-positivas,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 e, uma Gram-negativa,
Escherichia coli ATCC 10536.

Determinacao da concentracao bactericida minima
do extrato (CBM)

A concentragdo bactericida minima do extrato
seco de S. adstringens foi determinada através da
metodologia de dilui¢do em tubos. Uma coldnia de cada
cepa utilizada foi inoculada em caldo de BHI (“brain and
heart infusion”) e incubada a 37 °C durante 24 horas. A
partir deste indculo, foi ajustada a turvagdo até 0,5 da
Escala de McFarland e, em seguida, as bactérias foram
diluidas 1:100. Foi preparada uma solugdo estoque
do extrato seco de S. adstringens por dissolu¢do em
dimetilsulfoxido (DMSO) e em BHI. Nos testes de
atividade antimicrobiana as concentragdes finais do
extrato foram 100, 75, 50 ¢ 25 mg/mL, aos quais foram
adicionadas as bactérias convenientemente diluidas.
Apos incubagdo por 24 h a 37 °C, uma amostra de cada
tubo foi transferida para placas de Petri com meio sélido
de Miieller Hinton, sendo incubadas por 24 h a 37 °C
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Tabela 1. Determinago da concentragdo bactericida minima (CBM) do extrato seco de S. adstringens.

Microrganismos Concentracdo do extrato seco de S. adstringens
100 mg/mL 75 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL
S. aureus - - - +
S. epidermidis - - + +
E. coli - - + +

- auséncia de crescimento bacteriano, + crescimento bacteriano.

Tabela 2. Halos de inibigdo de diferentes concentragdes do extrato seco de S. adstringens contra S. aureus, S.

epidermidis e E. coll.

Amostras S. aureus S. epidermidis E. coli

Ampicilina 16,0 £0,0° 15,0+£0,7 15,0£0,7
200 mg/mL 21,0+ 0,0 18,5+0,7 13,0+0,0
100 mg/mL 19,0+ 1,4 18,0+ 0,0 11,5+0,7
75 mg/mL 18,0+2,8 17,5+0,7 11,5+0,7
50 mg/mL 18,0+2,8 16,0 +£0,0 11,5+0,7
25 mg/mL 15,5+0,7 14,0+0,0 10,5+0,7

a) os valores representam a média e o desvio-padrao de triplicatas dos halos de inibi¢do expressos em mm.

Tabela 3. Halos de inibigao de diferentes concentragdes do sabonete sem conservante contra S. aureus, S. epidermidis

e E. coli.
Amostras S. aureus S. epidermidis E. coli
Ampicilina 15,0£0,7° 15,0+ 0,7 15,0+0,7
200 mg/mL 14,0+ 0,7 14,0+ 1,4 11,0+1,4
100 mg/mL 13,0+ 1,4 13,0£0,7 10,0+ 0,0
75 mg/mL 10,0+ 0,0 10,0+ 0,7 9,0+0,7
50 mg/mL 10,0+ 0,0 9,0+ 0,7 9,0+ 0,0

a) os valores representam a média e o desvio-padrao de triplicatas dos halos de inibigdo expressos em mm.

para posterior verificacdo de presenca ou auséncia de
crescimento bacteriano. Todos os testes foram feitos em
triplicata, sendo conduzidos, simultaneamente, testes
controle com as bactérias, com o solvente DMSO e com
0 extrato.

Teste de difusdo em agar

A atividade antimicrobiana do extrato seco
também foi avaliada pelo método de difusdo em agar
através de orificios de 6 mm de didmetro feitos no proprio
meio de cultura Miieller Hinton previamente inoculado
com as bactérias. A formagdo do halo de inibi¢do foi
avaliada ap6s adicdo de 50 pL de amostra de uma solucao
de ampicilina (concentracdo de 0,05 mg/mL) e adi¢do de
50 pL de solugdo do extrato em DMSO:BHI (1:1 v/v)
obtendo concentragdes de extrato em cada orificio de
200 mg/mL, 100 mg/mL, 75 mg/mL, 50 mg/mL e 25 mg/
mL.

Pela mesma metodologia, foi realizada a
avaliacdo da atividade anti-séptica do sabonete liquido
contendo o extrato seco de cascas de S. adstringens,
sendo que a formag@o do halo de inibicdo foi avaliada
apos adicdo de 50 pL de amostra de uma solugdo de
ampicilina (concentragdo de 0,05 mg/mL) e adi¢cdo de 50
pL do sabonete sem o extrato e do sabonete contendo o

extrato nas concentragdes de 200 mg/mL, 100 mg/mL, 75
mg/mL e 50 mg/mL. O sabonete utilizado nos testes nao
continha conservante.

Todas as placas foram incubadas a 37 °C por
24 h. Todos os testes foram realizados em duplicata.

Preparo do sabonete liquido

As matérias-primas utilizadas para formular
o sabonete liquido foram: lauriletersulfato de sédio,
cocoanfocarboxiglicinato, laurilpoliglicosideo,
decilpoliglicosideo, dietanolamida de &4cido graxo de
coco, acido citrico (solucdo aquosa 10%), extrato seco de
S. adstringens e dgua destilada.

O sabonete liquido foi manipulado pela
dispersao dos tensoativos, do conservante e agua. Em
seguida, foi acrescentada a solu¢@o aquosa da 4cido citrico
para correcdo até pH 6, valor compativel com a pele. A
seguir, o extrato seco de S. adstringens foi incorporado
em quantidade suficiente para se obter as concentragdes:
50, 75, 100 e 200 mg/mL.

Testes de estabilidade da formulacio

Foram avaliados parametros organolépticos e
fisico-quimicos do sabonete com e sem o extrato seco
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de S. adstringens através de metodologia de avaliacdo
da estabilidade preliminar apresentada pelo Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2004).
Desta forma, os parametros organolépticos avaliados
foram aspecto, cor e odor e foram realizados testes de
medida do pH de uma solugéo aquosa do sabonete a 10%,
medida da densidade em picnometro de 5 mL e medida
da viscosidade em viscosimetro a 20 rpm como avalia¢do
dos parametros fisico-quimicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A coloragdo do extrato impediu a visualizagdo
de presenca de turvagdo nos tubos, por isso, a inibi¢do
do crescimento bacteriano proporcionada pelas
diferentes concentragdes foi avaliada pela concentra¢do
bactericida minima, indicada pela presenga ou auséncia
de crescimento bacteriano nas placas de Petri. Os valores
de concentragdo bactericida minima para o extrato seco
de S. adstringens podem ser observados na Tabela 1.

As concentragdes de extrato em que ndo houve
crescimento bacteriano foram menores frente a S. aureus,
enquanto em relacdo a S. epidermidis e E. coli os valores
foram coincidentes ¢ superiores. Os valores relativos
a média dos halos de inibi¢do obtidos na avaliacdo
da atividade antimicrobiana do extrato seco de S.
adstringens através do método de difusdo em agar podem
ser observados na Tabela 2.

Desta forma, foi verificado que E. coli mostrou-
se menos sensivel as concentragdes-teste utilizadas do
que as bactérias S. aureus e S. epidermidis, sendo que
os valores de halo de inibigdo obtidos para estas duas
bactérias foram proximos.

A média dos valores dos halos de inibigdo
e valores de desvio-padrdo, em relagdo as bactérias
testadas, da solugdo controle de ampicilina e das amostras
de sabonete com o extrato seco de S. adstringens, em
diferentes concentragdes, estdo descritos na Tabela 3.

Assim, foi possivel observar que os valores dos
halos de inibi¢do entre S. aureus e S. epidermidis sdo
muito proximos; entretanto, a bactéria E. coli mostrou-se
menos sensivel em relagdo ao sabonete com extrato seco
de S. adstringens. Os maiores halos de inibigdo foram
obtidos com as maiores concentracdes do extrato. Notou-
se que, na concentragdo de 100 mg do extrato/mL de
sabonete obteve-se atividade anti-séptica para S. aureus,
S. epidermidis e E. coli atingindo niveis de 93,33%,
86,66% ¢ 73,33% de inibi¢do quando comparado a
ampicilina, respectivamente.

Os resultados obtidos em relagdo a avaliacdo
da atividade anti-séptica do sabonete liquido contendo o
extrato seco das cascas de S. adstringens, demonstram que
0 sabonete sem o extrato mostrou redu¢io do crescimento
das bactérias, no entanto, sem formacéo nitida de halo de
inibi¢do.

A triagem fitoquimica realizada para
caracteriza¢do de classes de metabdlitos secundarios
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indicou a presenca de taninos nas cascas de S. adstringens,
mas ndo indicou a presenga de saponinas e¢ flavondides.
Como controle de qualidade da droga foram realizados
testes de determinagdo de pH (6,25) e o teor de 8,18%
indicou que a umidade estava dentro da faixa permitida
(Farmacopéia Brasileira, 1988). Por fim, pela metodologia
utilizada para obtenc¢do do extrato seco, o rendimento foi
de aproximadamente 40%.

A cromatografia em  camada delgada
demonstrou que o extrato seco das cascas de S.
adstringens possui taninos, uma vez que as manchas (Rf
zero ¢ 0,47) da amostra do extrato apresentadas apds a
revelagdo da cromatografia tinham a mesma coloragdo da
mancha do padrdo catequina (Rf 0,45), ndo apresentando
nenhum outro derivado de fenol. O teor de fenois
totais foi utilizado, portanto, como forma de padronizar
o0 extrato seco obtido apresentando um teor de 17,45 +
0,50% de fendis totais em relag@o ao extrato. Os taninos
formam complexos com proteinas através de pontes de
hidrogénio, intera¢des hidrofobicas e por formacdo de
ligagdo covalente, sendo capazes de inativar adesinas
e enzimas bacterianas, além de formarem complexo
com polissacarideos (Cowan, 1999). Possivelmente,
as propriedades antibacteriana do extrato e anti-séptica
do sabonete foram proporcionadas pela presenga de
metabolitos secundarios da classe dos taninos.

A concentracdo do extrato seco de S. adstringens
equivalente a 75 mg/mL foi suficiente para inibir o
crescimento de S. epidermidis e E. coli, enquanto que para
S. aureus a concentracdo foi de 50 mg/mL. Toledo (2002)
realizou um estudo de determinac¢do da concentragdo
inibitéria minima de diversas subfra¢des da fragdo acetato
de etila de um extrato acetona:agua (7:3) das cascas de
S. adstringens contra S. aureus através do método de
dilui¢do em microplaca. Uma vez que Toledo utilizou
amostras purificadas (teor de fendis ndo descrito) ¢ uma
metodologia mais sensivel, os valores de concentracdo
inibitdria minima atingiram um maximo de 1 mg/mL,
segundo a subfragdo estudada.

Observou-se que o extrato seco, quando
incorporado  a formulagdo de sabonete liquido,
apresentou atividade anti-séptica mais efetiva quando
na concentracdo de 100 mg/mL, sendo maior que a
concentragdo bactericida minima obtida para o extrato
seco isolado.

Pela avaliagdo da estabilidade, observou-
se que a incorporagdo do extrato seco alterou alguns
dos parametros avaliados (ndo alterando a densidade),
aumentando o pH da formulagdo de 6 para 7 e reduzindo
a viscosidade do sabonete em relagdo a formulacdo sem
o extrato. No entanto, estas alteragdes ndo prejudicaram
a estabilidade da formulagdo do sabonete liquido ¢ a
adequabilidade desta formulagdo para seu uso apos os 15
dias de teste. Os parametros organolépticos ndo sofreram
alteragdes durante o0 mesmo periodo.

A partir da atividade antimicrobiana determinada
para o extrato seco de S. adstringens, também foi
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verificado que o sabonete liquido incorporado com o
referido extrato apresentou atividade anti-séptica, sem
alteragOes significativas de sua estabilidade.
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