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RESUMO: Virios estudos estio sendo conduzidos para a desco-
berta de novos agentes antimicrobianos provenientes de plantas, para
que possam ser utilizados em produtos farmacéuticos, cosméticos
e na industria alimenticia. A auséncia de padronizagio de métodos
utilizados para a avaliagio de extratos vegetais com potencial anti-
microbiano dificulta a comparagio de resultados. Considerando a
necessidade de estabelecer um método com resultados consistentes
para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais, este
trabalho propds-se a avaliar a atividade antimicrobiana e determinar
a concentragdo minima inibitéria de extratos de plantas da familia
Myrtaceae sobre diferentes micro-organismos, utilizando trés méto-
dos para avaliagio de antimicrobianos. Os métodos empregados
foram microdiluigio em caldo e difusio em dgar por disco e pogo.
Foram avaliados os extratos de Psidium guajava, Myrciaria cauliflora
e Syzygium cumini sobre bactérias Gram-positivas, negativas e leve-
dura. Em geral, a inibigio promovida pelos extratos no teste de difu-
sdo em dgar por poco foi maior do que os valores obtidos por disco,
independentemente do extrato vegetal testado. Contudo, a atividade
inibitéria de todos os micro-organismos sé pdde ser determinada
com o método de microdilui¢io em caldo, que também apresentou
os resultados mais reprodutiveis, e mostrou-se o mais econdmico e
confidvel para se avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vege-
tais quando comparado aos outros métodos.

PALAVRAS-CHAVE: Myrtaceae; difusio em dgar; disco-difu-

sao; microdilui¢ao.

ABSTRACT: Several
discover new antimicrobial agents from plants to be used in
pharmaceuticals, cosmetics and in the food industry. The lack of
standardized methods for the evaluation of plant extracts with
antimicrobial potential complicates the comparison of results.
Taking into consideration the need to establish a method with
consistent results to evaluate the antimicrobial activity of plant
extracts, this study aimed to evaluate the antimicrobial activity
of extracts of some plants from the Myrtaceae family on different
micro-organisms based on a comparative assay with three

studies have been conducted to

methods that are commonly used for the assess antimicrobials.
The methods used were broth microdilution, and agar diffusion
by disc and well. The evaluated extracts were those of Psidium
guajava, Myrciaria cauliflora, and Syzygium cumini for Gram-
positive and negative bacteria and yeast. In general, inhibition
extracts promoted by the agar diffusion test by well was higher
than the values obtained by disc, regardless of the plant extracts
tested. However, the inhibitory activity of all micro-organisms
was only possible to be determined with the microdilution
broth method, which also presented the more reproducible
results, and proved to be the most economic and reliable way to
evaluate the antimicrobial activity of plant extracts in contrast
with other methods.

KEYWORDS: Myrtaceae; agar diffusion; disc diffusion;

microdilution.
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Comparagdo de métodos para avaliagdo da atividade antimicrobiana e
determinagdo da concentragdo inibitéria minima (cim) de extratos vegetais aquosos e etandlicos

INTRODUCAO

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos e direcionados a
descoberta de novos agentes antimicrobianos provenientes de
extratos vegetais e outros produtos naturais, com o objetivo
de descobrir compostos com atividade comparada a dos tra-
dicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade, mais
eficazes contra a resisténcia de micro-organismos patogénicos
e com menor impacto ambiental.

Na avalia¢io da atividade antibacteriana e antiftingica
dos extratos diferentes métodos podem ser utilizados, sendo
os seguintes os mais conhecidos: método de difusao em dgar
por poco, disco-difusio e métodos de macrodiluicio e micro-
diluicdo, os quais sdo realizados em caldo. Os métodos de
difusdo em 4gar ou em caldo sdo igualmente aceitdveis para
medir quantitativamente a atividade iz vitro de um agente
antimicrobiano contra um determinado isolado bacteriano
(Cust, 2008). Na determinac¢io da Concentragao Inibitéria
Minima (CIM) ou da Concentragao Bactericida Minima
(CBM) de extratos vegetais, tem-se utilizado mais frequen-
temente o método de microdilui¢io em caldo (OsTROSKY
et al., 2008).

O método de disco-difusao foi proposto por vdrios autores
para verificar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais,
como NASCIMENTO ez al. (2000) e KARAMAN et /. (2003). J4
OsTROSKY et al. (2008) mencionaram o método de micro-
dilui¢do em caldo como sendo o mais confidvel para avaliar
agentes antimicrobianos, por fornecer resultados quantitati-
vos e nio ser influenciado pela velocidade de crescimento do
micro-organismo. Por outro lado, OTHMAN ez 4/. (2011) pro-
puseram que, tanto o uso em base caldo como em base dgar
sdo necessdrios para obtencio de resultados confidveis da ati-
vidade antimicrobiana de extratos de plantas.

Embora geralmente sejam utilizadas as normatizacoes
internacionalmente conhecidas do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) como base para testes de susce-
tibilidade antimicrobiana, as diretrizes sdo direcionadas para
antimicrobianos com parAmetros j4 conhecidos. Hd poucos
estudos comparativos relatando qual ¢ o melhor método a ser
utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos
vegetais, mesmo no que se refere s metodologias usualmente
utilizadas. Além disso, hd a necessidade da uniformizacio dos
métodos de extracio e testes i vitro, para que a pesquisa possa
ser mais eficiente, e a interpretagio dos resultados, mais faci-
litada e confidvel (Cowan, 1999).

A auséncia de padronizacio das metodologias limita as
pesquisas sobre atividade antimicrobiana de extratos vege-
tais no que tange a comparagio de resultados obtidos por
diferentes pesquisadores, que avaliam a mesma amostra com
diferentes metodologias. Isso estd relacionado a um cardter
multifatorial que pode modificar a inibi¢ao iz vitro de cres-
cimento de micro-organismos, como o método de obten-
¢ao dos extratos, a espécie de micro-organismo utilizada, a

concentragio da amostra e do inéculo e 0 método empregado
para a avaliacio da atividade antimicrobiana (R1os ez 2/.,1988;
KiNG et al., 2008).

Em relagio 2 atividade antibacteriana de extratos de plantas,
estudos prévios comprovaram a eficicia de extratos de espécies
da familia Myrtaceae, como o de Psidium guajava L., com o
uso de diferentes solventes (etanol-d4gua, metanol, acetona e
N,N-dimetilformamida) sobre o crescimento dos micro-orga-
nismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus spp., Shigella spp., Klebsiella pneumoniae,
Salmonella Typhimurium, Candida sp. e Aspergillus sp. pelo
método de difusio em dgar (CARVALHO ez al., 2002; CHAH
et al., 2006; NaIr; CHANDA, 2007).

Com base no exposto, o objetivo do presente estudo foi
comparar os métodos microdilui¢io em caldo e de difusao em
dgar por pogo e por disco para a avaliagio da atividade antimi-
crobiana de extratos de trés espécies de Myrtaceae (Psidium gua-
Jjava, Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg e Syzygium cumini L.)

sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e levedura.

MATERIAL E METODOS

Plantas e extratos

As folhas das plantas P. guajava (goiabeira branca — vou-
cher 6900), M. cauliflora (jabuticabeira — 6882) e S. cumini
(jamboldo — voucher 6898) foram coletadas nas primei-
ras horas da manha, nos meses de janeiro e fevereiro, em
propriedades rurais no municipio de Medianeira (PR).
Foram identificadas no herbdrio da Universidade Estadual
do Oeste do Parand (UNIOESTE), Cascavel (PR), sendo
que uma exsicata de cada planta foi depositada no herb4-
rio com o registro do exemplar voucher apresentado adja-
cente a0 nome popular.

As folhas das plantas coletadas foram secas a 40°C e tri-
turadas em moinho de facas do Tipo Willye, até a obtencao
de pé de granulometria inferior a 0,42 mm. Foram prepara-
dos os extratos com base na metodologia de SANTURIO ez al.
(2007), com modificagbes. Para obten¢io do extrato etané-
lico adicionou-se pé ao dlcool etilico PA na propor¢ao de
2:10 (p/v) para maceragio por 24 horas, em shaker rotativo,
a 180 rpm, a 23°C. Realizou-se a concentragio do extrato em
rota-evaporador a 40°C. O extrato obtido foi diluido com dgua
destilada estéril contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSQO)
para a proporgio final de 200 mg.mL" e esterilizado por fil-
tracio em membrana filtrante com porosidade de 0,45 mm.
Para a obten¢do do extrato aquoso, a maceragio foi realizada
utilizando-se como solvente extrator a dgua destilada esté-
ril, contendo 10% de DMSO, seguindo os mesmos padroes
de propor¢io, armazenamento e filtragem do extrato etand-
lico. Outra filtragao a védcuo foi realizada, tal como citado.
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Ambos os extratos foram armazenadas em freezer a -18°C

até o momento do uso.

Padronizacdo dos indculos bacterianos

As culturas de micro-organismos foram mantidas a 4°C em
dgar nutriente (AN). As amostras foram recuperadas em
caldo Mueller-Hinton (MH) para bactérias e caldo Caseina
Soja (TSA) para levedura, e incubadas sem agitagio durante
24 horas a 36°C, com excegao de B. Subrilis, que foi incu-
bado a 30°C. Posteriormente, os indculos foram repicados
em placas de 4gar Mueller Hinton (AMH) e (TSB) 24 horas
antes do teste. Foram preparadas suspensoes de cultura, dilui-
das em solugao salina 0,85% utilizando a escala de 0,5 de
MacFarland até a obtengao de aproximadamente 1,5 x 10°
Unidades Formadoras de Colonia (UFC.mL™") para bactérias
€ 2,0 x 10° UFC.mL"! para levedura.

Determinacao da atividade
antimicrobiana

Os testes foram realizados com cepas padrao de Bacillus
subtilis subsp. spizizenii CCCD B005, Candida albicans
ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Salmonella enterica subsp. ente-
rica Typhimurium ATCC 14028; Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Os extratos
foram diluidos e avaliados nas concentracoes que variaram
de 100 a 0,04 mg.mL".

Foram utilizados os métodos microdiluicio em caldo, com
base na metodologia de SANTURIO ¢z 2/. (2007), com modifi-
cagoes, ¢ as metodologias de difusio em dgar por poco e por
disco, realizadas conforme recomendacées do CLSI (2009a).
Utilizaram-se como controle positivo os antimicrobianos clo-
ranfenicol, gentamicina e nistatina (CLSI, 2009b).

Avaliacdo da atividade
antimicrobiana pela metodologia de
difusdo em agar por disco e poco

Previamente 2 realizacio dos experimentos, as amostras bacte-
rianas foram recuperadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
a 36°C por 18 horas. Avaliou-se a suscetibilidade antimicro-
biana de acordo com o método de disco-difusio, de acordo
com recomendagoes do Crst (2009a), com adaptagoes. Para
tal, discos estéreis de papel filtro (6 mm @) receberam uma
aliquota de 20 pL de cada extrato a ser testado e, em seguida,
o disco foi aplicado com pinga estéril sobre uma placa de Petri
contendo dgar Mueller-Hinton (MH), previamente inoculada
com o micro-organismo a ser testado. Para o teste de difusao
em disco foram considerados com atividade inibitdria os halos

com didmetro = 6 mm.

O teste de difusio por pogo foi realizado conforme atua-
lizagoes do Crst (2009a), com adaptagées, que diferencia-se
do teste de disco pela realizagao de trés orificios de 6 mm de
didmetro no meio de cultura 4gar MH em placas de Petri, com
o auxilio de um molde formando os pogos. As placas foram
inoculadas na superficie pelos micro-organismos com o uso
de um suabe e, entdo, os pogos foram preenchidos com 20 pL
do extrato na concentragio a ser testada.

Em ambos os testes, as placas foram incubadas a 35°C
por 24 horas. Os halos de inibicio do crescimento micro-
biano foram medidos em milimetros, com auxilio de uma
régua milimetrada.

Os dados obtidos nas avaliagées de difusio em dgar foram
submetidos a andlise de variAncia (ANOVA), sendo as médias
das medidas dos halos comparadas pelo teste Tukey, ambos
a 5% de significAncia, utilizando-se o programa SISVAR®
(FERREIRA, 2007).

Metodologia de microdiluicdo em caldo
para determinacdo da Concentracao
Inibitoria Minima, da Concentracao
Fungicida Minima e da Concentracdo
Bactericida Minima

As amostras foram recuperadas em caldo BHI a 36°C por
18 horas antes do teste. Foram distribuidas em placa de micro-
titulagao de 96 pogos, 150 pL de MH (concentragao dupla),
para bactérias, e caldo RPMI-1640 com glutamina, sem bicar-
bonato de sédio e com 2% de glicose (concentragio dupla)
para Candida albicans, em todos os pocos. Foram adicionados
a primeira coluna 150 pL de extrato; depois, foram homoge-
neizados e retirados 150 pL de cada pogo da coluna 1 para a
coluna 2, e assim sucessivamente até a coluna 12, obtendo-se,
entio, as concentragdes do extrato (100 a 0,04 mg.mL™").
Em seguida, adicionou-se uma aliquota de 15 pL do inéculo
em cada po¢o da microplaca e incubou-se a 35°C por 24 horas.
Decorrido o tempo, foram acrescidos a cada um dos orificios
20 pL de uma solu¢ao aquosa de cloreto de trifeniltetrazdlio
(CTT) a 0,5%, e as microplacas foram novamente incubadas
a 36°C por mais 3 horas.

A Concentracio Inibitéria Minima (CIM) foi definida
como a menor concentragio do extrato em mg.mL", capaz de
impedir o crescimento microbiano. J4 a Concentragio Fungicida
Minima (CFM)/Concentragao Bactericida Minima (CBM)
foi determinada com base na metodologia de SANTURIO ¢t 4.
(2007). A partir dos pogos nos quais nio houve crescimento
bacteriano visivel, no teste da CIM anterior a adi¢ao de CT'T,
retirou-se uma aliquota de 10 UL, a qual foi inoculada na super-
ficie do dgar MH. As placas foram incubadas a 36°C e, apds
24 horas, foi definida a CFM/CBM como a menor concentra-
4o do extrato em estudo capaz de causar a morte do inéculo.
Os ensaios de CIM e CFM/CBM foram realizados em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da atividade antimicrobiana
por difusdo em agar pelas técnicas de
disco e de poco

Nos bioensaios de difusio em dgar pelo método do pogo, veri-
ficou-se que todos os extratos inibiram a maioria das bactérias,
com formagio de halos de inibi¢io ao redor dos pogos onde
foram depositadas as solugdes testadas. Na técnica do disco,
foi possivel observar que o niimero de bactérias inibidas pelos
extratos foi menor quando comparado ao poco (p < 0,05).
No entanto, nio foi verificada a inibicio da levedura C. albicans
por nenhuma técnica de difusio em dgar (Tabela 1).

Verificou-se a presenca do halo de inibi¢io nas concen-
tracdes dos extratos entre 50 ¢ 100 mg.mL", e, para a compa-
ragio das medidas dos halos entre as técnicas de difusao por
poco e por disco, utilizou-se a média do didmetro dos halos
na concentragio de 100 mg.mL", em teste de Tukey (signifi-
cancia de 5%) (Tabela 1).

Observou-se que em 13,5% das medidas dos halos de ini-
bi¢ao, utilizando a metodologia de disco, e 52% da metodo-
logia do poco, o coeficiente de variagao ficou abaixo de 5%.
Houve diferenca significativa em 74% das medidas dos halos
de inibicdo entre as metodologias testadas, observando melhor
performance dos extratos com a utilizagio da técnica de pogo
(Tabela 1). A diferenca entre os métodos ficou mais evidente
quando analisados os extratos frente & S. Typhimurium e K. pneu-
moniae (Gram-negativas).

Verificou-se ainda diferenca significativa entre os halos de
inibicdo observados na metodologia do pogo e do disco para a
maioria das bactérias testadas em relacio aos extratos aquosos e
etandlicos de jamboldo. LoGUERCIO ¢z 4/. (2005), a0 avaliarem a
atividade antimicrobiana do extrato etandlico de S. cumini sobre
cepas bacterianas de referéncia (P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans
e K. pneumonia), pelo método de disco-difusio em concentragoes
entre 50 ¢ 300 mg.mL", também observaram halo de inibigio.

Através dos resultados do teste de difusio em dgar pela
metodologia de pogo, foi possivel verificar a presenga de halos
de inibi¢ao para todos os extratos frente & S. Typhimurium.
CHATTOPADHYAY et al. (1998) obtiveram resultado semelhante
ao atual trabalho utilizando a técnica de disco-difusio para tes-
tar a atividade de extratos de jambolao. Os autores atribuem
esta atividade inibitdria & presenga de polifenéis derivados do
4cido gdlico e eldgico. Ambos os trabalhos demonstraram ati-
vidade inibitéria dos extratos, principalmente os etandlicos,
em concentragoes varidveis, frente as bactérias Gram-positivas
(S. aureus e B.subtilis) e para a maioria das Gram-negativas
(como E.coli, S. Typhimurium e 2 aeruginosa).

Em relago aos extratos de jabuticabeira, a técnica de poco
avaliada com o extrato aquoso apresentou diferenca estatistica
frente & técnica de disco para S. entericae S. aureus. O mesmo

se observou entre as técnicas quando avaliou-se o extrato

etanélico de jabuticabeira, sendo que somente a K. pneumoniae
nao apresentou halo de inibicdo para a técnica de disco. J4 a
técnica de poco para o extrato etandlico apresentou medidas
de inibigio para todas as bactérias avaliadas, sendo que 50%
das cepas apresentaram diferenca significativa entre as técnicas.

Naio foram encontradas publicacées referentes a atividade
antimicrobiana das folhas da jabuticabeira com a utilizacio
dos métodos de difusio em 4gar frente a micro-organismos
referéncia. A atividade bacteriostdtica e bactericida da jabu-
ticabeira pode estar relacionada & presenca de compostos da
classe do seu principal constituinte, os taninos (REYNERTSON
et al., 2006), substancias que apresentam atividade antimicro-
biana relevante atribuida & propriedade destes em se comple-
xar com proteinas, podendo atuar na inativagio de enzimas
(MARTINS et al., 2000; MELLO; SANTOS, 2002).

Em relagio 3s diferentes atividades apresentadas pelos extratos,
o etandlico de goiabeira, assim como os demais extratos etandlicos,
apresentaram, em geral, maiores halos de inibigio do crescimento
microbiano no teste de pogo quando comparados aos extratos
aquosos (Tabela 1). A atividade inibitdria de goiabeira pode ser
atribuida aos fitoconstituintes da espécie, que possuem ago anti-
microbiana como cumarinas, aos flavonoides, como a guaijaverina
e quercetina, ao dcido psidiélico, triterpenos taninos e elagitaninos,
que promovem preciptacio de proteinas (MARTINS ez al., 2000).

O controle realizado com antimicrobianos comerciais
comprovou que, na metodologia de poco, houve melhor
difusao dos antimicrobianos, o que possibilitou a medigao de
halos maiores do que no teste de disco. Isso provavelmente
pode ser explicado pelo fato de a metodologia do pogo pro-
piciar mais facilidade de contato entre os antimicrobianos e
os micro-organismos testados (ALVES ez al., 2008).

Metodologia de microdiluicdo
em caldo e determinacao das
Concentracdo Inibitéria Minima e
Concentracao Fungicida Minima/
Concentracdo Bactericida Minima

Em geral, a CIM variou entre 0,39 e 100 mg.mL", sendo que
para as bactérias Gram-positivas a variacao das CIMs foi entre
6,25 ¢ 100 mg.mL" e de 0,39 a 25 mg.mL" para as Gram-
negativas, indicando estas como sendo as bactérias mais sus-
cetiveis. Jd a CIM para a levedura C. albicans variou de 6,25
a 12,5 mg.mL"! (Tabela 2).

Com excecio do extrato etanélico de S. cumini, todos
os demais apresentaram atividade bactericida somente para
as Gram-negativas, com CBM entre 0,39 ¢ 50 mg.mL"!
(Tabela 2). Esses resultados discordam de SANCHES ef 4l.
(2005), que verificaram os maiores efeitos bactericidas
dos extratos hidroalcodlicos de P guajava sobre as bacté-
rias Gram-positivas S. aureus e B. subtilis. Esses resultados
discrepantes podem estar relacionados ao uso de diferentes
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fragées etanol-dgua do extrato, resultando na extracio
de moléculas capazes de penetrar a membrana de bacté-
rias Gram-negativas, mas nio de Gram-positivas (DUFFy;
PowEgr, 2005).

Nenhum extrato apresentou atividade fungicida nos
métodos de difusio em dgar ou de microdiluigao testados

(Tabelas 1 e 2). Entretanto, CosTa et al. (2009) utilizaram o
método de microdiluigio e observaram atividade antifiingica
do extrato de S. cumini L. sobre cepas clinicas de C. albicans.
As divergéncias encontradas no presente estudo, em rela-
¢do as pesquisas acerca da atividade antifingica j4 publi-
cadas com S. cumini, podem ser ocasionadas pelas diversas

Tabela 1. Comparagdo entre as medidas dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano (mm) obtidas pelas
metodologias de disco e pocgo utilizando extratos de plantas aquosos e etandlicos (Syzygium cumini, Myrciaria cauliflora e Psidium

guajava) e antimicrobianos comerciais (nistatina, cloranfenicol e gentamicina) frente a micro-organismos padrao.

Ca 0,0+00a 00+00a 0,0+00a 0,0+00a 00+00a 0,0+00a 00+00a 0,0+00a
86+t1,1b 96+05a 11,0£1,7a 120+ 1,7a 13,6t 1,1a
Ec 00+00a 00+00a 0,0+00a
cv=9,16% cv =8,03 % cv =5,66 % cv =959 % cv =4,49 %
11,0£1,7b 16,0+ 1,7b 193+ 1,5b
Kp 0,0+00a 0,0+00a 00+00a 0,0+00a 00+00a
cv=5,14% cv=4,71% cv =4,08 %
- 12,3+2,3a 140+34a 11,0£1,0a 253+25b 66+1,1a 7,3+t23a 13,0+ 1,7a 156+0,5a
a
cv=7,32% cv=83% cv=36% cv = 5,00 % cv=453% cv =6,24 % cv=553% cv=135%
= 80+1,0a 186+ 15hb 83+05a 17,3£05b 86+05a 21,0+1,7b 93*1,1a 183+23b
cv=10,81% cv=547% cv=956% cv=443% cv=10,17% cv =559 % cv=925% cv=6,88%
@ 13,0£2,6a 23,3+20b 150+ 2,6a 180+£0,0a 11,3+£23a 250+ 1,0b 11,6+28a 23,6+05b
a
cv=1291% cv=5,30% cv=931% cv=1,56% cv=12,63% cv=275% cv =996 % cv =199 %
20,0+3,0b 136t1,1a 11,6x15a 16,3+ 1,5a
Bs 0,0+00a 0,0+00a 00+00a 0,0+00a
cv=9,11% cv =595 % cv = 9,86, % cv = 8,46 %

41,6+15a 433*x05a

Ca 0,0+x0,0a 00+x00a 0,0+x00a 00+0,0a

(cv=3,67) (cv=1,33)
93+05a 150+1,0b 270+t20a 466*15b
Ec 0,0t0,0a 0,0t0,0a = = = =
«w=810% w=419% w=741% cow=327%
120+00b 140+00b 360+1,0a 440+1,0b
Kp 0,0+£0,0a 0,0+0,0a - - - -
cv=253% o =244% w=278% cv=227%
126+1,1b 103+15a 163+05b 33,6t00a 450+00b
Pa 0,0t£0,0a = = = =
w=283% w=262% cw=352% w=171% co=10%
o 76+05a 133+15b 83+1,1a 166+05b 290+26a 41,0%1,7b
w=923% cwv=601% c&v=929% wv=448% w=9,12% cwv=4,22%
280+26a 343+05b
Sa 0,0t£0,0a 0,0£0,0a 0,0t0,0a 0,0+£0,0a = = = =
w=945% cv=1,68%
136+20a 136+05a 36,6+t20a 476+23b
Bs 00+00a 00+00a - - - -
w=827% cv=549% w=568% cv=484%

D: disco; P: poco; cv: coeficiente de variacdo; Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa entre as metodologias de acordo
com o teste de Tukey (o : 0,05); (0) ndo apresentou inibi¢do; (-) : teste ndo aplicavel; Ca: Candida albicans ATCC 1023 1; Ec: Escherichia coli ATCC
2592; Kp: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883; Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; ST: Salmonella enterica subsp enterica Typhimurium
14028; Sa: Staphylococcus aureus ATCC 2592 3; Bs: Bacillus subtilis subsp spizizenii CCCD BOO5.
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formas de preparo e pelas diferengas na composicao quimica
da planta, a qual pode ser influenciada por diferentes fatores
do ambiente, como: local, condigoes de cultivo e época de
colheita (OsTROSKY et al., 2008).

Nio foi possivel comparar os resultados obtidos pelo
método de microdiluicio em caldo dos extratos de M. cauli-
flora, j& que ainda nio existem estudos publicados demons-
trando as CIMs deste extrato pelo mesmo método.

Em relagdo aos antimicrobianos comerciais utiliza-
dos como controles positivos, todos foram capazes de ini-
bir o crescimento microbiano em baixas concentragdes

(Tabelas 1 e 2).

Comparacdo dos métodos

Os valores referentes as atividades inibitdrias dos extratos
aquosos, seja por difusio em disco, em pogo ou microdiluigio,
foram menores do que os obtidos para os extratos etanélicos.
Esse fato provavelmente estd relacionado aos distintos meta-
boélitos que podem ser obtidos nas diferentes extragoes aquosa
e etandlica, podendo conferir maior atividade aos extratos
etandlicos quando comparados aos aquosos (Cowan, 1999;
SANCHES et al., 2005).

O método de microdilui¢io em caldo possibilitou a
visualizagio da atividade inibitdria dos extratos em menores
concentragbes, porém, o mesmo nao ocorreu nos métodos
de difusdo em 4gar. Pode ser observado também que, ao con-
trario do método de microdilui¢io em caldo, alguns extratos

nem mesmo apresentaram atividade inibitéria quando foram

utilizados nos testes de difusido. A auséncia de uma zona de
inibi¢ao nio significa necessariamente que o extrato seja ina-
tivo frente a0 micro-organismo testado, mas sim que a difu-
sdo nao foi completa, especialmente para os compostos menos
polares que se difundem mais lentamente no meio de cultura
(MORENO et al., 20006).

Resultados semelhantes foram descritos por ALVES
et al. (2008), ao avaliarem a atividade antimicrobiana de
extratos etandlico e diclorometinico de Miconia rubiginosa
(Melastomataceae), utilizando os métodos de difusio em 4gar
e em caldo frente as bactérias Gram-positivas e negativas. Os
autores observaram que, no teste de microdiluicao em caldo,
os extratos apresentaram atividade antibacteriana em que as
CIMs variaram entre 250 e > 400 lg.mL™, superior ao teste
de difusao em dgar ou disco, sendo verificadas as medidas dos
halos somente entre 100 e 300 mg.mL". Segundo os autores,
isso pode estar relacionado com a dificuldade de difusao do
extrato no meio de cultura sélido, ou ainda, devido as carac-
teristicas lipofilicas de algumas amostras e/ou a natureza qui-
mica das substincias isoladas (R1os ez /., 1988).

OTHMAN et al. (2011) avaliaram a atividade dos extratos
de folhas de Duabanga grandiflora e Acalypha wilkesiana, uti-
lizando a mesma técnica aqui utilizada com 4gar, acrescen-
tando para disco-difusdo o espalhamento em profundidade, e
ainda, ensaio turbidiométrico em caldo. Segundo os autores,
os melhores resultados foram obtidos nos métodos turbidio-
métrico, que mede a contagem total de células bacterianas,
incluindo células vivas e as células mortas, e com o teste de
difusio em dgar por pour plate, o qual reflete a contagem

Tabela 2. Concentracgdo Inibitéria Minima, Concentragdo Funcida/Bactericida Minima (mg.mL") dos extratos de Myciaria cauliflora,
Psidium guajava e Syzygium cumini e antimicrobianos comerciais frente a micro-organismos padrao

Candida Escherichia Klebsiella  Pseudomonas  Salmonella  Staphylococcus . i
. . . ) . . Bacillus subtilis
Extratos albicans coli pneumoniae  aeruginosa  Typhimurium aureus
CM CFM CiM CBM CIM CBM CiM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
S o Etandlico 6,25 ND 0,39 039 0,78 3,13 039 039 039 0,78 125 ND 6,25 ND
o
§~ § Aquoso 125 ND 3,13 3,13 625 25 3,13 3,13 3,13 6,25 25 ND 75 ND
s Etandlico 12,5 ND 1,56 1,56 1,56 6,25 156 156 1,56 1,56 12,5 ND 6,25 ND
53
‘c _~
'g_w % Aquoso 125 ND 3,13 6,25 25 50 6,25 6,25 6,25 125 50 ND 100 ND
£ Etandlico 6,25 ND 0,78 0,78 3,13 6,25 0,78 3,13 0,78 6,25 12,5 100 6,25 ND
L’%\ § Aquoso 6,25 ND 3,13 3,13 3,13 6,25 156 156 156 3,13 25 ND 100 ND
(&}
Cloranfenicol = = 0,04 0,04 0,04 0,04 = = 0,04 0,04 = = = =
Gentamicina = = = = = = 0,04 0,09 = = 0,04 0,09 0,04 0,04
Nistatina 0,04 0,04 = = = = = = = = = = = =
ND: ndo determinado na faixa de concentracdo testada; (-): teste ndo aplicavel.
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de bactérias vidveis, sendo mais pontual e preciso. Assim, os
autores propuseram o uso de ambos os ensaios, em dgar e
caldo, para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de
plantas para obter resultados confidveis.

Verificaram-se que os resultados da CIM e CFM/CBM
obtidos nesse estudo refletem o efeito inibitério dos extratos
sobre o crescimento celular dos micro-organismos em caldo.
A confirmagio da presenca de células vivas com o uso do CTT
ou a presenca de células vidveis em 4gar exclui a necessidade
da utilizagao de outros testes em base dgar. ZGopa; PORTER
(2001) avaliaram extratos organicos das plantas Lemma minor L.
e llex cornuta Lindl. pela metodologia de microdilui¢ao em
caldo e afirmaram que esse método se mostrou confidvel para
a triagem de produtos naturais contra bactérias e fungos,
permitindo realizar triagem antimicrobiana e determinando
a CIM em testes com um grande niimero de extratos, pela
utilizagio de uma escala de nanogramas a microgramas dos
compostos a serem testados.

Apesar dos testes em dgar serem os mais utilizados e
apresentarem como vantagem a simples avaliagio dos resul-
tados pela visualizagao do halo, possuem como desvantagem
serem métodos muito trabalhosos, no que se refere & prepa-
ragdo das placas e do inéculo bacteriano. Além disso, o uso
do disco imerso no extrato deixa residuo adjacente ao disco,
influenciando na medicio dos halos e na concentragao do
préprio disco. J4 o teste de microdilui¢do gera uma econo-
mia de espago, meios de cultura e reagentes, possibilitando
a determinacio quantitativa da CIM, sendo possivel realizar
vérias repetigoes e diversas dilui¢des uniformes dos extratos

em apenas uma placa por micro-organismo, aumentando a
confiabilidade dos testes.

CONCLUSOES

Ao comparar os resultados da atividade antibacteriana dos
extratos aquosos ¢ etandlicos utilizando-se 0 método de difusio
em 4gar, observou-se que houve diferenca significativa entre
as metodologias de difusio em 4gar analisadas, sendo que o
ensaio de difusao em dgar pela técnica do pogo demonstrou
melhor desempenho, jé que houve inibi¢ao da maioria das
bactérias testadas. Embora esta tenha sido a melhor técnica
de difusio observada neste estudo, pode-se considerar que o
método de microdilui¢iao em caldo foi a melhor op¢io para
determinar a atividade antimicrobiana, por fornecer dados
quantitativos, além de ser mais confidvel e econdémico para

determinar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais.
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