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Avaliagao da atividade antibacteriana de extratos etandlico e de ciclohexano a partir
das flores de camomila (Matricaria chamomilla L.)
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RESUMO: Devido a crescente sele¢éo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos atuais, tem-
se valorizado a busca por alternativas naturais. O presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade
antibacteriana de extratos etandlico e de ciclohexano de flores de camomila, espécie vegetal de uso
antigo pela medicina tradicional, frente as bactérias ATCC Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia colie Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium pelas técnicas
de difusdo em agar e diluigdo em caldo. Foi observada inibicdo do crescimento de P. aeruginosa
frente ao extrato etandlico bruto (1g/mL) na técnica de diluicdo em caldo, e confirmada pela técnica
de difusdo em agar (halo de inibicdo de 10 mm de didmetro). Para as demais bactérias testadas, os
extratos e suas diluicdes ndo apresentaram efeito bacteriostatico em nenhuma das técnicas. Pode-
se concluir que o extrato etandlico bruto da camomila apresentou atividade antibacteriana frente a
P, aeruginosa, porém nao foi eficaz frente a S. aureus, E. coli e Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Typhimurium. Portanto, sdo necessarios novos estudos com diferentes linhagens de
microrganismos, com o intuito de corroborar e assegurar os resultados apresentados, para
definir o potencial antimicrobiano do extrato da camomila.
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ABSTRACT: Evaluation of the antibacterial activity of ethanolic and cyclohexane
extracts of chamomile flowers (Matricaria chamomilla L.). Due to the growing selection of
microorganisms resistant to antimicrobial, the search for natural alternatives has become popular.
The objective of the present study was to evaluate the antibacterial activity of ethanolic and
cyclohexane extracts of chamomile flowers, a plant species long used by traditional medicine,
against ATCC bacteria Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium by agar diffusion and broth dilution
techniques. Growth of P. aeruginosa was inhibited when crude ethanolic extract (1g/mL) was
used broth dilution, and was confirmed by agar diffusion, (10 mm diameter inhibition zone). For
the other bacteria tested, the extracts and their dilutions did not show any bacteriostatic effect in
any of the techniques. It may be concluded that pure ethanolic extract of chamomile presents
antibacterial action against P. aeruginosa, and none against S. aureus, E. coli e Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium. However, other studies with different strains
of microorganisms may be useful in order to corroborate and ensure these results, to define
evaluation of the antimicrobial activity of chamomile extract.
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INTRODUGAO

A selecao de patdgenos resistentes aos
antimicrobianos € um dos casos mais bem documentados
de evolugao bioldgica, € um sério problema em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, desafiando a
antibioticoterapia humana e animal (Duarte, 2006).
Embora muitas industrias farmacéuticas tenham
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produzidos novos antibiéticos e modificado alguns
farmacos ja existentes, o consumo excessivo de
antibacterianos em alguns paises, tem resultado no
aumento de resisténcia bacteriana, causando sério
problema de saude publica (Santos et al., 2007; Duarte,
2006).
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Por outro lado, os medicamentos fitoterapicos
estdo sendo empregados como alternativas no
tratamento contra diferentes patdgenos. A partir dos
extratos e 6leos essenciais das plantas, sdo obtidos
compostos que, apesar de conter estruturas quimicas
diferenciadas dos antimicrobianos produzidos a partir
de bactérias e fungos, ttm demonstrado eficiéncia
no controle do crescimento de uma ampla variedade
de microrganismos. Na sua maioria, os constituintes
quimicos responsaveis pela atividade farmacolégica
nao sao conhecidos, mas acredita-se que envolva
a interacdo de inumeras moléculas presentes no
extrato (Yunes & Calixto, 2001). Dados sobre a
atividade antibacteriana de extratos vegetais frente
a variados microrganismos permitem evidenciar que
as plantas apresentam potencial para o tratamento
terapéutico, apesar de muitos destes extratos nao
terem sido completamente investigados cientificamente
(Nascimento et al., 2000).

Segundo a Organizagéo Mundial de Saude
(OMS), as plantas medicinais sdo a melhor fonte
para a obtengdo de uma variedade de moléculas
biologicamente ativas, e cerca de 80% da populagéo
mundial usa a medicina tradicional na busca de alivio
de alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel
(Nascimento et al., 2000).

Quando se procura obter substancias ativas de
plantas, um dos principais aspectos a ser observado &
a informacao obtida da medicina popular. A Matricaria
chamomilla L., conhecida popularmente como
camomila, € uma das plantas de uso mais antigo
pela medicina tradicional europeia, e hoje é incluida
como oficial nas farmacopeias de quase todos os
paises. Apresenta principios ativos como o déleo
essencial alfa-bisabolol, que contém camazuleno
e camaviolino, além de flavandides, apigenina,
taninos, matricina, cumarinas, polissacarideos e
éteres biciclicos. E utilizada na medicina cientifica e
na popular como ténico amargo, digestivo, sedativo e
antiespasmadico, agindo também por via topica pela
aplicagao de compressa quente sobre o abdémen
no tratamento de célicas. A infusdo aquosa das
flores ou o proprio 6leo essencial sdo empregados
em pomadas e cremes com poder antiinflamatério,
cicatrizante, analgésico e antivirético (Lorenzi &
Matos, 2002).

Existe um grande numero de espécies
vegetais no mundo que séo consideradas medicinais
e bastante utilizadas pela populagao, porém ainda séo
necessarios mais estudos cientificos sobre a atividade
biolégica dessas plantas para sua efetiva utilizagao.
Portanto, o presente estudo teve por objetivo avaliar
a atividade antibacteriana de extratos etandlico e de
ciclohexano obtidos a partir das flores de Matricaria
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Salmonella enterica subsp. enterica

sorovar Typhimurium, que s&o bactérias patogénicas
ao homem e animais, € que vem apresentando
um perfil amplamente disseminado de resisténcia
aos antimicrobianos atuais, constituindo problemas
terapéuticos dificeis de serem erradicados, valorizando-
se, assim, a procura por alternativas naturais.

MATERIAL E METODO

Foram adquiridos capitulos florais no estado
seco de Matricaria chamomilla L., familia Asteraceae,
de amostra comercial pronta para consumo, em
supermercado do estado de Sao Paulo, Brasil,
sendo a matéria prima e a industria, brasileiras, de
lote L51T02, fabricacdo em 19/08/2011 e validade
de dois anos.

Foram realizadas extragdes com dois solventes
diferentes para obtencdo dos extratos vegetais: uma
extragao a frio, utilizando-se o solvente polar alcool
etilico 96° GL como liquido extrator, obtendo-se um
extrato etandlico; e uma extragdo exaustiva a quente,
utilizando-se o solvente apolar ciclohexano, obtendo-se
um extrato de ciclohexano.

Em um béquer foram colocadas 100g de
flores secas de Matricaria chamomilla L. e alcool
etilico 96° GL até cobrir o material vegetal por inteiro.
Tampou-se o béquer com papel filme, e, apds 72 horas
em temperatura ambiente, realizou-se uma filtragem
utilizando-se papel filtro estéril (Bayoub et al., 2010).

Para a extracao a frio, segundo adaptagéo da
metodologia descrita por Ribeiro (2008), utilizou-se
o filtrado que foi levado ao evaporador rotatério para
a eliminagao do solvente e separagao do extrato, por
aproximadamente 4 horas a 50°C. Obtido o extrato
etandlico seco bruto, este foi ressuspendido em agua
destilada estéril, ajustando a concentragao final para
1 g de extrato seco correspondente a 1 mL de agua
destilada. Do volume total de extrato concentrado
obtido (aproximadamente 7 mL) foram feitas diluicdes
com agua destilada estéril de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:10.
As concentragdes obtidas foram: 1000; 500; 250; 125;
62,5 e 31,25 mg/mL; respectivamente.

Segundo adaptacdo da metodologia
descrita por BRASIL (2010), com a camomila retida
na filtragao, foi realizada uma extragao exaustiva a
quente sob refluxo utilizando o extrator de Soxhlet,
a aproximadamente 70°C, por 2 horas e meia com 0
solvente ciclohexano. Apds obtengéo do extrato, este
sofreu evaporagdo em chapa de aquecimento elétrica
a aproximadamente 90°C em capela de exaustao, até
a total eliminagéo do solvente. O extrato seco bruto
obtido foi ressuspendido em agua estéril contendo
10% de tensoativo monolaurico (Tween 20) para
facilitar a dissolugéo, ajustando a concentracéo final
para 1 g de extrato seco correspondente a 1 mL de
solucao. Do volume total do extrato concentrado obtido
(aproximadamente 7,8 mL) foram feitas diluigdes com
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agua destilada estéril de 1:1, 1:2, 1:4, 1.8 e 1:10. As
concentragdes obtidas foram: 1000; 500; 250; 125; 62,5
e 31,25 mg/mL; respectivamente.

Para avaliacdo do efeito antibacteriano da
Matricaria chamomilla L., foram utilizadas espécies
bacterianas de referéncia, recomendadas para controle
de testes de diluicdo: Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Pseudomanas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028).

As cepas ATCC foram semeadas em agar
Mueller-Hinton (Difco) e incubadas a 37°C por 24h
em estufa de aerobiose. A partir de cada cultivo, foi
preparada uma suspensao de 1 mL em solugéo salina
estéril 0,9%, pH 7,2, atingindo a turbidez equivalente a
solugéo padrao 0,5 da escala de MacFarland (NCCLS,
2003).

Foram empregadas duas técnicas
microbiolégicas para a avaliagao antibacteriana
dos extratos etandlico e de ciclohexano, segundo a
metodologia dos testes de sensibilidade a agentes
antimicrobianos, descrita pela NCCLS (2003), com
modificagdes.

Na técnica de diluicdo em caldo, foi utilizado
o meio Tryptic Soy Broth (TSB - Difco), onde foram
adicionados em cada tubo contendo 5 mL do caldo
TSB, 100pL do extrato etandlico (bruto, diluido 1:1, 1:2,
1:4, 1:8 ou 1:10); e 100uL da respectiva suspensao
bacteriana, em ftriplicata. Como controle negativo foi
utilizado o tubo contendo apenas o caldo TSB, e como
controle positivo, o caldo TSB inoculado com 100uL da
suspensao bacteriana, sem o extrato, totalizando 20
tubos por suspensao (NCCLS, 2003).

A Concentragéao Inibitéria Minima (CIM)
foi determinada como a menor concentragao do
extrato que inibe o crescimento bacteriano, visivel
macroscopicamente, através da turvagéo nos tubos. Foi
considerada como sensivel ao extrato, a bactéria que
nao apresentou crescimento (turbidez) em pelo menos
dois dos trés tubos de caldo TSB (NCCLS, 2003).

Na técnica de difusdo em agar, 100 yL de
cada suspensao bacteriana foram semeadas em
placas contendo agar Mueller-Hinton (Difco), em
triplicata. Com auxilio de uma pinca estéril, foram
colocados sobre a superficie do meio inoculado,
seis discos de papel filtro estéreis impregnados com
o extrato etandlico bruto, diluido 1:1, 1:2, 1:4, 1:8
e 1:10, respectivamente. Como controle negativo
foi utilizado um disco embebido em agua estéril, e
como controle positivo, um disco contendo alcool
70% (NCCLS, 2003).

A leitura dos resultados foi realizada
medindo-se o didmetro dos halos, em mm, formados
ao redor dos discos contendo os extratos. Foi
considerado como resultado final de cada extrato a
meédia das trés medidas dos halos e, como positivo,
o extrato que apresentou halo maior ou igual a 9
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mm, segundo Sménia et al. (1995).

Para o extrato de ciclohexano, foram
realizadas as mesmas metodologias descritas
acima, variando-se apenas o extrato. As placas e
os tubos foram incubados em estufa de aerobiose,
a 37°C por 24 horas.

RESULTADO E DISCUSSAO

O extrato etandlico bruto inibiu o crescimento
de Pseudomonas aeruginosa na técnica de diluicéo
em caldo em todos os tubos (Tabela 1), em
consonancia com o resultado da técnica de difuséo
em agar, onde se observou halo de inibicao de 10
mm de didmetro ao redor dos discos (Tabela 2).
Com base na atividade antibacteriana apresentada
pelo extrato etandlico frente a P. aeruginosa, o valor
da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM — 1g/mL) é
considerado alto, o que poderia justificar a inibicao
de crescimento bacteriano apenas no extrato bruto.
Para o extrato de ciclohexano bruto e suas diluigbes
(1:1 a 1:10), P. aeruginosa apresentou resisténcia
em ambas as técnicas (Tabelas 1 e 2).

Foi observado halo de inibicdo nos discos
contendo extrato etandlico bruto (d = 8 mm), diluido
1:1 (d = 7 mm) e diluido 1:2 (d = 5 mm) frente &
Staphylococcus aureus (Tabela 2), porém, na técnica de
diluicdo em caldo, houve crescimento desta bactériaem
todas as diluicdes do extrato (Tabela 1), demonstrando
que 0 mesmo nao apresenta um efeito bacteriostatico
sobre S. aureus, e que o didmetro de 8 mm néo foi
significativo. Portanto, para considerar o extrato ativo
baseado em resultados equivalentes nos testes de
difusdo em disco e de diluicdo em caldo, padronizou-se
o didmetro do halo de inibicdo maior ou igual a 9 mm,
segundo Smania et al. (1995). Quanto ao extrato de
ciclohexano e suas dilui¢des (1:1a 1:10), S. aureus
apresentou resisténcia em ambas as técnicas.

N&o foi observada atividade antibacteriana
em nenhuma concentragado dos extratos etandlico
e de ciclohexano frente a E. coli e S. enterica, tanto
na técnica de difusdo em agar, como na diluigdo em
caldo (Tabelas 1 e 2).

Resultados similares foram relatados por
Fabri et al. (2011), onde o extrato metandlico da
camomila apresentou atividade antibacteriana
frente a P. aeruginosa, atividade nao significativa
frente a S. aureus, e nenhuma frente a Escherichia
coli e Salmonella enterica subsp. enterica sorovar
Typhimurium pelo método de susceptibilidade em
microdiluicdo em caldo. Segundo os autores, a
prospecc¢ao quimica do extrato identificou presenga
de compostos como triterpenoides, fenois, taninos
e flavonoides como possiveis responsaveis pela
atividade observada frente a P. aeruginosa. No
entanto, Abdoul-Latif et al. (2011), descreveram
atividade antibacteriana do extrato metandlico da
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Tabela 1. Atividade antibacteriana de extratos etandlicos e de ciclohexano obtidos de flores de camomila pela
técnica de diluicdo em caldo frente a cepas ATCC.

Extrato Diluigao/ S. aureus  P. aeruginosa E. coli S. entérica
Concentragao subsp. enterica
(mg/mL) sorovar Typhimurium
Bruto (1000) c* AC C C
1:1 (500) C C C C
1:2 (250) C C C Cc
. 1:4 (125) C C C C
Etandlico
1:8 (62,5) C C C Cc
1:10 (31,25) C C C C
+ C C C Cc
- AC AC AC AC
Bruto (1000) C C C C
1:1 (500) C C C C
1:2 (250) C C C Cc
. 1:4 (125) C C C C
Ciclohexano
1:8 (62,5) C C C Cc
1:10 (31,25) C C C C
+ C C C Cc
- AC AC AC AC

*C: crescimento bacteriano; AC: auséncia de crescimento; (+): controle positivo; (-): controle negativo

Tabela 2. Atividade antibacteriana de extratos etandlicos e de ciclohexano obtidos de flores de camomila pela
técnica de difusdo em agar frente a cepas ATCC.

Extrato Diluigao/ S. aureus P. aeruginosa E. coli S. entérica
Concentragiao subsp. enterica

(mg/mL) sorovar Typhimurium
Bruto (1000) 8mmz=0* 10mm=z=0 - -

1:1 (500) 7mmz=1 - - -
1:2 (250) 5mmz+1 - - -
1:4 (125) - - - -
1:8 (62,5) - - - -
1:10 (31,25) - - - -
Alcool 70% 8mm+0 8mmz#0 8mm+0 9mm=z0

Etandlico

Agua estéril - - - -
Bruto (1000) - - - -
1:1 (500) - - - -
1:2 (250) - - - -
1:4 (125) - - - -
1:8 (62,5) - - - -
1:10 (31,25) - - - -
Alcool 70% 8mm+0 8mmz#0 8mm+0 9mm=z0

Ciclohexano

Agua estéril - - - -

* Média do didmetro dos halos de inibigdo + desvio padrao (mm); (-): auséncia de halo de inibigao
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camomila frente a S. aureus, porém pela técnica de
difusdo em agar (16 mm).

Asolini et al. (2006) avaliaram extratos
etandlicos a partir de folhas utilizadas como chas, e o
extrato de camomila ndo apresentou inibicao contra
P. aeruginosa e uma insignificante inibicdo frente a S.
aureus (2 mm). Esses autores realizaram a extracao
a partir das folhas secas da camomila; enquanto que
no presente estudo, a extracao foi realizada a partir
das flores secas, que apresentam principios ativos
diferentes das folhas, o que poderia justificar a diferenga
da atividade bioldgica frente a P. aeruginosa.

Bayoub et al. (2010) relataram que o
extrato etandlico da camomila apresentou atividade
antibacteriana frente a Listeria monocytogenes e S.
aureus, porém nao foi efetiva frente a E. coli. Silva et al.
(2012) também observaram que o extrato hidroalcodlico
de camomila foi eficiente contra S. aureus e ineficiente
frente a E. coli.

O fato do extrato da camomila n&o apresentar
atividade antimicrobiana frente a S. aureus, E. coli
e S. enterica, nao inviabiliza os estudos sobre
o potencial efeito antibacteriano frente a P.
aeruginosa, uma vez que outras espécies vegetais,
comprovadamente, ja apresentaram atividade
antimicrobiana para esta bactéria, observando-se
que ha variacdo na sensibilidade para cada tipo
de extrato vegetal utilizado. Ribeiro (2008) avaliou
a atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos
brutos de diversas folhas de plantas medicinais, e
constatou a formagéo de halo de inibigéo frente a P.
aeruginosa a partir dos extratos de Psidium guajava
(11 mm) e Bryophyllum calycinum (14 mm). Também
houve a formacgao de halos variando ente 11 € 19 mm
de didmetro frente a S. aureus a partir dos extratos de
Psidium guajava, Bryophyllum calycinum, Eleutherine
plicata, Uncaria guianensis e Arrabidaea chica. Frente
a E. coli, observou-se halo a partir do extrato de
Arrabidaea chica (10 mm). Zuque et al. (2004) avaliaram
extrato de Couepia grandiflora Benth. apresentando
atividade antibacteriana frente a P. aeruginosa (19 mm)
e S. aureus (9 mm), porém nao foi eficaz para E. coli.
Akgul & Saglikoglu (2005) avaliaram a a¢édo do extrato
etandlico de Aniheinis tinctoria frente as bactérias P,
aeruginosa e S. aureus, e observaram a formacao de
halo de inibi¢do variando entre 15 a 16 mm de didmetro.

Segundo Ribeiro (2008), ndo existe um
consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para
extratos e 6leos essenciais de plantas, quando
comparados aos antibacterianos padrdes. Porém,
analisando os didmetros dos halos do extrato etandlico
bruto frente a P. aeruginosa (10 mm) com o controle
positivo alcool 70% (8 mm), pode ser inferida a atividade
antibacteriana do extrato frente a esta bactéria.

Uma vez que a P, aeruginosa é considerada
um patégeno de grande importancia em saude
publica e animal, e que vem desenvolvendo crescente
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resisténcia aos antimicrobianos, sendo, portanto,
de dificil controle, os resultados do presente estudo
denotam a importancia da atividade antibacteriana
do extrato da camomila frente a esta bactéria, ja que
diversos estudos relataram a resisténcia da mesma
a diferentes extratos vegetais (Santos et al., 2011;
Pelissari et al., 2010; Cordeiro et al., 2006; Andrade et
al., 2005; Vasconcelos et al., 2004; Lima-Filho et al.,
2002). Tal fato reforca a hipétese de que o extrato da
camomila pode ter potencial para fornecer substancias
com atividade antibacteriana in vitro.

De acordo com os resultados apresentados,
0 extrato bruto de ciclohexano e as suas diluicdes, em
ambas as técnicas microbioldgicas, ndo apresentaram
atividade antibacteriana, enquanto que no extrato
etandlico bruto observou-se inibigdo. A utilizagao de
diferentes solventes na preparagdo dos extratos,
um polar (etanol) e outro apolar (ciclohexano), pode
ter interferido na sua atividade biolégica. Segundo
Nascimento et al. (2006) e Bayoub et al. (2010), o
extrato etandlico apresenta capacidade maior de
inibir o crescimento bacteriano, pois consegue uma
melhor extragdo dos principios ativos polares das
plantas, os quais refletem nessa agao antibacteriana.
Tal fato pode ser corroborado pelo estudo de Romero
et al. (2005), onde ndo foi observada inibicao de S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa a partir do extrato
aquoso da camomila. Segundo os autores, muitos
dos compostos antimicrobianos ja identificados em
plantas sdo aromaticos ou saturados de moléculas
organicas, tornando o etanol um solvente ideal. Isto
pode ser o resultado da falta de solubilidade dos
componentes ativos em solugdes apolares.

Devido a escassez de estudos que indiqguem
as possiveis moléculas ativas a partir de extratos da
camomila, os resultados apresentados reforcam a
necessidade de novas pesquisas com este extrato
frente a outras estirpes de P. aeruginosa e de outros
microrganismos, com o intuito de corroborar e
assegurar os resultados apresentados, para definir
o potencial antimicrobiano da camomila, visto que
0 extrato etandlico bruto apresentou atividade biolégica
positiva frente a esta bactéria, justificando a presenca
de componentes ativos.

Tais resultados reforcam a hipétese de que
o extrato da camomila pode ter potencial atividade
antibacteriana in vitro frente a P. aeruginosa, e
este estudo denota a importancia dos dados de
levantamentos etnofarmacolégicos na selecéo
de plantas que podem ser utilizadas na medicina
tradicional.
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