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RESUMO

Mundialmente as plantas tém sido pesquisadas na busca por novos farmacos contra
micro-organismos resistentes aos atuais antibidticos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a existéncia de propriedade antibacteriana do extrato etandlico de folhas de
caruru (Amaranthus viridis L.). O extrato etandlico liofilizado, obtido por
turboextragdo de folhas secas, foi utilizado para determinagcdo da concentragao
inibitéria minima (CIM), pela técnica de diluigdo em microplacas de 96 pogos. Apds
leitura da CIM, nos pogos onde nao foi observado crescimento bacteriano foi
determinada a concentragdo bactericida minima (CBM), em placas contendo Agar
Mueller-Hinton. O experimento com extrato etandlico de caruru indicou atividade
antibacteriana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, com
CIM iguais a 7,9, 62,5 e 31,2 ug/mL respectivamente. Através da CBM verificou-se
que este extrato apresenta atividade bactericida significativa em relacédo as trés
especies. A pesquisa mostrou a existéncia de constituintes antibacterianos no
extrato etandlico, revelando potencial efeito antimicrobiano para as trés cepas
avaliadas.

PALAVRAS-CHAVE: Amaranthus viridis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus.

PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF
Amaranthus viridis L. (AMARANTHACEAE)

ABSTRACT

Worldwide plants have been investigated in relation to the search for new drugs
against microorganisms resistant to current antibiotics. The objective of this study
was to evaluate the existence of the antibacterial properties of ethanolic extract from
leaves of Amaranthus viridis L., commonly known as pigweed. The ethanolic extract
obtained by turboextraction of dried leaves, was used to determine the minimum
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inhibitory concentration (MIC) through the dilution technique in 96-wells microplate.
After reading the MIC, in those wells where bacterial growth was not observed was
determined the minimum bactericidal concentration (MBC) using plates with Mueller-
Hinton Agar. The experiments with ethanolic extract of Amaranthus viridis showed
antibacterial activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Bacillus
cereus, with MIC of 7.9, 62.5 and 31.2 ug/mL respectively. Through the MBC was
verified that this extract present significant bactericidal activity against the bacteria
tested. The results showed the presence of antibacterial constituents in ethanol
extract, revealing potential antimicrobial effect for the three bacteria submitted to test.

KEYWORDS: Amaranthus viridis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus.

Enderecgo para correspondéncia:

Prof. Dr. Valdenir José Belinelo

Rua Pedro Geraldino, 613, Bairro Park Washington, Sdo Mateus, ES,
CEP 29938-050, Telefone: (27) 81425289

E-mail: belinelo@pg.cnpg.br ou belinelo1@yahoo.com.br

INTRODUGAO

A familia Amaranthaceae contem 160 géneros e cerca de 2.400 espécies,
sendo que a maioria € herbacea ou subarbusto, e poucas sao arvores. Trata-se de
uma familia cosmopolita com espécies encontradas em todos os continentes. O
género Amaranthus possui varias espécies com valor nutricional e medicinal, tais
como a A. blitum, A. spinosus e A. tricolor ou A. mangostanus, originarias da Asia. A
espécie A. caudatus é originaria da América do Sul, principalmente das regides
andinas. A A. cruentus ou A. paniculatus é natural da Guatemala, Ameérica Central,
as espécies A. leucocarpus ou A. flavus é encontrada no México, e a A. retroflexus
na Ameérica do Norte. As espécies A. dubius, A. deflexus e a A. hybridus sao naturais
da América do Sul, e A. viridis ou A. gracilis da Africa (TEUTONICO & KNORR,
2011; LORENZI & MATOS, 2008).

Nos estudos realizados com Amaranthus spinosus verificou-se a presencga de
7-p-coumaroilapigenin-4-O-beta-D-glucopiranosideo, espinosideo, xilofuranosiluraci-
la, beta-D-ribofuranosiladenina, hidroxicinamatos, glicosideos de quercetina e
caempferol, betalainas, betaxantina, betacianina, amarantina e isoamarantina,
gomphrenina, betanina, beta-sitosterol, glicosideo de beta-sitosterol, estigmasterol,
acido linoleico, rutina e beta-caroteno (SURYAVANSHI et al., 2007; ODHAVA et al.,
2007; BARMINAS et al., 1998).

O wuso de extratos vegetais e fitoquimicos de conhecida atividade
antimicrobiana adquire grande significado no tratamento terapéutico de uso topico e
sistémico. Varios estudos tém sido realizados em diferentes paises, para comprovar
a eficacia de produtos naturais de origem vegetal, com o objetivo de se obter fontes
alternativas ao uso de farmacos obtidos por sintese, dos quais muitos micro-
organismos ja apresentam resisténcia (DJIPA et al., 2000; BELINELO et al., 2001;
FERESIN et al., 2001; KHAN et al., 2001; AKINPELU e ONAKOYA, 2006; CHOPRA
et al., 2007, SILVA et al., 2010; PADILHA et al., 2010; SANTOS et al., 2011).
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O uso de extratos de plantas e fitoquimicos com fins terapéuticos € uma das
mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. De acordo com a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima-se que 65-80% da populagdo dos
paises em desenvolvimento dependem das plantas medicinais como unica forma de
acesso aos cuidados basicos de saude (SIMOES et al., 2007).

Embora as industrias farmacéuticas tenham produzido um expressivo numero
de novos antibioticos nas ultimas cinco décadas, a resisténcia microbiana a essas
substancias também aumentou. Geneticamente, as bactérias adquirem e transmitem
resisténcia a antibioticos, assim como também a agrotéxicos (SILVA, 2010). A
resisténcia microbiana é crescente enquanto o desenvolvimento de novos farmacos
€ lento. Deste modo é importante adotar medidas para enfrentar o problema, entre
elas a do controle no uso de antibidticos, a do desenvolvimento de pesquisas para
uma melhor compreensdo dos mecanismos genéticos da resisténcia microbiana e
da continuagdo dos estudos acerca de novos farmacos, sintéticos ou naturais
(NASCIMENTO et al., 2000).

O Amaranthus viridis L. (ou A. gracilis), popularmente conhecido por caruru,
caruru-de-mancha, caruru-verde, bredo, amaranto-verde, caruru verdadeiro (Figura
1), € uma erva anual, ereta, de 40 a 100 cm de altura, pouco ramificada,
ligeiramente pigmentada, com hastes grossas e um tanto carnosas. Multiplica-se
apenas por sementes. E uma planta originaria da Africa que se adaptou plenamente
as condicbes edaficas e estd distribuido em todo o territério brasileiro, onde
atualmente é considerada uma planta daninha (LORENZI & MATOS, 2008;
TEUTONICO & KNORR, 2011).

Devido a necessidade de desenvolvimento de farmacos contra micro-
organismos resistentes aos atuais antibidticos, merece atengéo o estudo de extratos
biologicamente ativos isolados de espécies vegetais, semelhante ao estudo
realizado nesta pesquisa com Amaranthus viridis L. (Amaranthaceae).

FIGURA 1. Amaranthus viridis L. (Amaranthaceae)

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, vol.7, N.12; 2011 P&g. 3



OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi avaliar as classes fitoquimicas e a atividade
antibacteriana do extrato etandlico de folhas de Amaranthus viridis L.
(Amaranthaceae).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal. Amaranthus viridis L. (Amaranthaceae) foi coletado no campus da
Universidade Federal do Espirito Santo, Sdo Mateus, ES. As folhas foram lavadas,
transferidas para estufa de secagem a 40 = 5 °C, e posteriormente moidas e
armazenadas em recipiente de vidro hermeticamente fechado.

Obtencao do extrato e triagem farmacognéstica. Para obtencdo do extrato
etanodlico, o p6 de Amaranthus viridis (50 g) foi triturado juntamente com etanol
bidestilado 96 °GL (500 mL), em turboextrator (liquidificador industrial), durante 30
minutos, com intervalos de 5 minutos, em duplicata. A solucéo resultante foi filtrada
em tecido de malha fina (voil), depois em papel de filtro e, novamente em papel de
filtro inserido em funil de Buchner acoplado a kitassato, neste caso sob pressao
reduzida. O extrato foi concentrado em evaporador rotativo, refrigerado e
posteriormente submetido a liofilizagdo durante 72 horas, obtendo-se 3,6% (m/m) de
extrato etandlico. A triagem fitoquimica do extrato para as classes quimicas:
saponinas, acidos organicos, agucares redutores, polissacarideos, fendis e taninos,
flavondides, alcaldides, glicosideos cardiacos, esterdides, triterpendides e
carotendides, foi realizada conforme a literatura (BARBOSA, 2004).

Ensaios antibacterianos. Os testes antibacterianos foram realizados por
microdiluicdo em caldo Mdueller-Hinton de acordo com metodologia padrdo para
bactérias por microdiluicdo (NCCLS, 2003). O inéculo foi preparado com cepas
Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus
cereus (ATCC 11778), mantidas em agar Mueller-Hinton, em temperatura de 35 + 2
°C por 24h. O indéculo foi preparado em solugdo salina, cuja suspensdo foi
padronizada pelo tubo 0,5 na escala Mc Farland, para se obter suspensdo com
1,0x10% a 5,0x10® UFC/mL. Os testes foram realizados em microplacas de 96 pogos
(8 fileiras de 12 pogos), nas concentragcées de 1000,0; 500,0; 250,0; 125,0; 62,5;
31,2; 15,6; 7,8 e 3,9 ug/mL, para determinagdo da concentragao inibitéria minima
(CIM). Para garantir a auséncia de contaminantes ou a ineficiéncia do meio para o
crescimento bacteriano, os trés ultimos pocos foram destinados ao controle do meio,
extrato e da bactéria em questdo. O experimento foi realizado em quintuplicata (5
primeiras fileiras) com incubagéo a 35 + 2 °C por 24h para determinacéo da CIM. O
controle positivo foi realizado com tetraciclina (30,0 pg/mL), amicacina (30,0 pg/mL)
e azitromicina (15,0 pg/mL) nas trés ultimas fileiras. A concentragdo bactericida
minima (CBM) foi realizada em placas com agar Mueller-Hinton, apos leitura da CIM
nos pog¢os onde nao foi observado crescimento bacteriano.

A anadlise estatistica foi realizada utilizando teste de analise de variancia,
considerando significativos os valores para p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem fitoquimica do extrato das folhas de Amaranthus viridis L.
(Amaranthaceae) indicou a presenca dos constituintes biologicamente ativos:
saponinas, fendis e taninos, flavonoides, alcaldides, glicosideos cardiacos,
esterdides e triterpendides, mostrando semelhanca com o trabalho desenvolvido por
MAIYO et al. (2010) no qual verificaram os constituintes fitoquimicos e a atividade
antimicrobiana dos extratos com hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol
da folhas das espécies Amaranthus hybridus, Amaranthus spinosus e Amaranthus
caudatus.

Compostos das classes dos flavonoides, terpendides e taninos tém
apresentado atividade antimicrobiana (MENDOZA et al., 1997; AURELLI et al., 1992;
COWAN, 1999; STERN et al., 1996; SIMOES et al., 2007). Segundo SCALBERT
(1991), o mecanismo de acgdo antimicrobiana dos taninos €& explicado por trés
hipéteses: (1) taninos inibem enzimas bacterianas e fungicas e/ou se complexam
com os substratos dessas enzimas; (2) a agdo dos taninos sobre as membranas
celulares dos micro-organismos, modificando seu metabolismo, e (3) fundamenta-se
na complexacao dos taninos com ions metalicos, diminuindo a disponibilidade de
ions essenciais para o metabolismo microbiano.

Através dos testes com o extrato etandlico de Amaranthus viridis L. verificou-se
atividade antibacteriana em relacéo a Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Bacillus cereus (ATCC 11778), com CIM de 7,9; 62,5 e 31,2
Mg/mL respectivamente (Tabela 1). Pelo teste em placa para determinacao CBM,
constatou-se a propriedade bactericida do extrato de Amaranthus viridis.

TABELA 1. Atividade antibacteriana do extrato etandlico de Amaranthus viridis L.
(Amaranthaceae) contra bactérias patogénicas, determinada pelo
método de microdiluigdo, nas concentragdes 1000,0 a 3,9 ug/mL

Substancia Escherichia coli Staphylococcus aureus Bacillus cereus
(ug/mL) ATCC 8739 ATCC 25923 ATCC 11778
Mg CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Controle’ - - - - - -
Controle? + + + + + +
Controle® - - - - - -
Extrato 7,9 7,9 62,5 125,0 31,2 31,2
Amicacina* - - - - - -
Azitromicina* + + - - - -
Tetraciclina* - - + + + +

'Controle do extrato/droga; 2Controle microorganismo; *Controle caldo Mueller-
Hinton; “Controle antibacteriano amicacina e tetraciclina (50 ug/mL) e azitromicina
(15 pg/mL); (-) Auséncia de crescimento microbiano, (+) Crescimento microbiano;
ATCC: America Type Culture Collection
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Este estudo corrobora a importancia do estudo de plantas para a descoberta de
novos principios ativos, conforme descrito por LOGUERCIO et al. (2005) no estudo
com extrato hidro-alcoodlico de folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels (jamboldo), no
qual verificaram 100 % de inibicdo de micro-organismos de importancia patogénica
para animais e humanos: S. aureus, S. intermedius, B. cereus, Corynebacterium sp,
Rhodococcus equi, S. Canis, E. coli, Salmonella typhi, S. cholerasuis, Pseudomonas
aeruginosa e Proteus sp. Na Nigéria, foi avaliada a atividade antibacteriana de
extrato metandlico e de fracbes aquosas da casca de caule de Parkia biglobosa. Os
extratos desta planta foram ativos contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. De acordo com os autores, este fato
esta relacionado com a presenca de metabdlitos secundarios, tais como taninos,
flavondides, saponinas e alcaldides (UDOBI et al., 2010).

GONCALVES et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
hidro-alcodlicos, obtidos de 17 espécies de arvores nativas do Brasil, destacando-se
extratos de Bixa orellana, Psidium guajava e Anacardium occidentale. Uma
acentuada atividade contra Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella
sonnei, Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. coagulase-negativa, foi
observada utilizando extrato de Mimosa tenuiflora. Os extratos de Stryphnodendron
adstringens e de Eugenia uniflora foram ativos contra Escherichia coli, Providencia
spp., Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus spp.

CONCLUSAO

As folhas de Amaranthus viridis L. (Amaranthaceae) contém varios
constituintes biologicamente ativos. O extrato etandlico desta espécie mostrou
atividade antimicrobiana para Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Bacillus cereus (ATCC 11778), com CIM iguais a 7,9, 62,5 e 31,2
pMg/mL respectivamente, além de apresentar atividade bactericida determinada
através determinacdo da CBM no teste em placa. Esta pesquisa confirmou a
importancia etnofarmacologica deste vegetal, que na medicina popular é usada
contra eczemas causados por S. aureus € blenorragia (N. gonorrhoeae).
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