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RESUMO: Fracionamento e analise microbioldgica da Cunila microcephala Benth.

(LAMIACEAE)

Cunila microcephala Benth. é uma planta medicinal conhecida popularmente como Poejinho,
sendo muito utilizada na regido sul do Brasil. Dentre seus principais usos populares,
destacam-se as atividades: antitussigena, estimulante, antiespasmddica e infecgoes
respiratdrias. Foram realizados testes para avaliar o extrato bruto, o infuso, o 6leo essencial e
as fracdes (diclorometano, acetato de etila e butanol) com o objetivo de analisar a atividade
antimicrobiana de Cunila microcephala Benth. frente a quatro bactérias. Os resultados foram
significantes para o extrato bruto, fragdes (diclorometano e acetato de etila) e o 6leo essencial
em relacdo a Staphylococcus aureus. A partir destes resultados, determinou-se a concentracao
inibitéria minima (CIM) destes extratos e constatou-se que o extrato bruto possui uma
atividade antimicrobiana interessante, apresentando CIM de 12,5 mg/mL. As fragcdes de
diclorometano e acetato de etila apresentaram respectivamente CIM de 25 mg/mL e 100

mg/mL.
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PALAVRAS-CHAVE: Cunila microcephala, planta medicinal, atividade antimicrobiana,

fitoquimica.

ABSTRACT: Fractionation and microbiological analysis of Cunila microcephala Benth.

Cunila microcephala Benth. is a medicinal plant popularly known as Poejinho, being really
used in the South of Brazil. Among its main useful of the population, we stands out the
antitussive activity, stimulant, antispasmodic and respiratory infections. Tests were conducted
to assess the gross extract, the infusion, the essential oil and its fractions (dichloromethane,
ethyl acetate and butanol) in order to analyze the antimicrobial activity of Cunila
microcephala Benth. against four bacterial components. The results were relevant for the
gross extract, fractions (dichloromethane and ethyl acetate) and the oil essential in relation to
Staphylococcus aureus. From these results, we determined the minimum inhibitory
concentration (MIC) of these extracts and it was found that the gross has an interesting
antimicrobial activity, with MIC of 12.5 mg/mL. The fractions of dichloromethane and ethyl

acetate respectively presented MIC of 25 mg/mL and 100 mg/mL.

KEYWORDS: Cunila microcephala, medicinal plant, antimicrobial activity, phytochemistry.

RESUMEN: Fraccionamiento y analisis microbiolégica de Cunila microcephala Benth

(LAMIACEAE)

Cunila microcephala Benth, es una planta medicinal conocida popularmente como
“Poejinho”, muy utilizada en la regién del Sur de Brasil. Entre sus principales usos
populares, se destacan la actividad antitusigena, estimulante, antiespasmddica e infecciones

respiratorias. Fueron realizados testes para evaluar el extracto bruto, la infusién, el aceite



esencial y las fracciones (diclorometano, acetato de etilo y butanol) con el objetivo de analizar
la actividad antimicrobiana de Cunila microcephala Benth, ante las cuatro bacterias. Los
resultados fueron significativos para el extracto bruto, las fracciones (diclorometano, acetato
de etilo) y aceite esencial con relacion a la Staphylococcus aureus. Apartir de estos resultados,
se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) de estos extractos y se constatd que
el extracto bruto posee una actividad antimicrobiana interesante, presentando CIM de 12,5
mg/mL. Las fracciones de diclomerato y acetato de etilo presentan respectivamente CIM de

25 mg/mL e 100 mg/mL.

PALABRAS CLAVES: Cunila microcephala Benth, planta medicinal, actividad anti micro-

biana, fitoquimica.

INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas como medicamentos e alimentos pela humanidade € tao
antiga quanto a histéria do homem. O processo de evolu¢do da chamada “arte da cura” deu-se
de forma empirica, em processos de descobertas por tentativas, erros e acertos. Desta forma,
0s povos primitivos propiciaram a identificacdo de espécies e de géneros vegetais, bem como
das partes dos vegetais que se adequavam ao uso medicinal W,

Estudos recentes indicam um aumento na utilizacdo de plantas como fonte
alternativa ou complementar ao uso de medicamentos sintéticos @ Este ¢ um avango
positivo, pois as potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe de estar

esgotadas, devido ao desenvolvimento social e econdmico baseados nos recursos renovaveis
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Estes recursos renovaveis sdo amplamente utilizados na regido de Criciima-SC,

onde a extracdo de carvdao é umas das principais atividades econdmicas da regido, a qual
tornou-se destaque no cendrio brasileiro @ Toda esta extracdo, acarretam em residuos no
ambiente, o que acaba resultando em doencas respiratérias ocupacionais tais como,
pneumoconiose, bronquite, fibrose pulmonar, interferindo relativamente na qualidade de vida
das pessoas ©_ Todos estes fatores contribuem para que a populacdo recorra as plantas
medicinais para o tratamento de suas enfermidades e assim, podendo usurfruir dos indmeros

recursos que a natureza disponibiliza. Albuquerque et al (2007) ©

afirma que o Brasil ndo s6
tem um dos niveis mais altos do mundo em biodiversidade, mas também tem uma enorme
diversidade cultural e um repertério ainda sub-utilizado de plantas com valor econémico
potencial.

Entre toda esta diversidade, encontra-se a planta medicinal Cunila microcephala
Benth., pertencente 2 familia Lamiaceae. E uma erva rasteira, conhecida popularmente como
Poejinho, nativa da regido sul do Brasil, Argentina e Uruguai. O Poejinho possui cheiro
aromético, sabor quente e fracamente amargo. O 6leo essencial apresenta composicao quimica
bastante diversificada. As folhas e flores sdo usadas popularmente na forma de chd como
estimulante, antiespasmédico, no tratamento de tosses cronicas e infecgdo respiratéria .

Atualmente existem poucos estudos referentes a atividade antimicrobiana de C.
Microcephala. Com base neste contexto regional o presente trabalho realizou o fracionamento

do extrato bruto com solventes de polaridades diferentes com o objetivo de analisar a

atividade antimicrobiana. O infuso e o 4leo essencial também foram avaliados.

METODOLOGIA

Material vegetal



Foram utilizadas as folhas jovens de Cunila microcephala, para anélise. O
material foi coletado no municipio de Grao-Pard/SC (28° 13° 58,77 S e 49° 17" 58,9” W) e
uma exsicata da planta, previamente identificada pela botinica Dra. Vanilde Citadini Zanette,
encontra-se armazenada no Herbdrio Pe. Dr. Raulino Reitz da UNESC, com registro CRI

7620.

Preparacao dos extratos

As folhas foram lavadas em &4gua corrente, dessecadas em estufa a 60°C e
trituradas com auxilio de um moedor de facas.

O extrato para fracionamento liquido-liquido foi preparado por maceragdo através
de solvente hidroalcoolico com dlcool 70% na propor¢do de 1:5 (p/v). Este permaneceu em
repouso por 15 dias, foi filtrado, obtido a tintura e posteriormente o solvente foi eliminado
com auxilio do rota-evaporador formando o extrato bruto .

Para a realizacdo do fracionamento liquido-liquido foram colocados em uma péra
de separacdo 4,2 g de extrato mole dissolvidos em 100 mL de dgua. Particionou-se a mistura
com 3 solventes diferentes (acetato de etila, butanol e diclorometano). As fra¢des foram
evaporadas em rota-evaporador ®.

A extracdo do O6leo essencial foi executada empregando a técnica de
hidrodestilacdo utilizando o aparelho Clevenger @ A preparacdo da infusdo foi realizada na
proporcio de 1g para 10 mL de dgua destilada fervente .

Todos estes procedimentos foram realizados no Laboratério de Plantas Medicinais

(LaPlaM) da UNESC.

Avaliacao da atividade antimicrobiana
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Foram semeados os microorganismos Staphylococcus aureus (ATCC25923),
Escherichia coli (ATCC25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC700603) e Salmonella
typhimurium (ATCC14028) em 4gar PCA em placas de petri. Foram testados o extrato bruto,
o Oleo essencial, o infuso e as fracOes (diclometano, butanol e acetato de etila) na
concentracio de aproximadamente 100 mg/mL. Deixou-se na estufa por 24 horas a 37° C 1°.
A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada através de testes de
dilui¢do seriada em caldo. Pesou-se o extrato bruto e as fragdes (diclorometano e acetato de
etila) na concentracdo de 100 mg/mL 19 Foram testadas as amostras em duplicata nas
concentracdoes de 100 mg/mL; 50 mg/mL; 25 mg/mL; 12,5 mg/mL; 6,25 mg/mL e 3,125
mg/mL. O meio utilizado para incubacdo foi Agar LB 10x, dgua estéril e a bactéria
Staphylococcus aureus (ATCC25923). Colocou-se em agitacdo por 24 horas a 37°C em
estufa. Todas as concentracdes foram diluidas e testou-se em placa de agar PCA, onde
permaneceu por 24 horas a 37°C em estufa ",
Estas andlises foram realizadas no Laboratério de Biomateriais e Materiais

Antimicrobianos (LADEBIMA) no I-Parque/UNESC com a colabora¢do do professor Dr.

Claus Troger Pich.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato bruto, o infuso, as fracdes e o 6leo essencial foram inoculados em dgar
PCA. Foram selecionadas quatro bactérias, sendo uma delas gram positiva e trés gram
negativas. Os resultados produziram pequenas zonas de inibicdo, que estdo dispostos em
milimetros (mm) de didmetro na tabela 1.

Foi possivel observar que os extratos com cardter mais polar como butanol e dgua,

ndo tiveram resultados tdo significantes. A infusdo teve uma leve inibicdo sobre



Staphylococcus aureus, e a fragdo butandlica ndo inibiu o crescimento de nenhuma das
bactérias em questdo. As fracdes obtidas com solvente de polaridade intermedidria e solvente
mais apolar representados respectivamente pelo acetato de etila e diclorometano, formaram
um pequeno halo de inibi¢cdo em relagdo ao crescimento de Staphylococcus aureus. Apesar
desta inibi¢do ndo ser tdo significante, € interessante ressaltar e comparar com a fragdo polar
obtidas com o butanol e a infusdo. Outros trabalhos ja demonstraram que os mecanismos de
acdo das moléculas antimicrobianas provavelmente estdo relacionados ao cardter lipofilico
dos compostos, devido a maior capacidade de transpor a membrana celular da bactéria pelo
processo de difusdo passiva, assim penetram na membrana da bactéria e acabam destruindo-a
(12,13)

Além disso, j4 foi constatado que solventes menos polares como diclorometano e
acetato de atila possibilitam a extracdo de grupos esteréides como lipidios, cumarinicos,

A ‘- 14,1
lactonas sesquiterpénicas e terpendides **'?

, bem como tem sido demonstrado que os
terpenos sao ativos contra diversos microorganismos. No entanto, seu mecanismo de acdo nao
estd completamente elucidado, porém acredita-se que envolve a ruptura da membrana celular
da bactéria por estes compostos lipofilicos 18

Portanto a fracdo diclorometanica e de acetato de etila s@o responsaveis pela
extracdo de compostos apolares fendlicos como: flavondides, cumarinas, cromenos,
benzofuranos, xantonas, quinonas e taninos, o que justificaria a formacao do halo de inibi¢dao
no teste frente a bactéria Staphylococcus aureus, convergendo com a literatura (17.18)

Outra considera¢ao importante € em relacdo ao resultado de 6 mm de inibicao
sobre Staphylococcus aureus do extrato bruto de C. microcephala, obtido com 19,87% de
rendimento. Neste caso podemos sugerir uma atividade sinérgica dos compostos. Segundo

Kalluf ", as moléculas das plantas medicinais formam um complexo e produzem um grupo

de substancias quimicamente afins cuja atividade conjunta explica as acdes farmacoldgicas de



uma planta medicinal, sendo esta acdo necessariamente diferente em termos qualitativos e
quantitativos, da acdo farmacoldgica dos principios ativos separadamente. Esta consideracao
pode explicar o fato de que ao separar do extrato bruto com o solvente butanol, as substancias
polares ao serem testadas ndo tiveram nenhum resultado significante em nenhuma das
bactérias.

Felisbino ? realizou um estudo com C, microcephala, onde através de reacdes de
precipitacdo e coloragdo constatou a presenca de substincias fendlicas como taninos,
cumarinas e flavondides. Neste estudo foi determinado o doseamento de polifendis totais,
sendo o teor encontrado de 0,65%. Estas moléculas tém recebido uma grande atenc¢do nos

(20

dltimos anos devido as suas fungdes bioldgicas *”, incluindo a atividade antioxidante,

1) (22,

antiinflamatodria, anticarcinogénica, antialérgica ', imunomoduladora e antimicrobiana

2 . 1 o~
3. Estudos afirmam que dentre os compostos fendlicos que correm nas plantas, ja sdo

(24)

conhecidos 8000 compostos diferentes desta classe , € que estes quando testados

isoladamente apresentam inibicdo sobre muitas espécies de bactérias gram positivas € gram
negativas .

Sobre o 6leo essencial, obtido com 0,19% de rendimento, este apresentou melhor
atividade microbioldgica. O dleo atuou sobre a bactéria Staphylococcus aureus com halo de
12 mm de didmetro, como também atuou sobre Escherichia coli, a bactéria gram negativa
testada, apresentando 4 mm de halo de inibi¢do. E interessante ressaltar que o éleo de C.
microcephala inibiu uma das bactérias gram negativas, sendo que Klebsiela pneumoniae e
Salmonella typhimurium nao foram inibidas por nenhum dos extratos testados neste trabalho.

Segundo Bertini et al (26)

os Oleos essenciais de plantas apresentam uma atividade
antimicrobiana contra um grande nuimero de bactérias incluindo espécies resistentes a

antibidticos. A composicio quimica de dleos essenciais depende do clima, da estacdo do ano,

condic¢des geograficas e o periodo de colheita.



1 19 avaliou a atividade antimicrobiana do

Um estudo realizado por Sandri et a
6leo essencial de seis espécies do género Cunila, inclusive C. microcephala. Foram testadas
bactérias gram positivas € gram negativas totalizando um nimero de 15 microorganismos,
incluindo Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium e Escherichia coli. Os resultados
deste estudo indicaram que dentre o género Cunila, a espécie Cunila galioides foi a que
apresentou os resultados mais interessantes em relacdo ao halo de inibi¢do, com resultados
superiores a 50 mm de didmetro frente a oito bactérias. Ja o 6leo da C. microcephala inibiu
com 6 mm de halo quatro espécies de bactérias, e ndo apresentou atividade sobre
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, o que diverge do resultado deste presente estudo.

Uma possivel explicagdo para estes resultados pode ser em relacdo a idade da

planta e a qualidade do 6leo. No estudo realizado por Sandri et al (10)

a planta foi colhida em
seu periodo de floracdo, ja neste estudo a planta foi colhida ainda jovem. Segundo a literatura
folhas jovens contém mais monoterpenos em alto estado de oxida¢do, como por exemplo, a
mentona, e as folhas que ja sdo mais velhas apresentam monoterpenos com baixo estado de
oxidag¢do, como o acetato de mentila e o mentol 2728)

Portanto, seria interessante realizar mais estudos para avaliar o 6leo de C.
microcephala em seus diversos estdgios de crescimento, e assim determinar a melhor fase de
da planta para extrair o 6leo e testar sua atividade microbiolégica.

Em relacdo a concentragdo inibitéria minima (CIM) foram analisados os extratos
que apresentaram os resultados mais efetivos no teste de difusdo em &gar, foram estes: o
extrato bruto e as fragdes de acetato de etila e diclorometano. A CIM foi determinada através
da observagio visual ®”. O gréfico 1 mostra os resultados.

Como se observa no gréfico 1 todos os extratos apresentaram diferentes valores de

inibicdo. As fragdes de diclorometano e acetato de etila exibiram concentracOes inibitdrias
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minimas de respectivamente 25 mg/mL e 100 mg/mL. Ji4 sobre o extrato bruto, foi
determinada a sua concentra¢do inibitoria minima de 12,5 mg/mL.

Ao comparar as curvas de inibicdo, pode-se observar que o extrato bruto foi o
mais efetivo na inibi¢cdo da bactéria, pois mesmo na concentracio de 12,5 mg/mL o extrato foi
capaz de inibir totalmente o crescimento. Estes resultados indicam que talvez ndo seja
somente um composto ativo o responsdvel pela atividade microbiolégica observada de C.
microcephala. Mais uma vez a sinergia pode ser a explicagdo para o resultado obtido G0

A medicina fitoterdpica contém centenas de compostos, que inclusive variam
consideravelmente em suas concentracoes. A atividade farmacoldgica dessas misturas
permanece em grande parte obscura, e é fundamental que a eficicia e seguranca sejam

conhecidos para serem aplicados com finalidades terapéuticas 18

CONCLUSAO

Neste estudo alguns dos extratos de Cunila microcephala apresentaram resultados
significantes em relacdo ao halo de inibicao sobre Staphylococcus aureus no teste de difusao
em 4gar: extrato bruto (6 mm), fracdes diclorometano (4 mm), fracdo acetato de etila (4 mm)
e o 6leo essencial (12 mm). J4 em relagc@o ao teste de concentracao inibitéria minima (CIM),
foi possivel determinar as concentragdes que inibiram 100% do crescimento: extrato bruto
12,5 mg/mL, fracdo diclorometano 25 mg/mL e fracdo acetato de etila 100 mg/mL. Seria
importante determinar também a CIM do 6leo essencial de C. microcephala. Mais estudos
sobre esta espécie devem ser realizados, bem como analisar a aplicacio em misturas
tradiconais, uma vez que isso pode permitir elucidar no futuro o desenvolvimento de novas

moléculas antimicrobianas.
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ANEXOS

Microorganismo Extrato Fracio Fracao Fracao Infusao Oleo
bruto butanol diclorometano acetato essencial

de etila

Staphylococcus 6 mm 0 mm 4 mm 4 mm 2 mm 12 mm

aureus

Escherichia coli 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 4 mm

Salmonella 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm Nao

typhimurium testado

Klebsiella 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm Nao

pneumoniae testado

Tabela 1: Zonas de inibicdo em milimetros (mm) de C. microcephala sobre quatro

microorganismos.
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Grafico 1: Curva de inibicio de crescimento do extrato bruto® e das fracdes (diclorometano® e

acetato de etila®) de C. microcephala (Benth.) frente a bactéria Staphylococcus aureus.

Legenda: a: R”: 1,000; b: R%::0,9992; c: R%: 0,9953.



