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Triagem fitoquimica e avaliagao da atividade antibacteriana de extratos das flores de
Sambucus nigra L. (Caprifoliaceae)
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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo realizar a triagem fitoquimica e avaliar
a atividade antibacteriana de extratos das flores de Sambucus nigra L. Os extratos; aquoso
(10 %), etandlico (5 %) e Acetato de etila (5 %) foram submetidos a testes colorimétricos para
triagem fitoquimica e a avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de
disco-difusdo em agar. Os resultados mostraram que nas concentracdes de 6 e 12 mg o extrato
aquoso apresentou halos significativos de inibicao para Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Streptococcus pyogenes, poréem, quando comparado aos medicamentos usados
como referéncia a atividade nao foi satisfatéria, e, ainda, evidenciou a auséncia de inibicao
para todas as cepas testadas com o aumento da concentracdo para 18 e 24 mg. A analise da
triagem fitoquimica evidenciou a presenca de flavonoides com intensa reagao de cor no extrato
aquoso e etandlico, e de fraca intensidade no extrato acetato de etila. Nos mesmos extratos,
pelos testes realizados, nao foram detectados taninos, saponinas, antraquinonas e alcaloides.
Concluiu-se que o extrato aquoso apresentou melhor efeito inibitério para Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus pyogenes, porém insuficiente para promover
a inativacao eficiente quando comparado aos controles.

Palavras-chave: Sambucus nigra L., atividade antimicrobiana, Caprifoliaceae, plantas
medicinais.

ABSTRACT: Phytochemical screening and evaluation of the antibacterial activity
of Sambucus nigra L. flower extracts (Caprifoliaceae). This study aimed to perform a
phytochemical screening and to evaluate the antibacterial activity of the extracts of Sambucus
nigra L. flowers. The aqueous (10%), ethanolic (5%) and ethyl acetate (5%) extracts were
subjected to colorimetric tests for phytochemical screening and the antibacterial activity
evaluation was performed by the disk-diffusion method in agar. The results showed that in
the 6 and 12 mg concentrations the aqueous extract presented significant inhibition halos for
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Streptococcus pyogenes, but when
compared with the medicines used as a reference, the activity was not satisfactory and, besides,
it indicated the absence of inhibition for all the tested strains with the concentration increase of
18 and 24mg. The phytochemical screening analysis showed the presence of flavonoids with
intense color reaction in the aqueous and ethanol extracts, and of low intensity in the ethyl
acetate sample. In the same extracts, the tests did not detect tannins, saponins, alkaloids and
anthraquinones. It was concluded that the aqueous extract showed better inhibitory effect on
the Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Streptococcus pyogenes, but not
enough to promote an effective inactivation when compared with the medicine tests.

Keywords: Sambucus nigra L., antimicrobial activity, Caprifoliacea, medicinal plants.

INTRODUGAO

O uso indiscriminado e prolongado as medicagdes (Vargas et al., 2004), gerando um
de antimicrobianos tem levado a selegdo de sério problema de saude publica (Duarte et al.,
microrganismos patogénicos mutantes resistentes 2004). Fato esse, abre caminho para pesquisas que
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objetivem identificar novos agentes antimicrobianos
(Antunes et al., 2006; Guimaraes et al., 2010).

O uso de plantas medicinais para o
tratamento, prevengao e cura de enfermidades
acompanha o homem desde as civilizagdes
mais antigas (Firmo et al., 2011). A presencga
de importantes metabolitos secundarios e a
identificacdo de compostos biologicamente ativos
(Duarte et al., 2004; Calixto, 2005), faz das plantas
medicinais uma alternativa muitas vezes eficaz para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
para o tratamento de doengas infecciosas (Ming,
1998; Vargas et al., 2004; Loguercio et al., 2005;
Calixto, 2005; Carvalho et al., 2014).

Entre os anos de 1981 e 2002, das
877 novas moléculas introduzidas no mercado
farmacéutico, 49% eram substancias isoladas a
partir de produtos naturais (Newman et al., 2003).
No ano de 2010, os fitoterapicos representavam
aproximadamente 15% do capital da industria
farmacéutica mundial (Niero, 2010).

Sambucus nigra L. € uma planta arbustiva
de origem europeia cultivada no sul do Brasil, e
que possui propriedades semelhantes a espécie
Sambucus australis (Cham. et Schlecht.). Ha
registro de seu uso na Idade da Pedra, por gregos
e romanos, sendo cultivada até os dias atuais
(Lorenzi & Matos, 2008). Seus frutos, folhas, casca,
entrecasca e raizes sdo amplamente utilizados na
medicina tradicional em raz&o de suas propriedades
terapéuticas (diurética, antipirética, anti-séptica,
cicatrizante, anti-inflamatdria e contra problemas
respiratérios) identificadas (Lorenzi & Matos, 2008;
Guarrera, 1999). A infusdo das flores é utilizada
para diminuir inchaco e irritagdes oculares, diminuir
desconfortos gastrointestinais, estimular a secregéao
brénquica, no tratamento da tosse e asma, além
de possuir agao diurética (Guarrera, 2005). Sabe-
se ainda, que estudos realizados com extratos da
entrecasca e raizes dessa planta, evidenciaram
uma importante atividade antiviral para o virus
Influenza humano tipo A e tipo B (Zakay-Rones
et al., 1995) e para o virus da imunodeficiéncia
felina, um virus de escolha para estudos que visam
a analise da patogénese, desenvolvimento de
vacinas e alternativas de tratamento para o virus
da imunodeficiéncia humana, respectivamente
(Manganelli et al., 2005).

Assim como para avaliagdo da atividade
antiviral, estudos que avaliam a possivel atividade
antimicrobiana frente a microrganismos de grande
importancia clinica dessa planta sdo escassos
(Hearst et al., 2010), fato que justifica a proposta
dessa pesquisa de avaliar a atividade antibacteriana
e realizar a triagem fitoquimica do extrato aquoso
(EA), extrato etandlico (EE) e extrato acetato de etila
(EACc) das flores de Sambucus nigra L.

MATERIAL E METODO

As flores de Sambucus nigra L. foram
adquiridas no estado seco no comércio de Toledo,
Parana, bem como o laudo técnico da identificagdo
botanica e controle de qualidade do material vegetal,
(Lote SABUO10712, Data de fabricagdo 01.05.12 e
validade de 3 anos). Foram trituradas até obtengao
de um fino pé para entao serem conservadas em
frasco hermeticamente fechado e ao abrigo da luz.

O Extrato aquoso (EA) a 10 % foi preparado
pelo infuso com o p6 das flores em agua deionizada
(Freitas & Bacchi, 1992) e o extrato etandlico (EE)
a 5 % e o extrato acetato de etila (EAc) a 5 %
pela maceragao das flores em pd nos respectivos
solventes (Freitas & Bacchi, 1992).

Atriagem fitoquimica foi realizada seguindo
0s métodos colorimétricos descritos por Goyal et al.,
(2010) para a observacéo de taninos, saponinas,
flavonoides, antraquinonas e alcaloides.

O teste de avaliagado de atividade
antibacteriana foi realizado pelo método de disco-
difusdo em agar (Bauer et al., 1966). Para os testes
de disco-difusao, discos de papel filtro (discos
testes) de seis mm de didmetro, foram esterilizados
em autoclave, e individualmente impregnados com
10 e 20 pl dos extratos nas concentragdes de 6 € 12
mg respectivamente, e levados para a estufa por 2
horas a 37°c para evaporacgao total dos solventes.
Os mesmos volumes de Etanol PA e Acetato de
etila PA foram acrescidos em discos de papel
filtro para o preparo dos controles do EE e EAc
respectivamente, e de agua deionizada esterilizada
para os controles negativos. Discos testes adicionais
de EAforam impregnados com 30 e 40 pl do extrato
nas concentragoes 18 e 24 mg, e levados para a
estufa por 2 horas a 37°c para evaporagéo total do
solvente.

Os discos testes foram analisados
frente a cepas padronizadas de Staphylococcus
aureus (ATCC 25922), Escherichia coli (ATCC
25923), Salmonella typhimurium (NEWP 0015),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Streptococcus pyogenes (NEWP 0015). As cepas
foram semeadas em agar Mueller-Hinton e incubadas
a 37°C por 24 horas em estufa bacteriologica. A
determinagéo da concentragdo de microrganismos
inoculados por placa foi realizada por analise de
turbidez, pela comparagéo da suspenséao preparada
(1 mL em solucéo salina estéril 0,9% + cepas), com
a escala nefelométrica de MacFarland 0,5% (1,5 X
10s UFC/mL) (Bauer et al., 1966; NCCLS, 2003).

Medicamentos referéncias; amoxicilina (10
mcg), vancomicina (30 mcg), tetraciclina (30 mcg),
ceftriaxona (30 mcg) e penicilina G (10 mcg) foram
utilizados como padrdes de interpretagéo para cada
microrganismo testado e a agua deionizada estéril
foi o controle negativo.

Rev. Bras. Pl. Med., Campinas, v.17, n.4, supl. lll, p.1049-1054, 2015.



Apos o periodo de incubacéo, os diametros
dos halos de inibicdo para cada concentragao
foram interpretados de acordo com os critérios de
interpretacao preconizados pelo NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, 1997,
2000a e 2000b). Foi classificado como positivo, o
extrato que apresentou halo de inibigdo maior ou
igual a 9 mm (Sménia et al., 1995).

Todos os ensaios foram realizados em
triplicata e a avaliagéo estatistica foi realizada com
software GraphPad Prism 5 pelo teste ANOVA. Os
resultados foram expressos como média + desvio
padrédo da média, e quando f foi significativo, as
diferencas entre as médias foram avaliadas com
valor de p corrigido para o teste de Tukey. O nivel
de significancia avaliado foi de p< 0.05.

As analises das variaveis foram tabuladas
e transcritas para Microsoft Excel 2010.

RESULTADO E DISCUSSAO

Aanalise da triagem fitoquimica evidenciou
a presenca de flavonoides; com intensa reacéo
de cor (+++) nos EA e EE, e de fraca intensidade
(+) no EAc (Tabela 1). Esse resultado confirma a
informagao fornecida no laudo de identificacéo da
espécie comercializada e de estudos que afirmam
a presenca de flavonoides (> 3,0%), especialmente
a rutina (1,5% a 3,5%) e quercetina (1,51%) como
principais constituintes das flores de Sambucus
nigra L. (Charaux, 1924; Davidek, 1961; Shoaib et
al., 1972; Newall et al., 2002; Veberic et al., 2009;
Hearst et al., 2010).

Flavonoides estdo associados as agdes
biolégicas ativas e sua presenga em plantas esta
diretamente relacionada a significativa atividade
antimicrobiana (Schlemper et al., 1998; Sartori
et al., 2003; Andrade et al., 2005; Calixto, 2005),
consequéncia da sua capacidade em formar
complexos extracelulares, solubilizar proteinas, e
quando mais lipofilicos, penetrar com mais facilidade
nas membranas celulares promovendo uma lise
microbiana eficaz (Ahmed et al., 2005; Sobrinho,
2013). Nos flavonoides, a afinidade de seus grupos
fendlicos hidroxilo por proteinas, permite que atuem
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como inibidores de enzimas tanto em bactérias
Gram - negativas como em Gram- positivas,
interferindo nas suas vias de sintese, inibindo seu
desenvolvimento (Sato et al., 1996; Alcaraz et al.,
2000; Avila et al., 2008; Sobrinho, 2013; Li et al.,
2012; Sato et al., 1996).

Os halos formados no meio de cultura
refletem o potencial inibitério do extrato em
relacdo as bactérias testadas; portanto, a atividade
antibacteriana do extrato é diretamente proporcional
ao didmetro do halo de inibi¢do. Extratos classificados
como muito ativos, apresentam halos inibitérios de
treze a dezoito mm, extratos ativos formam halos
entre nove e doze mm e os inativos, halos de nove
mm ou menos (Alves et al., 2000). O presente estudo
evidenciou que o EA na concentragdo de 12 mg,
apresentou atividade antibacteriana classificada
como muito ativa, frente as cepas de Staphylococcus
aureus, e ativa para Pseudomonas aeruginosa e
Streptococcus pyogenes, bactérias invasivas e
nocivas ao homem (Trabulsi & Althertum, 2008). A
inibicao foi significativa apenas para Staphylococcus
aureus (p < 0,001) na concentragdo de 12 mg
(Tabela 2).

Com o aumento da concentragdo do EA,
acreditou-se que a atividade antibacteriana se
mantivesse estavel ou mais evidente, mas com a
elevagao a atividade inibitéria diminuiu, com halos
de inibicdo praticamente ausentes para todos os
microrganismos na concentragdo de 24 mg (Tabela
2). Essa diminuicéo da atividade bioldgica pode estar
relacionada com o aumento da toxicidade da planta,
resultado do aumento da concentragdo, ou ainda,
da interagdo de seus metabdlitos (Brito et. al., 1996;
Hearst et al. 2010). Nao foram encontrados estudos
que avaliem o grau de toxicidade de Sambucus nigra
L. O uso indiscriminado, sem ter conhecimento de
fato das propriedades cientificamente comprovadas
de plantas pode ocasionar alteragbes graves na
saude do individuo (Hostettmann et al., 2003).
Estudos mostram que aproximadamente 26% das
plantas consideradas medicinais que passaram por
ensaios de toxicidade, tiveram a comprovagao dessa
atividade, evidenciando que ao invés de promover o
bem estar, podem provocar graves danos a saude

TABELA 1. Triagem fitoquimicado extrato aquoso (EA), extrato etandlico (EE) e extrato acetato de etila (EAc)

obtidos das flores de Sambucus nigra L.

Compostos EA EE EAc
Taninos - - -
Flavonoides +++ +++ +
Saponinas - - _

Antraquinonas -
Alcaloides -

Legenda: Intensidade da reacao colorimétrica classificada como; reagéo intensa (+++), moderada (++) fraca (+) e ausente (-).
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TABELA 2. Valores das médias (mm) = Desvio Padrdo dos halos inibitérios, do extrato aquoso (EA) nas
concentragdes de 6, 12, 18 e 24 mg, e do extrato etandlico (EE) e extrato acetato de etila (EAc) nas concentragdes

de 6 e 12 mg, obtidos das flores de Sambucus nigra L.

Extrato -Concentragao SA PA ST SP

EA -6 mg 8,0+ 0,00 6,0 £ 0,00 10,0 £ 0,00 6,7 +1,15 8,7+1,15
EA-12 mg 13,3+3,06*** 8,0+ 0,00 12,0 £ 0,00 8,7+1,15 11,3+1,15
EA -18 mg 0,0 £ 0,00 0,3+0,00 3,3+0,00 0,0+ 0,00 1,3 +£0,00
EA -24 mg 0,3+0,00 0,0 £ 0,00 0,7 £ 0,00 0,0+ 0,00 0,7 £ 0,00

EE - 6 mg 4,0 £ 0,00 2,0£0,00 2,3+0,58 0,0+ 0,00 4,7+0,58
EE - 12 mg 5,5+ 0,58 ** 6,0 £ 0,00*** 6,3 + 0,58*** 0,0+ 0,00 5,7 +0,58
EAc - 6 mg 0,0 £ 0,00 0,0+ 0,00 0,0+ 0,00 0,0+ 0,00 0,0+ 0,00
EAc- 12 mg 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00 0,0+ 0,00 0,0+ 0,00 0,0+ 0,00

Legenda: Os valores foram expressos em média + Desvio Padrdo. Diferenca significativa de (***) p<0,001, (**) p< 0,01 e (*) p< 0,05 —
comparado ao extrato de menor concentragéo. (SA) Staphylococcus aureus, (EC) Escherichia coli, (PA) Pseudomonas aeruginosa, (ST)

Salmonella typhimurium e (SP) Streptococccus pyogenes.

de quem faz seu uso indiscriminado (OECD, 2001).

Os halos de inibicdo do EE foram menos
significativos quando comparadas aos halos
obtidos com o EA para todos os microrganismos
testados, mesmo com o aumento da concentragao.
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli (p
< 0,001) e Staphylococcus aureus (p < 0,005)
demonstraram aumento de atividade antibacteriana
com o aumento na concentragédo do EE (Tabela 2),
porém com sensibilidade ao extrato classificada
como resistente quando comparada aos halos de
inibicao obtidos com os medicamentos padronizados
(Tabela 3). O EAc néao inibiu o desenvolvimento
de nenhum dos microrganismos testados. Esses
resultados podem ser resultantes da dificuldade de
difusdo dos extratos no meio de cultura (Violante,
2008).

A agua € um solvente polar, o acetato de
etila possui média polaridade e o etanol é classificado
como um solvente bipolar. A solubilidade de uma
substancia organica esta diretamente relacionada

a estrutura molecular, especialmente com a
polaridade das ligac6es e da espécie quimica como
um todo (Martins et al., 2013). Cocos e bacilos ndo
fermentadores de glicose foram os microrganismos
que apresentaram resultados mais expressivos de
inibicao frente aos extratos testados: Bactérias dos
géneros Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.
sdo Gram—positivas, ou seja, com parede celular
constituida de peptidioglicano (70 a 75%), que
Ihes confere uma forte carga positiva (Trabulsi &
Althertum, 2008). Pseudomonas aeruginosa € uma
bactéria Gram-negativa, que possui parede celular
composta por uma dupla camada de lipidica (uma
barreira hidrofébica adicional) sobrepondo a delgada
camada de peptidioglicanos, fato que confere a
essas bactérias uma permeabilidade parcialmente
seletiva regulada por canais proteicos, que tendem
a controlar a entrada de substancias, muitas vezes,
pelo seu tamanho (Franga & Kuster, 2009; Trabulsi &
Althertum, 2008). Nesse estudo, o solvente utilizado
que obteve resultados mais significativos (agua)

TABELA 3. Atividade antibacteriana dos medicamentos padronizados ante os microrganismos testados.

Microrganismos

Antibiéticos AS EC ST PA SP
AMO S 32 S 18 S 32 S 30 S 32
VAN R6 R6 R- R- R6
TET S 28 118 S 24 S 30 S 30
CRO S 38 S24 S 36 S 36 S 40
PEN R 22 R 14 R 16 R 16 20
CIP S 38 S28 S 36 S 38 S 40

Legenda: Antibidticos comerciais: Amoxicilina 10 mcg (AMO), Vancomicina 30 mcg (VAN), Tetraciclina 30 mcg (TET), Ceftriaxona 30
mcg (CRO), Penicilina G 10 mcg (PEN) e Ciprofloxacina 5 mcg (CIP). R= Resistente; I1= Intermediario; S= Sensivel; - (auséncia de
halo inibitério). (SA) Staphylococcus aureus, (EC) Escherichia coli, (PA) Pseudomonasaeruginosa, (ST) Salmonellatyphimurium e (SP)

Streptococccuspyogenes.
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é polar, o que pode ter favorecido o processo de
solubilizagdo de substancias quimicas presentes
nas flores de Sambucus nigra L., resultando em
uma atividade antibacteriana mais expressiva do
EA, e menos significativa e ausente para o EE e
EAc, respectivamente, frente aos microrganismos
testados.

CONCLUSOES

Aanalise da triagem fitoquimica evidenciou
a presenca de flavonoides com intensa reagao de cor
parao EAe EE e defracaintensidade parao EAc, além
da auséncia de taninos, saponinas, antraquinonas
e alcaloides em todos os extratos testados. O EA
apresentou consideravel agao antibacteriana frente
bactérias de grande importancia clinica, mesmo
que limitada. Os resultados encontrados no estudo
confirmam o uso etnomedicinal com finalidade
antibacteriana das flores de Sambucus nigra L
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