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RESUMEN
O uso excessivo de antimicrobianos tem gerado resisténcia dos microrganismos a estes, tém sido

buscadas alternativas eficazes no tratamento de doencas causadas por microrganismos resistentes ou
multirresistentes a antibiéticos, dentre essas alternativas estao as plantas, que devido ao seu conteldo
composto de efeitos colaterais tém atividade antibacteriana. O objetivo do presente estudo foi caracterizar
e determinar a atividade antibacteriana do extrato metandlico de Salix babylonica (SB) em bactérias de
importancia para a saude publica. Para obtencdo do extrato, foi utilizada a técnica de maceracao,
caracteriza¢do quimica qualitativa e quantitativa por cromatografia gasosa. Para determinar a atividade
antibacteriana, foram determinadas a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) e a caracterizagédo do extrato permitiu a identificacdo de compostos fendlicos, cumarinas,
lactonas, flavonois, quinonas, saponinas, triterpenos e compostos esteréides, além de compostos
fendlicos. Timol (0,5319 mg/ml) e Carvacrol (0,4158 mg/ml). Com relacdo a atividade antibacteriana, a
melhor atividade foi apresentada contra o Bacillus subtillis (CIM: 12,5 mg/mL e CBM: 25 mg/mL), Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus (CIM: 25 mg/mL e CBM: 50 mg/mL). Conclui-se que o extrato
metanodlico de SB pode ser uma alternativa para o tratamento de doencas causadas por bactérias
resistentes a antibiéticos ou multiresistentes.

Palavras-chave: Salix babylonica, caracterizacéo, efeito antibacteriano.

ABSTRACT
The excessive use of antibiotics, has generated resistance of microorganisms to these, have been searched
effectives alternatives for treating diseases caused by resistant or multiresistant microorganism, and within
of these alternatives are plants, which by its content of secondary compounds have antibacterial activity.
The aim on the present experiment was characterize and determine the antibacterial activity of methanolic
extract of Salix babylonica (SB) against important bacteria in public health. To obtain extract, the maceration
technique was used, qualitative and quantitative (gas chromatography) chemical characterization was
carried. For antibacterial activity, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) was determined, the characterization of the extract allowed the identification of
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phenolic compounds, coumarins, lactones, flavonols, quinones, saponins, triterpenes and steroidal
compounds, also Thymol (0.5319 mg/mL) and Carvacrol (0.4158 mg/mL). The extract showed the best
activity against Bacillus. subtilis (MIC: 12.5 mg/mL and MBC: 25 mg/mL), Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus (MIC: 25 mg/mL and MBC: 50 mg/mL). It is concluded that the methanolic extract
of SB can be an alternative for the treatment of diseases produced by resistant or multiresistant bacteria to
antibiotics.

Keywords: Salix babylonica, characterization, antibacterial effect.

INTRODUCAO

As doencas infecciosas causadas por microorganismos tém sido uma das causas mais
importantes de morte na humanidade (Lozano et al., 2012). Agentes bacterianos,
incluindo Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudonomas aeruginosa, Bacillus
subtilis e Proteus vulgaris, causaram importantes doencas infecciosas na saude publica
(Khan et al., 2013).

A introducdo de agentes antimicrobianos na medicina tem sido uma das intervencdes
mais importantes para controlar e reduzir a prevaléncia de doencas infecciosas (Alos,
2015). No entanto, uma ameaca crescente nos ultimos anos que diminuiu a eficacia
desses medicamentos é a resisténcia bacteriana aos antibiéticos; gerado porque o0s
microrganismos adquiriram a capacidade de impedir que um antimicrobiano atue contra
ele. Como resultado, os tratamentos de escolha se tornam ineficazes, as infeccdes
persistem e podem se espalhar para outros individuos (WHO, 2017).

Na maioria das popula¢cdes de diferentes paises em desenvolvimento, a humanidade
usou plantas para tratar doencas infecciosas comuns, 0 que poderia ser uma alternativa
potencial para produzir novos medicamentos de grande beneficio a saude (Renisheya et
al., 2011; Khan et al. 2013).

Uma das plantas consideradas importantes para o estudo de suas propriedades
fotoquimicas é a Salix babylonica, conhecida como salgueiro-chordo. Esta espécie
pertence ao género Salix da familia Salicaceae, Salix babylonica é uma das espécies
mais conhecidas em salgueiros, distribuidas em algumas &reas da Asia, Europa e
Ameérica; comumente usados como planta ornamental e medicinal (Wahab et al., 2018).

Existem relatos nos quais sédo evidenciadas as propriedades farmacolédgicas associadas
a avaliacdo dos extratos de folhas, cascas e caules; obtido de Salix babylonica. Entre as
propriedades fitoquimicas atribuiveis a Salix babylonica, destacam-se: atividade anti-
helmintica, anti-séptica, antiartritica, adstringente, analgésica, anticancer, antipirética,
antimalarica, antioxidante, antifungica, anti-helmintica e antibacteriana. Essas
propriedades estdo associadas ao seu conteudo de compostos secundarios, como
fendlicos totais, flavonodides, terpenos e lignanas (Sulaiman et al., 2013; Wahab et al.,
2018).
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Com base nas abordagens supracitadas, o objetivo do presente trabalho de pesquisa foi
caracterizar e determinar a atividade antibacteriana do extrato metandlico de Salix
babylonica, em bactérias de importancia na saude publica.

MATERIAL E METODOS
Obtencéao de extrato

Para a obtencao do extrato, foram coletados aproximadamente 1 kg de material vegetal
Salix babylonica em diferentes estégios fenoldgicos, que foram coletados no municipio
de Tulancingo, Hidalgo. A parte aérea coletada de Salix babylonica foi seca a sombra a
temperatura ambiente, apdés a secagem foi triturada e a técnica de maceracao foi
realizada. Macerou-se 250 g do material seco em 1000 ml de metanol durante 48 horas
a temperatura ambiente e na auséncia de luz. O extrato liquido da macerac¢éao foi obtido
por filtracdo com papel de filtro (Whatman® 42) e algodéo. O extrato liquido obtido foi
concentrado sob pressdo reduzida em um evaporador rotativo, a fim de remover os
solventes e concentrar os metabdlitos secundarios, de acordo com a metodologia
descrita por Rivero et al., 2016.

Caracterizacdo quimica do extrato metandlico de Salix babylonica

Perfil quimico qualitativo: O perfil quimico foi realizado de acordo com o procedimento
descrito por Barfuelos-Valenzuela et al., 2018, para a determinacdo de instalacdes,
fendlicos, esterais, triterpenos, cumarinas, sesquiterpenlactonas, flavondides, alcaléides,
tanideos, fluorataninos, esterdides e saponinas.

Cromatografia gasosa: A composicdo quimica foi determinada por cromatografia
gasosa (CG; Agilent Technologies série 6890N fabricada nos EUA), com uma coluna
polar DB_WAXetr, a 250 °C e 12,13 psi com um fluxo de He 36,5 ml min-t apés da injecéo.
As condicdes para a coluna foram: temperatura inicial de 50 °C de zero a dois minutos,
aumentando de 10 em 10 °C até atingir 250 °C, mantendo a temperatura constante por
5 minutos e depois descendo para 50 °C por dois minutos com um fluxo de He de 1,6 ml
mint a uma pressédo de 12,13 psi e uma velocidade média de 25 cm s, usando um
detector de chama ionizante (FID), a uma temperatura de 210 °C com um fluxo de H2 de
40 ml min't e um fluxo de ar de 450 ml min-t. Os padrées (Sigma-Aldrich) foram utilizados
em diferentes concentracoes (tabela 1).

Atividade antibacteriana

Para determinar a atividade antibacteriana do extrato de metanol de Salix babylonica,
foram utilizados os seguintes métodos: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM), seguindo as especificacoes do CLSI (CLSI,
2012).
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Tabela 1. Concentracdes de padrdes utilizados para a determinagéo quimica do extrato metandlico
de Salix babylonica por cromatografia gasosa.

Composto mg/mL*

Padréo - - - -
Timol Carvacrol Linalol Terpineno Limoneno
1| 10.373 8.284 7.744 7.154 8.496
2 | 5.186 4.142 3.872 3.577 4.248
3| 2.593 2.071 1.936 1.789 2.124
4| 1.297 1.035 0.968 0.894 1.062
5| 0.648 0.518 0.484 0.447 0.531
6 | 0.324 0.259 0.242 0.224 0.265

O teste de atividade antimicrobiana foi realizado com as cepas ATCC 6538 de
Staphylococcus aureus, 6633 de Bacillus subtilis, 35218 de Escherichia coli, 9027 de
Pseudomonas aeruginosa, 14028 de Salmonella typhi, 10708 de Salmonella cholerasuis
e 19113 de Listeria monocyto. Uma colbnia de cada bactéria foi inoculada em caldo
nutritivo (BD Bioxon), o qual foi incubado sob agitacdo constante (70 rpm) por 24 horas a
37 °C. Apoés o tempo de incubacéo, o indculo foi ajustado com caldo de nutrientes para
0,5 do padréo de turbidez de Mc Farland, que corresponde a 150 x 10° células/ml.

Para a determinacao da CIM, foi utilizado o método de microdiluicdo em placa, utilizando
concentracfes de 400, 200, 100, 50, 25, 12,50, 6,25, 3,12 mg/ml, do extrato metandlico
de Salix babylonica. Cada concentracao foi preparada com caldo nutritivo (BD Bioxon).
O procedimento foi realizado em triplicata em placas de 96 pocos, colocando 100 ul de
cada uma das diluicdes do extrato mais 10 pl da suspensédo bacteriana, previamente
ajustada para 0,5 McFarland. Depois que a inoculacéo foi realizada, a placa foi incubada
a 37 °C por 24 horas a 70 rpm sob agitacéo constante, o controle positivo foi Kanamicina
(AppliChem 4K10421) nas concentragdes de 64, 32, 16, 8,0, 4,0, 2,0, 1,0 € 0,5. pg/ml e
0 controle negativo foi caldo nutritivo.

Para determinar a CIM, foi utilizado um método colorimétrico, baseado no uso de sais de
tetrazolio (Balouiri et al., 2016). Ap6s o tempo de incubacado, 20 ul de uma solucao a
0,04% (p / v) de p-iodonitrotetrazolio foram adicionados a cada poco; foi incubada por 30
minutos a 37 °C e a leitura foi realizada, determinando como a concentracao inibitéria
minima, a concentracdo na qual a solucéo fica rosada (Kaewpiboon et al., 2012; Mothana
et al., 2009).

Para determinar o CBM, apos a adicao de p-iodonitrotetrazolio, 5 mL de cada poco foram
inoculados em agar Mueller Hinton, depois incubados a 37 °C por 24 horas. Apds o tempo
de incubacao, a leitura foi realizada para determinar a concentracdo bactericida minima
do extrato, ou seja, a concentracdo na qual nao foi observado crescimento bacteriano na
placa.
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RESULTADOS

A caracterizacao qualitativa realizada sobre o extrato metandlico de Salix babylonica,
indica a presenca de insaturacdes, oxidrilas fendlicas, cumarinas, lactonas, flavonais,
quinonas, saponinas, aromaticidade e polifendis. Além de positivo para o teste de
Lieberman-Buchard, que indica a presenca de triterpenos e compostos esteroides.
(Tabela 2)

Tabela 2. Testes qualitativos do perfil quimico do extrato metandlico de Salix babylonica.

Teste Resultado
Insaturacéo +
Oxidrilos fendlicos +
Cumarinas +
Lactonas +
Salkowski -
Flavonéis +
Flavonas -
Chalconas -
Quinonas +
Shinoda -
Sesquiterpenlactonas -
Agitacéo +
Bicarbonato -
Saponinas +
Aromaticidade +
Triterpenos +
Taninos -
Florataninos +
Esterdides +

Composicao quimica

A andlise no cromatdgrafo a gas foi de 20 min com um tempo de reten¢éo para terpinen
de 6,40 min, limoneno 6,66 min, linalol 11,28 min, timol 18,04 min e carvacrol 18,37 min.
Para calcular a concentracdo das amostras, trabalhamos com cinco padrées com seis
concentragOes cada (tabela 1).

Uma vez realizadas as curvas de calibragéo e as equagoes, foi determinado que o extrato
metandlico de Salix babylonica contém Timol e Carvacrol em concentragdes de 0,5319
mg/ml, 0,4158 mg/ml, respectivamente. Tabela 3
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Tabela 3. Composi¢cao quimica do extrato metandlico de Salix babylonica

Composto mg/mL

Padréo/
Extracto Terpinen Limoneno Linalol Timol Carvacrol
1 10.373 8.284 7.744 7.154 8.496
2 5.186 4,142 3.872 3.577 4.248
3 2.593 2.071 1.936 1.789 2.124
4 1.297 1.035 0.968 0.894 1.062
5 0.648 0.518 0.484 0.447 0.531
6 0.324 0.259 0.242 0.224 0.265
bati/?(')';(ica 0 0 0 0.5319 0.4158

Atividade antibacteriana

Concentracdao inibitéria minima

A concentracao inibitéria minima do extrato metandlico de Salix babylonica foi de 100
mg/ml para Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella cholerasuis e Pseudomonas
aeruginosa; 25 mg/ml para Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. A menor
concentracdo em que o extrato esteve ativo foi de 12,5 mg/ml, comparado com Bacillus

subtillis (tabela 4)
Tabela 4. Concentragao Inibitoria Minima de extrato de Salix babylonica metanolic

Concentrag¢des (mg/mL)

Bactérias

400 200 100 50 25 125 6.25 3.12
Escherichia coli - - CIM + + + + +
Salmonella typhi - - CIM + + + + +
Salmonella cholerasuis - - CIM + + + + +
Pseudomonas aeruginosa - - CIM + + + + +
Staphylococcus aureus - - - - CIM + + +
Listeria monocytogenes - - - - CIM + + +
Bacillus subtillis - - - - - CIM + +

(-) Sem alteragdo de cor, (+) Alteracdo de cor ‘

Concentracao bactericida minima

A concentragdo bactericida minima do extrato metandlico de Salix babylonica foi
determinada em 200 mg/ml; para Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella
cholerasuis e Pseudomonas aeruginosa, 50 mg/ml; e para Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus e 25 mg/ml para Bacillus subtillis (Tabela 5).
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Tabela 5. Concentracédo bactericida minima do extrato metanélico de Salix Babylonica

Concentrag¢des (mg/mL)

Bactérias 400 200 100 50 25 12.5 6.25 3.12
Escherichia coli - CBM + + + + +
Salmonella typhi - CBM + + + + +
Salmonella cholerasuis - CBM + + + + +
Pseudomonas aeruginosa - CBM + + + + +
Staphylococcus aureus - - - CBM + + + +
Listeria monocytogenes - - - CBM + + + +
Bacillus subtillis - - - - CBM - - -

(-) Sem crescimento, (+) Crescimento

DISCUSSAO

A presenca de insaturacdes, oxidrilas fendlicas, cumarinas, lactonas, flavonadis, quinonas,
fluorataninos, esterdides triterpenos e saponinas no extrato metondlico de Salix
babylonica foi determinada por meio de testes qualitativos. Em estudos anteriores, foram
identificados compostos como tritetracontano, éster 1,2,3-propanotriol, acido
octadecandico, éster metilico do acido hexadecandico e 1,3-dioxano-4- (hexadecil oxi) -
2-pentadecil; a maioria deles € classificada como compostos fendlicos, além do 7-O-3-D-
glucopirandsido da luteolina, luteolina e crisoeriol; compostos classificados como
flavondides (Salem et al., 2011).

Foram relatadas atividades biol6gicas como anticancer, antiulcera, antimalérico,
antidiarreico, antifingico, antitissico, antiinflamatorio, anti-helmintico e antibacteriano;
em estudos realizados com compostos fendlicos, alcalbides, glicosideos e terpenos
(Hernandez-Alvarado et al., 2018).

Por outro lado, a cromatografia gasosa permitiu identificar Timol e Carvacrol em
concentracdes de 0,5319 mg/ml, 0,4158 mg/ml, respectivamente. Esses compostos sao
classificados como Oleos essenciais de natureza volatil, com algumas atividades
biolégicas relatadas como: expectorante, antifangico, anti-inflamatério, analgésico, anti-
séptico, antioxidante, anti-reumatico, antiespasmaddico, anti-hepatotoxico e
antibacteriano; ambos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Magi et al.,
2015).

Ao realizar a avaliacdo antibacteriana do extrato metandlico de Salix babylonica,
determinou-se que o extrato apresenta melhor atividade contra bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus subtilis); aquela contra
bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella cholerasuis,
Pseudomonas aeruginosa). Este efeito € baseado na estrutura das bactérias Gram-
negativas, que por terem uma membrana fosfolipidica que impede a parede celular de
ser penetrada por solutos lipofilicos; enquanto as porinas constituem uma barreira

7
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seletiva para solutos hidrofilicos, a bactéria € protegida contra a penetracdo de
compostos como antibidticos ou alguns metabdlitos secundarios derivados de plantas
(Kaye et al., 2004; Ndhlala et al., 2015).

Para a determinacdo da atividade antibacteriana, € importante determinar a
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM);
definido como CIM na menor concentracdo de agente antimicrobiano que inibe o
crescimento do microrganismo, detectado visualmente (CLSI, 2012). No presente
experimento para determinar o ponto final da CIM, foi utilizado um método colorimétrico,
com base no uso de sais de tetrazélio (Balouiri et al., 2016); que permite observar uma
mudanca de cor de amarelo para rosa, causada pela entrada desse sal na célula, que é
reduzida pelas oxidoredutases dependentes de NAD (P)H e pelas desidrogenases das
células metabolicamente ativas, produzindo a alteragéo cor a rosa (Berridge et al., 2005).

Sulaiman et al., em 2013, realizaram um estudo no qual avaliaram a atividade
antimicrobiana do extrato etanodlico da casca de Sélix alba, pertencente ao género salix
e a familia salicaeae; mesmo que Salix babylonica. Neste estudo, eles determinaram que
Salix alba tem melhor atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus; atividade
média contra Pseudomonas aeruginosa e ndo teve efeito contra Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae. As concentracdes avaliadas foram 10, 20, 40, 60 e 80 mg/ml,
utilizando a técnica de difusdo em agar; observando os maiores halos de inibicdo a 80
mg/ml. Os resultados deste estudo correspondem aos observados no presente
experimento, uma vez que o extrato teve um efeito melhor contra bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus, 25 mg/ml; Listeria monocytogenes, 25 mg/ml e Bacillus
subtilis, 12,5 mg/ml ), que contra bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella
typhi, Salmonella cholerasuis e Pseudomonas aeruginosa, 100 mg/ml, para cada); no
entanto, o extrato foi obtido da casca de Salix alba. As concentracdes mudam e a técnica
também, portanto, os resultados ndo sao 100% comparaveis, embora as arvores
pertencam ao mesmo género e familia.

Por outro lado, em estudo realizado por Wahab et al., 2018, que avaliaram os extratos
metandlicos das folhas e casca de Salix babylonica; além de suas fracdes de éter de
petroleo, cloreto de metileno e acetato de etila (diluido em dimetilsulfoxido), para
determinar sua atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas (Staphylococcus
aureus) e Gram negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa), utilizando a técnica de difusédo em agar e o extrato a uma concentracao de
100 pg. Os resultados mostraram que tanto o extrato metandlico das folhas quanto a
casca apresentam atividade antimicrobiana moderada ou fraca contra 0s microrganismos
desafiados; observando os maiores halos de inibicdo (10 mm) com Pseudomonas
aeruginosa, seguidos por Klebsiella pneumoniae (9 mm), finalmente Escherichia coli,
Staphylococcus aureus (8 mm).
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Porque nos estudos mencionados apenas técnicas sdo aplicadas para determinar a
sensibilidade do microrganismo a um determinado composto pelo método de difusdo em
agar. Nao é possivel comparar os resultados com os obtidos no presente experimento,
uma vez que a concentracao inibitéria minima foi determinada aqui pelo método de
microdiluicdo em placa. Além do estudo de Wahab et al., foi utilizado dimetilsulféxido para
diluir extratos e fracGes; composto que é usado para aumentar a permeabilidade da
membrana bacteriana, aumentando a atividade dos compostos e reduzindo as
concentracfes de uso (Borges et al., 2013; Sulaiman et al., 2013; Wahab et al., 2018).

A Concentragdo Inibitoria Minima é definida como a menor concentracdo de agente
antimicrobiano necessaria para matar 99,9% do inoculo final, apés incubacéo por 24
horas sob um conjunto padronizado de condi¢cdes descritas pelo CLSI (Balouiri et al.,
2016). A determinacéo da CIM ndo é uma opcéao viavel para conhecer 100% da eficacia
de um medicamento ou composto, uma vez que dentro de cada poco ainda pode haver
células viaveis se o medicamento avaliado tiver apenas um efeito bacteriostatico nas
espécies bacterianas em estudo (Wiegand et al., 2008).

No presente experimento, o CBM do extrato metandlico foi determinado contra
Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella cholerasuis e Pseudomonas aeruginosa
(200 mg/ml); Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (50 mg/ml) e Bacillus
subtillis (25 mg/ml); no entanto, ndo h& estudos relatados com Salix babylonica ou outra
espécie do género Salix, com a qual essa atividade foi relatada.

CONCLUSAO

No presente estudo, foi demonstrado que o extrato metandlico de Salix babylonica possui
potencial atividade antibacteriana em alguns patégenos bacterianos importantes na
salude publica; sendo uma alternativa para o tratamento de doencas causadas por
bactérias resistentes ou multirresistentes a antibiéticos.
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