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Isolamento e atividade antimicrobiana do composto espatulenol da
espécie Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)

Isolation and antimicrobial activity of the compound spathulenol from
the species Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)
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RESUMO

A espécie Eugenia uniflora L. pertencente a familia Myrtaceae é conhecida popularmente como pitangueira.
E uma espécie nativa do Brasil com predominancia na América Central e América do Sul, apresenta
interessantes atividades biol6gicas e € popularmente utilizada no tratamento de febre, doengas estomacais,
inflamacdes entre outras. O objetivo deste trabalho foi a obten¢cdo do composto espatulenol presente no
6leo essencial das folhas da espécie E. uniflora e a avaliacdo antimicrobiana deste composto frente a
espécies patogénicas para seres humanos. O isolamento e purificacdo foi realizado por técnicas
cromatograficas e a identificagdo da estrutura por Ressonancia Magnética Nuclear. A determinacdo de
atividade antimicrobiana do composto espatulenol foi realizada utilizando-se o teste de microdiluicdo em
caldo para determinar concentracdo inibitéria minima (CIM), concentracdo bactericida minima (CBM) e
concentracdo fungicida minima (CFM). Observou-se que o espatulenol apresentou interessante resultado
frente a bactéria gram-positiva Enterococcus faecium e para uma levedura Candida albicans, ambas as
concentracdes CIM foram de 0,25 mg/mL. E atividade CIM de 1 mg/mL contra cepas da espécie
Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

The species Eugenia uniflora L., belonging to the Myrtaceae family, is popularly known as the Surinam
cherry tree. It is a native species of Brazil with a predominant presence in Central and South America. This
plant exhibits interesting biological activities and is commonly used in the treatment of fever, stomach-related
ailments, inflammations, among others. The objective of this study was to obtain the compound spathulenol
present in the essential oil of E. uniflora leaves and evaluate its antimicrobial activity against pathogenic
species for humans. Isolation and purification were carried out using chromatographic techniques, and the
structure was identified through Nuclear Magnetic Resonance. The determination of spathulenol is
antimicrobial activity was conducted using the broth microdilution test to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and minimum fungicidal concentration
(MFC). It was observed that spathulenol exhibited interesting results against the gram-positive bacterium
Enterococcus faecium and the yeast Candida albicans, with both MIC concentrations being 0.25 mg/mL.
Additionally, it showed a MIC activity of 1 mg/mL against strains of Staphylococcus aureus.
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INTRODUCAO

A espécie Eugenia uniflora nativa do Brasil conhecida mundialmente pelos seus
frutos, os quais, em territorio brasileiro sdo popularmente chamados de pitanga, nome de
origem indigena Tupi, a palavra carrega em sua etimologia o significado de “fruto
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vermelho”. A planta como um todo apresenta interessante atividade biologica sendo
utilizada popularmente para o tratamento de febre, doengas estomacais, inflamacoes e
outras condi¢des. (CORADIN et al., 2018).

Os terpenos sdo moléculas formadas a partir de unidades chamadas isoprenos.
Esse tipo de metabdlito secundario tem presenca ampla e diversa nos organismos
presentes na natureza podendo apresentar grande complexidade (SIMOES et al., 2017).

O espatulenol € um sesquiterpeno com uma funcdo alcool, sendo um dos
constituintes majoritarios do 6leo essencial parte aérea da E. uniflora. DZUL-BEH (2019)
relata a atividade bacteriolégica de concentracéo inibitéria minima (CIM) 0,0125 mg/ml do
espatulenol contra Mycobacterium tuberculose.

A cromatografia € um método de separacao de substancias que ocorre através das
interacdes intermoleculares entre duas fases. A espectrometria de ressonancia magnética
nuclear € uma técnica de elucidacao estrutural molecular utilizando propriedades de
interacbes magnéticas da mecanica quantica dos atomos (COLLINS et al.,, 2013;
GEROTHASNASSIS et al., 2002).

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é isolar, purificar, identificar a estrutura do espatulenol e
avaliar a atividade antimicrobiana do composto.

MATERIAIS E METODOS

A amostra de 6leo essencial das folhas da espécie E. uniflora foi adquirida em
comeércio local.

O isolamento e purificacdo do composto espatulenol do 6leo essencial da espécie
E. uniflora foi realizado através de técnicas cromatogréficas. Inicialmente foram realizados
ensaios de cromatografia em camada delgada (CCDs) com uso placas de silica 60
HG/254 (Macherey-Nagel) para identificacdo da presenca do espatulenol na amostra
comparanda em comparagdo com o padréo, assim como, para a determinacédo da melhor
fase movel para isolar o composto por cromatografia liguida em coluna de vidro (CLV) e
também para verificar a pureza do mesmo.

A técnica de CLYV foi feita utilizando-se como fase estacionaria silica gel 230 — 400
mesh (Merck) e como a fase mével éter de petréleo. As fracdes foram recolhidas em
frascos com aproximadamente 5 mL com um fluxo de 5mL/min. Foram coletadas 30
fracbes sendo reunidas as fragbes que continham o composto espatulenol,
posteriormente o solvente foi evaporado em aparelho de evaporagéo rotativa sob baixa
pressao e temperatura controlada.

A elucidagcédo estrutural do composto purificado foi feita utilizando-se a técnica
espectroscopica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e **C. A amostra foi
enviada para o Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maring4,
utilizando-se espetrémetro da Bruker DRX-400, linha AVANCE. O tetrametilsilano, (TMS),
foi utilizado com padrdo de referéncia interno. Como solvente, empregou cloroférmio
deuterado.

Para determinacdo de atividade antimicrobiana do espatulenol foi utilizado o teste
de microdiluicdo em caldo adaptado, utilizando-se 7 espécies patogénicas para seres
humanos sendo eles as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus (cepas N315 e
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BEC9393), Streptococcus mutans e Enterococcus faecium, bactérias gram-negativas
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, e o fungo Candida
albicans.

A determinagdo da concentracdo inibitéria minima foi realizada em duplicata
através do ensaio de microdiluicdo em caldo, seguindo as recomendacdes do NCCLS. O
espatulenol diluido em solugdo contendo menos de 1% de DMSO e testado nas
concentracfes de 1 mg/mL até 0,015 mg/mL. Pocos controle foram utilizados, com e sem
0S microrganismos, para verificagdo de crescimento microbiano e auséncia de
contaminacao. As microplacas foram incubadas a 35 C° por 24h para bactérias e 48h
para leveduras. Apos a incubacéo, aliquotas foram coletadas dos pocos onde ndo houve
crescimento microbiano e semeadas em meio solido, para confirmacdo de atividade
inibitéria microbicida ou microbiostatica (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2018;
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008).

Os experimentos de isolamento e purificacdo e a avaliacdo da atividade bioldgica
foram realizados nos laboratorios da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana no
Campus Santa Helena.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O espatulenol (figura 1) foi isolado e purificado do éleo essencial extraido das
folhas da espécie E. uniflora. A partir de aproximadamente 3,7 mL do 6leo essencial bruto
foi possivel purificar 53,6 mg de espatulenol puro. A identificacdo do espatulenol foi
realizada com base na andlise dos espectros de RMN de *H e de *3C, e por comparacéo
com dados obtidos na literatura (MOREIRA et al., 2017).

Figura 1: Estrutura do espatulenol.
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Fonte: Autoria propria, 2023.
O espectro de RMN de 'H apresentou trés simpletos em 8H 1,05, dH 1,06 e dH

01,28, atribuidos a hidrogénios de grupos metila de H-12, H-13 e H-14. Observou-se dois
singletos em dH 4,69 e OH 4,66, caracteristicos de hidrogénio de dupla exociclica

seisicite.com.br 3

PR

UNVERSIDADE TECHOLOGIGA FEDERAL 00 PARAN



SEI-SICITE

2023

referentes aos hidrogénios H-15a e H-15b, respectivamente. Os sinais em 6H 0,46 e 6H
0,72 foram atribuidos aos hidrogénios metinicos H-6 e H-7, respectivamente.

O espectro de RMN de **C apresentou sinal caracteristico de carbono olefinico
metilénico em &C 106,2 (C-15) e de carbono quaternario sp2 em 6C 153,4 (C10).
Observou-se a presencga de quatro sinais de carbonos metinicos em 8C 54,3 (C-1), 6C
53,4 (C-5), 6C 29,9 (C-6) and &6C 27,4 (C-7) e quatro metilénicos em d6C 26,7 (C-2), dC
41,7 (C-3), 6C 24,7 (C-8) and 6C 38,8 (C-9), trés carbonos metilicos em dC 28,6 (C12),
o6C 16,3 (C-13) e 6C 26,0 (C-14) e dois quaternarios em &6C 80,9 (C-4) e 6C 20,2 (C11).

Tabela 1: Valores de CIM e CBM/CFM do espatulenol contra os microrganismos testados
Microrganismos CIM mg/mL CBM/CFM mg/mL

Bactérias Gram positivas

S. aureus ATCC 25923 1,00 >1,00
S. aureus N315 (MRSA) 1,00 >1,00
S. aureus BEC9393 (MRSA) 1,00 1,00
S. mutans ATCC 25175 >1,00 >1,00
E. faecium ATCC 6569 0,25 ND

Bactérias Gram negativas

E. coli ATCC 25922 >1,00 >1,00
K. pneumoniae ATCC 10031 >1,00 >1,00
P. aeruginosa ATCC 15442 >1,00 >1,00
Levedura

C. albicans ATCC 26790 0,25 ND

Fonte: Autoria propria, 2023.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do espatulenol (tabela 1) apresentou
resultados CIM de 0,25 mg/mL contra a bactéria gram-positiva E. faecium e contra a
levedura C. albicans. As bactérias gram-positivas S. aureus ATCC 25923, S. aureus N315
(MRSA) e S. aureus BEC9393 (MRSA) obtiveram resultado CIM de 1 mg/mL. Nao foi
possivel verificar o CIM dos demais microrganismos nas concentracdes testadas. O
espatulenol apresentou valor de mortalidade microbiana apenas para a bactéria S. aureus
BEC9393 (MRSA) sendo um CBM de 1 mg/mL.

A diferenca de composicao, tamanho e quantidades de camadas da parede celular
entre 0s grupos de bactérias gram-positivas e gram-negativas pode ser o motivo da
diferenca quando comparados os resultados obtidos entre os dois grupos.

A literatura ao avaliar o CIM do espatulenol em cepas de E. faecium obteve como
resultado 0,2 mg/mL, valor similar ao resultado de 0,25 mg/mL encontrado no presente
trabalho (FERNANDES et al., 2015).

O oleo essencial de Thecocarpus meifolious Boiss apresentando o espatulenol
como um de seus constituintes majoritarios (20,51%) e obteve um resultado CIM para a
cepa S. aureus ATCC 25923 de 2,5 mg/mL e um resultado de concentragdo minima
bactericida de 5 mg/mL. O mesmo 6leo essencial de T. meifolious foi testado contra C.
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albicans apresentando um resultado CIM de 0,5 mg/mL enquanto o presente estudo
apresentou um CIM de 0,25 mg/mL utilizando o espatulenol puro. O resultado obtido para
a cepa de C. albicans pode estar relacionado a estrutura da membrana celular dos fungos
gue apresentam uma composicao diferente da membrana bacteriana (TAHERKHANI et
al., 2013).

Resisténcia bacteriana pode ser definida como a capacidade de uma bactéria
resistir a concentracao inibitéria minima que um farmaco pode chegar no sangue humano.
As cepas de S. aureus BEC9393 (MRSA) e S. aureus N315 (MRSA) apresentam
resisténcia ao antibiotico betalactamico meticilina. O resultado CIM do espatulenol de 1
mg/mL similar entre as trés cepas, como pede ser visto na tabela 1, muito provavelmente
esta relacionado a uma interacdo entre o patégeno e espatulenol diferente da interacao
do patdégeno com o antibiético meticilina (COURA et al., 2015).

CONCLUSOES

Foram isolados e purificados aproximadamente 53,6 mg de espatulenol do 6leo
essencial de E. uniflora através de técnicas cromatograficas. Apés purificacdo do material
0 espatulenol teve sua estrutura elucidada e confirmada pela técnica de RMN. A molécula
ja isolada e purificada foi avaliada quanto a atividade antimicrobiana pela técnica de
microdiluicdo contra patégenos humanos, onde mostrou resultados de interesse
farmacologico para uma bactéria gram-positiva E. faecium e para uma levedura C.
albicans, ambas as concentracdes CIM foram de 0,25 mg/mL. Além disso, também
obtivemos atividade CIM de 1 mg/mL na espécie S. aureus, incluindo duas cepas do
patégeno resistentes ao medicamento meticilina indicando que o espatulenol apresenta
um alvo diferente no microrganismo.
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