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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifúngica da fração n-butanol do extrato 

de folhas de Sideroxylon obtusifolium T. D. Pen sobre Candida ssp, bem como 

determinar o perfil fitoquímico. Tratou-se de um estudo laboratorial experimental in 

vitro. As folhas de Sideroxylon obtusifolium foram coletadas em Maio de 2018, na 

região do semiárido nordestino, zona rural do município de Campina Grande, Estado da 

Paraíba, Brasil. Em seguida, submetidas à secagem em estufa de ar circulante a 40°C. O 

método de extração utilizado foi a maceração exaustiva. O extrato foi evaporado em 

rotaevaporador e em seguida liofilizado. Posteriormente, foi feita extração líquido-

líquido com a finalidade de se obter a fração n-butanol do extrato bruto.  O perfil 

fitoquímico da fração n-butanol foi determinado por meio da screening qualitativo. 

Foram utilizadas cepas American Type Culture Collection (ATCC) provenientes da 

Fundação Oswaldo Cruz, sendo estas Candida albicans (ATCC 10231), Candida 

glabrata (ATCC 90030), Candida tropicalis (ATCC 750). A avaliação da atividade 

antifúngica do extrato foi determinada por meio da Concentração Inibitória Mínima e 

Concentração Fungicida Mínima. Por meio do screening fitoquímico da fração n-

butanol foram identificados compostos bioativos como flavonoides, alcaloides, 

esteroides e triterpenos. Por meio A fração do extrato demonstrou potencial 

antimicrobiano ativo sobre o crescimento de Candida ssp testadas, com  ação 

fungistática sobre C. albicans e C. glabrata, e fungicida sobre C. tropicalis. A fração n-

butanol do extrato de S. obtusifolium apresentou resultados promissores, sugerindo a 

realização de mais análises para uma futura indicação e utilização na clínica 

odontológica como forma de terapêutica antifúngica alternativa. 

 

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Sideroxylon obtusifolium. Candida. Antifúngicos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate the antifungal activity of the n-butanol 

fraction of Sideroxylon obtusifolium T. D. Pen on Candida ssp as well as determine the 

phytochemical profile. The leaves of Sideroxylon obtusifolium were collected in May 

2018, in the northeastern semiarid region, rural zone of Campina Grande, located at the 

State of Paraíba in Brazil. Then the leaves were submitted to dry in a circulating air 

oven at 40 ºC. The extraction method used was exhaustive maceration. The extract was 

evaporated on a rotary evaporator and subsequently lyophilized. After that the liquid-

liquid extraction was perfomed in order to obtain the n-butanolic fraction of the crude 

extract. The phytochemical profile of the n-butanol fraction was determined by 

qualitative screening. American Type Culture Collection (ATCC) strains from the 

Oswaldo Cruz Foudation were used, Candida albicans (ATCC 10231), Candida 

glabrata (ATCC 90030), Candida tropicalis (ATCC 750). The evoluation of the 

antifungal activity of the extract was determined by Minimum Inhibitory Concentration 

and Minimum Fungicidal Concentration. Bioactive compounds such as flavonoids, 

alkaloids and triterpenes were found in the n-butanol fraction. The extract fraction 

showed active antimicrobial potential on the growth of Candida ssp tested, with 

fungistatic action on C. albicans and C. glabrata, and fungicide on C. tropicalis. The n-

butanol fraction of S. obtusifolium extract showed promising results, suggesting further 

analysis for future indication and used in the dental clinic as a form of alternative 

antifungal therapy. 

 

Keywords: Medicinal plants. Sideroxylon obtusifolium. Candida. Antifungal Agents. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

As doenças fúngicas oportunistas são um grave problema de saúde pública, 

associadas a problemas de imunossupressão e comuns em ambientes hospitalares. Dentre 

as infecções fúngicas oportunistas, a candidose é a mais frequente, causada por espécies do 

gênero Candida como Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C. 

krusei (SANTOS, 2011). Estas leveduras constituem a microbiota bucal normal, no entanto 

tornam-se patogênicas em casos de imunodeficiência congênita ou adquirida e 

imunossupressão induzida pelo estresse grave (COLOMBO, GUIMARÃES, 2003). 

O aumento dos casos de infecções fúngicas nas últimas décadas é notório, 

especialmente em indivíduos imunocomprometidos (FARAH et al., 2010).  A candidose 

bucal é uma infecção superficial que apresenta formas clínicas variáveis, como candidose 

pseudomembranosa; candidose eritematosa; candidose hiperplásica e queilite angular 

(LOPES, 2006; MUADCHEINGKA; TANTIVITAYAKUL, 2015).  

Os antifúngicos mais utilizados para o tratamento da candidose incluem suspensões 

a base de nistatina, anfotericina-B, miconazol e fluconazol (SALERNO et al., 2011). 

Contudo, relata-se resistência às terapias antifúngicas tradicionalmente utilizadas, 

particularmente em pacientes imunocomprometidos (JUNQUEIRA et al., 2012). 

Nesse sentido, em virtude do crescente destaque que vem sendo dada à utilização 

de terapias complementares e sobre tudo fitoterápicos, inclusive para o uso odontológico, 

direciona-se para a necessidade da realização de pesquisas buscando avaliar e comprovar 

os efeitos de diferentes plantas medicinais para o tratamento de afecções bucais, visando 

direcionar para o desenvolvimento de fitoterápicos e sua utilização na clínica odontológica 

(OLIVEIRA et al., 2007).  

A espécie Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn.- (Sapotaceae), popularmente 

conhecida como “quixabeira”, “quixaba” ou “rompe-gibão”, é um vegetal nativo da 

Caatinga do semiárido nordestino brasileiro (OLIVEIRA et al., 2012), encontrado também 

nas restingas litorâneas e no pantanal Mato-grossense. A entrecasca desta espécie é usada 

no interior do Nordeste, pelas populações menos favorecidas. As folhas e cascas são 

popularmente usadas em forma de chás, com diversas finalidades terapêuticas como ação  

antinflamatória, gastrite, cólicas, problemas renais, úlcera duodenal, azia e problemas 

cardíacos (AQUINO et al., 2016). Estudos têm comprovado a atividade anti-inflamatória, 
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analgésica e antioxidante de S. obtusifolium (ARAÚJO-NETO et al., 2010; LEITE et al., 

2015; FIGUEIREDO; LIMA, 2015).  

Rocha et al. (2013) afirmam que o extrato da casca da quixabeira, pelo método de 

microdiluição, apresenta atividade bactericida e bacteriostática sobre Staphylococcus 

aureus e Escherichia coli, enquanto que o extrato da folha apresentou as mesmas 

atividades para S. aureus. Um estudo realizado por Aquino et al. (2016) revelou que as 

folhas de S. obtusifolium demonstram ter ação modeladora da atividade bacteriana, 

possível atividade antioxidante e anti-inflamatória. 

Estudos prévios realizados por Pereira et al. (2016) utilizando a fração n- butanol 

do extrato de folhas de Sideroxylon obtusifolium demonstram que, a fração  apresenta 

atividade anti-Candida, sugerindo que a mesma parece se complexar com o ergosterol da 

membrana plasmática fúngica, e consequentemente esse efeito levaria ao aumento da 

permeabilidade iônica da membrana, formando poros em sua estrutura e causando um  

estravazamento de estruturas citoplamáticas seguido de morte celular.  Além disso, 

afirmam que a fração afetou severamente as estruturas celulares do biofilme mesmo em 

baixas concentrações inibitórias (62,5 µg / mL), e que em altas concentrações os danos 

foram letais para as células. Os autores afirmam que é necessário mais estudos 

toxicológicos, in vivo e in vitro, como também de investigação da atividade antifúngica da 

fração, para utilização da mesma como possível alternativa para o tratamento de candidose 

bucal. 

Diante da escassa literatura envolvendo a utilização da fração n-butanol do extrato 

de folhas de Sideroxylon obtusifolium como terapia alternativa no tratamento da candidose 

bucal, torna-se necessária a realização de estudos dentro que comprovem a sua ação 

antifúngica. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifúngica da 

fração n-butanol do extrato de folhas de Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn sobre Candida 

ssp, bem como determinar o perfil fitoquímico. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE FITOTERAPIA 

 

 A humanidade utiliza plantas como método terapêutico há milênios, estando essa 

prática agregada a valores culturais e históricos. Atualmente, os fitoterápicos possuem 

reconhecimento científico da Organização Mundial da Saúde (OMS) e de outros órgãos 

regulamentadores mundiais (NÓBREGA, 2017).   

 A farmacognosia, ciência dedicada ao estudo das drogas medicinais em seu estado 

natural antes da manipulação, ainda apresenta escassez de estudos quanto a alguns aspectos 

essenciais da terapêutica natural, como a toxicidade e as interações medicamentosas.  

Sendo assim, são ricas as possibilidades de exploração dessa temática, sobretudo no Brasil, 

que possui uma biodiversidade rica e muito variada, o que gera otimismo ao mercado em 

um futuro promissor para a produção sustentável de novos produtos farmacológicos 

advindos da natureza (MARQUES, 2019; HASENCLEVER, 2017). 

O uso da fitoterapia tradicional, baseada na utilização de produtos provenientes de 

plantas medicinais e de outros compostos naturais, é fundamental para a terapia médica ao 

redor do mundo e pode representar uma importante e promissora alternativa de combate 

aos microrganismos resistentes aos mecanismos antimicrobianos tradicionais (REIS et al., 

2015). 

Atualmente, as pesquisas com produtos naturais têm sido desenvolvidas de maneira 

satisfatória na odontologia, pelo fato de se buscar novos produtos com menor toxicidade e 

maior atividade farmacológica, além de ter um bom custo e benefício para a população. O 

Brasil apresenta um grande potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos a 

partir de plantas medicinais, pois possui 25% da flora mundial (FRANCISCO, 2010).  

 Embora várias políticas públicas tenham sido criadas com o objetivo de incentivar o 

estudo e o uso clínico de plantas medicinais, a fitoterapia ocorre de forma discreta, 

principalmente devido à falta de apoio científico, especificamente para espécies de plantas 

indicadas a prevenir e tratar doenças bucais (OLIVEIRA, 2010). Segundo Bettega et al. 

(2011), essa resistência pode ser atribuída à falta de padronização e conhecimento sobre 

prescrição, bem como ao ceticismo e à convicção de que os medicamentos fabricados têm 

eficácia mais garantida. No entanto, tem havido um crescente interesse por este assunto 
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nos últimos anos, demonstrado pelo aumento do número de estudos com produtos naturais 

em odontologia (CASTILHO et al., 2007).  

Esses estudos apontam que as plantas medicinais podem ser utilizadas 

terapeuticamente contra as doenças bucais (OLIVEIRA, 2010), apresentando propriedades 

antinflamatórias, analgésicas e anti-hemorrágicas para o tratamento de odontalgias e outros 

distúrbios bucais (CASTRO et al., 2014). 

A maioria dos princípios ativos das plantas medicinais é conferida por produtos do 

metabolismo secundário, como: terpenoides, óleos essenciais, alcaloides, lectinas, 

polipeptídios, substâncias fenólicas, flavonoides, taninos e cumarinas. Estes são compostos 

importantes para a defesa e metabolismo da planta e podem ser úteis para o homem como 

coadjuvante na proteção e cicatrização dos tecidos bucais (O’KENNEDY, THORNES, 

1997; ZANGH, LEWIS, 1997; PORTELA et al., 2011). 

2.2 CONSIDERAÇÕES SOBRE Sideroxylon obtusifolium T.D.Penn 

 

 A planta Sideroxylon obtusifolium conhecida popularmente como quixabeira, 

quixaba e rompe-gibão é comumente usada em forma de chás e infusões, com indicação e 

uso popular para vários fins terapêuticos como adstringente tônica, antinflamatória, no 

tratamento de úlcera duodenal, gastrite, azia, lesão genital, cólicas, problemas renais e 

cardíacos. Estudos farmacológicos comprovam a ação hipoglicemiante, anti-inflamatória, 

antimicrobiana, analgésica e antioxidante, fazendo com que a quixaba seja considerada 

uma espécie importante no uso da terapia tradicional (AQUINO et al., 2016). 

Assim, Pereira et al. (2016), estudando a atividade antifúngica da planta S. 

obtusifolium T. D. Penn afirmam que o extrato hidroalcoólico bruto a 70% de suas folhas 

mostrou fraca atividade antifúngica frente a Candida albicans. Porém, a fração n-

butanólica do extrato revelou forte atividade inibitória sobre o crescimento de C. albicans.     

Sampaio et al. (2017), avaliando a atividade antimicrobiana do extrato 

hidroalcoólico bruto de folhas de S. obtusifolium sobre as espécies Streptococcus mutans, 

Streptococcus parasanguinis, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e Candida 

albicans, observaram que o mesmo apresentou fraca ou nenhuma atividade sobre às 

espécies analisadas, enquanto quel as frações diclorometano e n-butanol do extrato da  

apresentam atividade inibitória promissora sobre crescimento de C. albicans. Pesquisas 

relatam a ação antimicrobiana do extrato da casca de S. obtusifolium sobre Staphylococcus 
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aureus e Escherichia coli (ROCHA et al., 2013). Neste estudo, os autores afirmam que o 

extrato demonstra um potencial antimicrobiano favorável frente aos microrganismos 

analisados.   

2.3 CONSIDERAÇÕES SOBRE Candida 

 

Os fungos do gênero Candida são classificados como componentes da microbiota 

normal de diversas regiões do organismo humano, tais como a pele, a boca, o intestino 

grosso e os sistemas reprodutivo e urinário (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Isso 

acontece devido as suas propriedades biológicas celulares, que os permitem colonizar com 

frequência indivíduos saudáveis (DANTAS et al., 2016). 

Apesar de várias espécies de Candida terem sido isoladas da saliva de indivíduos 

com candidose, C. albicans é a mais frequente em lesões bucais por este tipo de infecção 

(SILVA-ROCHA et al., 2014). Pode causar infecção em indivíduos que se encontram com 

deficiência do sistema imunológico, tais com em rescém nascidos prematuros, pacientes 

diabéticos, sob terapia antineoplásia (radio e/ou quimioterapia) na região de cabeça e 

pescoço, transplantados, paciente renal crônico e em portadores de próteses dentárias 

(MARIANI et al., 2016; LALLA, PATTON, DONGARI-BAGTZOGLOU, 2013). 

 As manifestações clínicas das candidoses podem ocorrer de diversas formas 

clínicas e dividem-se em candidose invasiva ou sistêmica e candidose mucocutânea (que 

pode dividir-se em candidose bucal, intertriginosa, balanoprepucial, vulvovaginal, 

paroníquia e mucocutânea crônica). A candidose invasiva também denominada de 

candidemia é uma infecção profunda e grave que acomete indivíduos 

imunocomprometidos, ocorrendo a disseminação para os órgãos, a exemplo da candidose 

ocular, hepatoesplênica, pulmonar, cardíaca, do sistema nervoso central, 

musculoesquelética, miosites e artrites (LOPES, 2006). 

Mecanismos moleculares possivelmente envolvidos na patogenicidade de espécies 

de Candida são alvos de pesquisas visando à elaboração de fármacos que apresentem 

maior seletividade e, consequentemente, menos efeitos indesejáveis (OROZCO et al., 

2000; MONGE et al., 2006; MULLER et al., 2007). Atualmente, os agentes disponíveis 

para tratamento de infecções fúngicas da cavidade bucal, caracterizadas como superficiais, 

são representados pelos poliênicos (anfotericina B, nistatina) e azólicos (fluconazol, 

itraconazol, miconazol e cetoconazol), sendo estes últimos os eleitos em primeira instância 

para tratamento dessas doenças e são geralmente fungistáticos (WINGETER et al.., 2007). 
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Com frequência, as infecções fúngicas, incluindo as da cavidade bucal, são de 

difícil tratamento, fato que está intrinsecamente relacionado à aquisição por parte dos seus 

agentes etiológicos (espécies fúngicas) de resistência à ação de antifúngicos disponíveis 

(CASTRO et al., 2011). Antifúngicos sintéticos comercialmente disponíveis para 

tratamento dessas infecções, apresentam algumas limitações de uso, evidenciadas pelos 

efeitos adversos causados aos usuários (SANTOS, 2011), bem como pelo aumento da 

resistência dos microrganismos, decorrentes do uso indiscriminado de medicação 

(BANSOD, RAI, 2008). 

A limitação de agentes antimicrobianos para o tratamento de infecções provocadas 

por micobactérias, bactérias e fungos tem gerado a necessidade de uma busca por novas 

substâncias (REIS et al., 2015). Nesse sentido, utilizar produtos de origem natural, plantas 

medicinais, para tratamento dessas infecções representa importante possibilidade de 

tratamento (CASTRO et al., 2011). 

Matérias primas derivadas de plantas medicinais podem ser uma alternativa para 

serem incorporadas às novas formulações farmacêuticas para o tratamento de doenças, pois 

os produtos naturais têm a capacidade de causar menos efeitos adversos do que os 

medicamentos sintéticos. Além disso, apresentam várias propriedades terapêuticas devido 

à presença de metabólitos secundários, podendo ser aplicada também para ajudar a 

remover o biofilme dental e evitar que afecções bucais se instalem (JESUS et al.., 2010; 

NWODO et al.., 2011). 

Assim, a crescente resistência das espécies do gênero Candida frente aos 

antifúngicos sintéticos disponíveis no mercado, incentiva à busca por novos compostos que 

possuam atividade antifúngica (ABILIO, 2014; RITO et al., 2015), e dentre essas 

substâncias, inúmeros extratos têm sido estudados na procura de tratamentos alternativos e 

complementares para estas infecções oportunistas (SANTOS, 2011). 

Baseado no exposto, pesquisadores são impulsionados a investigarem novas 

substâncias antimicrobianas de fontes alternativas, entre elas as oriundas de plantas 

medicinais (BANSOD, RAI, 2008). 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a atividade antifúngica da fração n-butanol do extrato hidroetanólico de 

folhas de Sideroxylon obtusifolium T.D. PENN sobre espécies do gênero Candida. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Identificar o perfil fitoquímico da fração n- butanol do extrato de S. obtusifolium; 

 Avaliar a atividade antifúngica da fração n-butanol do extrato de S. obtusifolium por 

meio da determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Fungicida Mínima (CFM) sobre cepas de C. albicans (ATCC 10231), C. glabrata 

(ATCC 90030) e C. tropicalis (ATCC 750). 
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4 METODOLOGIA 
 

4.1 DELINEAMENTO GERAL DO ESTUDO 

 

Tratou-se de um estudo laboratorial experimental in vitro. 

4.2  LOCAL DA PESQUISA  

 

Os testes de atividade antifúngica foram realizados no Laboratório de Análise e 

Diagnóstico (LAD) do Departamento de Odontologia da Universidade Estadual da 

Paraíba/UEPB, Campina Grande-PB. A produção do extrato foi realizada no Laboratório 

de Desenvolvimento de Medicamentos (LABDEM), da UEPB. 

 A liofilização do extrato bruto foi realizada no Laboratório de Biotecnologia da 

Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa-PB. 

4.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL  

 

As folhas de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn (Figura 1 e 2) foram coletadas no 

período matutino, no mês de Maio de 2018, na região do semiárido nordestino, zona rural 

do município de Campina Grande, Estado da Paraíba, Brasil (7º 22´ 25´´S, 35º 59´ 32´´W). 

O espécime de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn foi depositado e catalogado na 

Coleção do Herbário Professor Lauro Pires Xavier do Departamento de Biologia 

Molecular da Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa-PB.  

O material vegetal foi acondicionado em sacolas de papel e, em seguida, realizou-se 

a limpeza do mesmo, eliminando folhas impregnadas por líquens ou matéria contaminante, 

espinhos presentes nas folhas, que viessem interferir no padrão de qualidade da planta em 

estudo. 

As folhas foram submetidas à secagem em estufa de ar circulante (FANEM – 

Modelo 330/ 5) a 40°C, por um período de sete dias alcançando a estabilização final do 

peso. Posteriormente, moídas em moinho de facas (SOLAB – Modelo SL 30), com 

diâmetro da partícula de 10 mesh, cuja finalidade foi aumentar a superfície de contato e 

facilitar a extração dos fitoconstituintes das folhas da planta, quando submetidas à solução 

extratora. 
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Figura 1: Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn                            Figura 2: Folhas de S. obtusifolium T. D. Penn 

Fonte: GUIMARÃES J.R.M.C, 2018.                                        Fonte: SILVA C.R; MACHADO L, 2013. 

 

4.4 PRODUÇÃO DO EXTRATO 

 

Para obtenção do extrato hidroetanólico, foi utilizado como solvente o álcool etílico 

a 70%, das folhas de S. obtusifolium T. D. Penn na proporção 200g planta seca e moída 

para 1 litro de solvente. O método de extração utilizado foi a maceração exaustiva. O 

extrato foi acondicionado em recipientes de vidro âmbar protegidos da luz e conservados 

sob refrigeração. 

O extrato hidroetanólico foi evaporado sob pressão reduzida em rotaevaporador a 

40°C, com rotação de 70 rpm para eliminação do solvente. Posteriormente foi liofilizado 

(Liofilizador LS 3000 Terroni®) sob temperatura de -20°C a -40°C.  

 

4.5 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA 

 

4.5.1 Fracionamento líquido-líquido 

 

O extrato hidroetanólico liofilizado de folhas de S. Obtusifolium foi fracionado em 

funil de separação, utilizando-se o solvente orgânico butanol. Solubilizado 5g do extrato 

liofilizado em 50 mL de uma solução metanol: água (70:30), obtendo-se a solução-mãe 

para o fracionamento. Esta solução foi levada ao funil de separação, onde adicionou-se 50 

mL do solvente, inicialmente, agitou-se e observou-se a separação da fase. O solvente foi 

utilizado até o esgotamento total dos compostos da solução-mãe. Cada passagem do 

solvente pela solução-mãe foi coletada, em seguida evaporado sob pressão reduzida em 

rotaevaporador a 40°C, com rotação de 70 rpm e armazenado sob refrigeração para 

posterior submissão aos testes de atividade antimicrobiana. 

  



19 

 

 

4.5.2 Screening qualitativo da fração n-butanol do extrato S. obtusifolium 

   

O perfil fitoquímico da fração n-butanol do extrato hidroetanólico de S. 

obtusifolium foi determinado por meio de screening qualitativo (COSTA, 2010; MATOS, 

2009). 

Para determinação do conteúdo de flavonoides, preparou-se uma solução mãe com 

120 mg da fração, em seguida dissolveu-se em 24 mL de metanol. Posteriormente, essa 

solução foi levada ao ultrassom para que todas as partículas da fração fossem quebradas e 

dissolvidas totalmente. Filtrou-se a solução, transferiu-se 10 mL da solução mãe para um 

tubo de ensaio, acrescentou-se 5 gotas de HCl concentrado e raspas de magnésio. O 

surgimento de uma coloração róseo-alaranjada indicou reação positiva.    

O teor de alcaloides foi determinado pesando-se 25 mg da fração do extrato, 

dissolveu em 5 mL de solução de HCl 5% e em seguida foi realizada a filtragem. Separou-

se essa solução em três porções de 1 mL em três tubos de ensaio. Adicionou-se em cada 

tubo gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff e Mayer. A precipitação ou turvação em 

pelo menos em uma cavidade foi indicativo de resultado positivo.   

Para determinação de esteroides e triterpenoides, preparou-se uma solução mãe 

com a fração do extrato pesando-se 75 mg dissolvidos em 15 mL de clorofórmio.  A 

solução foi levada ao banho de ultrassom a fim de dissolver totalmente. Posteriormente, 

filtrou-se a solução em papel filtro utilizando um funil de vidro. Foram filtrados 10 mL da 

solução mãe sobre carvão ativado. Transferiu-se o filtrado para um tubo de ensaio 

completamente seco, em seguida foi adicionado 1 mL de anidrido acético e agitado 

suavemente. Em seguida, adicionou-se 3 gotas de H2SO4 concentrado e novamente agitou-

se. O rápido desenvolvimento de cores que vão do azul evanescente ao verde persistente 

indicam resultado positivo.   

Todas as análises, nesse experimento, foram realizadas em triplicata. 

4.6 CARACTERIZAÇÃO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO  

 

4.6.1 Microrganismos envolvidos  

 

Foram utilizadas cepas da American Type Culture Collection (ATCC): Candida 

albicans (ATCC 10231), Candida glabrata (ATCC 90030) e Candida tropicalis (ATCC 

750), provenientes da Fundação Oswaldo Cruz/RJ, que estão estocadas em amostras no 

Laboratório de Análises e Diagnóstico, no Departamento de Odontologia da UEPB. 
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4.6.2 Reativação dos microrganismos e preparo do inóculo 

 

As cepas de referência de Candida albicans (ATCC 10231), C. glabrata (ATCC 

90030) e Candida tropicalis (ATCC 750) foram reativadas a partir de sua cultura original 

em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) e incubadas a 37 ºC, 

por 24 h, em atmosfera de aerobiose. Após esse período, três a cinco colônias foram 

coletadas e suspensas em 10 mL de caldo Agar Sabouraud (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA). Após incubação a 37ºC, por 24 h, o conjunto foi centrifugado e as células suspensas 

em 10 mL de solução salina estéril (NaCl 0,9%). Em seguida, a concentração de células foi 

determinada com auxílio de espectrofotômetro, utilizando-se o comprimento de onda de 

530 nm. A densidade celular foi estabelecida na absorbância de 0.08- 0.1, equivalente a 

concentração de 5 x 10
6
 UFC/mL. 

O preparo do inóculo para os testes de suscetibilidade foi realizado seguindo as 

recomendações do protocolo M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008). O inóculo fúngico foi 

padronizado em espectrofotômetro (Modelo GT 7220 BioPet Technologies, Monte Alto, 

Brasil) com comprimento de onda de 530nm e absorbância entre 0,08–0,1, correspondendo 

à concentração de 5 x 10
6 

UFC/mL. Nos poços da microplaca, durante os testes de 

atividade antimicrobiana, esta concentração caiu pela metade, resultando em 2,5 x 10
3 

UFC/mL.  

 

4.6.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a 

Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

 

A atividade antifúngica da fração n-butanol do extrato hidroetanólico de S. 

obtusifolium foi determinada segundo a normatização M27-A3 do Clinical Laboratory and 

Standards Institute (CLSI), por meio da técnica da microdiluição em caldo (CLSI, 2008). 

A partir desta, foram obtidas a Concentração Inibitória Mínima/CIM e a Concentração 

Fungicida Mínima/CFM da fração n-butanol do extrato frente às cepas de coleção de 

cultura.  

Microplacas de fundo chato cm 96 poços (Cralpast, Cotia, Brasil) foram preparadas 

inserindo-se 100 µL de meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose em todos os poços. Em 

seguida, 100 µL das diluições da fração n-butanol do extrato de S. obtusifolium (4000 

µg/mL) foram inseridos na primeira fileira de poços da microplaca. Diluições seriadas 

(1:2) foi então realizadas por meio da transferência de 100 µL aos poços subsequentes. Em 
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seguida, 100 µL da suspensão dos microrganismos (diluído 1000× em caldo Ágar 

Sabouraud Dextrose. Concentração: 1 x 10
3
 UFC/mL) foram inseridos em todos os poços. 

Desse modo, o extrato foi ensaiado entre o intervalo das concentrações 1000 µg/mL e 7,8 

µg/mL. Controle de viabilidade dos microrganismos (ausência de antimicrobiano), bem 

como controle de esterilidade do meio de cultura (ausência de inoculação de 

microrganismos nos poços), e do veículo (etanol a 40%) foram realizados para garantir 

acurácia do método. Controle farmacológico com nistatina (controle positivo) foi realizado 

nas concentrações que variam de 64 a 0,5 µg/mL. 

As placas foram então incubadas a 37°C, por 24 h, em aerobiose. Após esse 

período, a CIM foi definida como a menor concentração das substâncias capaz de inibir o 

crescimento visível dos microrganismos avaliados. A viabilidade dos microrganismos foi 

determinada pela utilização do corante resazurina (3 mM), que foi pipetado (50 µL) em 

todos os poços após o período de incubação para determinação da CIM (24 h). A 

metabolização do corante pelos microrganismos viáveis resultou na produção de um 

pigmento de cor rosa. A CIM foi considerada a menor concentração que resultou na 

inibição do crescimento microbiano. 

A CFM foi determinada pela semeadura (10 µL) em placas de Petri contendo o 

meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose, de todos os poços correspondentes a 

concentrações iguais ou superiores a CIM. Após semeadura, as placas foram incubadas a 

37º C por 24 h. Em seguida, a CFM foi considerada a menor concentração do extrato capaz 

de inibir o crescimento dos sub-cultivos. 

As análises foram realizadas em triplicata em dias independentes, totalizando nove 

leituras por experimento. 
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5 RESULTADOS  
 

 Por meio de screening fitoquímico da fração n-butanol do extrato de S. 

obtusifolium, foram identificados compostos bioativos importantes, como flavonoides, 

alcaloides e triterpenos, sugerindo os possíveis efeitos antifúngicos da fração sobre 

Candida ssp apresentados neste estudo. 

A atividade antifúngica da fração n-butanol do extrato de S. obtusifolium e de 

fármaco padrão sobre as cepas de Candida foi avaliada por meio de análises das 

concentrações capazes de exercer efeitos inibitórios e letais sobre o crescimento dos 

microrganimos. Os valores da Concentração Inibitória Mínima e Concentração Fungicida 

Mínima (expressos em µg/mL), bem como a descrição da relação CFM/CIM estão 

descritas na tabela 1.  

Tabela 1- Atividade antifúngica da fração n-butanol do extrato de folhas de S. obtusifolium e de 

fármaco padrão sobre Candida ssp (valores de CIM e CFM expressos em µg/mL). 

MICRORGANISMOS/SUBSTÂNCIAS CIM CFM Relação 

CFM/CIM 

C. albicans (ATCC 10231)    

Fração n-butanol 250 >1000 >4 

Nistatina 8 >64 >8 

    

C. glabrata (ATCC 90030)    

Fração n-butanol 500 >1000 >2 

Nistatina 8 >64 >8 

    

C. tropicalis (ATCC 750) 

Fração n-butanol 

Nistatina 

 

250 

8 

 

 

 

500 

>64 

 

2 

>8 

 

 

Diante dos resultados, pode-se observar que a fração n-butanol do extrato de 

folhas de S. obtisifolium apresentou forte potencial de ação sobre a inibição de crescimento 

de Candida ssp, demonstrando valores de CIM que variaram entre 250 μg/mL a 500 

μg/mL para esses microrganismos. Observa-se que, as espécies C. albicans (ATCC 10231) 

e C. tropicalis (ATCC 750) apresentaram maior sensibilidade à ação antifúngica da fração, 

diferentimente de C. glabrata (ATCC 90030) que demonstrou maior resistência. 
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 No entanto, neste estudo, indica-se que a fração n-butanol apresentou potencial 

antimicrobiano ativo, demonstrando valores de CIM <1000 μg/mL para espécies 

estudadas; e um potencial antimicrobiano moderado (CIM de 100 μg/mL - 500 μg/mL) de 

acordo com a classificação de Holetz et al. (2002) e Morales et al. (2008).  
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6 DISCUSSÃO  
 

A realização de estudos com extratos de plantas medicinais e frações isoladas tem 

adquirido importância especial em virtude das diferentes atividades biológicas, que podem 

ser atribuídas à presença de determinados grupos de compostos bioativos (CARTAXO-

FURTADO et al., 2015; PEREIRA et al., 2016).  

Por meio de Screening qualitativo da fração n-butanol, foram identificados 

compostos bioativos como flavonoides, alcaloides, esteroides e triterpenos. Desse modo, a 

presença destes compostos sinaliza a possibilidade de atribuir um potencial valor 

terapêutico promissor para a fração. Esses compostos bioativos apresentam forte atividade 

antifúngica, o que foi evidenciado neste estudo para as espécies de C. albicans, C.glabrata 

e C. tropicalis. Ademais, estas substâncias apresentam propriedades farmacológicas 

importantes como antimicrobiana, antinflamatória, anticarcinogênica e antioxidante. 

Na literatura, ainda são escassos os estudos sobre o potencial antifúngico da fração 

n-butanol de S. obtusifolium, contudo, os resultados dessa pesquisa corroboram aos 

apresentados por Sampaio et al. (2017) e Pereira et al. (2017) que, em seus achados, 

demonstram um forte potencial antimicrobiano da fração frente ao crescimento de Candida 

albicans. 

 Nesta pesquisa, a atividade antifúngica foi realizada utilizando o método da 

microdiluição em caldo da fração butanólica do extrato da quixabeira frente espécies de 

Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis. Os resultados foram 

promissores indicando uma atividade antifúngica da fração de forte a moderada frente o 

crescimento destas espécies.  

A investigação bioquimica da fração n-butanol permitiu também caracterizá-la 

quanto a sua atividade antifúngica com base na avaliação da relação CFM/CIM proposta 

por Siddiqui et al. (2013), tendo demonstrado ação fungistática (CFM/CIM ≥ 4) para as 

espécies C. albicans e C. glabrata, e ação fungicida (CFM/CIM < 4) para C. tropicalis. 

Esses dados permitiem corroborar aos resultados sobre a atividade antifúngica da fração 

sobre C. albicans em estudo realizado por Pereira et al. (2016). 

 Diante disso, os resultados deste estudo evidenciam um potencial promissor da 

fração n-butanol do extrato das folhas de S. obtusifolium na atividade antifúngica em 

infecções ocasionadas pelas espécies Candida. Entretanto, por se tratar de um estudo in 

vitro, sugere-se ainda realização de investigações, como testes de toxicidade in vitro e in 

vivo, além da atividade antibiofilme, objetivando o desenvolvimento de pesquisas in vivo 
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para uma eventual indicação e utilização na clínica odontológica como forma de terapia 

antifúngica alternativa. 
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7 CONCLUSÃO 
 

 

 A fração n-butanol do extrato de S. obtusifolium apresenta compostos bioativos, 

como flavonoides, alcaloides e triterpenos, sugerindo a ação antifúngica sobre 

as espécies de Candida analisadas;  

 A fração n-butanol apresentou potencial antimicrobiano sobre o crescimento de 

C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis;  

 A fração do extrato apresentou ação fungistática sobre C. albicans e C. glabrata 

e fungicida sobre C. tropicalis. 
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