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RESUMO. Ensaios de atividade antimicrobiana com extratos orgânicos de Heterodermia leucomela (L.)
Poelt, procedente de região semi-árida do Nordeste do Brasil (caatinga), revelaram ação destes contra bac-
térias Gram positivas, notadamente Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Tais microrganismos foram
submetidos a ensaios de biocromatografia, onde foi possível indicar a atranorina e zeorina, substâncias
identificadas por técnicas cromatográficas e espectroscópicas, como princípios ativos da espécie, inclusive
sendo a elas atribuída uma possível ação sinérgica.
SUMMARY. “Antimicrobial Activity of Phenolic Compounds from the Lichen Heterodermia leucomela (L.)
Poelt.” Antimicrobial assays with crude extracts obtained from Heterodermia leucomela (L.) Poelt coming from
the semi arid region of Brazilian Northeastern (caatinga) revealed action of these compounds against Gram posi-
tive bacteria, mainly Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis. These microorganisms were submitted to
biochromatographic assays, by means of which was possible to detect the presence of atranorin and zeorin, after-
wards identified by chromatographic and spectroscopic techniques as active principles of the species, including a
possible synergic action attributed to them.

INTRODUÇÃO
A “época áurea” da terapia antimicrobiana

iniciou-se em 1941. Desde então inúmeros pa-
cientes foram curados de infecções potencial-
mente fatais usando-se um ou mais esquemas
terapêuticos com antibióticos. Porém, o uso in-
discriminado de tais drogas resultou no apareci-
mento de patógenos resistentes, o que tornou
necessário o emprego, cada vez maior, de no-
vos fármacos 1. Daí a grande importância da
pesquisa por novas substâncias com poder bac-
tericida ou bacteriostático.

Liquens são referidos desde a antiguidade
como plantas medicinais, inclusive citados por
Dioscorides, cirurgião do exército de Nero 2.
Seus produtos são eficientes contra diversas en-
fermidades, e também usados na manufatura de
medicamentos em alguns países da Europa 3.

A atividade antimicrobiana de liquens, ou de
seus compostos isolados, tem sido estudada há
muitos anos. Os primeiros estudos foram leva-
dos a cabo por Burkholder et al. 4. Em seguida,
muitos outros pesquisadores obtiveram interes-
santes resultados. Por exemplo, verificou-se que
extratos brutos de muitas espécies liquênicas
eram ativos contra bactérias Gram positivas,
Gram negativas e ácido-álcool-resistentes como
o bacilo da tuberculose (var. bovis e homnis) 5-7. 

No Nordeste do Brasil são também encontra-
dos liquens cujos metabólitos são eficientes con-
tra neoplasias, inflamações; têm ação analgésica
e hipoglicemiante, dentre outras utilidades 8. No
estudo de ação antimicrobiana de espécies ocor-
rentes sobre solos arenosos de tabuleiros costei-
ros (vegetação tipo cerrado) do Estado da Paraí-
ba (Nordeste do Brasil), Pereira et al. 9,10 detec-



44

Falcão, E.P.S., N.H. da Silva, N.B. de Gusmão, S.M. Ribeiro, N.K. Honda & E.C. Pereira

taram ação antimicrobiana em extratos brutos
de Cladonia substellata e C. crispatula, atribuin-
do ao ácido úsnico o princípio ativo das espé-
cies. Tais preparados impediram o desenvolvi-
mento de fungos e bactérias. Em relação a estas
últimas, foram mais eficientes contra as Gram
positivas, o que ratifica os dados da literatura.

Neste trabalho avaliou-se a atividade antibac-
teriana de extratos orgânicos e compostos fenó-
licos de Heterodermia leucomela (L.) Poelt.

MATERIAL E MÉTODOS
Material liquênico

Heterodermia leucomela (L.) Poelt, foi coleta-
da em região do semi-árido (“caatinga”), municí-
pio de Alagoinha, estado de Pernambuco, Nor-
deste do Brasil. As amostras foram identificadas
através da análise dos caracteres químicos e
morfológicos do talo, pelo Dr. Marcelo Marcelli
do Instituto de Botânica de São Paulo, sendo
mantidas em caixas de papel até o tratamento
químico.

Preparo dos extratos orgânicos
Os liquens foram secos à temperatura am-

biente, sendo a fração fenólica extraída através
da maceração de 30 g do talo seco com 100 mL
dos solventes éter, clorofórmio e acetona, se-
guindo sua série eluotrópica. Os extratos orgâni-
cos foram mantidos em dessecador até peso
constante. 

Isolamento e purificação da Atranorina de
Heterodermia leucomela 

A extração e purificação da atranorina proce-
deu-se por método de cristalização de Asahina
& Shibata 11, com modificações. A primeira ex-
tração foi realizada com éter dietílico, e os cris-
tais obtidos foram posteriormente lavados com
clorofórmio, em sucessivas recristalizações.

Atividade antimicrobiana
Os ensaios antimicrobianos foram realizados

em triplicata, através do método de difusão em
disco de papel em placas de Petri, contendo
meio de agar Müller-Hinton, sendo o inóculo
preparado segundo metodologia de Bauer et al. 12.
O meio foi previamente inoculado com sus-
pensão dos microrganismos teste a 107 UFC.mL-1.
Os discos (6,0 mm) foram impregnados com 50
µl das soluções de cada extrato a 2,0 mg.mL -1 e
então incubados a 37 °C por 24 h. Placas com
os discos impregnados com os solventes foram
utilizadas como controle negativo, ou com 50 µl
de ácido úsnico, atranorina e ácido difractáico

como controle positivo, fenóis liquênicos dota-
dos de atividade antimicrobiana. Os resultados
foram obtidos através da mensuração das zonas
de inibição formadas ao redor dos discos, e ex-
pressos em milímetros (mm).

Microrganismos teste
Foram selecionados para os ensaios os mi-

crorganismos Staphylococcus aureus (DAUFPE-
01), Bacillus subtilis (DAUFPE-16), Streptococcus
faecalis (DAUFPE-138), como bactérias Gram-
positivas; Pseudomonas aeruginosa (DAUFPE-
39), Klebsiella pneumoniae (DAUFPE-396), Es-
cherichia coli (DAUFPE-224), como bactérias
Gram-negativas; Mycobacterium smegmatis
(DAUFPE-71), bactéria ácido-álcool-resistente; e
amostras de Streptococcus β-hemolyticcus dos
grupos sorológicos B e C (bactérias Gram-positi-
vas) isolados clínicos identificados e cedidos pe-
lo laboratório de Análises Clínicas, Setor de Mi-
crobiologia, do Hospital das Clínicas da UFPE.
Foram ainda utilizadas cinco espécies de fungos
filamentosos (dermatófitos), Microsporon canis,
M. gypsium, Epidermophyton floccosum, Tri-
chophyton tonsurans, T. rubrum, isolados clíni-
cos cedidos pelo Departamento de Micologia da
UFPE, e duas espécies de fungos leveduriformes
do gênero Candida, sendo quatro cepas de C.
parapsilosis (URM-3624, 3626, 3621 e 3627), e
seis de C. albicans (DAUFPE-1007, 4741 e URM
3620, 3622, 3629, 3628).

Análise dos fenóis liquênicos
A análise da fração fenólica foi desenvolvida

por meio de técnicas de cromatografia em ca-
mada delgada (CCD) e líquida de alta eficiência
(CLAE). 

Para os ensaios em CCD os extratos orgâni-
cos (etéreo, clorofórmico e acetônico) foram di-
luídos até a concentração de 2,0 mg.ml-1, sendo
aplicados 50 µl da solução nas cromatoplacas.
de sílica Gel F Merck (20 x 20 cm; 0,25 mm de
espessura). A fase móvel foi tolueno:dioxa-
no:ácido acético (180:45:5, v/v), de acordo com
a metodologia de Culberson 13. As bandas foram
observadas sob luz UV de comprimento de on-
da curta e longa, e reveladas com ácido sulfúri-
co a 10% e aquecimento a 100 °C/10 min, sendo
identificadas por suas reações de cor, e Rf com-
parados aos dos padrões de atranorina e zeorina.

Os extratos orgânicos foram também analisa-
dos em CLAE sendo injetados 0,1 mg.mL-1 das
amostras em cromatógrafo líquido HITACHI
acoplado a um detector de UV da marca CG. As
condições de cromatografia obedeceram à me-
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todologia de Legaz & Vicente 14, a citar: coluna
de fase reversa MicroPack MCH-18 (300 mm x 4
mm I.D.), volume de injeção 20 µl; fase móvel
metanol:água:ácido acético (80:19,5:0,5 v/v) em
sistema isocrático; pressão 88 atm; temperatura
ambiente (28° ± 3 °C); detector de UV a 254
nm; padrão interno atranorina a 0,1 mg.mL-1.

A atranorina purificada foi analisada em cro-
matógrafo a gás GCQ Mat quadrupólo íon Trap
acoplado a um espectrógrafo de massa, através
do método de impacto eletrônico a 70 eV. Colu-
na DB-5 com 30 m e 0,25 mm. A velocidade li-
near do gás hélio foi de 40 cm.s-1. 

Espectroscopia no infravermelho
O espectro no infra-vermelho da atranorina

purificada de H. leucomela e da atranorina
padrão foi realizado em espectrógrafo Bruker
IFS66, pela técnica de pastilhas de KBr, sendo
utilizada a resolução de 4.0 cm-1.

Biocromatografia
A biocromatografia foi desenvolvida utilizan-

do-se o método de Homans e Fuchs 15, modifi-
cado por Costa-Filho 16. Os extratos mais ativos,
identificados nos ensaios antibacterianos, foram
aplicados em placas de sílica Gel F Merck, na
concentração de 2,0 mg.mL-1, e desenvolvido
no sistema A de solventes (Culberson, 1972) 13.
Estas foram armazenadas por 12 h, em con-
dições assépticas, até a completa evaporação
dos eluentes.

A suspensão microbiana das bactérias mais
sensíveis nos testes em disco foi preparada pelo
método de Bauer et al. 12. As cromatoplacas fo-
ram depositadas dentro de placas de Petri (18
cm), recebendo então uma camada de meio
fundido (50 ml) pré-inoculado com 100 µl dos

microrganismos a 107 UFC.ml-1. As substâncias
cromatograficamente separadas que exibiram
atividade antibacteriana foram reconhecidas nos
cromatogramas por meio da formação das zonas
de inibição (halo) ao redor de suas bandas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os ensaios de atividade antibacteriana mos-

traram que os extratos mais ativos foram o clo-
rofórmico seguido pelo acetônico e o etéreo. Os
três foram eficientes contra Staphylococcus au-
reus, Bacillus subtilis Gram positivos (Tabela 1),
e inativos contra Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa bacté-
rias Gram negativas, bem como aos fungos pa-
togênicos testados, e o Mycobacterium smegma-
tis, ácido álcool resistente. Estes dados ratificam
os da literatura sobre a ação de substâncias li-
quênicas contra microrganismos. Bustinza 4 refe-
re que o ácido úsnico quando associado à es-
treptomicina potencializa a ação deste antibióti-
co, inclusive contra cepas resistentes de M. tu-
berculosis e bactérias Gram negativas.

Na análise em CCD (Figura 1) dos extratos
orgânicos de H. leucomela observou-se a pre-
sença da atranorina (Rf 92), confirmando os da-
dos de Culberson 17. Este analisou 14 diferentes
espécies do gênero Heterodermia, inclusive 8
amostras de H. leucomela. Nelas detectou atra-
norina, e a considerou-a como substância cons-
tante da espécie; observou também que 25%
das amostras continham zeorina, entretanto con-
sidera seu teor maior nos extratos, o que não
corresponde aos dados aqui obtidos. Foram ain-
da observadas bandas de Rf 54, 59, 70 e 84 que
não foram identificadas.

MICRORGANISMOS/ZONA DE INIBIÇÃO (mm)

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus
EXTRATO

Teste-1 Teste-2 Dp Teste-1 Teste-2 Dp

Etéreo 9,0 9,0 0,0 11,0 12,0 0,70

Clorofórmico 8,0 7,0 0,70 12,0 12,0 0

Acetônico 9,0 8,0 0,70 10,0 11,0 0,70

Ácido úsnico 20,0 19,0 0,70 12,0 11,0 0,70

Atranorina 18,0 19,0 0,70 9,0 9,0 0

Ácido difractáico 10,0 9,0 0,70 8,0 7,0 0,70

Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos extratos orgânicos de Heterodermia leucomela (L.) Poelt.
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As análises em CLAE dificultaram a identifi-
cação da atranorina, visto que esta substância
apresentou Tempo de Retenção (TR) de 18 min
em ensaios com seu padrão. Por outro lado, es-
ta substância quando contida nos extratos bru-
tos aumento seu TR para 20  min (Figura 2). 

Este fato pode ser atribuído à substância es-
tar associada às demais da espécie, dificultando

sua saída da coluna. Para ratificar esta hipótese
foi isolada e purificada a atranorina contida em
H. leucomela. A amostra foi analisada por Cro-
matografia Gasosa (CG) e espectroscopia no in-
fra-vermelho (IV). Nos ensaios de CG tanto a
atranorina padrão, como a purificada apresenta-
ram TR de 13,43 min (Figura 3); os espectros de
massa obtidos (Figura 4) foram idênticos, sendo
a massa do pico básico igual a 164 m/e e a mas-
sa do maior fragmento igual a 196 m/e, apesar
do peso do íon molecular da atranorina ser
igual a 374m/e. Isto pode ser explicado pelo fa-
to de que depsídeos liquênicos têm baixa volati-
lidade e se degradam a altas temperaturas na
câmara de vaporização. Assim, a molécula é
quebrada antes de sua ionização, e portanto é
bastante difícil determinação de sua massa por
este método 18,19. A massa calculada, porém foi
bastante semelhante àquela obtida por Bologne-
se et al. 20 que estudaram cristais de atranorina
(pf = 193-194 °C) obtendo um pico básico com
196 m/e e picos iônicos significantes de 165 e
136 m/e. Os espectros no infravermelho da atra-
norina purificada e padrão foram muito simila-

0,92 0,92 0,92 0,92

0,74 0,74 0,74 0,74

0,59 0,59 0,59

0,54

Et Hl Cl Hl Ac Hl Zeo Atr

0,70

0,84

Figura 1. Cromatografia em camada delgada dos ex-
tratos orgânicos de Heterodermia leucomela. Et Hl =
extrato etéreo; Cl Hl = extrato clorofórmico; AcHl =
extrato acetônico; Zeo = zeorina; Atr = atranorina

Figura 2. Cromatografias de alta resolução (HPLC)
dos extratos etéreo (A), clorofórmico (B), e acetônico
(C) de Heterodermia leucomela. Padrão de atranorina
(D).
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res (Figura 5 ). Além disso, em ambos os casos,
é possível observar dois picos principais, corres-
pondentes aos grupos metílicos (2957.1 e 2885.5
cm-1) com absorções de carbonila aldeídica
(1651.6 cm-1), e de grupos aromáticos (1454.8 e
1582.3 cm-1) que correspondem aos dados apre-
sentados por Nakanishi 21 e Huneck e Yoshimu-
ra 22.

Os resultados apresentados ratificam os en-
saios em CCD que mostraram a presença da
atranorina nos extratos orgânicos de H. leuco-
mela e sua interação com outras substâncias,
modificando seu TR.

Os dados de detecção de atividade antimi-
crobiana, associados aos ensaios químicos indi-
cam que o composto fenólico majoritário em H.
leucomela, a atranorina, pode ser responsável
pela atividade observada. Shibata e Miura 23 e
Cavalcanti et al. 24 reportam a ação in vitro da
atranorina contra microrganismos, o que possi-
bilitou indicar esta substância como princípio
ativo de H. leucomela, entretanto a composição
dos extratos orgânicos continha outros compos-

Figura 3. Cromatografias gasosas da atranorina purifi-
cada de Heterodermia leucomela (A) e substância
padrão (B).

Figura 4. Espectros de massa da atranorina purificada
de Heterodermia leucomela (A), e substância padrão
(B).

Figura 5. Espectros em infravermelho da atranorina
purificada de Heterodermia leucomela (A), e substân-
cia padrão (B).
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tos, dentre eles a zeorina, referida para a espé-
cie na literatura. Por outro lado, dados da CLAE
indicam esta substância sempre em maior teor
nos extratos orgânicos, sobretudo no clorofór-
mico com 36,16%, enquanto no etéreo e acetô-
nico foi detectado 11,6% e 20,59% respectiva-
mente.

Para a indicação mais precisa dos princípios

Figura 6. Biocromatograma dos extratos brutos de
Heterodermia leucomela. Extratos clorofórmico (A) e
acetônico (B) contra Staphylococcus aureus; extrato
etéreo (C) contra Bacillus subtilis.

ativos (p.a.) de H. leucomela procederam-se os
ensaios biocromatográficos, utilizando-se croma-
togramas dos extratos de maior atividade (cloro-
fórmico e acetônico) sobre os quais depositou-
se o meio de cultura pré inoculado com micror-
ganismos mais sensíveis nos testes de disco: S.
aureus ou B. subtilis.

Nos testes biocromatográficos foram obser-
vados halos de inibição em torno das bandas
correspondentes à atranorina e zeorina, para
ambos microrganismos testados, notadamente o
extrato etéreo contra o B. subtilis, onde há indí-
cios de uma ação sinérgica entre tais fenóis (Fi-
gura 6). O sinergismo da atranorina é referido
por Silva 25, onde estuda a ação antiinflamatória
e analgésica de Cladina dendroides (des Abb.)
Ahti, que possui altos teores desta substância
em sua composição. Refere, ainda, sua baixa to-
xicidade, o que permite indicar tal produto co-
mo promissor na investigação de produtos bioa-
tivos de liquens.

CONCLUSÃO
Foi possível concluir que H. leucomela tem

ação antibacteriana, notadamente contra micro-
ganismos Gram positivos, e suas substâncias
principais, atranorina e zeorina, podem ser con-
sideradas como princípios ativos da espécie.
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