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RESUMO

A atividade antimicrobiana de plantas medicinais se da pela presenca de
substancias oriundas do metabolismo secundario das mesmas, tais como:
taninos, flavondides, 6leos essenciais e outros. Este estudo avaliou a atividade
antimicrobiana de plantas medicinais, para uso como conservantes em
formulacdes farmacéuticas, relatadas em 5 trabalhos publicados entre 2001 e
2010, e disponibilizados na Biblioteca Virtual de Saude — BIREME, frente aos
microorganismos: Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC
16404, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e
Staphylococcus aureus ATCC 6538; utilizando o método de difusdo em agar ou
turbidimétrico para avaliacdo desta atividade. De acordo com os resultados
apresentados nos respectivos trabalhos, observou-se que as plantas
Rosmarinus officinalis e Melaleuca alternifolia apresentaram atividade frente a
guatro dos cinco microrganismos alvo, podendo ser utilizado como conservante

natural em formula¢cdes farmacéuticas e/ou cosméticas.

Palavras chaves: Plantas Medicinais. Atividade Antimicrobiana. Conservantes.



ABSTRACT

The antimicrobial activity of medicinal plants is achieved by the presence of
substances originating from their secondary metabolism, such as tannins,
flavonoids, essential oils and others. This study evaluated the antimicrobial
activity of medicinal plants for use as preservatives in pharmaceuticals
formulations, reported in five papers published between 2001 e 2010, and made
available on the Virtual Health Library — BIREME front of microorganisms:
Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404, Escherichia coli
ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Staphylococcus aureus
ATCC 6538; using the method of agar diffusion or turbidimetric to assess this
activity. According to the results presented in their work, it was observed that
the plants Rosmarinus officinalis and Melaleuca alternifolia showed activity
against four of the five target microorganisms, can be used as a natural

preservative in pharmaceuticals formulations and/or cosmetics.

Keywords: Medicinal Plants. Antimicrobial Activity. Preservaties.
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1. INTRODUCAO

A atividade antimicrobiana das plantas medicinais se da devido a
presenca de constituintes quimicos, tais como Oleos essenciais, taninos e
flavonoides. Estas substancias s&o oriundas do metabolismo secundario das
plantas, as quais se utilizam destas para se defender de microorganismos

patogénicos e de animais herbivoros (SAAD et al., 2009).

As propriedades bactericidas e bacteriostaticas, fungicidas e
fungistaticas a partir de produtos vegetais tém sido motivo de estudo e
pesquisa em todo mundo. Tais estudos avaliam a atividade dos produtos
vegetais através de ensaios bioldgicos “in vitro” — testes de sensibilidade,
utilizando microorganismos padrdo geralmente da American Type Culture
Collection — ATCC.

As formulagbes farmacéuticas ndo estéreis sdo passiveis de
contaminagdo por microorganismos; seja pela presenca destes (mesmo que
dentro de um limite aceitavel) nas matérias-primas, seja durante o processo
produtivo, seja pelo armazenamento do produto acabado em locais
inadequados, ou até mesmo pelo uso inadequado do produto. Devido a isto,
sempre que permitido e viavel sdo adicionadas substancias com atividade

antimicrobiana ou conservantes a formulacdo (AULTON, 2005).

Nos dultimos 60 anos a ciéncia de conservacdo dos produtos
farmacéuticos e cosméticos tem sido tratada de maneira cientifica. No inicio a
conservacgao era obtida com agentes germicidas, apesar das consequéncias
envolvendo riscos. Atualmente, existe grande preocupacdo nao apenas do
aspecto microbiol6gico, mas de potencial de irritacdo e toxicidade ao
consumidor (PINTO, KANEKO & OHARA, 2003).

Este estudo consiste em uma pesquisa bibliografica, através de

trabalhos publicados nos ultimos 20 anos referentes ao tema em questao,
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tendo como fonte de pesquisa a Biblioteca Virtual de Saude (BIREME), e como

palavras chaves: plantas medicinais, atividade antimicrobiana e conservantes.

Apds levantamento bibliogréfico, foi realizada a sele¢cdo dos artigos e
trabalhos e analise dos dados relatados, com a finalidade de reunir as
evidéncias entre eles e propor o estudo da aplicabilidade das plantas
medicinais com atividade antimicrobiana frente aos microorganismos: Candida
albicans, Aspergillus niger, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus, como conservantes em formula¢des farmacéuticas.

O presente estudo torna-se relevante, pois apresenta a possibilidade do
uso de plantas medicinais, que possuem atividade antimicrobiana, como
conservantes em formulagbes farmacéuticas. O que proporciona o0
desenvolvimento de formula¢des 100% naturais, no caso de fitoterapicos ou
fitocosméticos. Podendo estas serem mais efetivas frente aos microrganismos,
devido ao aumento da resisténcia dos mesmos aos agentes antimicrobianos
sintéticos comumente utilizados (MAHADY, 2005 apud JUNIOR et al., 2009).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PLANTAS

Apoés descoberta da penicilina, houve um grande desenvolvimento na
pesquisa de substancias antimicrobianas nos vegetais. Os alcaldides,
flavondides, taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos, poliacetilenos e 6leos
essenciais sdo compostos sintetizados pelo metabolismo secundarios das
plantas (figura 1). Eles tém importancia nos mecanismos de defesa das
mesmas contra seus predadores, como fungos, bactérias, virus, parasitas,
insetos, moluscos e animais superiores. Essas substancias também podem
apresentar acdo antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, gram-
negativas, leveduras e fungos filamentosos (CALIXTO, 2001 apud SANTOS,
2007).
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Figura 1 — Esquema simplificado do processo biossintético dos metabdlitos secundérios,
destacando as principais classes de substancias (SAAD et al., 2009).

Tais compostos quimicos podem ser obtidos utilizando o método de
extracdo, o qual se da por difusdo osmotica (diferenca de concentracdo do
conteudo do interior das células da planta e liquido extrator), onde as
substancias contidas no interior das células vegetais sao dissolvidas em liquido
extrator, sendo este liquido posteriormente evaporado total ou parcialmente, e
seu residuo concentrado ajustado a padrdes previamente estabelecidos dando

origem aos extratos vegetais (SAAD et al., 2009).
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Os flavondides sao compostos polifendlicos naturais largamente
distribuidos nos vegetais superiores (angiospermas), principalmente. Muitos
deles apresentam atividade biolégica como, por exemplo, atividade
antioxidante, antiinflamatéria, antibacteriana, dentre outras (PERRUCHON,
2002 apud PACKER & LUZ, 2007).

Os Oleos essenciais sdo geralmente isolados das partes aéreas das
plantas por método de destilacdo, usualmente por arraste a vapor ou
hidrodestilagdo e sdo constituidos (figura 2) por uma mistura de terpenos, em
geral mono e sesquiterpenos, embora os diterpenos possam também estar
presentes, e uma variedade de hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso
molecular, acidos, alcodis, aldeidos, éster aciclico, cumarinas (MANOU et
al.,1998; DORMAN; DEANS, 2000 apud SANTOS, 2007).

> P e @

Limoneno Geraniol Borneol Tujona

Figura 2 — Exemplos de constituintes presentes em um 6leo essencial (SAAD et al., 2009).

O mecanismo de acdo dos Oleos essenciais para atividade
antimicrobiana esta relacionado com a perturbacdo da membrana
citoplasmatica e a interrupcéo da forca motriz de prétons, do fluxo de elétrons,
do transporte ativo e da coagulacao dos conteudos celulares (BURT, 2004
apud PINTO, 2009) (Figura 3).
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Figura 3 — Sitios de mecanismos de acdo dos 6leos essenciais frente a célula bacteriana
(Adaptado de BURT, 2004 apud PINTO, 2009).

O efeito antimicrobiano estd relacionado a lipossolubilidade da
substancia, quanto mais lipossoluvel, melhor a atividade antibacteriana, pois &
mais facil de atravessar a membrana celular dos microorganismos interferindo
no metabolismo dos mesmos (AULTON, 2005).

PARA

2.2. METODOS ATIVIDADE

ANTIMICROBIANA

AVALIACAO DA

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais € avaliada através da
determinacdo de uma pequena quantidade da substancia necessaria para inibir
0 crescimento do microorganismo teste; esse valor € conhecido como

Concentracéao Inibitéria Minima - CIM (PINTO, KANEKO & OHARA, 2003).

Dentre os métodos para avaliacdo da atividade antimicrobiana em
extratos e 6leos vegetais, os mais utilizados séo: difusdo em agar (ou placas) e

turbidimétrico (ou em tubos).
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2.2.1. Difusdo em Agar

O teste de difusdo em &gar € um método fisico, no qual um
microorganismo é desafiado frente a uma substancia antimicrobiana em um
meio sélido. Este teste relaciona o tamanho da zona ou halo de inibicdo de
crescimento com a dose da substancia ensaiada (PINTO, KANEKO & OHARA,
2003) (Figura 4). Este método é mais comumente empregado e se limita a
microorganismos de crescimento rapido, sendo eles aerdbios ou aerébios
facultativos (BARRY & THORNSBERRY, 1991 apud OSTROSKY et al., 2008).

A solucéo-teste é aplicada sobre a superficie do meio e as placas sdo
incubadas. O crescimento do microorganismo ocorre respeitando, porém as
areas onde tenha ocorrido difusdo da substancia antimicrobiana, gerando
contraste e resultando na chamada zona ou halo de inibicdo de crescimento
(PINTO, KANEKO & OHARA, 2003).

Disco contendo a substancia inibidora

Halo de inibicdo

Crescimento bacteriano

Placa de Petri

Figura 4 — Determinacéo da atividade antimicrobiana por difusdo em agar.

A concentragdo da substancia inibidora na regido de A até X é elevada o suficiente para inibir o
crescimento microbiano, ou seja, € uma concentracao inibitéria. Entre X e B, a concentragao &
subinibitéria e permite o crescimento (AULTON, 2005).
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A avaliacdo deste método € comparativa, e ocorre frente a um padréo
antimicrobiano de referéncia (controle positivo), onde o halo de inibicdo €&
medido, partindo-se da circunferéncia do disco ou poco, até a margem onde ha
crescimento de microorganismos (BARRY & THORNSBERRY, 1991 apud
OSTROSKY et al., 2008). Como controle negativo utiliza-se o solvente utilizado
para dissolucdo dos extratos ou diluicdo dos 6leos.

As técnicas de aplicacdo da substancia antimicrobiana no método de
difusdo em agar podem ser por meio de disco (papel de filtro intumescido com
a substancia teste), cilindros de acgo inoxidavel ou vidro e perfuragdo do agar
(PINTO, KANEKO & OHARA, 2003).

2.2.2. Turbidimétrico

O método turbidimétrico considera a relacdo entre a proporcdo de
crescimento microbiano em meio liquido e a concentracdo da substancia teste.
A proporcdo é determinada pela densidade da turbidez provocada pelo
crescimento microbiano (PINTO, KANEKO & OHARA, 2003).

A substancia teste € adicionada a suspensdo padronizada de
microorganismos presente no caldo nutriente, e apds incubacdo procede-se a
leitura da resposta. Pode se dimensionar como resposta: peso seco, humero
total de microorganismos, nimero de microorganismos viaveis, nitrogénio total,
pH, acidez titulavel, liberacdo de CO, e consumo de oxigénio; portanto a leitura
de turbidez da suspensdo € o parametro mais utilizado (PINTO, KANEKO &
OHARA, 2003).

Como controle positivo € utilizada a mesma técnica citada acima, porém
no lugar da substancia teste adiciona-se substancia antimicrobiana padrdo. E
como controle negativo, substitui-se a substancia teste pelo solvente utilizado

para dissolucdo da amostra (substancia teste).
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O método turbidimétrico oferece vantagens como rapidez, fornecimento
de resultados quantitativos e ndo € influenciado pela velocidade de crescimento
dos microorganismos (SAHM & WASHINGTON I, 1991 apud OSTROSKY et
al., 2008). Tendo como desvantagens a auséncia de contaminagao grosseira e
coloracdo da amostra que interfira na leitura fotométrica, assim como a
necessidade de equipamento para leitura da amostra (PINTO, KANEKO &
OHARA, 2003).

Neste ensaio duas metodologias podem ser empregadas: a
macrodiluicdo e a microdiluicdo. Sendo que a primeira envolve testes em tubos
de ensaio, contendo volume de meio de cultura variando entre 1 e 10 mL;
enquanto a segunda utiliza microplacas com 96 pocos, contendo volume de
meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL (OSTROSKY et al., 2008).

2.3. CONSERVACAO DO PRODUTO

O objetivo primario do sistema conservante € que, quando incorporado a
formulacdo, possa eliminar todos 0s microorganismos que alteram a
estabilidade do produto ou que podem ocasionar infec¢cdes (PINTO, KANEKO
& OHARA, 2003).

“Conservantes antimicrobianos s&do substancias adicionadas em
formas farmacéuticas néo estéreis com a finalidade de protegé-las de
guaisquer crescimentos microbianos. Para as formas farmacéuticas
estéreis, acondicionadas em embalagens de doses multiplas, os
conservantes antimicrobianos s&o adicionados para inibir o
crescimento de micro-organismos contaminantes durante 0 uso
repetitivo das doses individuais.”

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 52 edigo, v. |, p. 270, 2010)

Mesmo com requisitos rigidos de higiene durante a fabricacdo, controle
de qualidade e uso de matérias-primas com nuamero permissivel de
microrganismos, ainda ha a possibilidade de contaminac&do secundaria. Devido

a isto sempre que viavel é adicionada substancia conservante a formulacao.
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Segundo Pinto, Kaneko & Ohara (2003), as caracteristicas ideais de um

conservante sao:

e Largo espectro de atividade, em ampla faixa de pH, durante a

meia vida do produto;

e Ser efetivo sobre cepas padrdo especificas com numero de

ATCC, assim como organismos da flora natural;

e Distribuir-se de forma apropriada em sistemas emulsionados;

e Ser compativel com componentes da férmula, sem interferir com

a cor, sabor ou fragrancia do produto ou da embalagem primaria;

e Ser atéxico e nao irritante;

e Ser de custo aceitavel.

A tabela 1 cita alguns exemplos de conservantes sintéticos comumente

utilizados em formulagdes farmacéuticas e cosmeéticas, e suas respectivas

concentra¢cfes usualmente adotadas.

Tabela 1. Conservantes sintéticos x Concentracéo de uso

Conservantes sintéticos

Concentracéo de uso (%)

Alcool benzilico

Acido benzdico (e sais)
Acido sorbico
Cetrimida

Cloreto de benzalconio
Clorhexidina
Fenoxietanol
Metilparabeno

Propil e butilparabeno

1,0
0,1a0,5
0,2
0,01a0,1
0,01a0,25
0,01a0,1
1,0

0,2

0,02

Fonte: Pinto, Kaneko & Ohara (2003)
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso de plantas medicinais, com atividade antimicrobiana, como

conservantes em formulagdes farmacéuticas, com base na literatura.

3.2. OBJETIVO ESPECIFICO

Selecionar, descrever e comparar com base na literatura, dentre as
plantas medicinais, as que apresentam atividade antimicrobiana frente aos
seguintes microorganismos: Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger
ATCC 16404, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 e Staphylococcus aureus ATCC 6538; que segundo Farmacopéia
Brasileira 52 edicdo, sdo os microorganismos utilizados no teste de eficacia
antimicrobiana. A edicdo anterior da Farmacopéia Brasileira (42 edicao), citava
trés destes microorganismos (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Sthaphylococcus aureus) como microorganismos que devem estar ausentes
em produtos farmacéuticos nao estéreis e matérias-primas de uso direto em

sua fabricagao.

4. METODOLOGIA

A revisdo bibliografica de carater exploratério levantou 44 trabalhos
publicados entre 1991 e 2010, referentes a atividade antimicrobiana de plantas
medicinais. Dentre estes foram selecionados aqueles que avaliavam atividade
antimicrobiana sobre os microorganismos: Candida albicans ATCC 10231,
Aspergillus niger ATCC 16404, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 e Staphylococcus aureus ATCC 6538; e que utilizavam

os meétodos farmacopeicos: difusdo em &gar e/ou turbidimétrico. Foram
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excluidos os que avaliavam atividade sobre outras cepas padrdo que nao as
citadas anteriormente, e sobre isolados bacterianos de amostras clinicas, tendo
em vista que o presente estudo se baseia em avaliar a atividade antimicrobiana
de plantas medicinais para uso como conservante em formulagdes
farmacéuticas e ndo como antibiotico. Também foram excluidos os trabalhos
gue utilizavam métodos para avaliar atividade antimicrobiana que ndo eram

farmacopeicos; resultando em 5 trabalhos para avaliacao.

Os trabalhos foram identificados por letras de A a E, para facilitar a

descricdo dos mesmos, conforme tabela 2.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana de plantas medicinais sobre cepas de

microrganismos padréo.

Planta/nome Parte da planta Método ) .
Trabalho . - Microorganismos
popular utilizada utilizado
A Copaifera multijjuga 6leo-resina Difusdo em P. aeruginosa ATCC 9027
Hayne / copaiba agar
B Rosmarinus officinalis/  éleo Difusdo em C. albicans ATCC 10231
alecrim , agar E. coli ATCC 8739
Melaleuca Oleo
alternifélia/melaleuca P. aeruginosa ATCC 9027
S. aureus ATCC 6538
C Richardia brasiliensis partes aéreas Diluicdo em C. albicans ATCC 10231
Gomez/ poaia (folh’as e caules) agar E_coli ATCC 8739
e raizes
P. aeruginosa ATCC 9027
D Davilla elliptica St. Hil. /  folhas Diluicdo em C. albicans ATCC 10231
sambaibinha agar E. coli ATCC 8739
P. aeruginosa ATCC 9027
E Calophyllum brasiliensi  entrecasca turbidimétrico C. albicans ATCC 10231
/ jacaretba .
Bowdichia virgilioides /  entrecasca A. niger ATCC 16404
sucupira preta ;
Simaba ferruginea rizoma
[/calunga;
Croton urucurana/ latex

sangra-d’agua
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4.1. TRABALHO A

4.1.1. Materiais

-Material vegetal: 6leo-resina da Copaifera multijuga Hayne (copaiba), obtido
na regiao de Aripuand, no estado do Mato Grosso no ano de 2006.

-Meio de cultura: agar Mueller-Hinton.

-Solvente para diluicdo do dleo-resina: Dimetilsulfoxido (DMSO).

-Discos de papel de filtro de 6 mm.

-Placas de Petri.

-Tubos de ensaio.

-Cepa padréo: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

-Alga de Drigalski.

-Controle positivo: Clorafenicol 10 pg/disco.

4.1.2. Método

Segundo Mendongca & Onofre (2009), o dleo-resina da Copaifera
multijuga Hayne foi diluido com dimetilsulféxido (DMSO), em tubos de ensaio
numerados de 1 a 10, de acordo com as diferentes concentra¢cées. No tubo 1
foi colocado 1 ml do éleo puro e nos demais tubos (2 a 10) 0,5 ml de DMSO a 1
ml do tubo anterior As concentragfes obtidas foram: 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,12; 1,56; 0,78; 0,39 e 0,19%.

ApoOs obtencédo das concentracdes descritas acima, discos de papel filtro
de 6 mm foram impregnados por saturacdo em cada concentracao.

A cultura microbiana de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, foi
padronizada em 10® células/ml, estimadas por comparacdo ao tubo 0,5 da

escala de MacFarland.
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A suspensao bacteriana foi inoculada em placas contendo agar Mueller-
Hinton com auxilio de uma alca de Drigalski. Apés este procedimento, o0s
discos previamente preparados foram transferidos para os meios inoculados.
As placas foram incubadas a 35 + 1° C durante 24 horas. Apés esse periodo,
as mesmas foram inspecionadas quanto a presenca de halos de inibicdo
(medidos em mm). Este teste foi realizado em triplicata, e utilizou Clorafenicol

10 pg/disco, como controle positivo.

4.2. TRABALHO B

4.2.1. Materiais

-Material vegetal: 6leo de alecrim (Rosmarinus officinalis), e 6leo de
melaleuca (Melaleuca alternifolia), obtidos de fornecedores de industrias
cosmeéticas ndo mencionadas, baseadas em histérico de producdo e
utilizacdo dos mesmos.

-Meios de cultura: Agar Soja Tripticaseina, Agar Sabouraud Dextrosado 4%,
Caldo Soja Tripticaseina, Caldo Sabouraud Dextrosado (DIFCO®).

-Cepas padrao: Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Staphylococcus aureus ATCC
6538.

- Placas de Petri.

-Tween 80.

4.2.2. Método

Segundo PACKER & LUZ (2007), foi empregada a metodologia de
difusdo em agar com orificio — MAPO — (Fio Cruz/INCQS, 1992), a qual sofreu
duas modificacBes. A primeira, onde se lacrou o orificio com o &gar utilizado,

para que a amostra a ser aplicada nao fluisse entre o meio e a placa, deixando
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de se difundir pelo meio de cultura. A segunda, onde houve adicdo de Tween
80 as amostras (6leos), com a finalidade de diminuir a tensédo superficial entre

as mesmas e o meio de cultura, permitindo sua difusédo pelo agar.

4.3. TRABALHO C

4.3.1. Materiais

-Material vegetal: extrato etandlico 95% (v/v) das partes aéreas (folhas e
caules) e raizes da planta Richardia brasiliensis Gomez (poaia), na
proporcao de 1:5 (p/v).

-Meio de cultura: agar Mueller Hinton.

-Rotaevaporador.

-Solvente: Etanol 95%.

-Solucéo salina estéril.

-Placas de Petri.

-Tubos de ensaio.

-Cepas Padrdo: Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC
8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

-Inoculador de Steers.

4.3.2. Método

De acordo com Figueiredo et. al (2009), o extrato etandlico foi obtido por
maceragdo do material pulverizado, constituido das partes aéreas e raizes, em
etanol 95% (v/v), na proporcdo de 1:5 (p/v) a temperatura ambiente, com
agitacdo ocasional por 72h, seguido por filtracdo. O extrato obtido foi
concentrado em rotaevaporador a temperatura de 40° C e o residuo vegetal
extraido por mais duas vezes de maneira analoga, obtendo assim o extrato
etandlico bruto (FERRI, 1996 apud FIGUEIREDO et al., 2009).
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Para avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto
das partes aéreas e raizes de Richardia brasiliensis obtido anteriormente,
foram utilizadas cepas de microorganismos padrdo: Candida albicans ATCC
10231, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, as
guais foram repicadas em agar Mueller-Hinton e incubadas a 37° C por 24h
antes do experimento. O inéculo foi preparado, transferindo-se a cultura para
tubos de ensaio contendo 2 ml de solucdo salina estéril até obtencdo de uma

turbidez equivalente a escala 0,5 de MacFarland.

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foi realizada
utilizando 476 mg do extrato etandlico bruto das partes aéreas e raizes, 0s
guais foram pesados em tubos de ensaio esterilizados, solubilizados em 2 ml
de etanol 95% e diluidos em série na proporcédo de 1:2. Em seguida, adicionou-
se 19,0 ml de agar Mueller Hinton liquefeito a 50° C aos tubos, homogeneizou-
se e verteu-se rapidamente em placas de Petri esterilizadas. Apés diluicdes
foram obtidas concentracdes dos extratos brutos que variavam de 11,9 mg/ml a
0,37 mg/ml. Nas mesmas condi¢des, preparou-se um placa controle contendo
1 ml de etanol 95%. Todas as placas (testes e controle) foram incubadas em
estufa a 37° C por 24h.

Os in6éculos microbianos previamente padronizados, foram transferidos
para o inoculador de Steers, (STEERS, 1959 apud FIGUEIREDO et al., 2009) e
aplicados nas placas de agar Mueller Hinton contendo as diferentes
concentracdes dos extratos. As mesmas foram incubadas a 37° C por 24h. Foi
considerada CIM a menor concentragdo do extrato em que nao houve

crescimento microbiano. Os ensaios foram realizados em quadruplicatas.

4.4. TRABALHO D

4.4.1. Materiais:
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-Material vegetal: extrato etandlico 95% das folhas da planta Davilla elliptica
St. Hil. (sambaibinha), coletadas nos municipios de Alexania, Goias e em
Goiania, Goias, respectivamente em abiril e julho de 2003.

-Estufa com ventilagao forgada.

-Moinho de facas.

-Meio de cultura: agar Mueller Hinton.

-Rotaevaporador.

-Solvente: Etanol 95% PA.

-Solucao salina estéril.

-Placas de Petri.

-Tubos de ensaio.

-Cepas Padrao: Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC
8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

-Inoculador de Steers.

4.4.2. Método

Segundo Soares et al. (2009), para obtencdo do extrato etandlico bruto,
o material pulverizado ( folhas da planta dessecadas em estufa com ventilacdo
forcada a 40° C e trituradas em moinho de facas) passou pelo processo de
maceracdo a frio por no minimo 3 dias, com agitacdo ocasional, utilizando
como liquido extrator Etanol 95% PA, na proporcdo de 1:5 (p/v). Apos
maceracdo foi realizada filtracdo e o extrato obtido foi concentrado em

rotaevaporador em temperatura inferior a 40° C.

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto de
Davilla elliptica, foram utilizados os seguintes microorganismos da ATCC:
Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027. Estas cepas foram repicadas em agar Mueller Hinton e
incubadas a 37° C, por 24h. Para preparo e padronizacdo do inéculo, as

culturas de cada microorganismo foram transferidas para tubos de ensaio
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contendo 2 ml de solucdo salina estéril, até obter-se turbidez equivalente a

escala 0,5 de MacFarland.

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada
pelo método de diluicio em agar de acordo com recomendacdo do National
Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS (2003).

Para determinagéo da CIM, foi pesado em tubo de ensaio o extrato
etandlico bruto, e solubilizado em 2 ml de etanol 95%. Uma aliquota de 1 ml do
primeiro tubo foi transferida para um segundo tubo contendo 1 ml de etanol
95% e assim sucessivamente para outros tubos, obtendo-se concentracdes de
11,9 mg/ml a 0,023 mg/ml dos extratos das duas amostras de D. elliptica. Em
seguida, foram adicionados aos tubos, 19 ml de agar Mueller Hinton, sendo os
mesmos submetidos a agitacdo em vortex e vertidos em placas de Petri. Apés
solidificacdo do meio, foram inoculados os microorganismos, utilizando o
inoculador de Steers (STEERS, 1959 apud SOARES et al.,, 2009), o qual
continha em cada poco, 100 ul da respectiva suspensdo bacteriana. Foram
utilizadas como controle, placas contendo etanol 95% e &gua destilada,
preparadas nas mesmas condi¢des. Todas as placas foram incubadas a 37° C
por 24h, apos o qual foi realizada leitura. Os ensaios foram realizados em
guadriplicata. Foi considerada como CIM, a menor concentragéo capaz de inibir

0 crescimento das cepas dos microorganismos analisados.

4.5. TRABALHO E

4.5.1. Materiais:

-Material vegetal: extratos de hexano, diclorometano, acetato de etila, e
etanol 75% das seguintes plantas: Calophyllum brasiliensi (jacareuba) -
entrecasca; Bowdichia virgilioides (sucupira preta) - entrecasca; Simaba
ferruginea (calunga) — rizoma, na proporcao de 3:1 (p/v); exceto a Croton

urucurana (sangra-d’agua), onde se o usou o latex puro in natura. Todas as
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plantas foram coletadas, durante fevereiro de 2004, na regidao do cerrado do
estado do Mato Grosso.

-Meios de cultura: agar Sabouraud —Dextrose 4%(Oxo0id®); agar Mueller
Hinton (Micro Med®).

-Microplacas com 96 pocos.

-Solventes: diclorometano, etanol 75% e DMSO (Sigma®).

-Cepas padrdo: Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC
16404.

-Controle positivo: Anfotericina B (Sigma®).

4.5.2. Método

Segundo Junior et al. (2009), cada parte da planta coletada foi seca a
40° C por 3 dias a peso constante e entédo triturada. O pd seco foi macerado
sucessivamente com hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol 75%,
individualmente, ambos na proporcao de 3:1 (p/v), a temperatura ambiente por
7 dias. Cada macerato foi separado por filtragdo e concentrado sob pressao
reduzida. O latex obtido de Croton urucurana, foi testado puro in natura.

A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando cepas de
microrganismos provenientes da American Type Culture Collection (ATCC):
Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404. As mesmas
foram mantidas em caldos agar Sabouraud —dextrose 4% e repicadas a cada

15 dias a fim de prevenir transformacdes pleomorficas.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada utilizando
microplacas de 96 pocos de acordo com orienta¢cdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI M27A2 e M38A (CLSI, 2002 e 2003). Solucbes
concentradas do extrato e fracbes em DMSO foram diluidas de forma a obter
diluicdes duplas em série, as quais foram adicionadas a cada meio, resultando
em concentragbes que variavam entre 1000 a 8 pg/ml para os extratos e o

latex. Foram adicionados 100 pl do inéculo (na concentracdo final de 10*
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UFC/ml) ao meio Mueller-Hinton suplementadado com 2% de glicose.
Anfotericina B foi utilizado como controle positivo. As placas foram incubadas
por 24, 48 ou 72 h a 30° C (de acordo com o controle de crescimento) até 15
dias. A CIM foi expressa como a menor concentracdo a qual inibiu crescimento
a julgar da auséncia de turbidez no tubo. Todos os testes antimicrobianos

foram realizados em duplicata.

5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

No trabalho A, Mendonca & Onofre (2009) obtiveram os resultados com
o 6leo resina de Copaifera multijuga Hayne (copaiba), os quais estdo descritos

na tabela 3.

Tabela 3. Atividade do o¢leo resina de copaiba (Copaifera multijuga Hayne)
frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Concentracédo dos 6leos (%) Didmetro do halo de inibigdo (mm)
100 13+£1,97
50 12 +2,06
25 10+1,78
12,5 9+1,65
6,25 R
3,12 R
1,56 R
0,78 R
0,39 R
0,19 R

CLO-10 19+2,67

CLO-10 = clorafenicol 10 pg/disco; R = resistente.
Fonte: Mendoncga & Onofre (2009)

O oleo resina obtido da copaiba apresentou atividade antimicrobiana
para P. aeruginosa ATCC 9027, variando de acordo com a concentragao do

mesmo. A CIM foi igual a 12,5%, apresentando um halo de inibicdo com 9 *
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1,65 mm de diametro. Enquanto o controle positivo (clorafenicol 10ug/disco)

apresentou um diametro igual a 19 + 2,67 mm.

No trabalho B, os resultados encontrados por Packer & Luz (2007) estéao

relacionados na tabela 4.

Tabela 4. Atividade do 6leo de alecrim (Rosmarinus officinalis), e 6leo de
melaleuca (Melaleuca alternifélia) frente aos microorganismos testados.

Microorganismos testados Oleo de Alecrim Oleo de Melaleuca
S. aureus — ATCC 6538 + ++
E. coli— ATCC 8739 ++ ++
P. aeruginosa — ATCC 9027 + +
C. albicans — ATCC 10231 +++ ++

+ halo presente <10mm; ++ halo presente entre 10 e 60mm; +++ halo presente >60mm.
Fonte: (PACKER & LUZ, 2007).

O oOleo de melaleuca apresentou melhor atividade para maioria das
cepas testadas, apresentando halo de inibicdo entre 10 e 60 mm de diametro.
Porém o 6leo de alecrim provocou inibicdo total da C. albicans, com halo de

inibicdo >60 mm.

Os resultados obtidos do trabalho C, relatados por Figueiredo et al.

(2009) encontram-se na tabela 5.

Tabela 5. Concentracao inibitéria minima do extrato etanolico bruto das partes
aéreas e raizes de Richardia brasiliensis Gomez frente aos microorganismos
testados.

Microorganismos testados CIM (mg/ml)

Partes aéreas Raiz
E. coli— ATCC 8739 0,74 0,74
P. aeruginosa — ATCC 9027 0,74 0,74
C. albicans — ATCC 10231 0,74 0,74

Fonte: Figueiredo et al. (2009)
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Tanto as partes aéreas quanto a raiz da Richardia brasiliensis,
apresentaram atividade antimicrobiana relevante para 0s microorganismos

testados. Apresentando a mesma CIM para todos 0s microrganismos.

Os resultados obtidos por Soares et al. (2009), no trabalho D,
encontram-se na tabela 6, onde é relatado a CIM obtida das amostras de
Dauvilla elliptica oriunda de Alexania e de Goiania, frente aos microorganismos

testados.

Tabela 6. Atividade antimicrobiana do extrato etanodlico bruto das folhas de D.
elliptica frente aos microorganismos testados.

Microorganismos testados CIM (mg/ml)
Amostra | Amostra ll
E. coli— ATCC 8739 0,74 11,9
P. aeruginosa — ATCC 9027 0,37 0,18
C. albicans — ATCC 10231 0,37 <0,02

Amostra |: coletada do municipio de Alexania - GO;
Amostra Il; coletada do municipio de: Goiania -GO.
Fonte: Soares et al. (2009)

Ambas as amostras | e Il apresentaram atividade antimicrobiana frente
aos microorganismos testados. Porém o extrato etandlico bruto das amostras
coletadas em Alexania foi mais ativo frente a bactéria E. coli, enquanto o
extrato das amostras coletadas em Goiania foi mais ativo para P. aeruginosa e

a levedura C. albicans.

No trabalho E, Junior et al. (2009), obtiveram os seguintes resultados
com os diferentes extratos e latex, os quais estdo descritos na tabela 7. Foram

considerados ativos os materiais vegetais com CIM <1000 pg/ml.
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Tabela 7. Atividade antifingica de plantas medicinais do Cerrado Brasileiro
frente aos microrganismos Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger
ATCC 16404.

Espécie de Plantas Tipo de Extrato C. albicans A. niger
A —- -
Bowdichia virgilioides B —
C —- -
D 1000
A - ——-
Calophyllum brasiliensi B 1000
C ——- —_—-
D — ——-
A — ——-
Simaba ferruginea B —
C ——- ——
D 100
Croton urucurana E 100
Anfotericina B F 0,78 0,78

Os resultados estdo apresentados como CIM em pg/ml. Tipos de extrato: A=hexano;
B=diclorometano; C=acetato de etila; D=etanol 75%. E=latex; F=controle positivo. ----
=CIM>1000 pg/ml.

Fonte: Junior et al. (2009)

Somente o latex de Croton urucurana apresentou atividade frente ao
microorganismo Candida albicans ATCC 10231, com uma CIM equivalente a
100 pg/ml. Enquanto os extratos etandlico e de diclorometano de Bowdichia
virgilioides e Calophyllum brasiliensi respectivamente, apresentaram atividade
frente ao Aspergillus niger ATCC 16404, com uma CIM de 1000 pg/ml para
ambos. Porém para este ultimo microorganismo, sua melhor CIM (100 pg/ml)

foi obtida com o extrato etandlico de Simaba ferruginea.

Com relagéo as plantas estudadas nos trabalhos apresentados pode-se
resumir na tabela 8 sua atividade antimicrobiana frentes aos microrganismos

em questao.
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Tabela 8. Atividade antimicrobiana das plantas X microorganismos padrao

Candida Aspergillus Escherichia Pseudomonas Staphylococcus
albicans niger coli aeruginosa aureus
ATCC 10231 ATCC 16404 ATCC8739  ATCC 9027 ATCC 6538
Copaifera NA NA NA + NA
multijuga
Rosmarinus + NA + + +
officinalis
Melaleuca + NA + + +
alternifolia
Richardia + NA + + NA
brasiliensis
Davilla + NA + + NA
elliptica
Calophyllum - + NA NA NA
brasiliensi
Bowdichia - + NA NA NA
virgilioides
Simaba - + NA NA NA
ferruginea
Croton + - NA NA NA
urucurana

NA= néo foi avaliado; += presenga de atividade antimicrobiana; - =ndo apresentou atividade
antimicrobiana satisfatoria.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 6, nenhuma das
plantas teve sua atividade antimicrobiana avaliada frente a todos os
microorganismos desejados de acordo com o objetivo especifico deste estudo.
Porém dentre as plantas avaliadas, as que obtiveram atividade antimicrobiana
frente a um maior nimero de microorganismos foram: Rosmarinus officinalis e
Melaleuca alternifolia, as quais apresentaram atividade frente a quase todos os
microrganismos em questao, exceto ao Aspergillus niger ATCC 16404, o qual
ndo foi avaliado. No entanto este ultimo foi alvo do estudo das plantas:
Calophyllum brasiliensi, Bowdichia virgilioides e Simaba ferruginea as quais

apresentaram atividade antimicrobiana relevante frente ao mesmo.
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Sendo assim pode-se propor o estudo da atividade antimicrobiana das
plantas medicinais Rosmarinus officinalis e Melaleuca alternifolia, frente ao
Aspergillus niger ATCC 16404; bem como o estudo da associa¢cdo destas com
a planta Simaba ferruginea, a qual apresentou melhor atividade frente ao
Aspergillus niger ATCC 16404, obtendo-se entdo um composto com atividade
frente a todos os microorganismos desejados, e quicd um potente conservante

natural.

6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o0s Oleos puros obtidos das plantas
Rosmarinus officinalis e Melaleuca alternifolia apresentaram atividade
antimicrobiana para os microorganismos: Candida albicans ATCC 10231,
Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e
Staphylococcus aureus ATCC 6538. E que o extrato etandlico de Simaba
ferruginea apresentou melhor atividade frente ao Aspergillus niger ATCC
16404, com um CIM de 100 pg/ml.

Por sua atividade frente a um ndmero maior de microorganismos
desejados, os Oleos obtidos das plantas Rosmarinus officinalis e Melaleuca
alternifolia tém grandes possibilidades de serem utilizados como conservantes

naturais em formulacdes farmacéuticas e/ou cosméticas.
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GLOSSARIO

Aerdbio- categoria de microorganismos que requerem a presenca de oxigénio

para se reproduzirem.

Aerobio facultativo- categoria de microorganismo que se reproduz na

presenca ou auséncia de oxigénio.

Agar- extrato coloidal gelatinoso feito de algas. Consiste de agarose e
agaropectina e € usado como meio de cultura para o crescimento

microbiologico. Apresenta-se na forma semi-sélido a temperatura ambiente.

Cepa- microorganismo puro, que da origem a microrganismos similares.

Colbnia- crescimento visivel, macroscépico, de microorganismos em meio de

cultura solido.

In6culo- material que contém microorganismo vivo usado para inocular um

meio ou para inoculagéo.

Maceracédo- operacdo que consiste em submeter uma substancia a acao de
um liquido, a temperatura ambiente, para que este se impregne dos principios

soluveis daquela.
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