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RESUMO

Nos Ultimos anos, o interesse por produtos derivados de plantas medicinais que apresentem
atividade antimicrobiana tem sido intensificado. O presente estudo buscou caracterizar drogas
e extratos vegetais, determinar o teor de polifendis, taninos, flavonoides, quantificar o
marcador escolhido e avaliar a atividade antimicrobiana de extratos etanolicos brutos e
fragdes de Rosmarinus officinalis Linn., Origanum vulgare Linn., e Capsicum chinense Jack
frente a diferentes micro-organismos (bactérias Gram-positivas e Gram negativas, fungos
filamentosos e leveduriformes), patogénicos ou ndo. As drogas vegetais e 0s extratos foram
obtidos e caracterizados fisico-quimicamente de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5. Ed.
Os teores de polifendis, taninos e flavonoides foram calculados. Covalidou-se metodologia
para quantificar &cido rosmarinico em R. officinalis e O. vulgare e validou-se metodologia
para quantificar a capsaicina em C. chinense. As fragcdes hexanica, diclorometénica, acetato
de etila e aquosa foram obtidas por particdo a partir do extrato etanolico bruto. Foram
realizados testes de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM). A metodologia para quantificar o acido rosmarinico, tanto em R. officinalis,
qguanto em O. vulgare, e a metodologia para quantificar a capsaicina, foram validadas e
apresentam-se aptas a gerar resultados com exatiddo e precisdo aceitaveis em relacdo as
especificacbes do FDA e ANVISA. Os teores de acido rosmarinico encontrados no R.
officinalis e O. vulgare foram de 6,55 e 2,63%, respectivamente. O teor de capsaicina em C.
chinense foi de 1,84%. Com relacéo & atividade antimicrobiana, a maioria das fracfes testadas
foram mais ativas que os extratos etandlicos brutos (EEB), sendo que as fracBes que
apresentaram boa atividade frente a um maior nimero de micro-organismos foram a fracédo
hexénica de O. vulgare (OFH) e as fracdes diclorometanica de R. officinalis (AFD) e C.
chinense (PFD). A maioria das fracGes testadas apresentou uma atividade inibitéria melhor
frente a bactérias Gram-positivas do que frente a Gram-negativas. O &cido rosmarinico
apresentou boa atividade antimicrobiana principalmente frente a fungos. Fragdes polares de
O. vulgare também apresentaram boa atividade antifungica, podendo o &cido rosmarinico ser
considerado um dos possiveis compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana. A
capsaicina apresentou atividade inibitoria moderada frente a todas as cepas de Listeria e pode
ser um dos componentes responsaveis pela inibicdo deste grupo de bactérias. Os resultados
obtidos neste estudo sugerem que as fracbes AFD, OFH e PFD mostram potencial promissor
na busca de alternativas naturais para a conservacgéo e o controle de patégenos em alimentos.

Palavras-chave: Concentracdo Inibitoria Minima. Fracdes. Acido Rosmarinico. Rosmarinus
officinalis. Origanum vulgare. Capsaicina. Capsicum chinense.



ABSTRACT

In recent years, interest in medicinal products derived from plants that exhibit antimicrobial
activity has been intensified. The present study aimed to characterize drugs and herbal
extracts, determine the polyphenol content, tannins, flavonoids, quantify the chosen marker
and evaluate the antimicrobial activity of crude ethanolic extracts and fractions of Rosmarinus
officinalis Linn., Origanum vulgare Linn. and Capsicum chinense Jack. against different
microorganisms (Gram negative and Gram-positive bacteria, filamentous fungi and yeasts),
pathogenic or not. The herbal drugs and extracts were obtained and physico-chemically
characterized according to the Brazilian Pharmacopeia 5. Ed. The polyphenols, tannins and
flavonoids contents were evaluated. A methodology to quantify rosmarinic acid from R.
officinalis and O. vulgare was covalidated and a methodology to quantify capsaicin of C.
chinense was validated. The fractions hexane, dichloromethane, ethyl acetate and aqueous
were obtained by partition. Microdilution broth tests were performed to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC). It was found that the material is suitable for the
study according to the Pharmacopoeias and that there is adequate quality control of the drug
plant. Furthermore, the methodology for quantifying rosmarinic acid in both R. officinalis and
in O. vulgare and methodology to gquantitate capsaicin, have been validated and it is able to
produce results with acceptable accuracy and precision in relation to the specifications of
FDA and ANVISA. The content of rosmarinic acid found in R. officinalis and O. vulgare
were 6.55 and 2.63%, respectively. The concentration of capsaicin in C. chinense was 1.84%.
Regarding antimicrobial activity, most of the tested fractions were more effective than the
crude ethanolic extracts (EEB), and the fractions that showed good activity to a greater
number of microorganisms were hexane fraction of O. vulgare (OFH) and dichloromethanic
fraction of R. officinalis (AFD) and C. chinense (PFD). Most of the tested fractions showed
better activity against Gram-positive bacteria than against Gram-negative bacteria. The
rosmarinic acid showed antimicrobial activity mainly against fungi. Polar fractions of O.
vulgare also showed good antifungal activity and rosmarinic acid can be considered one of
the possible compounds responsible for the antimicrobial activity. Capsaicin showed
moderate activity against all strains of Listeria and can be one of the components responsible
for moderate inhibition of this group of bacteria. The results of this study suggest that the
AFD, OFH and PFD fractions show promising potential in the search for natural alternatives
for conservation and control pathogens in food.

Keywords: Minimum Inhibitory Concentration. Fractions. Rosmarinic acid. Rosmarinus
officinalis. Origanum vulgare. Capsaicin. Capsicum chinense.
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1 INTRODUCAO

O interesse por produtos derivados de plantas medicinais que apresentem atividade
antimicrobiana estd se intensificando, especialmente devido ao aumento de relatos da
resisténcia de micro-organismos frente aos medicamentos disponiveis no mercado (ARAUJO,
2010), apesar de existirem medidas de controle e intervencdo em relacdo ao uso de
antibioticos (CORNAGLIA, 2009).

Medicamentos, que antes eram eficazes contra infeccdes por estafilococos comuns,
hoje ndo sdo mais utilizados, j& que 0s micro-organismos adquiriram resisténcia aos
antibidticos, como é o caso do Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). H& um
aumento no custo do tratamento e surge a necessidade de buscar novos medicamentos
(CORNAGLIA, 2009). Desta forma, o estudo sobre atividade antimicrobiana com extratos de
plantas medicinais representa uma Otima alternativa para pesquisas (ARAUJO, 2010;
MENDES et al., 2011).

De acordo com Silva e Fernandes Junior (2010), dados sobre atividade antimicrobiana
de plantas medicinais, antes considerados empiricos, foram confirmados, bem como o
aumento do numero de micro-organismos patogénicos resistentes aos antimicrobianos
comercialmente disponiveis. Os autores enfatizam a importancia do uso de plantas com o
intuito de controlar o crescimento de patdgenos e de se descobrir os componentes presentes na
planta, que sdo responsaveis pela atividade bioldgica.

Algumas plantas medicinais apresentam um amplo espectro de atividade e inibicdo
comprovada contra algumas bactérias e fungos (SILVA, 2010). Isso pode ser explicado pelo
fato das plantas produzirem uma grande diversidade de metabolitos secundarios, o que
aumenta a probabilidade da ocorréncia de interacGes sinergicas entre 0S compostos
produzidos, garantindo uma melhor atividade bioldgica (HASSAN, 2012; NELSON;
KURSAR, 1999).

Entretanto, o interesse na obtengdo de novos compostos com atividade antimicrobiana
ndo se restringe a area dos medicamentos. Apesar dos avancos nas tecnologias para o controle
de micro-organismos patogénicos e deteriorantes em alimentos, os consumidores se tornaram
mais exigentes e estdo interessados em uma substitui¢cdo progressiva de compostos sintéticos
em sistemas de conservacdo de alimentos por conservadores naturais (CASTILHO et al.,
2012; SHAN et al., 2007; WEERAKKODY et al., 2010).
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Assim, 0s conservadores “naturais” representam uma alternativa interessante, uma vez
que podem aumentar a vida util dos alimentos, bem como aumentar a seguranga
microbiolodgica do produto (BAYOUB et al., 2010; CASTILHO et al., 2012; SCHNEID et al.,
2011; SHAN et al., 2007). Isso vai propiciar alimentos com alta qualidade, mais seguros, com
longa vida de prateleira sob refrigeracdo (WEERAKKODY et al., 2010), e, principalmente,
livre de conservadores os aditivos sintéticos, que geralmente tém sua seguranga questionada
(SCHNEID et al., 2011).

Os aditivos sdo produtos acrescidos aos alimentos que possuem a finalidade de
aumentar o tempo de conservacdo e atribuir ou realcar algumas caracteristicas proprias de
alguns alimentos. Dentre os conservantes com propriedades antimicrobianas mais utilizados
em alimentos estdo: os benzoatos, acido citrico, nitratos e nitritos, parabenos, salicilatos, acido
sorbico e sulfitos. Contudo, esses aditivos podem apresentar reacdes adversas, como eczema,
urticéria, asma, angioedema e outros efeitos mais graves como o choque anafilatico, efeito
carcinogénico, mutagénico e toxico. Essas reagOes adversas ndo sdo interessantes para o
consumidor e em muitos produtos estd havendo a substituicdo de aditivos artificiais por
aditivos naturais, derivados de plantas (AUN et al., 2011).

E neste contexto que se insere a importancia do presente estudo, que busca avaliar a
atividade antimicrobiana de extratos e fracdes de plantas medicinais, que séo utilizadas como
condimentos alimentares, frente a diversos patégenos, alimentares ou ndo. O alecrim
(Rosmarinus officinalis Linn.), o orégano (Origanum vulgare Linn.) e a pimenta habanero
(Capsicum chinense Jack.) sdo frequentemente utilizados como condimento na culinaria
brasileira e, em alguns estudos, apresentaram atividade inibitéria frente a varios micro-
organismos (ABDEL-MASSIH et al., 2010; ARCILA-LOZANO et al., 2004; BAYOUB et
al., 2010; CARVALHO, 2004; CHAN et al., 2012; CICHEWICZ; THORPE, 1996; CORREA
et al., 2012; DE FALCO et al., 2013; MORENO et al., 2006; RIBEIRO et al., 2013; SILVA
etal., 2013).

Neste trabalho foi feito um estudo com trés espécies vegetais: Rosmarinus officinalis
Linn. (Lamiaceae), Origanum vulgare Linn. (Lamiaceae) e Capsicum chinense Jack.
(Solanaceae) quanto a sua atividade antimicrobiana. Caracterizou-se a droga vegetal e o
extrato liquido concentrado e obteve-se 0 extrato etandlico bruto. Este foi submetido a um
processo de particdo e foram obtidas quatro fracbes hexanica, diclorometano, acetato de etila
e aquosa. Os extratos etanolicos bruto foram submetidos & validagdo de seu principal
marcador e quantificados tanto na droga vegetal, quanto nos extratos etanolicos bruto. Por

fim, os extratos etanolicos brutos e as fracGes obtidas foram submetidos ao teste de
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concentracdo inibitoria minima pelo meétodo de microdiluicdo em caldo para verificar sua
atividade inibitoria frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como de fungos

leveduriformes e filamentosos.



23

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Existem evidéncias do uso das plantas com fins medicinais desde o inicio das
civilizagbes. Os conhecimentos iniciais, relacionados ao seu potencial curativo, foram
transmitidos gradualmente as geracGes que se seguiram. Este conjunto de saberes empiricos e
intuitivos foram repassados por meio de formas primitivas de registros, da fala e de
documentos escritos (HALBERSTEIN, 2005; PETROVSKA, 2012). No inicio, ndo havia
informacBes suficientes sobre as doencas e os mecanismos de acdo dos metabdlitos das
plantas. Com o desenvolvimento de pesquisas foi possivel migrar desse conhecimento
empirico para o conhecimento cientifico e experimental (PETROVSKA, 2012).

Devido ao fato das plantas ndo apresentarem mobilidade, elas desenvolveram
estratégias de defesa contra possiveis fatores ambientais externos que seriam prejudiciais ao
seu desenvolvimento e sobrevivéncia (NCUBE; FINNIE; VAN STADEN, 2012). Isto inclui a
engenharia da propria polinizacdo e dispersdo das sementes, fornecimento de nutrientes para
sintetizar seu alimento e a defesa desenvolvida pelas plantas contra possiveis patogenos e
herbivoros (KENNEDY; WIGHTMAN, 2011).

Os mecanismos de protecdo das plantas podem envolver a defesa fisica, como a
presenca de espinhos, pelos, tricomas e ceras recobrindo a superficie de caules e frutos
(SOARES; MACHADO, 2007), e defesa quimica, com a producdo de substancias
biologicamente ativas que podem ser toxicas (MOLES et al., 2013) ou por possuirem ainda a
defesa contra agressdes de parasitas bioldgicos, bem como contra bactérias, fungos,
protozoarios e virus (WALLACE, 2004).

2.2 PLANTAS COMO ANTIMICROBIANOS E CONSERVADORES NATURAIS

Nos altimos anos, cerca de 250 mil espécies vegetais superiores foram descritas, sendo
que apenas 17% foram avaliadas de acordo com aspectos biolégicos (MAMEDOV, 2012),
apenas 4-10% foram estudadas quanto a atividade antimicrobiana e vérias classes de
metabolitos secundarios foram citadas (alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, fendis,
terpenoides, glicosideos, antraquinonas, cumarinas, polifendis e esteroides) (ENYIUKWU et
al., 2014).
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Existem vérios desafios na inddstria alimenticia em relacdo a seguranca alimentar, no
que tange ao tempo de armazenamento dos alimentos. Assim, VArios conservantes sintéticos
sdo utilizados pelas indlstrias para evitar a deterioracdo de alimentos e a proliferacdo de
patdgenos alimentares (SULTANBAWA, 2011). Contudo, o0s consumidores estdo
preocupados com a seguranca de alimentos que contenham conservantes sintéticos
(WEERAKKODY et al., 2010) e ha a preferéncia por conservadores naturais, como extratos a
base de ervas e especiarias (SHAN et al., 2007).

Para contornar este problema, hd um crescente interesse em métodos inovadores para a
conservacao de alimentos, sendo que a utilizagcdo de produtos vegetais como antimicrobiano e
conservador natural € uma opcdo atraente tanto para os consumidores, quanto para as
industrias alimenticias (SULTANBAWA, 2011).

Essa realidade tem impulsionado a busca por alternativas naturais de conservacdo de
alimentos contra micro-organismos patogénicos e deteriorantes. O uso de extratos, fracdes e
compostos ativos de ervas medicinais, também utilizadas como condimentos, pode ser uma
alternativa, ja que apresentam em sua composi¢do compostos fenolicos e 0leos essenciais,
alguns ja descritos por possuirem atividade antimicrobiana (CASTILHO et al., 2012;
NASCIMENTO et al., 2000; WEERAKKODY et al., 2010).

2.3 FAMILIA LAMIACEAE

A familia Lamiaceae, anteriormente conhecida como familia Labiatae, possui
aproximadamente 240 géneros e 7.200 espécies, sendo que a grande maioria dessas espécies
sdo aromaticas, com uma grande diversidade quimica, e apresentando uma larga historia de
uso na medicina popular, na culinaria, bem como na producéo de fragrancias e cosméticos
(BRAUCHLER; MEIMBERG; HEUBL, 2010; DO et al., 2014; LEE et al., 2011; MARIN et
al., 2006).

Esta familia apresenta véarias espécies ricas em compostos fenolicos e muitos ja foram
identificados quimicamente, tais como: acido rosmarinico, acido cafeico, acido clorogénico,
acido gentisico, acido p-hidroxibenzdico, acido vanilico, acido siringico, acido p-cumarico,
luteonina, quercetina, rutina, epicatequina e catequinas (ZGORKA; GEOWNIAK, 2001;
MORENO et al., 2006; LEE et al., 2011).

Sé&o descritas na familia Lamiaceae sete subfamilias, sendo que a Nepetoideae abrange

aproximadamente metade das espécies de Lamiaceae. Muitas delas sdo utilizadas como
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condimentos ou por apresentarem propriedades medicinais, como Origanum vulgare L.
(orégano), Thymus vulgaris L. (tomilho), Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Salvia
officinalis L. (salvia), Mentha piperita L. (horteld), Melissa officinalis L. (erva-cidreira),
Ocimum basilicum L. (manjericdo) e Lavandula officinalis L. (lavanda) (DREW; SYTSMA,
2012).

Considerando dados moleculares e filogenéticos, a subfamilia Nepetoideae foi
organizada em quatro tribos: Elsholtzieae, Ocimeae, Lavanduleae e Mentheae. A tribo
Mentheae esta subdividida em trés subtribos (Salviinae, Nepetinae e Menthinae) e engloba 43
dos 66 géneros. Varias espécies medicinais pertencem a esta tribo, como é o caso do orégano
(Origanum vulgare — Menthinae) e do alecrim (Rosmarinus officinalis — Salviinae)
(BRAUCHLER; MEIMBERG; HEUBL, 2010).

2.3.1 Rosmarinus officinalis Linn.

Rosmarinus officinalis Linn. é uma planta aromatica (ZANELLA et al., 2012)
conhecida popularmente como alecrim, alecrim-da-horta, alecrim-de-cheiro, alecrim-de-
jardim, alecrim-rosmarinho, alecrim-rosmarino, alecrinzeiro, erva-da-graca, libanotis e
rosmarinho (BEGUM et al., 2013). E originaria de regiées em torno do mar Mediterraneo,
como a Europa, Asia e Africa, e amplamente distribuida em diversas partes do mundo,
incluindo o Brasil (BOIX et al., 2010; MULINACCI et al., 2011).

O alecrim é uma planta subarbustiva, perene e lenhosa que pode atingir até dois
metros de altura. Suas folhas sdo sesseis, opostas, lineares, com pelos estelares na face
inferior com coloragdo esbranquicada, e face superior verde escura; seu caule é lenhoso com
varias ramificagdes; suas flores sdo hermafroditas, diminutas, bilabiadas, podendo ter
coloracgéo azul-claro a esbranquicada, o fruto é simples, seco e com coloragéo cinza (COUTO,
2006; VAZ, 2006).

Como relevancia etnofarmacoldgica, comprovada por estudos pré-clinicos, esta o uso
do alecrim como antinociceptivo (MARTINEZ et al., 2012), antiespasmédico (VENTURA-
MARTINEZ et al., 2011); antidepressivo (MACHADO et al., 2012); controle da glicemia
(BAKIREL et al., 2008), anti-inflamatorio (ALTINIER et al., 2007; BENINCA et al., 2011),
antioxidante (ZAOUALI et al., 2010), protecdo contra hepatotoxicidade (ABDEL-WAHHAB
et al., 2011; AMIN; HAMZA, 2005), prevencdo de cancer (NGO et al.,, 2011) e
antimicrobiano (ZAOUALI et al., 2010).
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Moreno et al. (2006), em um estudo sobre atividade antioxidante e antimicrobiana de
extratos de alecrim, sugerem que a atividade antimicrobiana esteja relacionada com a sua
composicdo fendlica, como os acidos carnésico e rosmarinico, alguns dos compostos
bioativos presentes nos extratos de alecrim.

Os componentes presentes no dleo essencial de R. officinalis sdo a-pineno, S-pineno,
mirceno, limoneno, 1,8-cineol, canfora, a-terpineol, verbenona e cariofileno. Muitos deles ja
estdo relacionados com a atividade antimicrobiana (MAY et al., 2010).

Ja foi demonstrado que o 6leo essencial de alecrim apresenta uma boa atividade
antimicrobiana frente a Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e frente a diversos
patdgenos alimentares, como Bacillus cereus (ATCC 1247); Clostridium perfringens (ATCC
1324); Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
(SILVA et al., 2013).

O oleo essencial de alecrim também se apresentou ativo frente a cepas isoladas de leite
e queijo, como Geobacillus stearotermophillus, B. cereus, Bacillus subtilis var. niger,
Enterococcus faecium, Salmonella enteritidis e Escherichia coli (ZIZOVIC et al., 2009). Em
um estudo conduzido por Ribeiro et al. (2013), verificou-se que o 6leo essencial de alecrim
demonstrou atividades inibitdria frente a uma cepa de E. coli multirresistente, isolada de
queijo coalho.

Chan et al. (2012) realizaram um estudo comparativo da atividade antimicrobiana e
antioxidante entre ervas da familia Lamiaceae e destacaram resultados interessantes em
relacdo as folhas de alecrim, que apresentaram inibicdo frente a B. cereus, Micrococcus luteus
e S. aureus. Verificou-se também que entre as plantas estudadas, o alecrim e a salvia foram as
ervas que apresentaram propriedades antibacterianas mais evidentes.

Estudos envolvendo atividade antimicrobiana de extratos etanolicos de alecrim
também foram realizados. O extrato etanolico de alecrim apresentou atividade moderada
contra L. monocytogenes (BAYOUB et al., 2010). Em um estudo realizado por Bubonja-
Sonje et al. (2011), o extrato de alecrim apresentou boa atividade contra cepas ATCC e
isolados clinicos invasivos de Listeria monocytogenes, quando comparado com extrato de
azeite de oliva e cacau.

Tambem foi relatado que o extrato bruto, fracdo aquosa e fragdo acetato de etila de R.
officinalis apresentaram efeito inibitorio e bactericida (em altas concentrac6es) frente a E. coli
e Klebsiella pneumoniae. Verificaram que o extrato bruto (CIM = 20.000 pg/mL), a fragdo
acetato de etila (CIM = 10.000 pg/mL) e a fracdo aquosa (CIM = 80.000 ug/mL) de R.
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officinalis apresentaram atividade inibitoria e bactericida sobre essas bactérias (ABDEL-
MASSIH et al., 2010).

2.3.2 Origanum vulgare Linn.

Origanum vulgare Linn. é conhecido popularmente como orégano, originario da
regido do mediterraneo, e amplamente distribuido em regides do norte da Africa e em zonas
temperadas e aridas da Eurasia. Espécies de O. vulgare também foram encontradas no Norte
da América (CRISHTI; KALOO; SULTAN, 2013).

Além da espécie O. vulgare, outras espécies também sdo chamadas de orégano, tais
como: o orégano grego (Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) letswaart), o orégano
espanhol (Coridothymus capitatus (L.) Hoffmann & Link), o orégano turco (Origanum onites
L.) e o0 orégano mexicano (Lippia graveolens L.) (DE MARTINO et al., 2009).

O. vulgare possui 6 subespécies, que sdo diferenciadas de acordo com seu indumento,
namero de glandulas fixas nas folhas, tamanho e cor de bracteas e flores. S&o elas: O. vulgare
subsp. vulgare, O. vulgare subsp. glandulosum (Desfontaines) letswaart, O. vulgare subsp.
gracile (Koch) letswaart, O. vulgare subsp. hirtum (Link) letswaart, O. vulgare subsp.
viridulum (Martrin-Donos) Nyman e O. vulgare subsp. virens (Hoffmannsegg and Link)
letswaart. (CRISHTI; KALOO; SULTAN, 2013).

As espécies de orégano sdo subarbustos ou ervas perenes que geralmente possuem de
dois a trés centimetros de altura, contudo outras podem chegar até 39 cm de altura. As folhas
podem ser redondas ou ovais e as hastes possuem o formato de coragdo, podendo ser lenhosas
ou ndo. As flores podem ser de diferentes cores: rosa, roxa ou branca, e dispostas a direita ou
serem eretas (MEYERS, 2005).

Os componentes presentes o no 6leo essencial de O. vulgare sdo o timol, sabineno,
terpineol, cariofileno, carvacrol e outros (CORREA et al., 2010). Para o 6leo essencial 0s
compostos majoritarios sdo o carvacrol e o timol. Outros compostos fenolicos estdo presentes
nas folhas de O. vulgare, como o &cido o-cumarico, acido ferralico, acido cafeico, acido p-
hidroxibenzoico, &cido vanilico e o acido rosmarinico. Ha4 também em sua composi¢do 0s
acidos triterpenicos, acido ursolico e acido oleanolico, conhecidos popularmente por sua acdo
anti-inflamatoria, antidiabético e hepatoprotetor (AGIOMYRGIANAKIA; DAISA, 2012).

Em uma reviséo sobre a importancia medicinal do género Origanum, verificou-se que
0 mesmo possui atividade antimicrobiana, antioxidante, antitrombina, antimutagénica,
angiogénica e anti-hiperglicemiante (CRISHTI; KALOO; SULTAN, 2013).
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Em um estudo sobre atividades bioldgicas do extrato de O. vulgare, conduzido por
Arcila-Lozano et al. (2004), foi observado uma boa atividade antioxidante e boa atividade
antimicrobiana contra Salmonella typhimurium, E. coli, S. aureus, S. epidermidis.

O dleo essencial de O. vulgare apresentou atividade antimicrobiana principalmente
frente a patdgenos Gram-positivos, como B. cereus e B. subtilis (DE FALCO et al., 2013).
Busatta et al. (2007) relataram que o Oleo essencial do orégano, adicionado em linguicas
frescas, apresentou atividade inibitdria sobre patdégenos alimentares, bem como aumentou a
vida de prateleira da linguica. Contudo, os autores ressaltaram que a adi¢do do 6leo essencial

a linguica contribuiu para alteracdo do sabor.

2.4 COMPOSTOS POLIFENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios, amplamente distribuidos,
produzidos pela maioria das plantas, sendo que ja foram detectados mais de 10 mil compostos
deste grupo (SILVA et al., 2010; KENNEDY; WIGHTMAN, 2011). Os compostos fenolicos
sdo denominados como um conjunto heterogéneo de moléculas, que compartilham a
caracteristica de possuirem em sua estrutura grupos benzénicos ligados a hidroxilas
(HERNANDEZ; PRIETO GONZALES, 1999). Pertencem ao grupo dos compostos fenélicos
varias classes quimicas, como os fendis simples e &cidos fenolicos, quinonas, flavonoides e
taninos (SULTANBAWA, 2011).

Essas substancias sdo produzidas em decorréncia do metabolismo secundario das
plantas, estimuladas por mecanismos de integracdo com o ambiente ao qual elas estdo
inseridas (CASTRO et al., 2004). Uma série de vias bioquimicas permite a sintese de varios
compostos que aumentam a capacidade da planta sobreviver e interagir com o meio ambiente
(KENNEDY; WIGHTMAN, 2011).

Alguns desses metabolitos secundarios séo responsaveis pela coloragdo dos vegetais
que participam dos alimentos (SILVA et al., 2010), bem como pelas suas propriedades
sensoriais, além de apresentarem propriedades antioxidantes e antimicrobianas (MORENO et
al., 2006; SULTANBAWA, 2011).

2.5 FAMILIA SOLANACEAE
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A familia Solanaceae compreende apenas oito géneros, com a caracteristica de serem
plantas herbaceas ou lenhosas (ADEDEGI; AJUWON; BABAWALE, 2007). Pertencem a
esta familia espécies vegetais importantes, usadas tanto na culinaria quanto na industria
alimenticia, como a batata inglesa (Solanum tuberosum L.), berinjela (Solanum melongena
L.), tomate (Solanum lycopersicum L.) e o pimentdo (Capsicum annuum L.) (EGBUCHA;
MALGWI; UNAMBA, 2013; HELMJA et al., 2007).

E a terceira familia mais importante, superada apenas por gramineas e leguminosas, e
abrange 102 géneros e mais de 3000 espécies (RIGANO et al., 2013) e cerca de 60 a 70% das
espécies produzem alcaloides. E encontrada principalmente em areas tropicais (CASTILLO-
SANCHEZ; JIMENEZ-OSORNIO; DELGADO-HERRERA, 2010), contudo alguns géneros
da familia Solanaceae sao distribuidos mundialmente (GEMEINHOLZER; WINK, 2001).

A familia Solanaceae é conhecida por suas propriedades ansioliticas, sendo que a
palavra Solanum deriva do termo Solari, que significa “para aliviar”. Dependendo da espécie,
podem produzir alguns compostos bioativos como: alcaloides pirrolidinicos, pirrélicos e
tropéanicos; protoalcaloides; glicoalcaloides; nicotina; capsaicinoides; diterpenos tetraciclicos;
glicosideos esteroidais (CASTILLO-SANCHEZ; JIMENEZ-OSORNIO; DELGADO-
HERRERA, 2010; GEMEINHOLZER; WINK, 2001; GIORGETTI; NEGRI, 2011).

2.5.1 Capsicum chinense Jacg.

O género Capsicum compreende 5 importantes espécies: Capsicum annuum L.
(pimentdo), Capsicum frutescens L. (pimenta malagueta), Capsicum baccatum L. (Dedo de
moca), Capsicum pubescens R. & P. (pimenta cabeluda) e Capsicum chinense Jacq. (pimenta
habanero) (PINO; SAURI-DUCH; MARBOT, 2006).

Capsicum chinense Jacg. € uma espécie originaria de zonas tropicais e Umidas do
centro e sul da América. Além de C. chinense existem ainda duas espécies reconhecidas por
serem picantes, que sdo: C. annuum e C. frutescens. Popularmente, a espécie C. chinense, é
conhecida por pimenta habanero (MENICHINI et al., 2009).

Existem evidéncias arqueoldgicas do Meéxico de uso de pimentas da familia
Solanaceae como alimento desde 7.200 a.C. (WALSH; HOOT, 2001). A pimenta € uma
especiaria muito utilizada na culinaria tradicional mexicana, devido a sua pungéncia e sabor.
Sdo muito utilizadas como conservantes (CHINN; SHARMA-SHIVAPPA; COTTER, 2011),
e aromatizantes em molhos, sopas, carnes processadas, salgadinhos, doces, refrigerantes e
bebidas alcodlicas (PINO et al., 2007).
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As pimentas contém altos niveis de compostos fendlicos (flavonoides), vitaminas
(vitamina A e C), carotenoides e capsaicinoides (MENICHINI et al., 2009; ZHUANG et al.,
2012). Os capsaicinoides sdo um grupo de doze ou mais alcaloides que estdo relacionados
com a pungéncia das pimentas deste género. Os principais responsaveis pela sensacdo picante
sdo a dihidrocapsaicina e a capsaicina, sendo que o teor de capsaicinoides depende do estagio
de desenvolvimento dos frutos, do cultivar, manejo apés colheita e condi¢cbes ambientais
(MENICHINI et al., 2009; ZHUANG et al., 2012), calor, aquecimento e exposi¢do ao sol
podem diminuir os teores de capsaicinoides (GOVINDARAJAN; SALZER, 1986).

Os frutos do género Capsicum foram utilizados por muito tempo como alimento e
por suas propriedades medicinais. Ja foi relatado seu uso popular em picadas de cobras, em
alivio de dores de dente e em urticaria (RODRIGUEZ; ANGULO-SANCHEZ;
HERNANDEZ-CASTILLHO, 2006).

Estudos mostraram que as pimentas do género Capsicum podem estar relacionadas
com a acao antioxidante (BAE et al., 2012; TUNDIS et al., 2013; ZIMMER et al., 2012),
hipoglicemiante (TUNDIS et al., 2013) e anti-inflamatéria (ZIMMER et al., 2012).

Cichewicz e Thorpe (1996) relataram que extratos de espécies do género Capsicum
foram ativos frente a B. cereus, B. subtilis, Clostridium sporogenes, Clostridium tetani e
Streptococcus pyogenes.

Em estudo realizado por Corréa et al. (2012), o extrato bruto de C. chinense
apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias: M. luteus ATCC 10240, S.
thyphymurium ATCC 14028, E. faecium, Proteus mirabilis ATCC 25933 e S. aureus ATCC
6538. Outro estudo verificou atividade antimicrobiana de extratos, pelo método de difusdo em
disco, frente a micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos. O extrato obtido com
acetonitrila foi mais eficaz contra as bactérias testadas, com excecdo da E. coli e Erwinia sp.
(AMRUTHRA; RAJ; LEBEL, 2013).

Uma fracdo peptidica de C. chinense apresentou atividade boa contra micro-
organismos, como S. aureus, E. coli e Shigella flexnerii, com zonas de inibi¢do variando de
5,8 a 14 mm, pelo método de difusdo em agar (BRITO-ARGAEZ et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar drogas vegetais (DV) e extratos liquidos concentrados (ELC) e extratos
etandlicos brutos (EEB); determinar o teor de polifendis, taninos, flavonoides, quantificar o
marcador escolhido e avaliar a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos brutos e
fragdes de Rosmarinus officinalis Linn., Origanum vulgare Linn., e Capsicum chinense Jack

frente a cepas padrdo, isolados clinicos e alimentares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Caracterizar a droga vegetal (DV), 0 extrato liquido concentrado (ELC) e extrato etandlico
bruto (EEB) de R. officinalis, O. vulgare e C. chinense.

* Covalidar o método de Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) para determinar
os teores de acido rosmarinico na droga vegetal (DV), no extrato liquido concentrado (ELC) e
no extrato etanolico bruto (EEB) de R. officinalis e O. vulgare L.

* Validar o método de Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) para determinar os
teores de capsaicina na droga vegetal (DV), no extrato liquido concentrado (ELC) e no extrato
etandlico bruto (EEB) de C. chinense.

* Determinar o rendimento das fracdes hexanica, diclorometanica, acetato de etila e aquosa
dos extrato etandlico bruto (EEB) de R. officinalis, O. vulgare e C. chinense obtidas por meio
de particoes

* Realizar o teste de microdiluicdo em caldo, utilizando extrato etanodlico bruto (EEB) e
fragcdes de R. officinalis, O. vulgare e C. chinense, padrdes de acido rosmarinico e capsaicina,
para determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) frente a cepas padrdo, isolados

clinicos e alimentares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DOS MATERIAIS VEGETAIS

As amostras de Rosmarinus officinalis e Origanum vulgare foram obtidas
comercialmente de fornecedores locais de drogas vegetais. Os frutos frescos de Capsicum
chinense, melhorados geneticamente no intuito de aumentar o teor de capsaicina, foram
fornecidos pela Embrapa Hortalicas, Brasilia — DF.

No Laboratdrio de Pesquisa em Produtos Naturais da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Goias (LPPN/UFG), os frutos de C. chinense foram limpos e secos
em estufa com circulacdo forcada de ar a 40 °C, durante 48 h. Em seguida, os frutos secos
passaram por moagens sucessivas, primeiramente em um moinho de facas (TE-625 Tecnal
Ltda, Piracicaba, SP, Brasil), depois em um liquidificador industrial (Poli-Metallrgica
Siemsem Ltda., Brasil) e, por Gltimo, em um processador (Modelo BBE 30 Electrolux,
Brasil).

As folhas rasuradas de R. officinalis e O. vulgare também passaram por moagens
sucessivas, primeiramente em liquidificador industrial (Poli-Metalurgica Siemsem Ltda.,
Brasil), e posteriormente moidas em processador (Modelo BBE 30 Electrolux, Brasil).

As drogas vegetais foram acondicionadas em recipiente de polietileno e congeladas

(-20 °C) para caracterizacdo e obtencao do extrato liquido concentrado (ELC).

4.2 CARACTERIZACAO DAS DROGAS VEGETAIS

4.2.1 Determinacdo do teor de volateis (TV) e teor de sélidos (TS)

Para a determinagdo do teor de volateis, foi utilizado um analisador de umidade que
possui aquecimento por lampada de halogénio 400 W (MB 35 Ohaus, Brasil), e determina o
teor de volateis (TV) em porcentagem, exibindo-o no display do aparelho.

O teor de s6lidos foi obtido diminuindo-se de 100% o percentual do teor de voléateis

medido pelo analisador de umidade, como mostra a Equacéo 1:

TS (% m/m) = 100 — TV (% m/m) (1),

em que: TS = Teor de sélidos (%); TV = Teor de Volateis (%).
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Os experimentos foram realizados em triplicata com amostras de 0,5 g da droga
vegetal (BRASIL, 2010).

4.2.2 Determinagéo do teor de cinzas totais (TCT)

Aliquotas de 3 g da droga vegetal (DV) foram distribuidas em cadinhos de porcelana
previamente calcinados e, incineradas em mufla (EDG COM 1P 3000, Brasil), aumentando-se
gradativamente a temperatura: 30 min a 200 °C, 60 min a 400 °C e 90 min a 600 °C. Apoés a
calcinacdo, foram resfriadas em dessecador e pesadas (BRASIL, 2010).

O teor de cinzas totais (TCT) foi calculado como percentual pela média de trés

determinac6es independentes, segundo a Equacao 2:

TCT (% m/m) = (m1/m2) x 100 (2),

em que: ml = massa do cadinho mais amostra calcinada; m2 = massa do cadinho mais

amostra antes da calcinacao.

4.2.3 Determinacdo do indice de intumescéncia (11)

Amostras de 1 g das drogas vegetais (DV) foram colocadas em provetas de 25 mL.
Em seguida, foram adicionados 25 mL de agua destilada e as provetas foram agitadas
manualmente a cada 10 min., durante 1 h. ApoOs repouso de trés horas, a temperatura
ambiente, foram verificados os volumes finais ocupados pelas amostras (BRASIL, 2010). O
Il foi calculado, em mililitros, pela média das determinagdes, em triplicata, de acordo com a

Equacdo 3:

I=Vf-Vi (3),

em que: Vf = volume final ocupado pela amostra (mL); Vi = volume inicial ocupado pela

amostra (mL).

4.2.4 Determinacdo da distribuigcdo granulométrica (DG)
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Amostras de 25 g das drogas vegetais (DV) foram pesadas em balanga analitica e
colocadas sobre um jogo de tamises previamente pesados, de malhas 710; 355; 300; 250; 180;
125 um, providos de tampa e recipiente para coleta de pd. Os tamises foram agitados em um
Agitador Eletromagnético de Peneiras para Anélise Granulométrica (Bertel®, Brasil), durante
quinze minutos e pesados para verificar a quantidade de pé remanescente em cada um
(BRASIL, 2010).

4.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO LIQUIDO CONCENTRADO
(ELC) DE Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare e Capsicum chinense.

Os extratos liquidos concentrados (ELC) de R. officinalis e O. vulgare foram obtidos
por percolacdo, utilizando como liquido extrator alcool etilico/agua (80% v/v) (COUTO,
2011; MORAES et al., 2011) e concentradas em evaporador rotatério. O ELC de C. chinense
também foi obtido por percolacdo, porém o liquido extrator foi a mistura &lcool etilico/agua
(86% v/v) (informacdo pessoal - Leonardo Luiz Borges, 2014).

Para a extracdo, colocaram-se 2 kg de material vegetal em 10 litros do liquido
extrator e deixou-se em repouso para a etapa de pré-intumescimento por 2 horas. Em seguida,
na etapa de maceracdo, colocou-se a mistura em agitador mecénico digital (TC 039/11
Tecnal) a 1000 rpm por 12 horas. ApoOs esse periodo, a mistura foi colocada em um
percolador, que continha camadas de algoddo, bem como filtros, para reterem o po
remanescente. O percolado foi coletado e o processo foi repetido por 5 vezes consecutivas.

O extrato obtido foi concentrado em um rotavapor (Biichi® — modelo R-220 SE,
Suica), a 40 °C. Os ELC foram armazenados em frascos de polietileno e mantidos a -20 °C.

4.3.1 Determinagéo do pH

O valor de pH foi determinado utilizando um pHmetro (Tecnal® Tec — 3MP, Brasil)
previamente calibrado com solugcfes tampdo de referéncia 7,0 e 4,0 e eletrodo de vidro, por
método potenciométrico, medindo-se a diferenca de potencial entre dois eletrodos adequados,

imersos na solugdo em analise (BRASIL, 2010).

4.3.2 Determinacéo do teor de volateis (TV) e teor de sélidos (TS)

Este ensaio foi realizado de acordo com o item 4.2.1.
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4.3.3 Determinacéo da densidade relativa (DR)

A densidade relativa foi determinada pelo método de picnémetro. Utilizaram-se
picnémetro limpos e secos, previamente calibrados. Em seguida, determinou-se a massa do
ELC, a 20 °C (BRASIL, 2010). A densidade foi calculada de acordo com a Equacéo 4:

DR = (m2 — mv)/(m1 —mv) (4),

em que: m1l = massa do picndmetro + agua; m2 = massa do picnémetro + amostra; mv =

massa do picnémetro vazio.

4.3.4 Determinacdo do teor alcoolico

O teor de alcool foi determinado de acordo com o método 1 (liquidos com menos de
30% de &lcool) da Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010). Transferiu-se para aparelho
destilador 35 mL do extrato etandlico intermediario, adicionando-se igual volume de agua
destilada. O liquido destilado foi coletado em uma proveta e adicionou-se agua destilada para
obter volume inicial da amostra. Foi determinada a densidade do liquido a 20 °C. O resultado
obtido foi avaliado em porcentagem (v/v %) de etanol (C,HsOH) contido no liquido, pela
Tabela Alcoométrica (anexo D - Farmacopeia Brasileira V, 2010).

4.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS ETANOLICOS BRUTO (EEB) E DETERMINACAO
DO RENDIMENTO DAS FRACOES DE Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare e

Capsicum chinense

O extrato etandlico bruto (EEB) foi obtido a partir do ELC, com a retirada do alcool
presente no extrato a temperatura ambiente, até atingirem uma textura pastosa. Os EEB foram
armazenados em recipientes de vidro e foram mantidos a -20 °C.

Pesou-se 50 g de EEB e realizou-se a dissolugdo deste em metanol/agua, na
proporcédo de 7:3. Esta mistura foi submetida a parti¢es sucessivas (3 x 100 mL de solvente),
com os solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila) de modo a
se obter: fracdo hexano, fracdo diclorometano, fracdo acetato de etila e fracdo aquosa (FERRI,

1996). O rendimento das fracOes foi calculado pela Equacéo 5:
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Rendimento (%) = (massa da fracdo/ massa do extrato bruto) X 100 (5)

45 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS, TANINOS TOTAIS E
FLAVONOIDES TOTAIS NA DROGA VEGETAL (DV), EXTRATO LIiQUIDO
CONCENTRADO (ELC) E EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB) DE Rosmarinus

officinalis, Origanum vulgare e Capsicum chinense

4.5.1 Determinacdo do teor de polifenois

Foi utilizado o método espectrofotométrico de Hagerman e Butler (MOLE;
WATERMAN, 1987a), conforme descrito abaixo.

4.5.1.1 Extracdo de polifenois

Para extracdo dos compostos polifendlicos da droga vegetal (DV), amostras de 750
mg foram adicionadas a 150 mL de agua destilada e aquecidas em chapa quente (Quimis®,
Brasil) até ebulicdo. Apés ebulicdo, foram colocados em banho-maria (Cientec® CT — 248,
Brasil) sob refluxo a temperatura de 85 + 5 °C por 30 min. Resfriou-se em &gua corrente e
transferiu-se para baldes volumétricos de 250 mL, completando-se os volumes com agua
destilada. Filtrou-se em papel de filtro qualitativo, desprezando-se os primeiros 50 mL dos
filtrados.

Para extracdo dos compostos polifendlicos do ELC mediu-se 500 uL de amostras do
extrato e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. Completou-se o volume com agua
destilada. Colocou-se em lavadora ultrassdnica (Unique®, Brasil) por 20 minutos.

Para extracdo dos compostos polifenolicos do EEB pesaram-se 43 mg de R.
officinalis e transferiram-se para um baldo volumétrico de 25 mL e completou-se com agua
destilada. Para o extrato concentrado de O. vulgare, procedeu-se do mesmo modo,
diferenciando-se apenas a quantidade pesada, que foi aproximadamente 40 mg.

Todas as extragdes foram feitas em triplicata.

4.5.1.2 Quantificacdo do teor de compostos polifenolicos

4.5.1.2.1 Preparo da curva padrao de acido tanico
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Pesaram-se 100 mg do padréo de 4cido tanico (Vetec®, Brasil) e transferiram-se para
um baldo volumétrico de 100 mL, adicionaram-se 40 mL de metanol 50 % (v/v) e completou-
se 0 volume para 100 mL. Em tubos de ensaio contendo 2 mL de solucdo aquosa de lauril
sulfato de sodio (LSS, 1 % m/v) / trietanolamina (TRI, 5 % v/v) / isopropanol (ISOP, 20 %
v/v) e 1 mL de solucéo de cloreto de ferro(l11), foram adicionadas aliquotas de 100; 200; 300;
400; 500 ¢ 600 uL da solugdo de acido tanico e completou-se 0 volume para 4 mL com agua
destilada. Homogeneizou-se em um agitador de tubos, deixou-se em repouso por 15 min.
Apds esse periodo, as amostras foram homogeneizadas e procedeu-se a leitura da absorbancia
a 510 nm em espectrofotometro (Biospectro® Espectrofotométrico SP — 220, Brasil),
homogeneizou-se novamente.

Para avaliacdo dos resultados obtidos para a curva padrdo, foi realizada analise de
regressao linear, calculada a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo linear da reta (r).

Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

4.5.1.2.2 Teor de polifendis totais (TPT)

Adicionou-se aliquotas de 1 mL das solugdes extrativas obtidas em tubos contendo 2
mL de solucdo aquosa de LSS/TRI/ISOP e 1 mL de solucéo de cloreto de ferro(l11). Agitou-se
e deixou-se em repouso por 15 min. Apds esse periodo, agitou-se novamente e fez-se a leitura
das absorbancias em 510 nm. Utilizou-se como branco uma solucdo contendo 2 mL de
solucdo aquosa de LSS/TRI/ISOP, 1 mL de solucédo de cloreto de ferro(lll) e 1 mL de agua
destilada. Através da curva padrdo de &cido tanico e das diluicBes das amostras, a
porcentagem de polifenois totais foi calculada, como média de trés replicatas, segundo a

Equacdo 6:

TPT (M/m%) = (C x FD x 100) / m (6),

em que: C - valor correspondente a concentracdo da amostra (pug/mL) de acordo com a curva

padrdo de &cido tanico; FD = fator de diluigdo; m = massa.

4.5.2 Determinacdo do teor de taninos totais

Foi utilizado o método espectrofotométrico de Hagerman e Butler (MOLE;
WATERMAN, 1987b) conforme descrito abaixo.
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4.5.2.1 Extragéo de taninos

Para extracdo de taninos da droga vegetal pesou-se uma amostra de 750 mg da droga
vegetal e transferiu-se para baldo de fundo chato de 250 mL. Adicionou-se 150 mL de &gua
destilada, aqueceu-se em chapa quente até ebulicdo. Em seguida, colocou-se em banho-maria
sob refluxo a temperatura entre 85 + 5 °C por 30 min. Resfriou-se em &gua corrente e
transferiu-se para baldes volumétricos de 250 mL, completando-se os volumes com agua
destilada. Filtrou-se em papel de filtro qualitativo, desprezando os primeiros 50 mL dos
filtrados.

Para extragéo de taninos totais do ELC mediu-se 6 mL de extrato de R. officinalis e
transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. Completou-se o volume com &gua destilada. O
mesmo procedimento foi realizado O. vulgare, utilizando 3 mL do extrato em 25 mL de agua
destilada. Colocou-se em lavadora ultrassénica por 20 minutos.

Para extragdo de taninos do EEB pesaram-se 0,10 g de R. officinalis e 0,12 g do
extrato concentrado de O. vulgare, e transferiu-se para um baldo volumétrico de 25 mL e
completou-se com agua destilada.

Todas as extracdes foram feitas em triplicata.

4.5.2.2 Quantificagéo do teor de taninos totais

4.5.2.2.1 Preparo da curva padréo de acido tanico

Pesou-se 100 mg do padrdo de acido tanico e transferiu-se para um balédo
volumétrico de 100 mL, adicionou-se 40 mL de metanol 50% (v/v) e completou-se o volume
para 100 mL. Em tubos de ensaio, adicionaram-se aliquotas de 100, 200, 300, 400, 500 e 600
puL da solugdo de padrao de acido tanico e completou-se 0 volume para 1 mL de &gua
destilada. Logo em seguida, adicionaram-se 2 mL de solucdo de albumina sérica bovina a 1
mg/mL em tampéo acetato de sodio 0,2 M (pH 4,9). Agitou-se por 1 min e deixou-se em
repouso por 20 min. Colocou-se os tubos em uma centrifuga (LOGEN Scientific®, DCS — 16
— RV, Brasil) com 3000 rpm por 20 minutos. Desprezou-se 0 sobrenadante e o precipitado foi
solubilizado com 4 mL de solucdo aquosa de lauril sulfato de sddio (LSS, 1% ml/v) /
trietanolamina (TRI, 5% v/v) / isopropanol (ISOP, 20% v/v) e 1 mL de solucédo de cloreto de
ferro(111). Homogeneizou-se em um agitador de tubos, deixou-se em repouso por 15 min.
Antes de fazer a leitura da absorbancia em 510 nm em espectrofotdbmetro, homogeneizou-se
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novamente. Apds a leitura, foi plotada uma curva da absorbancia (u. a.) em funcdo da
concentragéo de acido tanico (pug/mL).

Para avaliacdo dos resultados obtidos para a curva padrdo, foi realizada analise de
regressao linear, calculada a equacdo da reta e o coeficiente de correlacédo linear da reta (r).

Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

4.5.2.2.2 Teor de taninos totais (TTT)

Adicionou-se a tubos de ensaio 2 mL da solugéo de albumina e 1 mL das solugdes da
amostra. Apds homogeneizacdo, as solucGes foram deixadas a temperatura ambiente por 20
min. Os tubos foram centrifugados por 15 min. a 3000 r.p.m. Desprezou-se 0s sobrenadantes
e os precipitados foram dissolvidos em 4 mL de solucdo de LSS/TRI/ISOP, adicionou-se 1
mL de solucdo de cloreto de ferro(lll) e homogeneizou-se em agitador mecénico de tubos.
Apo6s 30 min mediram-se as absorbancias a 510 nm. Utilizou-se como branco, uma solugdo
contendo 4 mL de LSS/TRI/ISOP e 1 mL da solucdo de cloreto de ferro(l11). Através da curva
padrdo de acido tanico e das diluicBes das amostras a porcentagem de taninos totais foi

calculada, como média de trés replicatas, segundo a Equacéo 7:

TTT (m/m %) = (C x FD x 100)/ m @),

em que: C = valor correspondente a concentragao da amostra (ug/mL) de acordo com a curva

padréo de &cido tanico; FD = fator de diluicdo; m = massa.

4.5.3 Determinacéo do teor de flavonoides totais

Foi utilizado o método espectrofotométrico descrito por Rolim et al. (2005), com

adaptacoes.

4.5.3.1 Extracédo de flavonoides

Para extracdo dos flavonoides das drogas vegetais de R. officinalis e O. vulgare,
pesaram-se 500 mg e transferiram-se para baldo de fundo redondo de 150 mL, adicionando-se
50 mL de solucéo de metanol: &cido acético 0,02 M (99:1). Para extragdo dos flavonoides da
droga vegetal de C. chinense, pesaram-se 500 mg e transferiu-se para baldo de fundo redondo
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de 150 mL, adicionando-se 100 mL de solucdo de metanol: acido acético 0,02 M (99:1).
Colocou-se em banho-maria sob refluxo a temperatura de 95 £ 5 °C por 40 min. Resfriou-se
em agua corrente e filtrou-se através de papel de filtro qualitativo, desprezando os primeiros
50 mL dos filtrados.

Para extracdo dos flavonoides do ELC, transferiram-se 50 puL do extrato para baldo
volumétrico de 10 mL, completando o volume com solucdo de metanol: acido acético 0,02 M
(99:1).

Para extracdo de flavonoides do EEB pesaram-se 135 mg de R. officinalis e
transferiram-se para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se com agua destilada. Para
O. vulgare, procedeu-se do mesmo modo, diferenciando-se apenas a quantidade pesada, que
foi aproximadamente 100 mg.

Todas as extracdes foram feitas em triplicata.

4.5.3.2 Quantificacdo do teor de flavonoides totais

4.5.3.2.1 Preparo da curva padréo de rutina

Para o preparo da solucdo padréo de rutina, pesou-se 10 mg do padrdo e transferiu-se
para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com metanol: acido acético
0,02 M (99:1). Foram transferidas para tubos de ensaio aliquotas de 200; 400; 600; 800; 1000
puL. Completou-se o volume para 2 mL com a solucdo de metanol: &cido acético 0,02 M
(99:1). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda
de 361 nm. Cada ponto da curva foi feito em triplicata. Utilizou-se como branco 2 mL da

solucéo de metanol: &cido acético 0,02 M (99:1).
4.5.3.2.2 Teor de flavonoides totais (TFT)

Adicionou-se a tubos de ensaio 2 mL das solugdes extrativas obtidas. A porcentagem
de flavonoides foi calculada por meio da curva padréo de rutina e das dilui¢cbes das amostras,

por meio da Equacdo 8:

TFT (m/m %) = (C x FD x 100)/ m (8),
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em que: C = valor correspondente a concentragdo da amostra (ug/mL) de acordo com a curva

padrdo de rutina; FD = fator de diluicdo; m = massa.

4.6 DETERMINACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO (CCD) DA DROGA VEGETAL
(DV), EXTRATO LIQUIDO CONCENTRADO (ELC) E EXTRATO ETANOLICO
BRUTO (EEB) DE Rosmarinus officinalis e Origanum vulgare

O método utilizado foi o descrito pela Farmacopeia Portuguesa VIII (2005), com

adaptacdes.

4.6.1 Preparo das amostras e do padrao

A solucdo padrdo de acido rosmarinico (Sigma Aldrich® — 97%) foi preparada na
concentracdo de 0,05 mg/mL. Para o preparo da solucdo da droga vegetal (DV) de R.
officinalis, foram adicionados 2,5 g da DV e colocadas em um bal&o de 25 mL. Completou-se
o volume com metanol P.A. Para o preparo da solucdo do extrato liquido concentrado, foram
dissolvidos 2,5 mL de ELC em 25 mL de metanol P.A. A solucdo do extrato etandlico bruto
(EEB) foi preparada dissolvendo-se 0,527 g de EEB em 25 mL de metanol P.A. Da mesma
forma foi feito para o as amostras de O. vulgare. Todas as amostras foram colocadas em

lavadora ultrassdnica por 20 minutos para extracao.
4.6.2 Preparo da placa cromatografica

O padréo de acido rosmarinico e as amostras da droga vegetal e extratos tanto do R.
officinalis, quanto do O. vulgare foram aplicadas com o auxilio de um capilar, na extremidade
inferior de uma cromatoplaca de aluminio recoberta com silica gel 60F254 (Merck®). A
cromatoplaca foi colocada em uma cuba cromatogréafica previamente saturada com o vapor da
fase mdvel composta por &cido formico anidro, acetona e diclorometano (5:15:80 v/v/v).
Apos a eluicdo a cromatoplaca foi secada a temperatura ambiente e sua visualizagdo foi
realizada em uma camara de UV (Spectroline®, Model ENF—280, Brasil) sob luz ultravioleta,
365 nm. Comparou-se o valor de fator de retencdo (Rf) da banda do padrdo de acido

rosmarinico com as bandas das amostras.
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4.7 DETERMINACAO DO TEOR DE ACIDO ROSMARINICO DE Rosmarinus officinalis
e Origanum vulgare POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

4.7.1 Sistema cromatografico

O teor de &cido rosmarinico foi determinado por analise em um cromatografo a
liquido de alta eficiéncia modelo e2695 (Waters®), equipado com bomba quaternaria, sendo
cada solvente bombeado por uma bomba especifica, e detector de arranjo de diodos PDA

(Waters®). A anélise de dados foi realizada utilizando o software Empower 2.0.

4.7.2 Determinacdo das condi¢Ges cromatograficas e system suitability (adequacéo do
sistema)

Para a determinacdo do teor de &cido rosmarinico foi utilizada a metodologia
validada proposta por Canelas e Costa (2007), com adaptacfes. A coluna cromatografica
utilizada foi RP-18, diametro médio da particula de 5 um, comprimento e didmetro interno de
250 x 4,6 mm, respectivamente (Waters® — X-Terra®). O volume de injecdo estabelecido foi
de 20 puL. Como fase méovel empregou-se: solvente A — 30% (v/v) de acetonitrila grau HPLC
(J. T. Baker®, México) e o solvente B — 70% (agua ultrapura/ acetonitrila/ &cido férmico;
proporcdo 97:2,5:0,5 % v/v) sob uma vazao isocratica de 0,5 mL/min. O comprimento de
onda de deteccdo foi de 329 nm, com uma varredura de 192 a 780 nm. As temperaturas da
coluna e do carrossel das amostras foram mantidas a 30 °C. O tempo de analise da amostra e
do padréo foi fixado em 30 min.

De acordo com a Food and Drug Administration — FDA (CDER, 1994), foram
determinados os parametros do system suitability: Fator de Cauda (TF), Resolucdo (RS),
Numero de Pratos Tedricos (N) e Repetibilidade do Padrdo (Desvio Padrdo Relativo — DPR),

para garantir a eficiéncia do sistema.

4.7.3 Covalidagdo da metodologia analitica

A determinacdo do teor de &cido rosmarinico foi avaliada de acordo com as
especificacbes da Resolucdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003, da ANVISA (BRASIL, 2003).

Foram avaliados os parametros: seletividade, linearidade do padréo, linearidade da amostra,
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limite de quantificacdo e deteccdo, precisdo (repetibilidade e precisao intermediéria), exatiddo

e robustez.

4.7.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela comparacdo entre os tempos de
retencédo e pureza do pico de acido rosmarinico tanto da amostra, quanto do padrdo de acido
rosmarfnico (Sigma-Aldrich®, United Kingdom). A fim de se comprovar que o solvente nio
interferiu na analise, foi realizada uma comparacdo do padrdo de acido rosmarinico

juntamente com o branco, que consistiu de alcool etilico 80% (v/v).

4.7.3.2 Linearidade do padréo

A linearidade do padrdo foi realizada a partir de uma triplicata de curva padrao,
sendo realizadas em trés dias consecutivos. O padréo de acido rosmarinico foi diluido em uma
solucdo de alcool etilico 80% (v/v). A concentracdo da solucdo méde preparada foi de 0,2
mg/mL e a partir da solucdo mae foram realizadas dilui¢cGes sucessivas, nas concentracdes de:
0,1; 0,075; 0,05; 0,025; 0,01 mg/mL.

As amostras do padrdo foram filtradas em membranas de 0,45 um e injetadas no
cromatdgrafo a liquido. Foi realizado o calculo do coeficiente de variacdo (CV) entre 0s
pontos da curva e o coeficiente de correlacdo linear (r). A partir desses calculos, o intervalo

linear foi determinado.

4.7.3.3 Linearidade da amostra

A linearidade da amostra foi determinada a partir de uma triplicata de curva de acido
rosmarinico presente no extrato etanolico bruto de R. officinalis e O. vulgare, sendo realizadas
em 3 dias consecutivos. A amostra foi diluida em uma solugéo de alcool etilico 80% (v/v). A
concentracédo da solugdo mée de R. officinalis foi de 120 mg/mL e a partir desta solu¢cdo mae
foram realizadas dilui¢bes sucessivas, nas concentracbes de: 12; 10; 8; 6; 4 mg/mL. J& a
concentracdo da solucdo mée de O. vulgare foi de 40 mg/mL e a partir desta solucdo méae
foram realizadas diluigcdes sucessivas, nas concentracdes de: 35; 30; 25; 20; 15 mg/mL.

As amostras foram filtradas em membranas de 0,45 um e injetadas no cromatografo a

liquido. Foi realizado o célculo do coeficiente de variacdo (CV) entre os pontos da curva e o
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coeficiente de correlacdo linear (r). A partir desses célculos, o intervalo linear foi

determinado.

4.7.3.4 Limite de deteccéo e quantificacdo

A curva padréo de &cido rosmarinico foi obtida em triplicata e calculou-se o limite de
deteccdo e de quantificacdo, pelas Equacdes 9 e 10, respectivamente:

LD =DPax3/IC 9),

LQ = DPax 10/ IC (10),

em que: DPa = desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de 3 curvas de calibracdo; IC =

inclinagéo da curva de calibragéo

4.7.3.5 Precisao

Foi avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria. Para a
repetibilidade foram realizadas seis determinacdes a 100% da concentracdo do teste. Assim,
27,2 mg foram dissolvidas em 10 mL de alcool etilico 80% (v/v). Foi calculado o coeficiente
de variacdo (CV) destas seis determinacGes.

Para a precisdo intermediaria foram realizadas seis determinacbes a 100% da
concentracdo do teste. Foi calculado o coeficiente de variacdo entre os doze resultados
(primeiro e segundo dia). O valor maximo aceitavel do coeficiente de variagédo foi de 5%.

A preciséo foi expressa pelo coeficiente de variagdo (CV), de acordo com a Equacéo
11:

CV (%) = DP x 100/ CMD (11),

em que: DP = desvio padrdo; CMD = concentra¢do média determinada

4.7.3.6 Exatidao
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O teste de exatiddo foi realizado pela metodologia de adicdo de padrdo de acido
rosmarinico, sendo realizadas nove determinacdes, contemplando o intervalo linear do
procedimento. Ou seja, foram escolhidas trés concentragdes, 80%, 100% e 120%, todos em

triplicata. A exatidao foi calculada pela concentracdo média, descrita na Equacao 12:

Exatiddo = Concentracdo média experimental x 100 / Concentracdo tedrica  (12),

em que: Concentracdo média experimental = Concentracdo recuperada do padrdo de acido

rosmarinico; Concentragdo tedrica = Concentracdo do padrdo adicionado

4.7.3.7 Robustez

Foram realizadas pequenas alteracdes dos parametros analiticos, a fim de se avaliar
se 0 metodo foi confiavel durante o uso normal. Os pardmetros avaliados foram: variacdo na
composicdo da fase mdvel (29% A: 71% B e 31% A: 69% B), temperatura da coluna (29 °C e
31 °C) e vazdo da fase movel (0,49 e 0,51 mL/min). Os resultados foram analisados e

comparados com as condi¢des normais do método utilizando o coeficiente de variacdo (CV).

4.7.4 Quantificacdo do teor de acido rosmarinico no extrato etandlico bruto de
Rosmarinus officinalis e Origanum vulgare

Para a quantificacdo do teor de &cido rosmarinico no extrato etandlico bruto de R.
officinalis, 8,5 mg foram dissolvidos em 10 mL de alcool etilico 80% (v/v). Deixou-se em
banho de ultrassom por 20 min. As amostras foram analisadas em CLAE de acordo com as
condicBes descritas no item 4.7.2. O teor de &cido rosmarinico foi calculado de acordo com a

Equacéo 13:

Teor (%) = (Cx FD x 100) / m (13),

em que: C = concentracdo da solugdo determinada pela equagdo da reta da curva padrdo

(mg/ml); FD = Fator de diluicdo da amostra; m = massa do extrato (mg)



46

4.8 DETERMINACAO DO TEOR DE CAPSAICINA DE Capsicum chinense POR
CROMATOGRAFIA A LiQUIDO DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

4.8.1 Sistema cromatografico

O teor de capsaicina foi determinado de acordo com o sistema cromatogréfico
descrito no item 4.7.1.

4.8.2 Determinacdo das condi¢bes cromatogréaficas e system suitability (adequacdo do
sistema)

Para a determinacéo do teor de capsaicina foi desenvolvida uma metodologia com as
condi¢des cromatograficas descritas a seguir. A coluna cromatografica utilizada foi RP-18,
diametro médio da particula de 5 um, comprimento e didmetro interno de 250x4,6 mm,
respectivamente (Waters® — X-Terra®). O volume de injecdo estabelecido foi de 20 uL. Como
fase movel empregou-se solvente A — acetonitrila grau HPLC 40% (v/v), solvente B —
metanol 30% (v/v), solvente C — agua purificada 30% (v/v), com uma vazao isocratica de 0,6
mL/min. O comprimento de onda de detec¢do foi de 229 nm, com uma varredura de 192 a
780 nm. As temperaturas da coluna e do carrossel das amostras foram mantidas a 30 °C. O
tempo de analise da amostra e do padrdo foi fixado em 10 min.

De acordo com o FDA (CDER, 1994), foram determinados os parametros do system
suitability: Fator de Cauda (T), Resolucdo (R), NUmero de Pratos Teoricos (N) e
Repetibilidade do Padrdo (Desvio Padrdo Relativo — DPR), para garantir a eficiéncia do

sistema.

4.8.3 Validagdo da metodologia analitica

A determinacéo do teor de capsaicina foi avaliada de acordo com o item 4.7.3.

4.8.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela comparacdo entre os tempos de
retencdo e pureza do pico de capsaicina tanto da amostra, quanto da capsaicina padrdo USP
Reference Standard (USP 12601, Twenbrook Pkwy, Rockville). O branco foi preparado com
alcool etilico 86% (v/v).
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4.8.3.2 Linearidade do padréo

Para verificar a linearidade da curva do padrdo capsaicina, foram construidas as
curvas da amostra em trés dias consecutivos. O padrdo de capsaicina foi dissolvido em uma
solucédo de alcool etilico 86% (v/v). A concentracdo da solucdo mée preparada foi de 0,2
mg/mL e a partir da solugdo mée foram realizadas dilui¢Ges sucessivas, nas concentragdes de:
0,1; 0,075; 0,05; 0,025; 0,01 mg/mL.

As amostras do padrdo foram filtradas em membranas de 0,45 um e injetadas no
cromatografo a liquido. Foi realizado o célculo do coeficiente de variacdo (CV) entre os
pontos da curva e o coeficiente de correlacdo linear (r). A partir desses calculos, o intervalo

linear foi determinado.

4.8.3.3 Linearidade da amostra

Para verificar a linearidade da curva de capsaicina de Capsicum chinense, foram
construidas as curvas da amostra em trés dias consecutivos. A amostra foi dissolvida em uma
solucdo de alcool etilico 86% (v/v). A concentracdo da solucdo mée de C. chinense foi de 55
mg/mL e a partir desta solugdo mée foi realizado dilui¢cdes sucessivas, nas concentracdes de:
45, 35, 25, 15 mg/mL.

As amostras foram filtradas em membranas de 0,45 um e injetadas no cromatégrafo.
Foi realizado o calculo do coeficiente de variagdo (CV) entre os pontos da curva e o
coeficiente de correlacdo linear (r). A partir desses céalculos, o intervalo linear foi

determinado.

4.8.3.4 Limite de detecgéo e quantificacdo

A curva padréo de capsaicina foi determinada em triplicata e calculou-se o limite de
deteccdo e de quantificacdo, de acordo com as equacdes 9 e 10 do item 4.7.3.4, ja descritos.

4.8.3.5 Precisao

Foi avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria. Para a
repetibilidade foram feitas seis determinacdes a 100% da concentracdo do teste. Assim, 37,0
mg foram dissolvidos em 10 mL de alcool etilico 86% (v/v). Foi calculado o coeficiente de
variacdo (CV) destas seis determinacdes.
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Para a precisdo intermediéria foram realizadas seis determinagcdes a 100% da
concentragdo do teste. Foi calculado o coeficiente de variacdo entre os doze resultados
(primeiro e segundo dia). A precisdo foi expressa pelo coeficiente de variacdo (CV), de
acordo com a equacdo 11 do item 4.7.3.5. O valor maximo aceitavel do coeficiente de

variacdo é de 5%.

4.8.3.6 Exatidao

O teste de exatiddo foi realizado pela metodologia de adi¢do de padrdo de capsaicina,
sendo realizadas nove determinagdes, contemplando o intervalo linear do procedimento. Ou
seja, foram escolhidas trés concentracoes, 80%, 100% e 120% e os testes foram realizados em
triplicata. A exatiddo é calculada pela concentracdo média, descrita na equacdo 12 do item
4.7.3.6.

4.8.3.7 Robustez

Foram realizadas pequenas alteracdes dos parametros analiticos, a fim de se avaliar
se 0 metodo foi confiavel durante o uso normal. Os pardmetros avaliados foram: variacdo na
composicdo da fase movel (40% A; 29% B; 31% C e 40% A; 31% B; 29% C), temperatura da
coluna (29 °C e 31 °C) e vazdo da fase movel (0,59 e 0,61 mL/min). Os resultados foram
analisados e comparados com as condi¢cBes normais do método utilizando o coeficiente de

variacao (CV).

4.8.4 Quantificacdo do teor de capsaicina no extrato etanolico bruto de Capsicum
chinense

Para a quantificacdo do teor de capsaicina no EEB de C. chinense, 36,9 mg foram
dissolvidos em 10 mL de alcool etilico 86% (v/v). Deixou-se em banho de ultrassom por 20
min. As amostras foram analisadas em CLAE de acordo com as condi¢des descritas no item

4.8.2. O teor de capsaicina foi calculado de acordo com a Equacdo 13, descrita no item 4.7.4.
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4.9 DETERMINAQAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS
ETANOLICOS BRUTO (EEB), FRACOES E PADROES DE Rosmarinus officinalis,
Origanum vulgare e Capsicum chinense FRENTE A BACTERIAS E FUNGOS PELO
METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO

Os extratos etandlicos brutos, suas fracdes e o padrdo de &cido rosmarinico (R.
officinalis e O. vulgare) e capsaicina (C. chinense) foram submetidos ao teste de
microdiluicdo em caldo, descrito pelo Clinical and Laboratory Standart Institute (CLSI), para
a determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em condi¢des de aerobiose. Foram
realizados testes de susceptibilidade para bactérias (CLSI, 2009) e testes para susceptibilidade
de leveduras (CLSI, 2008a) e fungos filamentosos (CLSI, 2008b).

Os micro-organismos utilizados para os testes de susceptibilidade estdo apresentados
na Tabela 1. Os isolados clinicos foram fornecidos pelo Laboratério de Bacteriologia e
Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG. O isolado
alimentar Listeria monocytogenes 24AJ3 foi fornecido pelo Laboratorio de Microbiologia e
Micotoxicologia de Alimentos da Universidade de Sdo Paulo (USP) — Pirassununga. Os
demais isolados alimentares foram obtidos em trabalhos anteriores realizados pelo
Laboratorio de Pesquisa em Controle de Qualidade de Alimentos e Medicamentos
(LPCQAM) (dados nédo publicados).



50

Tabela 1 - Micro-organismos utilizados na determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima
(CIM) de extratos etanolicos bruto e suas fragcBes, bem como padrdo de acido
rosmarinico e capsaicina.

Bactérias

Bactérias Gram-positivas

Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus subtilis ATCC 6633

Listeria innocua (CT) ATCC 33090

Listeria innocua (isolado alimentar) DF3A-MC2-LS2
Listeria innocua (isolado alimentar) QMG-13

Listeria innocua (isolado alimentar) QMAC-11

Listeria monocytogenes ATCC 19117

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Listeria monocytogenes (isolado alimentar) 24AJ3

Listeria monocytogenes (isolado alimentar) QMAC-1
Listeria monocytogenes (isolado alimentar) QMAC-7
Listeria monocytogenes (isolado alimentar) QMG-10
Micrococcus luteus ATCC 9341

Micrococcus luteus ATCC 10240

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Staphylococcus aureus (isolado alimentar) DF2B-10-Sa5
Staphylococcus aureus (isolado alimentar) DF2B-32-Sa3
Staphylococcus aureus (isolado alimentar) DF2B-8-Sa3
Staphylococcus aureus (isolado alimentar) DF2B-9-Sal
Staphylococcus aureus (isolado alimentar) DF2A-MC1-Sal
Staphylococcus aureus (isolado alimentar) DF2A-MC2-Sal
Staphylococcus aureus (isolado alimentar) DF2A-MC3-Sa3
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Bactérias Gram-negativas

Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Enterobacter cloacae (isolado clinico) HMA:FTA 502

Escherichia coli ATCC 8739

Escherichia coli ATCC 25922

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Abony NCTC 6017
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi ATCC 10749
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi (CT) ATCC 19430
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC 10708
Serratia marcenscens ATCC 14756

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Fungos

Fungos leveduriformes

Candida albicans (isolado clinico) 63U
Candida krusei ATCC 34135
Candida parapsilosis ATCC 22019
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Tabela 1 — Continuagéo.

Candida parapsilosis (isolado clinico) 86U

Candida tropicalis ATCC 28707

Criptococcus neoformans var. neoformans ATCC 28957
Criptococcus neoformans var. gatti (isolado clinico) L3

Fungos filamentosos

Trichophyton mentagrophytes ATCC 11480
Trichophyton rubrum ATCC 28189

4.9.1 Reativagdo dos micro-organismos

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana, 0s micro-organismos foram
cultivados em caldo Casoy (Himedia, India), por 18-24 h a 35 + 2 °C e, em seguida,
transferidos para agar Casoy (Himedia, india), por 18-24 ha 35+ 2 °C.

As cepas de L. monocytogenes e L. innocua foram cultivadas em caldo Infuséo
Cérebro Coracdo (BHI — Oxoid LTDA, Basingstoke, Hampshire, England) por 18-24 ha 35 +
2 °C e, em seguida, transferidas para agar Infusdo Cérebro Coracdo (BHI — Oxoid LTDA,
Basingstoke, Hampshire, England), por 18-24 ha 35 + 2 °C.

Os fungos foram cultivados em &gar Sabouraud Dextrose (Himedia, india), a 25°C,

por 24-48 h (leveduras) e 48-72 h para outras espécies de fungos.

4.9.2 Determinacdo da CIM para bactérias

Para o preparo das amostras (extrato etandlico bruto, fracbes e padrbes), pesou-se 20
mg em tubo de ensaio estéril e adicionou-se 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO P.A., Vetec,
Rio de Janeiro) e agitou-se até completa solubilizacdo. Em seguida, adicionou-se 9 mL de
caldo Miieller Hinton (Himedia, india) duas vezes concentrado, e homogeneizou-se. Para as
espécies de Listeria, utilizou-se o caldo Mueller Hinton cétion ajustado 2 (Fluka Analytical
90922, india) para o preparo da amostra (CLSI, 2005).

Os ensaios foram conduzidos em placas de microtitulagdo contendo 96 pogos em
fundo “U” (Figura 1). Inicialmente, distribuiu-se 100 pL de caldo Miieller Hinton duplamente
concentrado da coluna 2 a coluna 12. Em seguida, adicionou-se 200 pL da amostra preparada,
da linha A até a H, com excecéo da linha G, obtendo a concentra¢ao de 2000 pL, na coluna 1.
Retirou-se 100 uL. da coluna 1 utilizando pipeta multicanal (Discovery Comfort CE IVD

Autoclavable HT) e realizou-se dilui¢Ges seriadas até a coluna 11. Para L. monocytogenes e L.



52

innocua, além do procedimento descrito, antes de se colocar o indculo, adicionou-se sangue
de cavalo lisado (2,5-5% v/v) (CLSI, 2005).

Figura 1 - Esquema da placa de microtitulagdo contendo 96 pogos em fundo “U”, apds as
diluicdes no ensaio de determinacdo da CIM para bactérias. A concentracdo inicial
é de 2000 ug/mL para bactérias e 1000 ug/mL para fungos.

1 [ 2[3[4]5[6 78] 9[10]11][0)
A100 00000000 0|0
8O0 0 0000000 0|0
cl O 00000000 0|00
p OO 0000|000 0|00
E
GEESRAREERAE
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Controle do DMSO: DMSO
diluido no MH + indculo.

Fonte: Paula (2011).

Controle do meio e extratos:
extrato + MH, sem indculo.

Para o preparo do indculo, uma al¢ada da cultura bacteriana foi adicionada a um tubo

contendo 3 mL de solucdo de cloreto de sodio (NaCl) 0,85% (p/v), homogeneizou-se em

agitador de tubos por 30 segundos e leu-se em espectrofotdmetro com comprimento de onda

de 625 nm de forma que o intervalo de transmitancia ficasse entre 79,4% e 83,2%. Em

seguida, retirou-se 500 uL deste e colocou-se em um tubo contendo 4,5 mL solucédo de NaCl

0,85% (diluicdo 1:10), agitou-se e obteve-se uma concentracdo de células de

aproximadamente 10’ UFC/mL. Adicionou-se 5 pL desse indculo a cada pogo, em duplicata,
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com a exce¢do da linha “H” (controle negativo). A concentragdo final de células bacterianas
foi de 10* UFC/mL. As placas foram incubadas a 35 °C por 18-24 h.

Para a leitura da CIM, apds o periodo de incubacédo foi adicionado aos orificios 20
pL de cloreto de trifenil tetrazolium (TTC) (Vetec, Rio de Janeiro) a 0,5%. As placas foram
reincubadas em estufa a 35 °C por 30 min. A coloragdo avermelhada, ou rosada, foi
considerada como presenga de crescimento microbiano. Foi considerada CIM a menor
concentracdo da amostra capaz de inibir o crescimento microbiano.

Os ensaios foram realizados em duplicata, cada um com duas replicatas.
4.9.3 Determinacéo da CIM para fungos

O caldo Roswell Park Memorial Institute (RPMI), utilizado para determinagéo da CIM
em fungos, foi preparado, adicionando-se 10,4 g de RPMI 1640 (Himedia, india), 34,53 g de
Tampdo MOPS - &cido 3-(N-morfolino) propanossulfénico (M1254 — Sigma Aldrich,
Taiwan), o volume completado para 1000 mL com &gua destilada e o pH ajustado para neutro,
com adicdo de solucdo de NaOH, se a solucdo estivesse &cida, ou HCI, se a solucéo estivesse
bésica.

Para o preparo das amostras (extrato etanélico bruto, fracGes e padrbes), pesou-se 20
mg em tubo de ensaio estéril e adicionou-se 1 mL de DMSO e agitou-se até completa
solubiliza¢do. Em seguida, adicionou-se 9 mL de caldo RPMI e homogeneizou-se.

Os ensaios foram conduzidos em placas de microtitulacdo contendo 96 pocos em
fundo “U”. Inicialmente, distribuiu-se 100 pL de caldo RPMI da coluna 2 a coluna 12. Em
seguida, adicionou-se 200 uL. da amostra preparada, da linha A até a H, com excecédo da linha
G, obtendo a concentracao de 1000 pL, na coluna 1. Retirou-se 100 puL da coluna 1 utilizando
pipeta multicanal e realizou-se dilui¢des seriadas até a coluna 11.

Para o preparo do indculo, uma algada da cultura fangica foi adicionada a um tubo
contendo 3 mL de solucdo de cloreto de sodio 0,85% (p/v), homogeneizou-se em agitador de
tubos por 30 segundos e leu-se em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 530 nm,
de forma que o intervalo de transmitancia ficasse entre 79,4% e 83,2%. Foi feita uma diluicéo
1:50 em meio RMPI e, em seguida, uma dilui¢do 1:20 em meio RPMI, com o objetivo de se
obter concentracdo de células entre 1-5 x 10° UFC/mL. Adicionou-se 100 uL do indculo a
cada poco, em duplicata, com a excec¢ao da linha “H” (controle negativo). Desta forma, a

concentracdo das amostras foi reduzida a metade e obteve-se uma concentracdo final do
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indculo de aproximadamente 0,5-2,5 x 10® UFC/mL. As placas foram incubadas a 25°C por
24-48 h (leveduras) e 48—72 h para outras espécies de fungos.

O crescimento fangico foi verificado visualmente, contra a luz, sendo que a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento dos fungos foi considerada como CIM.

Os ensaios foram realizados uma Unica vez, com duas replicatas.

4.9.4 Controles

Para verificar se a inibi¢do do crescimento microbiano nédo era causada pelo DMSO,
na linha “G” foi feito controle com o DMSO a 10 %, adicionado de caldo MH (para bactérias)
ou caldo RPMI (para fungos). Em seguida, foram realizadas dilui¢Ges seriadas, e adicionou-se
0 in6culo microbiano.

Para verificar a possibilidade de contaminacdo da amostra (extrato etandlico bruto,
fragdes e padrdes), na linha “H” foi realizado um controle apenas com a amostra e 0s caldos
de cultura (MH para bactérias e caldo RPMI para fungos).

Para avaliar a viabilidade dos micro-organismos testados, na coluna 12 foi realizado
um controle com o in6culo microbiano e os caldos de cultura (MH para bactérias e RPMI para
fungos).

Como controles positivos de antibiéticos, foi utilizada gentamicina (Concentracao
inicial de 2000 ug/mL e final de 1,95 pg/mL), para bactérias Gram-negativas, vancomicina
(Concentragdo inicial de 250 pg/mL e final de 0,24 pg/mL), para bactérias Gram-positivas e
ciprofloxacina (Concentragao inicial de 2000 pg/mL e final de 1,95 pg/mL) para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, representando um antibiotico de amplo-espectro. O
itraconazol (Concentragéo inicial de 16 ug/mL e final de 0,02 pg/mL) foi utilizado para os
fungos.

Os controles foram realizados em todas as placas testadas.

4.9.5 Classificagdo da atividade antimicrobiana

Para a analise de resultados, tanto da atividade antibacteriana quanto antifungica,
considerou-se boa atividade inibitéria, quando o valor de CIM foi menor que 100 pg/mL,
atividade inibitéria moderada, entre 100-500 pg/mL, atividade inibitéria fraca, entre 500—
1000 pg/mL, e auséncia de atividade inibitoria, quando maior que 1000 pg/mL (HOLETZ et
al., 2002; AYRES et al., 2008; SOUZA et al., 2014), de acordo com a Tabela 2:
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Tabela 2 — Classificacdo da atividade antimicrobiana, de acordo com a concentracdo
inibitéria minima (CIM), de acordo com Holetz et al. (2002); Ayres et al. (2008);
Souza et al. (2014).

Atividade antimicrobiana Concentragao inibitoéria minima — CIM (ug/mL)
Atividade boa <100
Atividade moderada 100 - 500
Atividade fraca 500 - 1000

Inativo >1000
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