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Este estudo teve por objetivo a determinacdo dos fendlicos totais, avaliacdo da toxicidade e a

atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) das folhas de Alpinia zerumbet. O OE foi

extraido por hidrodestilacdo e os pardmetros fisico-quimicos foram determinados de acordo

com a Farmacopeia Brasileira. O ensaio da toxicidade seguiu o bioensaio de letalidade frente

ao organismo ndo-alvo Artemia salina Leach. A atividade antimicrobiana seguiu a

metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute utilizando o Método de

Difusdo de Disco e Diluicdo em Caldo para determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima

(CIM) para acdo do OE frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus sp. e

Penicilium sp. O rendimento do OE foi de 0,71%. A Concentracdo Letal 50% (CLso) para a
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acdo do OE frente a Artemia salina L. foi de 280,40 mg/L, sendo considerado atoxico.
Através dos ensaios antimicrobianos, o OE apresentou atividade bactericida frente as
bactérias E. coli e S. aureus, e atividade fungicida frente aos fungos Aspergillus sp. e
Penicillium sp. Conclui-se que o OE apresenta um bom potencial antimicrobiano, sendo sua
aplicacdo apreciada pela sua classificagdo como OE atoxico.

Palavras-chave: Alpinia;Antibacteriano; Toxicidade.

Abstract

This study aimed to determine total phenolics, assess toxicity and antimicrobial activity of essential oil
(EO) of Alpinia zerumbet leaves. The EO was extracted by hydrodistillation and the physicochemical
parameters were determined according to the Brazilian Pharmacopoeia. The toxicity assay followed
the lethality bioassay against the non-target organism Artemia salina Leach. The antimicrobial activity
followed the methodology described by the Clinical and Laboratory Standards Institute using the
Method of Disc Diffusion and Broth Dilution to determine the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) for the action of EE against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus sp. and
Penicilium sp. OE vyield was 0.71%. Lethal Concentration 50% (LCso) for the action of EO against
Artemia salina L. 280.40 mg/L, being considered nontoxic. Through the antimicrobial assays, the EO
presented bactericidal activity against the bacteria E. coli and S. aureus,and fungicide activity against
the fungi Aspergillus sp. and Penicillium sp. It was concluded that the EO has a good antimicrobial
potential, and its application is appreciated by its classification as nontoxic EO.

Keywords: Alpinia; Antibacterial; Toxicity.

Resumen

Este estudio tenia como objetivo determinar el total de fendlicos, evaluar la toxicidad y la actividad
antimicrobiana del aceite esencial (AE) de las hojas de Alpinia zerumbet. La AE fue extraida por
hidrodestestacion y los parametros fisicoquimicos se determinaron de acuerdo con la Farmacopea
Brasilefia. El ensayo de toxicidad siguié al bioensayo de letalidad contra el organismo no objetivo
Artemia salina Leach. La actividad antimicrobiana siguié la metodologia descrita por el Instituto de
Normas Clinicas y de Laboratorio utilizando el Método de Difusion de Discos y Dilucion de Caldo
para determinar la Concentracion Inhibidora Minima (CIM) para la accion de AE contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus sp. y Penicilium sp. AE yield fue 0.71%. Concentracion Letal
50% (CLso) para la accion de AE contra Artemia salina L. 280,40 mg/L, siendo considerados no
toxicos. Através de los ensayos antimicrobianos, la AE presentd actividad bactericida contra las
bacterias E. coli y S. aureus,y la actividad fungicida contra los hongos Aspergillus sp. y Penicillium
sp. Se concluye que la EO tiene un buen potencial antimicrobiano, y su aplicacion es apreciada por su

clasificacion como OE no toxica.
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1. Introducéo

O uso de plantas para fins medicinais ndo é algo recente, pelo contrario, vem desde os
primordios da humanidade e vem sendo transmitida pelas geracdes com o passar do tempo.
Elas sdo definidas como aquelas capazes de produzir principios ativos que possam alterar o
funcionamento de 6rgdos e sistemas, reestabelecendo o equilibrio organico nos casos de
enfermidades (Furtado et al., 2015).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satude (OMS), 80% da populacédo de paises
em desenvolvimento utilizam a medicina tradicional como pratica na atencdo primaria a saude
e, deste total, 85% fazem uso de plantas medicinais e extratos vegetais (Bruning et al., 2012).

Algumas das propriedades das plantas medicinais estdo relacionadas aos seus 6leos
essenciais (OE"s), que sdo componentes que integram os metabolitos secundarios das plantas,
isto é, fazem parte do sistema ndo primal destes organismos, possuindo funcdes de protecédo
contra elementos externos as plantas (Simdes et al., 2010).

Estes compostos séo principalmente extraidos de flores, botbes, folhas, ramos, cascas,
sementes, frutos, raizes e rizomas apresentando compostos aromaticos volateis dentre os quais
estdo os terpenos e seus derivados (carvacrol, timol, eugenol, terpineno, linalol e carvona),
gue sdo 0s principais responsaveis por sua atividade antimicrobiana (Sarto & Junior, 2014;
Aquino et al., 2010). Estes compostos sdo capazes de interagir em diferentes moléculas alvo
e nas funcdes das células bacterianas como mecanismos antibacterianos principalmente de
inibicdo da sintese de acido nucléico, disturbios nas propriedades da membrana citoplasmatica
e no metabolismo energético (Barbosa et al., 2015).

Dentre as inimeras plantas medicinais produtoras de OE’s tem-se a Alpinia zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm, uma espécie originaria da Asia, pertencente a familia
Zingiberaceae, e encontrada na literatura cientifica com as sinonimias de Alpinia speciosa K.
Shum, Costus zerumbet Pers., Languas speciosa Small e Zerumbet speciosum J. C. Wendel
(Lorenzi & Souza, 2001). E uma planta herbacea, robusta e perene com colunas de 2 a 3
metros de altura, lisa e verde com folhas oblongas e pontudas. Além de alternadas séo
completas e simples, com base aguda e margem inteira. Suas flores sdo alvas com lacinios
roscos no apice, dispostas em cachos grandes levemente aromatizadas, sendo o fruto em
formato de capsula (Krieck et al., 2008). Essa planta é conhecida popularmente como colénia,

sendo muito encontrada no Nordeste do Brasil, e utilizada como anti-hipertensiva, diurética e
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febrifuga (Correa et al., 2010).

A A. zerumbet tem como classes de constituintes quimicos, alcaloides, flavondides e
como principais componentes do OE sdo 0s monoterpenos com maior concentracao de 1,8-
cineol e terpeno-4-ol, havendo trabalhos que comprovam sua atividade antimicrobiana
(Victorio et al., 2009).

Quando utilizados os principios ativos do OE de A. zerumbet foram observados:
atividade relaxante de duodeno, onde o terpeno-4-ol, quando administrado na dose de 60 mM
inibe a sua contracdo fasica, provavelmente pelo antagonismo de calcio dependente [11] e
acdo anti-inflamatdria e redutora da substancia P (Liao et al., 2012; Juergens et al., 1998).
Além disso, foi constatado o 1,8-cineol com efeito anti-inflamatério de vias aéreas (Santos &
Rao, 2000).

Apesar de algumas de suas propriedades medicinais serem comprovadas, a escolha
desta espécie foi motivada por seus estudos relacionados a bioprospeccdo em atividades
bioldgicas ainda serem pouco conhecidas. Mediante isto, este estudo teve por objetivo avaliar

a toxicidade e o potencial antimicrobiano do OE das folhas de A. zerumbet.

2. Metodologia
2.1.  Material vegetal

A coleta do material vegetal utilizado nesta pesquisa foi realizada em novembro de
2019. As folhas de A. zerumbet foram coletadas no povoado Mata do Ipiranga, na regido de
Itapecuru-Mirim — MA. Os materiais vegetais foram identificados pelo Herbério Atico Seabra
da Universidade Federal do Maranhdo. Apds a coleta, o material vegetal foi transportado para
o Laboratério de Pesquisa e Aplicagdo de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), onde foi
submetido a secagem em estufa de secagem de ar convectiva FANEM 520 a 45°C por 24

horas, e posteriormente, trituradas em moinho de facas.

2.2.  Obtencao dos 6leos essenciais

Para extracdo dos OE’s, utilizou-se a técnica de hidrodestilacdo com um extrator de
Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo acondicionado em manta elétrica,
como fonte geradora de calor. Foram utilizadas 200g das folhas secas de A. zerumbet
(jardineira), adicionando-se agua destilada (1:10). A hidrodestilacdo foi conduzida a 100°C
por 3h recolhendo-se o OE extraido. Cada OE foi seco por percolagdo com sulfato de sodio
anidro (Na2SOg) e centrifugado. Essas operacOes foram realizadas em triplicatas e as amostras

armazenadas em ampolas de vidro &mbar sobe refrigeracdo de 4°C. Posteriormente submetido
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as andlises. Foram determinados os pardmetros fisico-quimicos dos OE’s: densidade,
solubilidade, cor e aparéncia de acordo com a Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019). O rendimento do OE foi expresso em porcentagem na relacédo

massa/volume pela medida de densidade.

2.3. Toxicidade

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Meyer et al.
(1982). Para a avaliacdo da letalidade de Artemia salina Leach, foi preparada uma solugéo
salina estoque de cada OE na concentragio de 10.000 mg L™ e 0,02 mg de Tween 80 (tenso
ativo).

Aliquotas de 5, 50 e 500 pL desta foram transferidas para tubos de ensaio e
completados com solucdo salina ja preparadas anteriormente até 5 mL, obtendo-se no final
concentracdes de 10, 100 e 1000 mg L, respectivamente. Todos os ensaios foram realizados
em triplicatas, onde dez larvas na fase nauplio foram transferidas para cada um dos tubos de
ensaio.

Para o controle do branco utilizou-se 5 mL da solucdo salina, para o controle positivo
K2Cr,07 e para o controle negativo 5 mL de uma solugdo 4 mg L de Tween 80. Apds 24
horas de exposigéo, realizou-se a contagem das larvas vivas, considerando-se mortas aquelas
que ndo se movimentaram durante a observacao e nem com a leve agitacéo do frasco.

Adotou-se o critério estabelecido por Dolabella (1997) para classificacdo da toxicidade
dos OE’s, sendo considerado altamente toxico quando CLso < 80 mg L, moderadamente
toxico para 80 mg L™ < CLso > 250 mg L e levemente tdxico ou atdxico quando CLso > 250
mg L.

A analise estatistica dos dados para a CLso foi realizada de acordo com o método de
Reed & Muench (1938), a partir da tabela contendo os dados de mortalidade para cada
concentracdo testada, é construido um grafico onde se observa uma curva para o acimulo de
animais mortos em cada log da concentracdo e outra curva para o acumulo de sobreviventes.
O ponto de intercessdo entre as curvas € a Concentracdo Letal 50% (CLso), pois nesse ponto o
namero de animais sobreviventes é igual ao numero de animais mortos. O intervalo de
confianca foi calculado segundo o método de Pizzi (1950) no qual se constroi um grafico do

percentual de mortos versus logaritmo (log) da concentracao.

2.4.  Fenolicos totais
A determinacdo dos compostos fendlicos totais do OE foi realizada com adaptacdo do
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método de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2018).

Utilizou-se 5 mg do 6leo essencial diluido em 1 mL de etanol. A esta solugéo foi
adicionado 3 mL de &gua destilada, 500 puL do reagente Folin-Ciocalteu e 2,0 mL de
carbonato de sodio a 20%. A solucdo formada foi levada ao banho-maria a 50 °C por 5 min,
retirada e deixada para esfriar; e, entdo, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro manual,
em comprimento de 760 nm. A curva padrio foi expressa em mg L de &cido tanico.

2.5. Padronizacéo do in6culo microbiano para ensaios de sensibilidade

Foram utilizadas duas cepas de bactérias: Escherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e duas cepas de fungos: Aspergillus sp. (ATCC
201291) e Penicilium sp. (ATCC 11597) doadas pelo Laboratério de Microbiologia da
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA). Estas foram previamente identificadas e
confirmadas pelas provas bioquimicas.

Culturas microbianas puras mantidas em agar TSA foram repicadas para caldo de
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas a 35 °C até atingirem fase exponencial de
crescimento (4-6 h). Apds esse periodo, as culturas tiveram sua densidade celular ajustada em
solucdo salina 0,85% estéril, de modo a se obter uma turbidez comparavel a da solucéo
padrdéo de McFarland 0,5, o que resulta em uma suspensdo microbiana contendo
aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL™* de acordo com as normas do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2020).

2.6.  Método de Difuséo de Disco (MDD)

A técnica de difusdo de disco foi realizada segundo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2020) que padroniza os testes de sensibilidade de antimicrobianos por disco-
difusdo. Primeiro foram preparadas as placas com o meio de cultura Agar Mueller Hinton
(AMH) para as bactérias e Agar Mueller Hinton (AMH) contendo 2% de azul de metileno e
Agar Sabourad Dextrose (ASD) para os fungos e ap6s sua solidificacdo foi distribuido a
suspensdo microbiana e fungica na superficie do &gar e deixado em repouso a temperatura
ambiente por 30 min. Logo apds sdo preparados os discos contendo 50 puL dos OE’s e os
discos com concentracBes definidas dos antibi6ticos. Utilizando-se pinca esterilizada, os
discos foram distribuidos sobre a superficie do agar.

As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35 °C por 24 horas. Os
didmetros dos halos de inibigdo foram mensurados, incluindo o didmetro do disco. Esses
ensaios foram feitos em triplicata. Os valores dos halos de inibicdo foram as médias das
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medidas dos trés resultados. Ensaios realizados em triplicata.

2.7. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida (CBM) e
Fungicida Minima (CFM)

O ensaio de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizado empregando-se a
técnica de diluicdo em caldo, proposta pela Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2020). Primeiramente foram preparadas solu¢des do OE utilizando-se dimetilsufoxido
(DMSO) a 2%, sendo preparadas diluicdes seriadas em caldo MH para o ensaio bacteriano e
em caldo RPMI para o ensaio flingico, resultando nas concentracdes de 10 a 1000 ug mL™.

A cada concentracdo foram adicionadas suspensdes microbianas e fangicas contendo
1,5 x108 UFC mL ! das cepas. Os tubos foram incubados a 35° por 24h para as cepas
bacterianas e 27°C por 24-48h para as cepas fangicas. Foram realizados os controles de
esterilidade e crescimento para o ensaio realizado. Apds o periodo de incubagdo, foi
verificada CIM do OE, sendo definida como a menor concentragdo que visivelmente inibiu o
crescimento bacteriano e fungico (auséncia de turvacdo visivel). Ensaios realizados em
triplicata.

Para o ensaio de Concentracdo Bactericida Minima (CBM) empregou-se uma aliquota
de 100 pL das diluicbes provenientes do caldo MH e para Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) das diluices provenientes do caldo RPMI que visivelmente inibiram o crescimento
microbiano. As aliquotas foram inoculadas em AMH e AMH (2% azul de metileno) com
posterior incubacdo a 35°C por 24h. A CBM e CFM foram determinadas como a menor
concentracdo que visualmente no ensaio de CIM apresentou inibicdo de crescimento e que nas
culturas para os ensaios bactericida e fungicida também ndo apresentaram crescimento

microbiano.

3. Resultados e Discussao
3.1.  Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos sdo de grande suma importancia ndo somente para
determinar a qualidade de determinado produto, como também para verificar sua pureza e

estes estdo apontados na Tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros fisico-quimicos dos OE’s

Propriedades fisico-quimicas OE A. zerumbet
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Densidade (g mL™) 0,8820
indice de refracdo (nD 25°) 1,475
Cor Amarelo
Aparéncia Limpida
Rendimento (%0) 0,71

Fonte: Autores

Os estudos com o objetivo de avaliar os pardmetros fisico-quimicos do OE de A.
zerumbet foram satisfatérios quando comparados aos resultados encontrados na literatura e
estdo de acordo com os critérios estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019).

Com os resultados obtidos comparou-se o rendimento do OE de A. zerumbet aos
resultados obtidos por Rezende et al., (2011) que obtiveram um rendimento de 0,74%. Santos
Junior et al., (2019), que extraiu os OE’s obtidos da secagem por convec¢ao de ar forgada das
folhas aplicando trés temperaturas diferentes e obtiveram um rendimento de 0,24% para o OE
obtido da secagem a 30°C, 0,71% para o OE das folhas secas a 45°C, semelhante ao obtido
neste estudo e 0,64% para OE advindo da secagem conduzida a 55°C. Resultados inferiores
foram observados por Barcelos et al., (2010) ao relatarem um rendimento de 0,25% para o OE
obtido a partir da secagem na temperatura de 30°C, porém semelhante ao rendimento descrito
por Santos Janior et al., (2019) do seu OE obtido das folhas secas a 30 °C.

Elzaawely et al., (2007) obtiveram um rendimento de 0,07% de OE de A. zerumbet
extraido de 100 g plantas pulverizadas com sulfato de cobre. Resultados semelhantes foram
encontrados por Satou et al.,, (2010), porém as folhas foram destiladas por 1,5 h,
imediatamente apds serem coletadas. Comparando os resultados para o OE de A. zerumbet
estudado com os da literatura, pode-se observar que houve uma semelhanca entre eles, no que
diz respeito aos parametros analisados. As diferencas nos valores encontrados podem ser
atribuidas a fatores tais como época de coleta, diferentes tipos de solo, condi¢fes e tempo de
armazenamento (Vitti & Brito, 2003).

Natta et al., (2008) destacam que tais diferencas podem estar relacionadas com a idade
da planta e do ambiente, e as caracteristicas genéticas. De acordo com Gobbo-Neto e Lopes
(2007), um dos fatores de maior importancia é a coleta do material vegetal, visto que a
guantidade dos constituintes e a sua natureza podem variar de acordo com a época do ano.

3.2.  Fendlicos totais
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O resultado do teor total de fendlicos do OE de A. zerumbet esta apresentado
na Tabela 2. O conteudo fendlico total (CPT) foi expresso como equivalentes de acido tanico
(mg EAT / g de material vegetal) a equacio da reta obtida foi y = 0,05857x + 0,06000 (R? =

0,9998), onde y representa a absorbancia e x a concentracao equivalente de acido tanico.

Tabela 2: Fendlicos totais (CFT), mg EAT g, nos OE A. zerumbet

Equacdo da reta R? CFT

y =0,05857x + 0,06000 0,9998 413,18 mg EAT ¢!

Fonte: Autores

O OE de A. zerumbet utilizado no presente estudo, apresentado na Tabela 2, pode
confirmar um quantitativo importante de compostos fendlicos, o que se torna de grande
relevancia ja que os fendlicos sdo frequentemente associados a varios efeitos positivos a
saude, incluindo efeitos antioxidantes, diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares,
mecanismos anticancer e propriedades anti-inflamatorias (Singh et al., 2012). O conteudo
fendlico total para o OE para a espécie em estudo encontra-se pouco divulgado na literatura e
enfatiza a importancia de divulgagéo deste estudo.

Um quantitativo semelhante em base de equivaléncia grama de acido galico para os
extratos da espécie A. zerumbet foram encontrados na literatura. Souza (2018) relatam que
para o teor total de fendlicos para o extrato das folhas da espécie A. zerumbet esteve em
9,80+0,28g EAG/100g e para as flores em 7,93+0,16g GAE/100g. Os resultados também
corroboram com os apresentados por Elzaawely et al., (2007), que observaram para o extrato
aquoso das flores e sementes de A. zerumbet resultados variando entre 5,67 e 1,379 de
EAG/g, respectivamente. Chompoo et al., (2012) destaca que 0 extrato aquoso da A.
zerumbet apresenta o maior teor de CFT, com maiores valores para as sementes (18,8 ¢
EAG/g de extrato), seguidas dos rizomas (12,45 g GAE/g), flores (7,51g GAE/g), caules
(5,94 g GAE/qg), pericarpos (5,84 g GAE/g) e folhas (4,78 g GAE/Q).

Elzaawely et al., (2007) demonstraram que plantas tratadas com sulfato de cobre
apresentaram maior nivel de fendlicos totais. Considerando que substancias naturais podem
ser responsaveis pelo efeito de protecdo contra 0s riscos de muitos processos patoldgicos, 0s
resultados descritos neste estudo estimulam a continuidade dos estudos para avaliar a acdo
antioxidante de substancias isoladas no OE de A. zerumbet.

3.3. Atividade antimicrobiana
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Os resultados referentes aos ensaios para determinacdo da atividade antimicrobiana e

antifungica estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Sensibilidade das cepas microbianas para acdo do OE frente aos microrganismos

Espécie DHI CIM CBM CFM

E. coli 12 400 700 -

S. aureus 25 200 550 -
Aspergillus sp. 31 150 - 520
Penicillium sp. 9 450 - 800

Nota: DHI- didmetros médios dos halos de inibicdo (mm); CIM- concentracdo inibitdria

minima (ug mL™1); CBM- concentragdo bactericida minima pg mL™; Fonte: Autores

Conforme os critérios estabelecidos por Moreira et al., (2005), a classificacdo para
sensibilidade de microrganismos frente a acdo de produtos naturais, é definida de acordo com
o diametro do halo de inibicdo formado, sendo classificados como resistentes quando o halo
de inibi¢do for menor que 8 mm e sensiveis para halos de 9 a 14 mm. Dessa forma, os halos
de inibicéo formados permitem classificar todas as cepas bacterianas como sensiveis frente ao
OE de A. zerumbet.

O OE de A. zerumbet foi mais eficiente ao inibir o crescimento bacteriano de S. aureus
(25 mm) e de Aspergillus sp. (31 mm), quando comparado a E. coli que apresentou halo de 11
mm e ao Penicillium sp., que apresentou um halo de 9 mm. Santos Junior et al., (2019)
constatou em seu estudo que o OE obtido através da secagem da A. zerumbet a 45 °C o
melhor desempenho ao inibir a bactéria S. aureus, revelando um halo de inibi¢do de 25 mm,
valor semelhante ao deste estudo. J& OE obtido empregando a secagem na temperatura de 30
°C ao ser avaliado pela acéo antimicrobiana apresentou um halo de inibi¢do de 15 mm e o OE
obtido na temperatura de 55 °C ndo apresentou todo o potencial bioldgico bactericida. O
mesmo foi observado para a bactéria E. coli, onde a temperatura de 45 °C apresentou o
melhor desempenho bactericida, com um halo de 11 mm, semelhante ao deste estudo. O
mesmo ndo ocorreu com o OE obtido na temperatura de 55 °C, que ndo apresentou potencial
bactericida.

Kerdudo et al., (2017) relataram em seus estudos que o OE das flores de A. zerumbet
apresentou uma porcentagem de inibicdo superior a 90% contra Bacillus cereus, E. coli,
Aspergillus niger, S. aureus e Candida albicans. Victorio et al., (2009) observaram que o OE
das folhas da A. zerumbet apresentou um halo de inibicdo de 14 mm contra a Candida
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albicans e 30 mm contra Cryptococcus neoformans. Atividade antifungica do OE das flores
de A. zerumbet foi relatada por Morita (1992) contra as cepas de Cladosporium
cladosporioides, Fusarium proliferatum, e Alternaria alternate. Halos de inibicdo contra as
cepas fungicas testas neste estudo ndo foram encontradas na literatura.

Castro et al., (2016) encontraram em seus estudos um halo de inibicdo superior de 35
mm contra a cepa de S. aureus isolada dos tetos mamarios de vacas mesticas, havendo
inibicdo total do crescimento bacteriano induzida pela concentragio de 100 mg mL™. Apesar
de ter resultados satisfatérios em seu estudo, Victorio et al., (2009) constataram resultados
inferiores para a S. aureus, com um halo de inibi¢do de 12 mm e para a E. coli 12 mm.

De acordo com Aligiannis et al., (2001), a classificacdo da atividade antimicrobiana
para espécimes vegetais, segundo os resultados da CIM, é considerada de forte inibicdo: CIM
até 500 pg mL%; inibicdo moderada: CIM entre 600 e 1000 pug mL™?; e fraca inibicdo: CIM
acima de 1000 pg mL™.

O valor da CIM do OE de A. zerumbet frente as cepas de E. coli, S. aureus,
Aspergillus sp e Penicillium sp foram de 400 pg mL™?,200 pg mL™, 150 ug mL™? e 450 pg
mL, respectivamente, conforme a Tabela 4. Pelos resultados obtidos, afirma-se que o OE
deste estudo apresentou potencial de forte inibicdo frente a todas as bactérias e fungos
testados neste estudo (Castro et al., 2016).

Entretanto, na analise feita por Xuan et al., (2019), os autores relataram fraca inibicéo
do extrato de fracdo hexanica das flores de A. zerumbet contra o S. aureus, que exibiu CIM de
512 pug mL™. Mendes et al., (2015) em seus estudos avaliaram a atividade antibacteriana do
OE de A. zerumbet e obtiveram uma fraca atividade para o S. aureus com CIM de > 1024 pg
mL?, e para a E. coli uma forte atividade com CIM de 256 pug mL™.

O ensaio para Concentracdo Bactericida Minima apontou melhores resultados para o
OE frente a S. aureus, observando-se acéo bactericida a partir de 550 pug mL™, enquanto se
pdde notar acdo a partir de 700 ug mL™* para E. coli. Tavichakorntrakool et al., (2019),
observou atividade bactericida do extrato etandlico dos rizomas de A. zerumbet que
apresentou um CBM de 8,0 mg mL™* frente a S. aureus e para a E. coli uma CBM de 16,0 mg
mL, isso mostra que o OE demonstra uma maior atividade bactericida.

O ensaio para Concentragdo Fungicida Minima apontou melhores resultados para o
OE frente ao Aspergillus sp, observando-se acdo fungicida a partir de 520 pg mL™, enquanto
se pode notar acdo a partir de 800 pg mL? para Penicillium sp. Ndo foram encontrados na
literatura outros resultados para os fungos testados neste estudo.

Castro et al., (2016) destaca que a acdo antibacteriana de extratos de plantas do
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género Alpinia pode variar amplamente de acordo com a espécie, partes da planta, origem,
método de extracdo e solvente utilizado. Estes fatores podem interferir na composicdo
quimica e proporcdo de metabolitos secundarios dos extratos (CZELUSNIAK et al., 2012).
Extratos hidroalcodlicos das raizes de A. officinarum determinaram acdo sobre S.
aureus, proporcionalmente superior aquela induzida pelo extrato etanolico de A.
zerumbet (SRIVIDYA et al., 2010). Extratos metanolicos e aquosos de A. allughas e A.
calcarata induziram maiores inibi¢cdes sobre S. aureus, quando preparados a partir das raizes
em comparacdo com aqueles produzidos com folhas das mesmas espécies (Bhunia & Mondal,
2012). No entanto, a elaboracdo de extratos a partir de folhas tem a vantagem de promover a
sobrevivéncia da planta (Pinho et al., 2012), sendo, portanto, uma préatica sustentavel que deve
ser estimulada.

Com os resultados obtidos neste estudo e com os obtidos na literatura, pode-se
concluir que o OE das folhas de A. zerumbet demonstra um grande potencial antimicrobiano,
em comparagdo aos potenciais do extrato das folhas quanto de outras partes da planta, visto

que também é uma pratica sustentavel por permitir que a planta também sobreviva.
3.4. Toxicidade
Na Tabela 4 estdo dispostos os resultados referentes aos percentuais de mortalidade

obtidos frente ao OE no bioensaio com Artemia salina Leach.

Tabela 4: Percentual de mortalidade das espécies de Artemia salina frente a acdo do OE

Acumulados
Concentracgao n n ) )
LogC ) Vivos Mortos Mortalidade (%)
(C) (mg/L) Mortos  Vivos
1000 3 5 5 5 11 50%
100 2 4 6 11 6 40%
10 1 2 8 19 2 20%

Fonte: Autores

A Figura 1 apresenta o grafico de percentual mortos versus logaritmo para o OE
seguindo 0 método de Pizzi (1950).

Figura 1: Percentual de mortalidade de Artemia salina versus o log da concentragdo do OE
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Na Figura 1 é possivel observar a equagdo obtida em y=0,15x+0,667 (R?=0,9980),
sendo possivel realizar o calculo do intervalo de confianca. A Figura 2 apresenta o grafico de
acumulados versus logaritmo para o OE seguindo o método de Reed & Muench (1938),

respectivamente.

Figura 2: Gréfico log da concentragdo do OE versus os acumulados de Artemia salina
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Fonte: Autores

Na Figura 2 é possivel observar a interseccdao das curvas que corresponde ao log da

dose que elimina 50% dos organismos.
Na Tabela 5 sdo apresentadas as Concentracdes Letais 50%, referentes a acdo do OE

frente a Artemia salina L. e sua posterior classificacdo segundo o critério de Dolabela (1997).
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Tabela 5: Concentracdo Letal 50% para ac¢do do OE frente a Artemia salina L.

Log da interseccéo das curvas CLsomg L* Classificacao

2,46 280,40 +£ 10,15 Atoxico

Fonte: Autores

Conforme os resultados apresentados na Tabela 5 pode-se observar que o OE nao é
classificado como toxico pelo critério de Dolabella (1997), pois através da Figura 4 observou-
se a CLso de 280,2 mg L. Os estudos da toxicidade sdo de suma importancia, pois fornecem
informac@es sobre a qualidade do ambiente ou parte dele, possibilitando assim mensurar qual
a concentracao letal de um determinado produto (Botelho et al., 2010).

A atoxicidade encontrada para o OE desta espécie traz um avanco com relagdo aos
estudos de aplicacdo de A. zerumbet, visto que a toxicidade dessa espécie € relatada para o
extrato por Santos et al., (2010) utilizando a mesma metodologia com Artemia salina L. em
gue o extrato etanolico de A. zerumbet apresentou uma toxicidade significativa. O mesmo foi
encontrado por Correa et al., (2010), em que testes realizados com o rizoma da A. zerumbet
também demonstraram uma toxicidade significativa.

O estudo de Santos Junior et al., (2019) colabora para a confirmagédo da atoxicidade do
OE observada neste estudo empregando o bioensaio de Artemia salina L., onde os seus OE’s

obtidos da secagem das folhas em temperaturas diferentes foram classificados como atoxicos.
4. Consideracdes Finais

O OE das folhas de A. zerumbet apresentou resultados satisfatorios frente a todos os
microrganismos testados. Além disso, totalizou um quantitativo relevante de fenolicos totais,

413,18 mg EAT g ,e apresentou-se como atoxico, portanto possui um importante potencial

na producgdo de novos compostos antibioticos e antibacterianos.
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