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Resumo

Os 0Gleos essenciais sao compostos aromaticos produzidos pelo metabolismo secundério das
plantas com a finalidade de proporcionar mecanismos de defesas contra o ataque de pragas e
doencas. O objetivo deste estudo foi verificar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
Alpinia zerumbet frente a Staphylococcus aureus e Salmonella enterica. Para este estudo foram
realizadas extra¢fes do Oleo essencial através da destilagdo por arraste a vapor utilizando o
aparelho de Clevanger. Os testes de avaliacdo microbioldgica dos 6leos essenciais foram
realizados através de ensaio de disco-difusdo frente as espécies Staphylococcus aureus e
Salmonella enterica. Houve acdo antimicrobiana do 6leo essencial de Alpinia zerumbet quando
comparada com o controle positivo (discos de antibioticos padrdes) ampicilina (10 pg/disco),
cloranfenicol (30 pg/disco) e oxacilina (1 pg/disco) indicando atividade equivalente a 44,4%;
63,16% e 92,31% frente a Staphylococcus aureus e 66,67%, nao inibiu e 85,71% frente a
Salmonella enterica.
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Abstract

Essential oils are aromatic compounds produced by the secondary metabolism of plants in order
to provide defense mechanisms against attacks by pests and diseases. The aim of this study was
to verify the antimicrobial activity of Alpinia zerumbet essential oil against Staphylococcus
aureus and Salmonella enterica. For this study, the essential oil was extracted by steam
distillation using the Clevanger apparatus. The microbiological evaluation of the essential oils
was carried out using a disc diffusion test against the species Staphylococcus aureus and
Salmonella enterica. Alpinia zerumbet essential oil showed antimicrobial action when
compared to the positive control (standard antibiotic disks) ampicillin (10 pg/disk),
chloramphenicol (30 pg/disk) and oxacillin (1 pug/disk), showing activity equivalent to 44,4%,
63,16% and 92,31% against Staphylococcus aureus and 66,67%, did not inhibit and 85,71%
against Salmonella enterica.
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Introducéo

A pesquisa de medicamentos derivados de plantas tornou-se promissora nos ultimos anos
e também uma alternativa melhor do que a medicina sintética e terapéutica. Os compostos
naturais bioativos isolados de vérias partes da planta sdo um impulso de pesquisa para diferentes
profissionais, a saber, médicos, quimicos e farmacéuticos.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) quase 21.000 plantas séo
utilizadas como medicinais em todo o mundo, sendo a India o maior produtor de ervas
medicinais que atende as necessidades dos fitoterapicos (Seth e Sharma, 2004). Atualmente,
produtos de origem vegetal tém sido utilizados como agentes antibacterianos. Alpinia zerumbet
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é cultivada em regides tropicais e subtropicais e tem sido explorada pela medicina tradicional
(Weerapreeyakul et al., 2019).

A colbnia (Alpinia zerumbet), pertence a familia Zingiberaceae, foi morfologicamente
caracterizada por Albuquerque e Neves (2004) como uma planta herbacea, perene, podendo
atingir em média 2,5m altura, apresentando rizomas, com caule aéreo curto, folhas lanceoladas
em disposicao distica, de base aguda e apice cuspidado, pubescentes nos bordos.

Esta espécie tem sido estudada e existem varios relatos de seu potencial de bioatividade
com efeitos anti-inflamatdrios, analgésicos, antialérgicos e neuroprotetores (Gosh e Rangan,
2013) e com atividade antimicrobiana (Victorio et al., 2009).

O oleo essencial de Alpinia zerumbet inclui monoterpenos, monoterpenos oxigenados e
sesquiterpenos oxigenados (Van et al., 2021). A composi¢do fitoquimica exclusiva do 6leo
essencial do rizoma desta espécie incluem o acetato de exofenquilo, o acetato de endofenquilo
e 0 endofenchol identificados junto com outros compostos bioativos, como 5,6-desidrokawaina
(DK), dihidro-6,6-desidrokawaina (DDK), eucaliptol, canfora, B-pineno, linalol, mirceno,
cinamato de metila, entre outros. Tais componentes foram validados por pesquisas in vitro e in
vivo como sendo radioprotetores, antimicrobianos e anti-hipertensivos (Ghosh e Rangan, 2013,
Chan et al., 2017, Bhatt et al., 2021)

E evidente a necessidade de aumentar a quantidade de pesquisas e descobertas
relacionadas a novas plantas aromaticas produtoras de Oleos essenciais. Além disso, 0s
microrganismos estdo cada dia mais resistentes aos antimicrobianos existentes no mercado.
Destaca-se a importancia de caracterizar perfis de novos compostos que possuam atividade
antimicrobiana, principalmente contra as bactérias que apresentam elevada resisténcia como
Samonella chlorasuis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Gutierrez et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi verificar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
Alpinia zerumbet frente a Staphylococcus aureus e Salmonella enterica.

Metodologia
O material botanico foi coletado no municipio de Caraguatatuba, cidade pertencente ao

Vale do Paraiba e localizada no litoral norte do estado de S&o Paulo e esta situada nas
coordenadas 23°37°12” de latitude sul e 45° 24’ 46” de longitude oeste (figura 1).

Figura 1 — Localizacdo da area de estudo em Caraguatatuba — SP.

Fonte: elaborado pelos autores no RStudio

Foram coletados folhas, flores e rizomas da Alpinia zerumbet, levados ao Laboratdrio
Multidisciplinar do Centro Universitario Modulo (Figura 2).
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Figura 2 — Material botanico de Alpinia zerumbet
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Legenda: A) Folha; B) Flor e C) Rizoma.
Fonte: Autores

O método utilizado para obtencdo do 6leo essencial foi a extragdo via destilacdo a vapor,
utilizando o aparelho de Clevenger com capacidade de 1 litro, por um periodo de 2 horas,
conforme metodologia descrita pela Farmacopeia Brasileira (2019). O 6leo essencial resultante
foi recolhido e armazenado em frasco ambar sob refrigeracao.

Para o ensaio de suscetibilidade antimicrobiana, foi empregado o meio de cultura Agar
Mueller Hinton e agua peptonada, sendo estes preparados de acordo com a recomendacéo do
fabricante. O Agar Mueller Hinton, foi preparado e autoclavado a 121°C por 15 minutos. Assim
que ocorreu seu resfriamento (50°C) procedeu-se o plagueamento em camara de fluxo laminar
em condicdo asséptica. A &gua peptonada foi preparada e envazada nos tubos de ensaio e
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Os in6culos das bactérias foram preparados na agua peptonada. Utilizou-se as cepas de
Staphylococcus aureus LB25923 e Salmonella enterica BFC843 o seguindo o padréo 0,50 de
McFarland.

Os discos (6 mm de didmetro) foram acondicionados em placa de Petri estéril e foram
esterilizados em autoclave a 121°C por 30 minutos. Para cada ensaio de disco-difusdo foram
realizados a adicdo de 2 discos com diferentes concentracdes de éleo essencial (5 e 10 ul), os
padrdes positivos para o controle da bactéria, ou seja, os antibio6ticos cloranfenicol (CLO 30
pg/disco), ampicilina (AMP 10 pg/disco) e oxacilina (OXA 1 pg/disco) e o controle negativo
(apenas o disco esterilizado). Os discos foram utilizados nos ensaios de avaliacdo da

suscetibilidade microbiana pela técnica de disco difuséo.

Com o auxilio de uma micropipeta foram inoculadas 500 ul da suspensdo do inéculo.
Este foi uniformemente distribuido por toda a superficie da placa de Petri contendo o meio de
cultura Agar Mueller Hinton. Apds este procedimento, foram adicionados sobre a placa de Petri
os discos contendo o0s controles positivo, negativo e contendo o 6leo essencial. As placas foram
incubadas 37°C por 24 horas para a observacdo da presenga dos halos de inibicdo, para a

avaliacdo do 6leo como agente antibacteriano. Os halos de inibigdo foram medidos com o
auxilio de paquimetro.

Resultados
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Foram adicionados ao baldo volumétrico 239,17g da polpa dos rizomas ja ralados e
picados em pequenos cubos afim de facilitar a extracdo. Apds a extracdo coletou-se 200 ul de
6leo essencial, proporcionando um rendimento de extragéo 0,84 pl/g.

Nesta pesquisa, 0 0leo de A. zerumbet apresentou halo de inibicdo no ensaio de disco
difusdo na concentracdo de 5 pl/disco frente & Staphylococcus aureus de 12 mm, mesmo valor
observado para a Salmonella enterica conforme tabela 1.

Tabela 1 — Medida do halo de inibicdo em milimetro (mm) no teste de suscetibilidade
antimicrobiana utilizando a metodologia de disco-difuséo.

Salmonella Staphylococcus
Agente antimicrobiano enterica Phy
aureus (mm)
(mm)
Oleo essencial  Alpinia zerumbet 12 12
Ampicilina (10 pg/disco) 18 27
Antibiotico Cloranfenicol (30 pg/disco) NI 19
Oxacilina (1 pg/disco) 14 13

Legenda: NI: N&o inibiu.
Fonte: o autor.

Comparando a a¢do antimicrobiana do 6leo essencial de Alpinia zerumbet com o controle
positivo (discos de antibidticos padrdes) ampicilina (10 pg/disco), cloranfenicol (30 pg/disco)
e oxacilina (1 pg/disco) houve atividade equivalente a 44,4%; 63,16% e 92,31% frente a
Staphylococcus aureus e 66,67%, ndo inibiu e 85,71% frente a Salmonella enterica.

Discussao

A procura por elementos de interesse bioldgico e organoléptico aliados a valorizacao de
espécies nativas podem fomentar a conservagdo dos recursos genéticos locais, bem como gerar
agregacao de valor a produtos naturais. Além disso, segundo Silva et al. (2020), um dos maiores
problemas globais atualmente na satde publica € a Resisténcia a Antimicrobianos (AMR). Por
iss0, € crescente a busca por agentes terapéuticos inovadores, com intuito de suprir a resisténcia
dos patdgenos aos produtos existentes no mercado.

De acordo com o estudo de Viana et al. (2020), o 6leo essencial de A. zerumbet, também
testado pelo método de Concentracdo Minima Inibitdria, foi altamente efetivo contra cepas da
bactéria gram-positiva Corynebacterium ulcerans.

Indrayan, Tyagi e Agrawal (2010) extrairam 6leo essencial do rizoma de A. zerumbet e
verificaram a atividade inibitdria moderadamente boa contra Streptococcus mutans, Bacilus
subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus e Salmonella typhi. Os autores atribuem
tais efeitos a composicdo do 6leo, que apresenta tepien-4-ol, 1,8-cineol e y-cadinol como
principais compostos presentes, 0s quais também sdo conhecidos por sua a¢do antisséptica, anti-
inflamatdria e antibacteriana. Os resultados desta pesquisa vao ao encontro com os apresentados
por estes autores, indicando que mesmo ocorrendo em &rea litoranea com elevado volume
pluviométrico, as propriedades antimicrobianas sdo mantidas no 6leo essencial proveniente
deste local.

As atividades antimicrobianas atribuidas a Alpinia zerumbet estdo associadas a presenca
de flavonoides (rutina e 3-O-glicosil-campferol) e ao monoterpeno 4-terpineol, sendo este o
principal componente do 6leo essencial (Luz et al, 1984).

Concluséao
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Nesta pesquisa, 0 Oleo de A. zerumbet apresentou halo de inibicdo na concentragdo de 5
pl/disco frente a S. aureus, apresentando um halo de inibicdo médio de 12 mm, mesmo valor
observado para a Salmonella enterica. Ao comparar a agao antimicrobiana do 6leo essencial
de Alpinia zerumbet com o controle positivo (discos de antibioticos padrdes) ampicilina (10
pg/disco), cloranfenicol (30 pg/disco) e oxacilina (1 pg/disco) houve atividade equivalente a
44,4%; 63,16% e 92,31% frente a Staphylococcus aureus e 66,67%, nao inibiu e 85,71% frente
a Salmonella enterica. Portanto, este estudo caracteriza o 6leo essencial da Colénia como um
agente promissor na area de antimicrobianos de origem natural, evidenciando a necessidade de
novas pesquisas sobre este produto. H& necessidade de expandir as possibilidades de dosagem
para uma Concentracdo Minima Inibitdria, ou se ha acdo bactericida com a utilizagdo deste
6leo.
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