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RESUMO

ANALISE' DA FITOPROSPECCAO ANTIBACTERIANA
DAS ESPECIES Zingiber officinale E Hedychium coronarium

AUTORA: Indiara Barcellos da Cunha
ORIENTADOR: Genesio Mario da Rosa

A utilizacdo das plantas com finalidade medicamentosa € uma pratica milenar entre distintas
culturas, frente as propriedades fitoquimicas presentes nas espécies vegetais. A partir dos
elementos que compdem as plantas extraem-se substancias bioativas de interesse farmacoldgico,
visto que medicamentos a base de produtos naturais podem ser uma proposta alternativa no
tratamento medicinal. Diante desse cendrio, esta pesquisa ambiental teve por objetivo avaliar a
sensibilidade bacteriostéatica dos extratos bioativos, das espécies vegetais: Z. officinale e H.
coronarium, frente a cepa bacteriana da espécie Escherichia coli (E. coli). Para esta finalidade
realizou-se por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG — MS), a analise
fitoquimica doa extratos das plantas, em distintas fracdes de solventes, sendo eles: hexano (HX),
éter etilico (ET), cloroférmio (CL), acetato de etila (AE) e aquoso (AQ), por critério de
polaridade; posteriormente avaliou-se se existe diferencas na composicdo quimica dos extratos
de Z. officinale e H. coronarium e a atividade antimicrobiana dos extratos organicos através da
técnica de microdiluicdo em caldo (MIC). No experimento foram utilizadas as seguintes cepas
microbianas: E. coli ATCC 25922 e quatro cepas ambientais (S1, S2, S3, S4), isoladas em estudos
anteriores, e amostras de agua do rio Lajeado Pardo, no municipio de Frederico Westphalen —
RS. Os rendimentos gerais para Z. officinale foi de 22,699% enquanto que para H. coronarium
de 31,276%, a partir das extracdes por diferentes solventes, AQ e HX apresentaram 0s maiores
rendimentos. A CG —MS revelou a presenca de quatro fitocompostos nos extratos de H.
coronarium e sete em Z. officinale, sendo pertencentes a classe dos terpenos (volateis), 0s
monoterpenos aciclicos, alcaldides, semelhantes em ambas as plantas, com porcentagens
distintas. A atividade antibacteriana foi observada nos extratos HX, ET, CL e AE, nas menores
concentracgdes frente a E. coli padrdo, para ambas as espécies vegetais. Ao passo que nos isolados
obteve-se resultados de concentracdo inibitéria minima (CIM) nos mesmos extratos de H.
coronarium e Z. officinale, porém elevadas, para CIM perante as cepas ambientais. Ja nas
concentragdes letais minimas (CLM) se obteve resultados com os extratos, frente a cepas de E.
coli, porém ndo foi o almejado, entre as cepas ambientais. No entanto houveram resultados
significativos para CLM, nos extratos de H. coronarium, sobre os evidenciados em Z. officinale,
nas maiores concentragoes testadas, frente a cepa E. coli ATCC. Os extratos aquosos de ambas
as espécies vegetais foram inexpressivos para acdo bacteriostatica, por exemplo das
concentragdes testadas. Coletivamente, este estudo sugestiona que a partir da andlise
cromatografica de H. coronarium e Z. officinale houve equidade entre os fitocompostos
revelados nas espécies vegetais, sendo os resultados mais satisfatorios do experimento, evidentes
nas fracOes apolares HX, ET, CL e AE, frente a E. coli padréo, ao passo que as cepas ambientais
apresentaram maior resisténcia aos extratos organicos testados. A espécie Z. officinale apresentou
CIM significativa, frente a cepa ambiental S3, destacando-se a potencialidade desta planta versus
a cepa bacteriana E. coli.

Palavras-chave: Gengibre. Lirio do Brejo. Rizoma. Metabolitos secundarios. Rendimentos.



ABSTRACT

The use of plants for medicinal purposes is an ancient practice among different cultures, due to
the phytochemical properties present in plant species. From the elements that compose the plants,
bioactive substances of pharmacological interest are extracted, since drugs based on natural
products can be an alternative proposal in medicinal treatment. Given this scenario, this
environmental research aimed to evaluate the bacteriostatic sensitivity of bioactive extracts of
plant species: Z. officinale and H. coronarium, against the bacterial strain of Escherichia coli (E.
coli). For this purpose it was accomplished by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS), the phytochemical analysis of the extracts of the plants, in different fractions of
solvents, being them: hexane (HX), ethyl ether (ET), chloroform (CL), ethyl acetate (EA) and
aqueous (AQ), by polarity criteria; later it was evaluated if there are differences in the chemical
composition of the extracts of Z. officinale and H. coronarium and the antimicrobial activity of
organic extracts through the broth microdilution technique (MIC). The following microbial
strains were used in the experiment: E. coli ATCC 25922 and four environmental strains (S1, S2,
S3, S4), isolated in previous studies, and water samples from Lajeado Pardo river, in Frederico
Westphalen - RS. The overall yield for Z. officinale was 22.699% while for H. coronarium it was
31.276%, from the extractions by different solvents, AQ and HX showed the highest yields. The
GC-MS revealed the presence of four phytocompounds in the extracts of H. coronarium and
seven in Z. officinale, belonging to the class of terpenes (volatiles), acyclic monoterpenes,
alkaloids, similar in both plants, with distinct percentages. The antibacterial activity was
observed in extracts HX, ET, CL and AE, at the lowest concentrations against standard E. coli,
for both plant species. On the other hand, in the isolates it was obtained results of minimum
inhibitory concentration (MIC) in the same extracts of H. coronarium and Z. officinale, but high,
for MIC against environmental strains. As for the minimum lethal concentration (MIC) results
were obtained with the extracts, against E. coli strains, but it was not the aimed one, among the
environmental strains. However, there were significant results for MIC, in the extracts of H.
coronarium, over the ones evidenced in Z. officinale, in the highest concentrations tested, against
E. coli ATCC strain. The aqueous extracts of both plant species were unexpressive for
bacteriostatic action, for example at the concentrations tested. Collectively, this study suggests
that from the chromatographic analysis of H. coronarium and Z. officinale there was equity
among the phytocompounds revealed in the vegetal species, being the most satisfactory results
of the experiment, evident in the apolar fractions HX, ET, CL and AE, against E. coli while the
environmental strains showed greater resistance to the organic extracts tested. The species Z.
officinale showed significant MIC against the environmental strain S3, highlighting the potential
of this plant versus the bacterial strain E. coli.

Keywords: Ginger. Lily of the Valley. Rhizome. Secondary metabolites. Yields.
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1 INTRODUCAO

A revolucdo industrial foi um marco historico para a insercao das primeiras tecnologias
na sociedade. No entanto, na mesma época, tem-se registros a respeito da poluicdo advinda das
fabricas e seus processos de produgdo (DA SILVA et al. 2019).

A partir do crescimento da urbanizacdo, emissfes de poluentes foram evidenciadas, pela
queima de combustiveis fosseis, através da industrializacdo e mobilidade pelo uso de automdveis,
ainda na queima de combustiveis dos recursos naturais (madeira, carvao vegetal) para geragdo
de energia, além de residuos agricolas (estercos de animais) (PO; FITZGERALD, CARLSTEIN,
2011; ARBEX, 2012).

Entre avancos e retrocessos, a intensificacdo das acfes antropicas aliadas aos interesses
econdmicos, favoreceram a crescente expansdo populacional, desestabilizando o ecossistema em
que vivemos e, consequentemente, os ciclos biogeoquimicos (CHENG et al., 2022). A expansao
industrial contribuiu na historia, com progresso, no entanto, acresceram condicGes favoraveis aos
prejuizos a saude respiratoria, cardiovascular e neuroldgica humana (INSTITUTO DE
ENERGIA E MEIO AMBIENTE, 2022).

Os desequilibrios desfavorecem o direito constitucional de um meio ambiente saudavel e
preservado as futuras geracdes. Existindo sim uma necessidade de conscientizacdo ambiental em
todos os ambitos (SOUZA, ANDRADE, 2014). Prevista legalmente na Constituicdo Federal de
1988, em que a garantia de um ecossistema equilibrado e preservado é de responsabilidade dos
governantes e sociedade cobrar e auxiliar na defesa deste direito essencial a qualidade de vida
humana e ambiental (LEUZINGER, 2008; VARELLA; SCANDAR, 2019).

Em contrapartida, sdo inegaveis 0s avancos tecnoldgicos evidenciados durante o século
XX, entre eles, de grande importancia para a medicina mundial, foram as descobertas cientificas
da industria farmacéutica, a respeito de novos medicamentos para o controle de doencas que até
entdo levavam o paciente a 6bito (DOS SANTOS, SANTOS, GOMES, 2021).

Em meados de 1928, o médico bacteriologista, Alexander Fleming, marcou a ciéncia com
aquele que seria o protagonista na cura da populacdo enferma, quando descobriu a penicilina. O
primeiro antibidtico descrito na farmacologia, além de representar um marco tecnoldgico que

abriu caminho para novas pesquisas no ambito da antibioticoterapia (PEREIRA, PITA, 2005).
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Nesse aspecto, 0 progresso trazido pela ciéncia a satde publica, trouxe beneficios que se
refletem nos dias atuais, como por exemplo, 0 aumento na expectativa de vida das pessoas,
promovido pelo avanco tecnoldgico da indastria farmacéutica. No entanto, na contraméo dos
medicamentos sintéticos, tem-se observado uma crescente demanda no ambito das pesquisas
cientificas pelo uso das plantas medicinais na atualidade. Embora seja uma préatica milenar, a
industria farmacéutica tem buscado novas alternativas de tratamentos de salde e estéticos, tendo
em vista a crescente busca por parte dos consumidores aos farmacos a base de substancias
naturais e que resultem nos mesmos efeitos.

H4 registros do surgimento de antimicrobianos a base de matéria prima vegetal desde a
década de 1950, sendo o grande apice, e desde entdo houve uma regressdo na descoberta de novos
antibidticos, levando a um descontrole no surgimento de organismos ainda mais resistentes aos
medicamentos usuais (HUTCHINGS, TRUMAN, WILKINSON, 2019). Como alternativa a essa
crise, pode-se optar pelo consumo de uma planta medicinal como farmaco, desde que, segundo
Colet et al. (2015) e Pedroso, Andrade e Pires (2021), ira depender da identificagdo correta, a
parte que devera ser usada, modo de preparo, forma e dose apropriada.

A valorizacdo dos saberes ligados aos recursos naturais sdo trazidos ha décadas, a
exemplo disto, institui-se nos anos de 2006 e 2008, respectivamente, a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos e o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
do Ministério da Salde (BRASIL, 2016a; PEDROSO, ANDRADE, PIRES, 2021). Novos
caminhos vem sendo tracados na medicina convencional, para a inclusdo de espécies vegetais
frente ao combate de virus e bactérias resistentes aos antimicrobianos mais utilizados na
farmacologia.

O termo RAM (Resisténcia Antimicrobiana Adquirida), ocorre quando ao passar de um
tempo, bactérias, fungos, virus e parasitas, tornam-se inacessiveis a acdo dos antibioticos,
antifungicos, antivirais e antiparasitarios (CORREA et al., 2022). Ao longo de décadas bactérias
multirresistentes surgiram, originando novas cepas ainda mais peculiares (MORAES, ARAUJO,
BRAGA, 2016).

O uso em demasia de antibidticos vem de encontro com esta realidade, pois séo
comumente prescritos no tratamento de doencas por bactérias oportunistas, que atacam o
intestino, rins, bexiga e pulmdes. Nesses casos, tinha-se 0 uso de medicamento rotineiro para
auxiliar na dieta do animal, para maior rendimento econémico. A priori, se faz necessaria a
conscientizagdo dos profissionais que administram os antimicrobianos, de forma a otimizar as
doses (PRESCOTT, 2018; SCALDAFERRI, 2020) e da populacdo em geral, que por vezes se
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automedica, além de descartar incorretamente esses farmacos quimicamente danosos no meio
ambiente (GUARDABASSI; PRESCOTT, 2015).

No més de dezembro do ano de 2019, em escala mundial ficou conhecida a maior
pandemia da atualidade, a COVID-19, chegando ao Brasil dois meses depois. O virus
SARSCOV-2, responsavel pela disseminacdo da doenca em todo o mundo, paralisou a vida
cotidiana das pessoas, quando deu-se inicio ao isolamento social (SILVA, PAIVA, 2021). Como
estratégia de abrandar e ou evitar possiveis sintomas foram comercializados os chamados “Kit
COVID -197, at¢é mesmo doados em alguns estados, sem melhor comprovagdo cientifica,
contendo as seguintes medicagdes: azitromicina, ivermectina, cloroquina e hidroxicloroquina
(PACHECO et al., 2020; LOPES; LIMA, 2021).

Nesse sentido, Junior e Salvi (2018), relatam o habito de automedicar-se como a pratica
do uso de medicamento sem a conducéo do profissional capacitado e um dos grandes motivadores
desta problematica. Os dados relacionados a uso indiscriminado de antibiéticos evidenciam um
problema de amplitude global, pois varios paises, entre eles o Brasil, buscam alternativas para
tratamento de organismos patdgenos, que se tornaram resistentes a automedicacdo por
antibidticos, advindos do uso humano e veterinario. Entre os anos de 2013 a 2016, o Brasil ja era
responsavel por 40% do consumo de antibioticos, sendo o estado do Rio Grande do Sul, a regido
com maior consumo, com 8,2 milhdes em 2016 (NEVES; CASTRO, 2020).

Gimenes et al. (2019) citam alguns fatores influentes na pratica da automedicacao entre a
populacdo, dos quais destacam a auséncia de acesso aos locais de saide, bem como propagandas
referentes a remediar, sem abordar os possiveis riscos de superdosagens (DE SOUZA LEAL et
al., 2021). A desinformacéo relacionada ao uso indiscriminado de medicamentos pode acarretar
males que refletem na dificuldade em tratar patogenias comuns, como é o caso de infeccOes
urinarias, antigamente, tratdveis com uso de antimicrobianos comuns (FLACH, 2021). E um
exemplo disso, é o que foi observado durante o periodo pandémico, cerca de 30,1% responderam
que se automedicaram, enquanto que destes, 14,2% alegaram automedicagdo pelo uso de
azitromicina (SOUZA et al., 2021).

Por outro lado e mais grave, até 2050 ha uma previsao escalonada de morte por RAM, de
uma pessoa a cada trés segundos (O’NEILL, 2016; FLACH, 2021). Frente a esta perspectiva
negativa, pesquisas voltadas para a extracdo de bioativos de espécies vegetais na forma de
tratamento integrativo contra agentes patdgenos resistentes vem ganhando destaque no meio

cientifico. Nesse sentido, a farmacologia voltada para a utilizacdo de produtos naturais na
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agropecuéria, tem alcangado bons resultados no controle parasitario de animais ruminantes
(DKHIL, 2013; CASTAGNA et al., 2021; PIRAS et al., 2022).

Assim, o presente trabalho se justifica, pois através das extragdes dos agentes
fitoquimicos das plantas em estudo, busca-se contribuir com dados cientificos a respeito
possiveis propriedades antimicrobianas, contra trés cepas isoladas por Flach (2021), da bactéria
gram negativa Escherichia coli (E. coli), oriundas da dgua bruta da bacia hidrografica do Rio da
Vérzea, municipio de Frederico Westphalen — RS.

Seréo apresentados, sequencialmente neste trabalho, uma reviséo de literatura que aborda
0s temas mais relevantes para a contextualizacdo da presente pesquisa, que em linhas gerais sao:
panorama ambiental da agua, resisténcia antimicrobiana, bactéria da espécie E. coli, extratos de
duas espécies de plantas. Além disso, o capitulo 1(manuscrito 1) atenta para o uso desses extratos
vegetais, com intuito de verificar a sensibilidade das quatro cepas isoladas da bactéria E. coli,
através da obtencdo dos agentes fitoquimicos presentes nas plantas.
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1.1 OBIJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antimicrobiano das espécies vegetais Zingiber officinale e Hedychium
coronarium, a sensibilidade CIM/CLM, frente as cepas da espécie Escherichia coli (E. coli),
isolados ambientais e ATCC.

1.1.2 Objetivos Especificos
O presente estudo tem como objetivos especificos:

I. Obter os extratos das plantas, a partir de distintos solventes.

Il. Avaliar qualitativamente a composicdo quimica dos extratos de Zingiber officinale e
Hedychium coronarium (CIM/CLM).

I11. Verificar o potencial antibacteriano dos extratos vegetais das espécies Zingiber officinale e

Hedychium coronarium, em quatro isolados ambientais da bactéria E. coli (S1, S2, S3, S4) e
ATCC 25922.
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1.2 HIPOTESES

As hipoteses para este trabalho foram assim definidas:

Hipotese 1: Existem diferencas na composicao quimica dos extratos de Zingiber officinale e
Hedychium coronarium.

Hipdtese 2: Existe sensibilidade das cepas da bactéria Escherichia coli, aos extratos Zingiber
officinale e Hedychium coronarium.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Essa secdo abrange as consideracdes bibliograficas acerca das tematicas centrais desta
pesquisa que esté vinculada a testes de sensibilidade da bactéria E. coli aos extratos fracionados
por diferentes solventes organicos, das espécies vegetais Zingiber officinale e Hedychium
coronarium.

Na averiguacdo dos melhores trabalhos publicados relativos ao tema de investigacao
utilizou-se o instrumento VOS Viewer, sendo um software de construcéo de redes bibliométricas,
visualizador de redes gratuitas e de simples manuseio (FLACH, 2021; VAN ECK; WALTMAN,
2010). Possui a capacidade de integracdo de textos e através desta & possivel estabelecer e
visualizar redes de co-ocorréncia de termos importantes para a construcdo da presente pesquisa,

como exposto nas figuras 1 e 2.

Quadro 1- Mapas de co-ocorréncias dos termos balizadores de referéncias em lingua inglesa,
em torno das propriedades das espécies vegetais Zingiber officinale e Hedychium

il
dychium cog
nigal
hemistry
mgle plant@ract
lant extracts
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drugeffect Hedcapipiant nonfigiman
animalgmods! human:
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coromprind
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ginger
animal efperiment
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nonkiman antiosiaapt activity

rhifme hedychxu»@ronanum
zingiber officinale gogerol numens L
gingeg@xtract

controljgit study

A partir da construcdo de dados bibliogréaficos, através das palavras-chave extraidas de
artigos da Revista Scopus, formam-se redes, também denominadas de clusters de termos mais
proximos, representados nos mapas pela aglomeragdo de cores distintas para cada palavra
correlacionada. Observa-se que em ambos 0s mapas destaca-se 0 termo Zingiberaceae, referente
a familia que as duas espécies de plantas pertencem, assim como gengibre, rizoma, extratos de

plantas, 6leo essencial, validando o embasamento tedrico para a presente pesquisa.
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2.1 PANORAMA AMBIENTAL DO USO DA AGUA E COM MICRORGANISMOS
PATOGENICOS

A agua é uma das fontes mantenedoras da vida humana e animal e de todo o ecossistema,
fundamental para os processos fisioldgicos do corpo humano. Além disso, estd atrelada as
atividades econémicas como a agricultura, irrigacéo, producao de alimentos e areas recreativas
(MORETTO, 2018). Para um uso igualitario, agentes publicos como a Unido, estado e
municipios devem promover o direito universal aos servicos béasicos de &gua potével
(GADELHA et al., 2021). Assim, conforme instituida a Lei 9.433 de 1997- Politica Nacional
dos Recursos Hidricos (PNRH), regulamentando o Sistema Nacional de Gerenciamento de
Recursos Hidricos (SNGRH):

Art 1°; a PNRH baseia-se nas seguintes premissas: | — a dgua é um bem de dominio
publico; Il — a 4gua é um recurso natural limitado, dotado de valor econdmico; 111 —
em situacOes de escassez, 0 uso prioritario dos recursos hidricos é o consumo humano
e a dessedentacdo de animais; IV — a gestdo dos recursos hidricos deve sempre
proporcionar o uso multiplo das &guas; V- a bacia hidrogréafica é a unidade territorial
para a implementacdo da PNRH e atuacdo do SNGRH; VI — a gestdo dos recursos
hidricos deve ser descentralizada e contar com a participagdo do Poder publico, dos
usudrios e das comunidades (BRASIL, 1997b).

Nesse aspecto é importante pontuar a conexdo entre o0s recursos hidricos e o
desenvolvimento econdmico e social de um determinado territdrio, considerando o surgimento
das urbanizac@es, que tiveram seu inicio a beira dos rios. Com o passar dos anos, alteracfes na
qualidade da dgua foram mais evidentes a partir da expansdo urbana e econdémica (LOURENCO
et al., 2022). A economia permeia 0s setores que se utilizam da agua como fonte para o
desenvolvimento de alimentos, como a agricultura, pecuaria e nos diversos processos
industriais. Ao passo que mundialmente sdo consumidos cerca de 70% da adgua doce, somente
na agricultura (ALBERTI et al., 2022).

Este fato tem conexdo com o aumento exponencial da populacdo mundial, pois estimase
que o consumo de agua para agricultura ascenda de 2.700 bilhdes m3 s*para 3.200 bilhdes m3 s-
! devido a expanséo populacional prevista em poucos anos (ALBERTI, et al., 2022; HE et al.,
2021). Outra preocupacdo relacionada ao crescimento urbano é referente & competicdo com o
campo, representado pela producdo de gréos e criagdo de animais, disputando este bem comum

que é o recurso hidrico, fundamental a todos (ALBERT], et al., 2022).

Juntamente com a expansdo urbana, industrial, uso de agrotoxicos em areas agricultaveis,
descarte de residuos domésticos, farmacos, entre outras praticas, amplia-se negativamente 0s

impactos ambientais veiculados ao tratamento ineficaz dos residuos gerados.
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Posteriormente, alguns destes residuos serdo degradados nos corpos hidricos, afetando o
ecossistema dos mananciais e por conseguinte modificando-os fisico, quimico e biologicamente.
Tornando a agua de modo geral, cada vez menos disponivel, potencializando- a como fonte

receptora de poluicdo e impropria para o consumo humano (SARAVANAKUMAR et al., 2022).

Nesse aspecto, a agua esta veiculada a uma realidade de fonte receptora de microrganismos
patdgenos, como por exemplo, as bactérias, devido aos residuos que de uma forma ou de outra

chegam aos corpos hidricos, causando alto risco para humanos e animais.

Segundo Chen et al. (2019), existem lacunas a serem investigadas, no ambito de reduzir
a ocorréncia de doencas de origem hidrica. Com o0 uso intensivo de agroquimicos, criacdo
extensiva de porcos, aves e vacas, dentro do manejo agricola, demonstram uma problematica
em relacdo a serem fontes potenciais diretas de contaminacéo das aguas superficiais (FLACH,
2021; HAFNER, HARTER, PARIKH, 2016).

As bactérias representam um dos vetores de contaminacgdo por via hidrica, comumente
identificados em andlises, embora encontram-se naturalmente na flora intestinal de humanos e
animais de sangue quente, a presenca destes agentes patogénicos em grande quantidade,
bioindica a possibilidade de contaminac¢Ges na agua, solo e alimentos (MALAGI et al., 2020;
OSINSKA et al., 2017; WAMBUGU et al., 2015).

Em casos graves, a presenca na agua destas bactérias e outros organismos patogénicos
surgem como a razdo de infec¢Ges por via hidrica e associadas as mortes em paises
subdesenvolvidos (QIU et al., 2022; SONG et al., 2016; WANG et al., 2020). RochelleNewall
et al. (2015) pontuam a inexisténcia de monitoramento de organismos transmissores de doencas

veiculadas a agua, pela falta de recursos econdmicos, em paises em desenvolvimento.

Segundo estudos realizados, as familias de baixa renda sdo mais suscetiveis as infeccdes
hidricas, devido ao tratamento de &gua ineficaz ou auséncia de saneamento basico. A diarreia,
mais comum patogenia ligada a agua contaminada, surge como a quinta razdo de ébitos de
criangas menores de 5 anos, estando entre as primeiras dez ameagas a saude publica, no que
refere-se a contaminagéo hidrica (NELSON et al., 2022).

Dentre as formas de exposicdo dos individuos as bactérias, pode ocorrer inclusive por
meio do contato dos mesmos com as aguas de recreagdo, as quais estejam com a presenca de
coliformes fecais. Consequentemente, a contaminacdo humana podera evoluir para casos de
infecgdes do trato urinario (ITUs), meningite Neonatal, gastroenterite (diarreia) (JANG et al.,

2017; PANDIT et al., 2022). Através da excrecdo posterior na urina e fezes, o contato de
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efluentes domésticos e industriais sem o devido tratamento, pode assim carrear microrganismos
patdgenos aos corpos hidricos, aguas recreativas, solos e alimentos.

Nesse aspecto, medicamentos antimicrobianos se consolidaram nesse viés para auxiliar
no tratamento contra os virus, bactérias e parasitas atuantes no sistema imunoldgico do organismo
humano e animal. Porém, o uso frequente de antimicrobianos promovem uma resisténcia dos
organismos patdgenos a estes medicamentos e sdo repassados as aguas superficiais,
contaminando-as (DINH et al., 2017; HSU et al., 2014; MALAGI et al., 2020; PROIA et al.,
2016).

2.2 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA NO CENARIO GLOBAL

O termo resisténcia antimicrobiana é subdividido em resisténcia intrinseca ou adquirida,
sendo que na primeira ocorre mediante a obtencdo de caracteristicas enzimaticas e ou estruturais,
promovendo assim uma incapacidade ao tratamento antibacteriano. No caso de resisténcia
adquirida, acontece devido a uma mutacdo ou transmisséo de genes, consequentemente, por conta
da administracdo de novos antimicrobianos (FREIRES, RODRIGUES, 2022; LIMA,
BENJAMIM, SANTOS, 2017).

A caracteristica de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, natural ou adquirida, se
observa através de uma relacdo complexa entre a reducdo da concentracdo intracelular do
antimicrobiano e modificacdo nos sitios de conexdo da molécula com a célula bacteriana
(ANVISA, 2020). Em linhas gerais, o principio ativo de antibi6ticos e vacinas em uso € a
obtencéo do principio ativo, com a sele¢do do vetor em que a matéria prima dos antibacterianos
tem sua origem em produtos sintetizados por bactérias ou fungos, como defesa a opositores
bacterianos (DIDIER; MOREIRA, 2016; MYERS; CLARK, 2021).

Neste processo de selecdo natural, uma leva de microrganismos modificados
geneticamente séo altamente resistentes aos medicamentos convencionais, sendo necessarias
pesquisas de desenvolvimento de novos farmacos antibacterianos capazes de bloquear a
resisténcia adquirida (BREIYEH; JUBEH; KARAMAN, 2020).

Os principais reservatérios de contaminacdo por bactérias sdo via humana, animal,
ambiente e planta, podendo advir do consumo de agua impropria ao uso, auséncia de saneamento
béasico, alimentos contaminados na forma in natura, bem como aguas para recreacéo e utilizadas
na irrigacdo (FLACH, 2021; LARSON et al., 2019).
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O enfrentamento as bactérias, virus, fungos e parasitas super-resistentes ameaca a satde publica,
e desafia a industria farmacéutica, bem como novas pesquisas cientificas, para o desenvolvimento
de inovacgOes para o tratamento, tendo em vista o auxilio no controle de organismos associados
ao maior tempo de internagéo e incidéncias de mortalidade (LEE et al., 2021). Haja vista, 0
ocorrido durante o periodo de alta transmissdo da COVID -19 aumentou-se o nimero de
internacGes hospitalares, condicBes estas que propiciaram a resisténcia microbiana aos
antibidticos usuais no tratamento da doenca até entdo desconhecida (DA SILVA et al., 2021).

O uso constante e indevido de farmacos antimicrobianos geram cepas resistentes ao longo
do tempo, tornando o tratamento de salde oneroso, para hospitais, clinicas e pronto atendimentos,
locais estes em que ha uma demanda por prescri¢@es e administragdes de antibioticos (BIHAREE
et al., 2020). Além disso, pode-se mencionar também, o uso frequente de antibi6ticos na
agricultura para as atividades silvipastoris, corroborando para uma contaminacdo clinica e
ambiental (DOMINGUEZ et al., 2021; SONI, et al.,2022).

Segundo Ventrola (2015) e Buchy (2020), nos Estado Unidos da América (EUA), cerca de
80% dos antibidticos compdem o tratamento dos animais, para aprimorar o rendimento e garantir
a qualidade da carne, bem como na agricultura, através das excre¢oes do animais, 0 medicamento
é liberado nas fezes, posteriormente utilizada com adubo, e desta forma, contaminando o solo e
aguas subterraneas, impactando o meio ambiente e originando o aparecimento de novas cepas
resistentes.

Dados publicados no ano de 2021 evidenciaram o alcance global de 6bitos anuais causados
por Organismos Multirresistentes (OMR), estimados em 700.000 mil por infec¢des ndo trataveis,
e ha projecdo até o ano de 2050, de um aumento para 10 milhdes de mortes por resisténcia
antimicrobiana, principalmente em paises subdesenvolvidos, parte da Asia e Nova Deli, capital
da india (LEE et al., 2021). De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), na Asia o
nimero de 6bitos sera em torno de 4,7 milhdes, na Africa, 4,1 milhdes, na América Latina, 392
mil, América do Norte, 317 mil e Oceania, 22 mil mortes.

Estudos realizados por Nji et al. (2021) evidenciaram que ha uma prevaléncia combinada
de resisténcia bacteriana para os antibidtico g-lactdmicos (ampicilina) de 72%, sendo uma das
classes de medicamentos mais usado no tratamento de infecc¢Oes do trato urinario, causadas pela
bactéria Gram- negativa E. coli.

No Brasil, para 0 combate a resisténcia antimicrobiana, alinhado com as diretrizes da
OMS, o Ministério da sadde instituiu em 2018, o Plano de Acdo Nacional de Prevencdo e

Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (PAN — BR), com vigéncia de quatro anos, para se
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alcancar metas estratégicas de reducdo de infecces, e conscientiza¢do no uso de medicamentos
antimicrobianos, na saide humana e animal (BRASIL, 2019c).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), vem atualizando suas resolucdes
a respeito dos critérios de prescricdo, dispensacdo, controle de medicamentos antimicrobianos.
Em seu artigo 4°, a Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) N° 471 de 23 de Fevereiro de 2021

dispde no seu IX critério:

IX- Monitoramento farmacoepidemiolégico: Acompanhamento sistematico de
indicadores farmacoepidemiolégicos relacionados com o consumo de medicamentos
em populagdes com a finalidade de subsidiar medidas de intervencdo em satde publica,
incluindo educacdo sanitaria e alteragdes na legislacdo especifica vigente (BRASIL,
2021c).

Contudo, se fazem necessarias intervencdes constantes ao aspecto de combate a RAM,
com desenvolvimento de pesquisas em algumas frentes, como por exemplo, 0 uso medicinal das
plantas com efeitos antimicrobianos. Deve-se seguir o exemplo de paises economicamente
favorecidos, em que as politicas de prescricdes dos antibioticos € severa, justamente a fim de

conter o uso indiscriminado deste tipo de medicamento antimicrobiano (NJI et al., 2021).

2.3 Escherichia coli COMO PREDITORA A PATOGENECIDADE

Entre os organismos que se destacam como agente etioldgico estdo as bactérias Gram-
negativas, como E. coli, descoberta pelo pediatra e bacteriologista Theodor Escherich em 1885,
possuindo a forma de bastonete (Filo: Proteobacteria, Classe: Grammaproteobacteria, Ordem:
Enterobacteriales, Familia: Enterobacteriaceae, Género Escherichia), habitavel no trato
intestinal de seres vivos de sangue quente (CIMAFONTE et al., 2020; KOAUDIO-NGBESSO
etal., 2019).

Embora habite o organismo humano e animal, de forma comensal, E. coli é um tipo de
bactéria indicadora fecal (FBI), do risco de doencas diarreicas, transmissiveis pelo contagio fecal
na agua (CIMAFONTE et al., 2020; GRILC et al., 2015; PERES, 2017). A presenca de FBI na
amostra de agua pode bioindicar o surgimento dos demais microrganismos intestinais, sejam eles,
virus, parasitas, protozoarios, além de vermes em geral (MORETO, 2010).

A partir do contato com as fezes humanas, animais infectados, alimentos mal cozidos, meio

ambiente (a4guas superficiais e solo) contaminado por efluentes nao tratados podem ser fontes de
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propagacdo da bactéria E. coli patogénica. Consequentemente alguns destes exemplos de a¢Bes
antropicas sao tidas como fatores relevantes para a resisténcia antimicrobiana e ameaca a satde
publica (CHEN et al., 2017).

As condigdes ideais de colonizacdo da bactéria E. coli sdo ambientes de pH neutro, em que
a fermentacdo da lactose com a producdo de &cido ocorra entre 24 a 48 h a partir de 36 °C
(FIGUERAS; BORREGO, 2010). Classificadas como termotolerantes (WHO, UNICEF, 2005),
e resistentes em espacos como solo, dgua e alimentos acidos (ANVISA, 2013b).

Conforme Navab-Bared et al. (2018), dois patdtipos de E. coli (enteropatogénicas e
enterotdxigénicas) estdo relacionadas a causa da diarreia abrandada a grave, nos paises de média
a baixa renda. A diarreia € considerada uma doenca de veiculagdo hidrica, diretamente ligada a
uma grave falha na saude publica, ocasionando mortalidade infantil nos paises subdesenvolvidos
da América Latina e Africa (GOMES et al., 2016).

As cepas de E. coli se desviam da condi¢cdo natural comensal, para uma forma
uropatogénica, causando as ITUs, danos intra-abdominais, pulmonares, meningite neonatal
(NBM) e bacteremia (DENAMUR et al., 2021), pneumonia adquirida no hospital (HAP),
infeccdo gastrointestinal hemolitico-urémicas (SHU) (SAROWSKA et al., 2019). A troca dos
informacOes genéticas de E. coli, que podem mover-se horizontalmente e lateralmente, extra e
cromossémica, sendo genes transpostos de familias bacterianas distintas, o que permite observar
a sua adaptabilidade em diversos ambientes, e por isso, a estrutura das enterobactérias se torna
um desafio para o seu controle (POIREL, et al., 2018; SILVA et al., 2016).

A classe E. coli patogénica extra - intestinal (EXPEC), possui uma complexa composi¢do
genética, com amplos fatores de viruléncia (FV), sejam elas toxinas, adesinas,
lipopolissacarideos e invasinas (SAROWSKA et al., 2019).

Estas cepas EXPEC sdo responsaveis pelas ITUs e bacteremia, sendo responsavel em torno
de 40% das infec¢Oes hospitalares, e dessas cerca de 81% ocorrem em mulheres de 16 a 35 anos
e homens a partir dos 60 anos (SAROWSKA et al., 2019; TAN; CHLEBICKI, 2016).

Para o tratamento das ITUs e demais infecgdes por bactérias, virus e parasitas, o
medicamento administrado frequentemente para o tratamento clinico € o antibiotico, sendo um
antimicrobiano bastante usual na rede publica de saude. Ao ingerirmos este tipo de droga, no
caso de E. coli comensal, habitante da nossa flora intestinal, a mesma estd exposta ao
antimicrobiano e possivelmente assim, desenvolvera resisténcia por meio da selecéo natural (NJI
etal., 2021).
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Em diversos estudos clinicos confirmou-se a particularidade de prevaléncia de
Enterobacteriaceae, frente aos tratamentos com antibioticos, sendo os mais conhecidos da
populacdo, os f-lactamicos (&cido clavulanico, penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactamicos) (OLIVEIRA et al.,2021). Os antimicrobianos p—lactamicos, por exemplo,
sofrem inativacdo, devido a producdo enzimética pelas bactérias, capazes de alterar
qguimicamente a estrutura do antibidtico, tornando-o ineficiente (ANVISA, 2020c).

Frente a esta problematica a fitoterapia surge como tratamento alternativo, visto que ha uma
gama de compostos presentes nas plantas que podem auxiliar a combater a patogenicidade de

bactérias gram-poisitivas e gram-negativas, como é o caso de E. coli.

2.4 MARCOS LEGAIS PARA O USO MEDICINAL E FITOTERAPICO DE PLANTAS

Na histdria, a finalidade de medicar-se através das plantas é uma préatica das mais antigas
que possamos imaginar. Diferentes povos faziam uso desta pratica, de acordo com e Rocha et
al. (2015) e Barreto, Maciel e Garcia (2020):

Registros arqueoldgicos apontam a importancia cultural no uso das plantas medicinais
desde 60.000 anos a.c. Povos antigos como os Egipcios, Gregos, Persas e Pré-
colombianos, aplicam extensamente tais recursos terapéuticos, contribuindo para a

construcdo dos sistemas de Medicina Tradicional dispersos ao redor do mundo.

No Brasil, a cultura indigena era Unica detentora do conhecimento popular do consumo e
extracdo de plantas, no inicio do periodo Brasil coldnia. O século XX marca a histéria da pesquisa
sobre plantas e seus principios ativos, com a criacdo da Farmacopeia Brasileira, oficializada pelo
decreto N° 17.509, de 04 de novembro de 1926, descrita pelo pesquisador Rodolpho Albino Dias
da Silva (BRASIL, 2010d).

Posteriormente, o uso de plantas foi nomeado como Medicina alternativa nas décadas de
70 e 80, no entanto, paises desenvolvidos ja consumiam medicamentos fitoterapicos (BRUNING;
MOSEGUI; VIANNA, 2012). Também na década de 70 a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), implantou o Programa Nacional de Plantas Medicinais, afim de promover agdes de
reconhecimento das praticas populares, ao uso de plantas de carater medicinal e fitoterapico
(ZENI et al., 2017).

Entende-se por planta medicinal, as espécies vegetais geridas em amplas formas, com

acdo terapéutica, utilizada na fitoterapia, area de estudo das plantas e suas aplicacGes
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farmacéuticas (BRASIL, 2018e). As espécies vegetais de cunho medicinal apresentam
diversificadas maneiras de consumo, seja na forma in natura ou a partir das metodologias de
preparacdo dos compostos bioativos vegetais (SOARES et al., 2021).

Para Furlan et al. (2018), o principal incentivo ao uso das plantas na fitoterapia ocorreu
em 1978, na “Conferéncia Internacional sobre Cuidados Primarios de Saude”, no Cazaquistao,
em que passou a fazer parte do plano de acdo da OMS a recomendacéo dos produtos de origem
bioldgica, agregados a medicina tradicional.

As discussbes e validacGes das politicas pablicas para o uso de plantas na forma
terapéutica, se intensificaram no Brasil no século XXI. Em meados de duas décadas atrés foi
aprovada Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), através do decreto

n°5.813, de 22 de junho de 2006, compde as seguintes propostas:

Insercao das plantas medicinais no Sistema Unico de Sadde (SUS), reconhecer os saberes populares e tradicionais a
respeito do tema, fomento a pesquisa e tecnologias na area, capacitagdo técnica-cientifica, bem como o uso e manejo
sustentavel da biodiversidade (BRASIL, 2006f).

O Ministério da Saiude, no ano de 2012 publicou o Caderno de Atencdo Bésica “Préaticas
Integrativas e complementares: plantas medicinais e fitoterapia na atengéo basica, no qual o saber
popular foi validado, bem como nos demais marcos legais, orientando agentes da salude e
comunidades em geral, a forma correta da administracdo das plantas medicinais, sem que
houvesse risco de excessos (BRASIL 2012f; DOS SANTOS, BAIENSE, DE ANDRADE, 2022;
MINIKOWSKI; LUCCA, 2021).

Com o intuito de ampliar o acesso a medicamentos fitoterapicos a base de plantas, a
Portaria n° 866 de 22 de abril de 2010 criou as Farmécias Vivas pelo SUS, em prol de sanar uma
demanda local em municipios e estados do Brasil. Este programa apoiado pelo Ministério da
Saude compreende desde a etapa de cultivo das plantas, 0 manejo e a dispensacdo das mesmas
na forma medicamentosa (DOS SANTOS; BAIENSE; DE ANDRADE, 2022; NILSON et al.,
2020). Mais tarde, no ano de 2014 foi instituida a Resolucdo de Diretoria Colegiada, N° 26, de
13 de Maio, a qual dispbe sobre as categorias de medicamentos fitoterapicos, conforme o seu
Art. 2°:

§ 2° S&o considerados produtos tradicionais fitoterapicos os obtidos com emprego

exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e efetividade sejam
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baseadas e dados de uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-cientifica e
gue sejam concebidos pra serem utilizados sem a vigilancia de um médico pra fins de

diagndstico, de prescricdo ou de monitorizagdo (BRASIL, 2014g).

A biodiversidade é uma das riquezas do nosso pais, cerca de 20% das espécies vegetais,
animais e microbioldgicas existentes no planeta terra, encontram-se abrigadas no territorio
brasileiro (DEMARTELAERE et al., 2022; NOGUEIRA et al., 2010). Tendo em vista a vasta
flora de diferentes classes, em 2018 as quais representavam um total de 46.097 espécies nativas
identificadas (TULER; PEIXOTO; SILVA, 2019).

Da Conceicdo et al. (2018) evidenciaram em seus estudos que 71,5% das pessoas
entrevistadas faziam uso de plantas como tratamento alternativo, sendo 60,84% eram mulheres
e 39,16% homens, reforcando a premissa do conhecimento familiar, de geracdo a geracao.

Na atualidade, os estudos e desenvolvimento de drogas de origem vegetal, para o
tratamento complementar a infec¢BGes por organismos resistentes é uma realidade, considerando
0S avangos em pesquisas acerca das caracteristicas quimicas, toxicoldgicas e farmacoldgicas, dos
compostos bioativos das plantas, sendo uma estratégia de enfretamento a novas cepas de virus e
bactérias, desafogando por fim, os leitos de hospitais (IUKAVA, et al., 2021; OTENIO et al.,
2020).

As prescricbes na medicina tradicional com a insercdo da fitoterapia se intensificaram,
legitimando cientificamente o saber popular, a respeito dos beneficios fitoquimicos das plantas
medicinais ao organismo humano e animal (GAMBOA — GOMEZ et al., 2015; LIMA;
CAVALCANTE; REIS, 2018; PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021). No aspecto de tratar de
forma natural, a fitoterapia surge como alternativa na cura e / ou prevencdo de sinais clinicos,
pois através do ethoconhecimento das plantas, pela acao das propriedades bioativas das mesmas
no organismo humano, tem-se uma confiabilidade no uso farmacoldgico, desde que em doses
estabelecidas, segundo a particularidade de cada espécie (GARLET, 2019; LIMA et al., 2021;
SANTOS, 2021).

2.5 CARACTERIZACOES GERAIS DAS ESPECIES Zingiber officinale e Hedychium
coronarium

O gengibre é o nome popular dado a espécie Zingiber officinale, enquanto que Hedychium
coronarium é conhecida por lirio-do-brejo e gengibre branco (MARTINS et al., 2010; SANTOS
et al., 2005). Ambas as plantas compde a familia botanica Zingiberaceae, constituida por 53
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géneros e um total de 1.200 espécies do entorno tropical asiatico, Africa, até a América centro
—sul (ALBUQUERQUE; NEVES, 2004; MARQUES; BIANCHINI; SOUZA, 2019).

A primeira identificacdo da espécie do gengibre foi realizada pelo botanico Willlian
Roscoe (1753-1813). No entanto, ha registros historicos da utilizacdo medicamentosa da planta
a mais de 5.000 anos, no sudeste asiatico, China e india (BISCHOFF-KONT, FURST, 2021).

O gengibre € uma planta herbacea, perene, que pode atingir em torno de 1,50 metros de
altura, caule estruturado com a raiz ramificada horizontalmente (rizoma), sendo esta a parte
nobre e por isso, comercializada mundialmente (PALMEIRA et al., 2019). O rizoma da referida
planta é rico em antioxidantes, utilizados na formulacdo de cosméticos, na alimentacdo como
especiaria aromatica, para compor o molho no preparo de carnes e peixes, doces e bebidas
alcodlicas.

No Brasil, onde acontecem as comemoragdes de festa “junina”, o gengibre ¢ um dos
ingredientes principais para o tradicional quentdo (bebida tipica), além de constituir iguarias
gastronémicas brasileiras, e internacionalmente compde as cervejas artesanais produzidas na
Alemanha e Jamaica (NICACIO et al., 2018).

O gengibre apresenta sua comercializacdo em diferentes formas: in natura, capsulas, po,
6leo essencial, cristalizado, desidratado e infusdo, com o objetivo de se obter os beneficios
terapéuticos do gengibre, conforme evidéncias cientificas encontradas na literatura
(DEMARTELAERE et al., 2022; PALMEIRA et al., 2019; RAMALHO, 2021).

Entre os beneficios fitoterapicos do uso medicinal do rizoma do gengibre, pode-se
observar propriedades antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antipirético, diurético,
acdo contra problemas gastrointestinais como nauseas e vomitos, além de tratamento para gripe
e resfriados (DE SA-FILHO et al., 2021).

A outra espécie vegetal de interesse neste estudo € Hedychium coronarium, uma planta
perene, caracterizada por ser uma monocotiledonia macréfita e género Hedychium, compreende
em torno de 80 espécies, sendo originaria de paises no sudeste da Asia, sul da China, india e
Brasil, amplamente encontradas em regides proximas a corregos de aguas, locais umidos, pelo
motivo de se estabelecerem em locais alagados recebe a denominacéo de lirio de brejo, e por
possuirem flores brancas que exalam perfume recebem também a denominacdo de gengibre-
branco (COUTO; CORDEIRO, 2005; MARTINS et al., 2010; PINHEIRO, 2018).

Do género Hedychium sdo extraidos éleos essenciais das folhas, flores e rizomas, de
grande interesse comercial, ambiental e medicinal, pois cada parte que compde a planta é

utilizado para um fim, como por exemplo, na producéo de papel, devido a presenca de celulose
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em sua haste representar 48% (FACUNDO; MOREIRA, 2005), e também no tratamento de
efluentes contaminados por organismos patégenos (ALMEIDA; ALMEIDA, 2005).

Prakash et al. (2010) salientam as evidéncias antibacterianas dos rizomas da planta, frente
as bactérias patogénicas. Os compostos bioativos presentes no éleo essencial de gengibre-branco
sdo também caracterizados na literatura como antioxidante, anti-inflamatorio e larvicida (RAY
et al. 2017). Por outro lado, nas folhas da planta sdo extraidas substancias medicinais para o
tratamento complementar da malaria e um diurético eficaz (LIMA et al., 2006; RIBEIRO, 2013).

A seguir serdo discutidos os aspectos relativos a resisténcia antibacteriana das cepas
padrdo de Escherichia coli ATCC® 25922™, além de quatro cepas isoladas das amostras de
agua do rio Lajeado Pardo, por FLACH (2021) aos extratos fracionados em cinco solventes
distintos, das espécies vegetais Zingiber officinale e Hedychium coronarium (manuscrito 1),
concluindo a pesquisa com algumas prospeccdes somatorias, do ponto de vista ambiental a fim

de cooperar com novos estudos a respeito das propriedades das plantas em evidéncia.
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3 CAPITULO 1 - MANUSCRITO 1. ANALISE DA SUSCETIBILIDADE
ANTIMICROBIANA DE E. coli AOS EXTRATOS DAS ESPECIES Zingiber Officinale
e Hedychium coronarium

Analysis of the Antimicrobial Suscetitivity of E. coli to Extracts of Zingiber Officinale and
Hedychium coronarium

RESUMO

A resisténcia antimicrobiana é um desafio ambiental e de saude coletiva, de modo que busca-se
por alternativas de tratamento. Frente a isso, as plantas medicinais se apresentam como
promissoras, devido aos seus constituintes fitoquimicos. Por conseguinte, o presente trabalho
teve como objetivo identificar os metab6litos secundarios presentes nos extratos vegetais de Z.
officinale e H. coronarium, além de avaliar o potencial antimicrobiano mediante as cepas padrédo
de E. coli ATCC 25922 e isolados ambientais de E. coli do Lajeado Pardo, municipio de
Frederico Westphalen, RS, a fim de contribuir desta forma com dados da atividade bioldgica
dos extratos das plantas de interesse. Apos os protocolos de coleta, moagem e secagem em estufa
de ar forgado, ambas as plantas foram levadas a continuas extracdes por solventes organicos por
critério de polaridade. Sucedeu-se entdo em cinco fragdes: hexano, éter etilico, cloroférmio,
acetato de etila e aquoso. Obteve-se rendimentos gerais de 31,276% para H. coronarium e
22,699% para Z. officinale. Os fitocompostos foram identificados a partir da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG — MS), em que obteve-se 0s resultados de oito
compostos em Z. officinale e cinco em H. coronarium. Representados pelas classes dos Terpenos
(monoterpenos), Alcoois, em que 0s constituintes majoritarios nas duas plantas foram Nerol, 2-
Undecanona, Farnesol e Neral. No entanto em Z. officinale foi identificado ainda o Geranial e
Linalol. A partir destes resultados observou-se maior eficiéncia na extracdo por acetato em Z.
officinale. Para o ensaio da atividade antimicribiana, resultou-se em CIM (concentragédo
inibitéria minima) para E. coli ATCC nas menores concentracfes testadas: 5 a 10 ug.mL-1, em
ambas as espécies vegetais. Ao passo que os isolados ambientais apresentaram maior resisténcia
aos extratos, com CIM que variou de 20 ugmL-' a 320 xg.mL-t. Os extratos de Z. officinale
atingiram valores de CIM satisfatérios para o solvente éter etilico, sendo a caracteristica apolar
desta fracdo com maior inibicdo. Enquanto que os extratos de H. coronarium apresentaram
resultados nas concentracGes intermediarias de 80 wxg.mL '-a 320 ugmL-' de CIM, sendo
cloroférmio, a fracdo antimicrobiana bem sucedida frente a E. coli. Para CLM (concentracdo
letal minima), houveram concentracfes letais apenas nas fracdes éter etilico e cloroférmio a
partir de 160 ug.mL-' para H. coronarium e 320 xg.mL-1, para Z. offcinale, inclusive na fracao
acetato. Os extratos aquosos de ambas as espécies vegetais foram insuficientes como agentes
antimicrobianos nas concentragdes testadas, tanto para CIM e CLM. Na sua totalidade, este
estudo corrobora para sugerir a eficiéncia do uso das espécies vegetais mencionadas, bem como
dos extratos metanolicos usados na extracdo de fitocompostos e que podem ser uma alternativa
promissora contra microrganismos patogénicos.

Palavras-chave: Gengibre. Atividade bioldgica. Bactéria. Solventes. Polaridade.
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ABSTRACT

Antimicrobial resistance is an environmental and public health challenge, so that alternatives for
treatment are sought. Facing this, medicinal plants present themselves as promising, due to their
phytochemical constituents. Therefore, the present work aimed to identify the secondary
metabolites present in the plant extracts of Z. officinale and H. coronarium, as well as to evaluate
the antimicrobial potential against standard strains of E. coli ATCC 25922 and environmental
isolates of E. coli from Lajeado Pardo, municipality of Frederico Westphalen, RS, in order to
contribute with data on the biological activity of the extracts of the plants of interest. After the
protocols of collection, grinding and drying in forced air oven, both plants were taken to
continuous extractions by organic solvents by polarity criteria. Five fractions were then obtained:
hexane, ethyl ether, chloroform, ethyl acetate, and aqueous. Overall yields of 31.276% for H.
coronarium and 22.699% for Z. officinale were obtained. The phytocompounds were identified
from gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), in which the results of eight
compounds in Z. officinale and five in H. coronarium were obtained. Represented by the classes
of Terpenes (acyclic monoterpenes), Alcohols, in which the majority constituents in both plants
were Nerol, 2- Undecanone, Farnesol and Neral. However, in Z. officinale: Geranial and Linalool
were also identified. From these results it was observed greater efficiency in the extraction by
acetate in Z. officinale. For the antimicrobial activity assay, it resulted in MIC (minimum
inhibitory concentration) for E. coli ATCC in the lowest concentrations tested: 5 to 10 xg.mL-1,
in both plant species. Whereas, the environmental isolates showed higher resistance to the
extracts, with MIC ranging from 20 xg.mL-* to 320 xg.mL-1. The extracts of Z. officinale reached
satisfactory MIC values for the ethyl ether solvent, being the apolar characteristic of this fraction
with greater inhibition. While H. coronarium extracts showed results in the intermediate
concentrations from 80 ug.mL-t to 320 xg.mL-t of MIC, being chloroform, the antimicrobial
fraction successful against E. coli. For MCL (minimum lethal concentration), there were lethal
concentrations only in the ethyl ether and chloroform fractions from 160 ug.mL-t for H.
coronarium and 320 xg.mL-1, for Z. offcinale, including the acetate fraction. The aqueous extracts
of both plant species were insufficient as antimicrobial agents at the concentrations tested for
both MIC and CLM. In its totality, this study corroborates to suggest the efficiency of the use of
the mentioned vegetal species, as well as the methanolic extracts used in the extraction of
phytocompounds and that they can be a promising alternative against pathogenic
microorganisms.

Keywords: Ginger. MIC. Biological activity. Gram-negative. Solvents. Polarity.
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3.1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com o objetivo medicinal é uma pratica milenar, passada de
geracdo a geracao. Estima-se que o uso de plantas com a finalidade curativa antecede o inicio
das atividades agricolas, h& mais de 40 mil anos, pelos povos neandertais (DE ANDRADE et
al., 2021; WEYRICH et al., 2017). Na farmacologia moderna, as plantas surgem como
importante vertente natural no tratamento antimicrobiano, por meio da multiplicidade de
compostos quimicos presentes nas espéecies vegetais que compdem a flora mundial (BALOUIRI;
SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Neste contexto, a familia botanica Zingiberaceae é constituida por 53 géneros e mais de
1.200 espécies encontradas mundialmente, sendo representada pelo género Zingiber, planta
herbacea utilizada ha mais de 5.000 anos, desde a antiguidade na forma medicinal, no nordeste
da India, sudeste asiatico e China (BISCHOFF-KONT, FURST, 2021; ZHANG et al., 2020). O
rizoma é a parte da planta com apelo comercial, por ser uma importante especiaria estrangeira,
fortemente utilizada na culinaria, em diversos paises, bem como no desenvolvimento de
cosméticos (ZADOROZHNA; MANGIERI, 2021).

Na literatura ha comprovado potencial do rizoma do gengibre para tratar sintomas que
acometem a populacdo, como por exemplo, resfriados, nauseas e vomitos. Além disso, estudos
recentes demonstram os beneficios dos compostos quimicos presentes na planta, sendo eles,:
fenolicos e terpenos, responsaveis pelas atividades bioldgicas (antioxidante, antiinflamatoria,
antimicrobiana e anticancerigena, protecdo cardiovascular, antiobesidade, antidiabético,
neuroprotetor, atividade antiemética) (MAO et al., 2019; TARFAOUI et al.,, 2022;
TOWNSEND et al., 2013).

No entorno da amplitude do conhecimento a respeito dos beneficios fitoquimicos das
plantas, a industria farmacéutica passou a agregar em suas formulas, principios ativos naturais,
tendo em vista a abundancia da flora mundial, bem como uma alternativa que atenue 0s
maleficios a saude humana e ambiental, causados por compostos sintéticos presentes no
mercado, como é o caso dos medicamentos antibidticos usados indevidamente, tanto na saude
publica coletiva quanto na medicina veterinaria, pois sdo administradas altas dosagens para
combater microrganismos e desta forma, desencadeando infecgdes por patdgenos resistentes, a
esse tratamento convencional (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).

Mediante a problematica exposta anteriormente, em conjunto com a importancia de
buscar novos compostos naturais de interesse, esta pesquisa tem por objetivo identificar os

metabolitos secundarios presentes nos diferentes extratos vegetais dos rizomas de Zingiber
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officinale e Hedychium coronarium, além de avaliar o potencial antimicrobiano in vitro das
espécies, contribuindo desta forma com dados de carater ambiental que contribuam para a

disseminacéo do conhecimento das ciéncias ambientais.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Protocolos de extracoes

O trabalho foi conduzido nas dependéncias da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM) campus Frederico Westphalen, estado do Rio Grande do Sul, possuindo as seguintes
coordenadas: latitude 27° 25' 43S, longitude 53° 43' 25 W e altitude média de 488 m.

A realizacdo das etapas da pesquisa ocorreram no Laboratério de Microbiologia do
Grupo de Pesquisa Gerenciamento Ambiental e Manejo de Recursos Hidricos (GMRH), além
do aporte de material e analise cromatogréfica na Central Analitica do referido campus.

Inicialmente, no més de junho de 2022 adquiriu-se no comércio local, os rizomas de
Zingiber officinale e foram trazidos imediatamente para o laboratério GMRH. Enquanto que
para a espécie vegetal Hedychium coronarium, a coleta sucedeu-se na mesma época, nas
imediacdes da universidade, utilizando apenas o rizoma de ambas as plantas, em todas as etapas
do experimento (CUTRIM et al., 2018). Os rizomas das plantas foram levados imediatamente a
secagem em estufa de circulacio de ar a uma temperatura de 50 “C durante cinco dias.

A etapa de secagem favorece a estabilizacao das propriedades quimicas e bioldgicas da
matéria-prima de interesse, visando a exatiddo na dosagem, manuseio e acondicionamento dos
extratos secos (COELHO, 2019; PERES; PESKE, 2016).

Apébs esta etapa houve a extracao, direto do pé do rizoma da planta seca (20 g),
anteriormente triturado em moinho de facas tipo Willye, a uma granulometria padrdo 30 mesh,

adicionadas a cada um dos sistemas independentes, em cartuchos com porosidade de 0,45 mm.

3.2.2  Obtencéo do extrato bruto dos rizomas das espécies Zingiber Officinale e
Hedychium Coronarium

Para obtencao dos extratos dos rizomas de ambos 0s gengibres, sequencialmente a etapa
de secagem e moagem das partes vegetais das plantas, utilizou-se separadamente 90 g da massa
total da planta, que posteriormente foram fracionadas 30 g em trés recipientes do equipamento

Soxhlet, para a extragdo priméria, totalizando 90 g de cada planta. O procedimento de extracdo
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ocorreu até a exaustdo, com transparéncia do solvente, por 23 horas continuas de fluxo com
solvente metanol, em aproximadamente 230 ciclos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).

A partir destes extratos primarios, 0s mesmos foram filtrados em membrana de 0,45 mm
e rota evaporados até resultar em um contetdo de aproximadamente 20% da quantidade inicial
e o restante do metanol foi extraido em capela de fluxo de ar. Apds esse processo, 0s extratos
concentrados foram levados a estufa de circulagédo de ar, a 40 °C por sete dias e posteriormente
pesados para determinar o rendimento.

A Figura 1 abaixo ilustra as etapas até o procedimento de preparo do extrato bruto das

espécies vegetais.

Figura 1- Etapas iniciais de preparagdo dos extratos das plantas

Familia Zingiberaceae

m— = e Pesagem
Hedychium coronarium Zingiber officinai e Extrator Soxhlet
e Rotaevaporacdo
e Extratos brutos

Fonte: Propria autoria (2023).

3.2.3 Fracionamento neutro do extrato bruto metanolico

Ap0s a secagem completa dos extratos metandlicos em estufa de circulacéo de ar a 40 °C,
20% das 30 g do extrato bruto de cada planta foram ressuspendidos em 200 mL de dgua destilada
e submetidos a um fracionamento neutro com solventes ativos de gradiente crescente de
polaridade em funil de separacdo de liquidos. Os solventes escolhidos foram: hexano, éter etilico,
cloroférmio, acetato de etila. A cada troca de solvente a solu¢do aquosa remanescente era

conservada e um novo gradiente adicionado a mesma. O processo se repetiu para todos 0s
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solventes. Ao final do protocolo, obteve-se as fracfes hexanica, etérea, cloroférmica e acetato de
etila neutras, alem da fase aquosa remanescente das extracfes. O critério de polaridade dos
solventes ativos é importante para uma separacdo prévia de compostos secundarios. Essas
substancias organicas funcionalizadas, sdo classificadas de acordo com suas caracteristicas
estruturais, que envolvem a presenca de certos grupos quimicos, 0s quais norteiam 0 uso
adequado de diferentes gradientes de polaridade de solventes ativos durante o fracionamento do
extrato bruto (SIMOES et al., 2010).

Por fim, cada fracdo foi separada e os solventes foram removidos das amostras em
evaporador rotatdrio, e posteriormente as mesmas secas em estufa de circulacéo de ar, a 40 °C
até total eliminacdo do solvente (Figura 2). Na sequéncia dos protocolos uma aliquota de cada
amostra foi submetida a analises em Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/MS). Os compostos identificados estdo listados em tabelas no decorrer do texto, (Tabelas 1
e 2). Novas aliquotas desses extratos e fracfes foram retiradas para a realizacdo das atividades
bioldgicas, conforme procedimentos especificos.

Figura 2 — Esquema geral do método de particdo e separacdo de compostos das plantas

Fonte: Propria autoria (2023).
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3.2.4 Cultura Estoque E. coli

3.2.4.1 Isolamento das Bactérias Gram negativas

O isolamento bacteriano das amostras de agua do rio Lajeado Pardo (municipio de
Frederico Westphalen, regido noroeste do estado do Rio Grande do Sul) foi realizado por FLACH
(2021), no qual as col6nias identificadas provenientes da dgua bruta, ou seja, isolados ambientais
(S1, S2, S3 e S4) foram comparadas com o controle positivo E. coli ATCC®  25922™
(American Type Culture Collection).

As cepas foram armazenadas em cultura estoque para demais estudos. As culturas de
estoque foram armazenadas a -20 °C em 80% de caldo de infusdo de cérebro e coragdo (BHI),
com 20% de glicerol (KOUADIO-NGBESSO et al., 2019).

3.2.5 Procedimentos e reagentes para PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
3.2.5.1 Tampéo para eletroforese

A solucdo de TBE foi feita com 108 g de Trisamino (Hidroximetil) Aminometano, 55 ¢
de Acido Borico, 7,5 g de EDTA (Acido etilenodiaminotetracético tetrassddico), completando 1
L, em baldo volumétrico, de agua deionizada, conforme especificacdes do fabricante para reacdo
de PCR.

3.2.5.2 Pré-Mix para PCR

O Pré-Mix utilizado na reacdo possui todos os reagentes basicos para a reacao de PCR:
tampdo de reacdo (Tris (Hidroximetil) Aminometano e KCI), pH 8,4, concentracao de 2,0 mM
de MgClz2, 0,2 MM dNTP e 2,5 U de Tag DNA Polimerase recombinante (Takara Bio®).

3.2.5.3 Preparo e diluicdo dos oligonucleotideos — primers

Os primers foram diluidos em solugdo de estoque e solucdo de trabalho. A solucéo de
estoque foi diluida em 10 vezes multiplicadas pela quantidade de primer em cada amostra. Para
a solucdo de trabalho, foram retirados 10 pL da solucéo de estoque e a esta quantidade foram
adicionados mais 100 pL de agua ultrapura. Desse modo, a concentracéo final da solucéo de

trabalho de 1 pmol/pL.
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3.2.5.4 Quantificacdo dos reagentes para amplificacdo

Para cada reacdo, foram acrescentados a um microtubo de 200 uL (livre de DNase e RNase):
12,5 uL de Pré-Mix, 2,5 uL de cada primer (forward e reverse), 6,5 uL de agua ultrapura e 1 pL
de DNA molde em uma concentracdo aproximada de 5 ng, quantificados em espectrofotémetro

UV, em comprimento de onda de 260 nm.

3.2.5.5 Amplificacdo em termociclador

A amplificacdo foi testada com diferentes parametros para padronizar a reacdo antes do
experimento principal. Neste caso especifico, 0 melhor ajuste encontrado para a reacao foi de 1
ciclo inicial para desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos, 40 ciclos de trés etapas: desnaturagédo (94
°C por 30 segundos), anelamento (55 °C por 30 segundos) e extensédo (72 °C por 2,5 minutos).
Por fim, foi programado mais 1 ciclo a 72 °C por 5 minutos de extensdo no término da reacao,

conforme as especificacdes da empresa fabricante dos oligonucleotideos e reagentes.

3.2.5.6 Ajuste de parametros para eletroforese

Na eletroforese em gel, o mesmo foi constituido em 1.000 g de agarose diluido em 100
mL da solugdo tampédo TBE. O gel foi alocado em um recipiente chamado cuba de eletroforese
e embebido a solucdo tampdo condutora do campo elétrico. Em cada poco do gel foi adicionado
4 uL de amotra mistura da reacdo e 1 uL de corante. Os parametros para a eletroforese em gel de
agarose, foram ajustadas de acordo com as sugestdes ja utilizadas na literatura. Considerando um
valor de aproximadamente 10 V/cm entre eletrodos da cuba. Desse modo, foram testadas
voltagens entre 60 e 100 V (considerando que a distancia dos eletrodos da cuba utilizada é de 10
cm). A melhor resolugéo foi observada quando utilizou-se 70 V por 60 minutos. Portanto, 0

restante das amostras seguiram o mesmo padrdo de metodologia.

3.2.7 Amplificagdo de cepas bacterianas isoladas

As cepas isoladas em meios seletivos foram amplificadas por meio da metodologia de
reacdo em cadeia da polimerase — PCR, com o objetivo de visualizar sequéncias especificas de
DNA que representam cada espécie ou gene estudado (SILVA; DOMINGUES, 2015; WALKER
etal. 2017; VIEIRA, 2019).
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3.2.8 Rendimento dos rizomas, extratos brutos e respectivas fragdes

A pesagem dos rizomas das plantas ocorreu de forma direta, através de balanca de
precisdo, logo apos a coleta dos gengibres (comercial e lirio do brejo) e ao término da etapa de
secagem. O rendimento do extrato bruto foi determinado ap0s a extracdo, rotaevaporacdo e
evaporacdo total do solvente, obtendo-se apenas o extrato bruto, na forma de pd. Esse conteudo
foi pesado e submetido as extragcdes em fragdes, as quais sofreram 0 mesmo processo de retirada
de solventes para pesagem.

3.2.9 Testes de suscetibilidade bacteriana aos fitocompostos oriundos dos extratos de
Zingiber Officinale e Hedychium coronarium

Para avaliar o potencial antibacteriano do extrato, foi conduzida esta etapa a partir da
metodologia de microdiluicdo em caldo (MIC), a partir de testes in vitro, frente as cepas de
bactérias E. coli, descritas anteriormente. As analises sucederam-se em placas de acrilico estéreis
de 96 pogos, com capacidade para 300 pL/poco (Figura 3). Cada teste foi conduzido em
duplicata, com controle negativo, controle positivo e fragdes dos extratos obtidos, em 8 diferentes
concentragdes de 1 até 320 ug.mL-, para cada fracdo de extratos. Através desse método, foi
possivel identificar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Letal Minima
(CLM) (CLSI, 2020).

Os extratos foram diluidos em caldo Mueller Hinton cétion ajustado a 1% de DMSO.
Cada pogo recebeu 100 pL de caldo com extrato diluido na concentragdo desejada e 100 pL da
solucdo salina a 0,85% com cepas bacterianas na concentracdo 107, conforme a escala
Mackfarland. Apds o procedimento as placas foram levadas a incubadora B.O.D. a uma
temperatura de 35 +/- 2 °C, por 18 horas (Figura 3).

O crescimento bacteriano nos pocos da placa foi identificado a partir do indicador Cloreto
de Trifenil Tetrazolio (TTC) em uma concentracdo de 1%, que confere a cor rosa aos pogos,
quando exposto a luz. Segundo Dos Santos (2019) a coloracdo de Gram confirma por meio da
visibilidade colorimétrica e através da formacgdo de material precipitado, a presenca bacteriana

nas amostras.



Figura 3 — Representacdo geral das etapas do teste MIC com distintas fracfes de solventes
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Fonte: Propria autoria (2023) adaptado de BioRender.com

3.2.9.1 Anélise dos fitocompostos dos rizomas das duas espécies de gengibre

Para a avaliacdo qualitativa e quantitativa dos extratos foi utilizado um cromatografo

gasoso CG-3900 acoplado a um espectrémetro de massa Varian Saturn 2100T (GC/MS-SIS) e

um injetor automatico CP-8400 Auto sampler. Equipado com coluna capilar VF-5MS 30m x

0,25mm ID DF=0,25 com 5% de fenil e 95% de dimetilpolissiloxano, sendo que a identificacdo

dos compostos foi feita com o auxilio das bibliotecas NIST para a comparacao dos dados dos

espectros e a quantificacdo de cada constituinte obtido por normalizacéo de areas de picos (%).

As condigdes utilizadas foram: Temperatura maxima de 325 °C — (30 m x 0.32 mm, 0,25

um); fluxo de gas Hélio de 2 mL.min.-1, pressdo de 5,05 psi; temperatura do injetor 250 °C;

seringa de 10 uL, com injec¢do de 1 puL; temperatura inicial do forno de 70 °C por 1 min. e rampa

de aquecimento de 20 °C. min."! até¢ 280 °C. Fragmenta¢ao dos compostos foi processada por

impacto de elétrons de 70V no espectrometro de massas.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Rendimentos dos extratos em frac6es

Os resultados obtidos a partir da confeccdo dos extratos brutos (90,00 g) de cada espécie
vegetal: Zingiber officinale (Z. officinale) e Hedychium coronarium (H. coronarium), em
distintas fracGes de solventes, apresentaram rendimentos gerais de 22,699 g (100%) para Z.
officinale e 31,276 g (100%) para H. coronarium, respectivamente.

Na Figura 4 séo apresentados os rendimentos resultantes das fracGes obtidas em cada
solvente para cada planta, nos quais os resultados por solventes foram: CL (1,54%), AE (2,05%),
ET (10,04%), HX (21,73%) e AQ (64,64%). Enquanto que para 0s extratos de H. coronarium,
as fracGes obtidas foram: CL (2,35%), AE (0,61%), ET (5,60%), HX (26,22%) e AQ (65,21%).

Figura 4 — Rendimentos dos extratos das duas espécies vegetais em fracdes de acordo com
0s solventes
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Fonte: Propria autoria (2023).

CL — cloroférmio; AE — acetato de etila; ET — éter etilico; HX — hexano; AQ — aquoso.

As fragcBes em porcentagens acima de 50% revelaram que parte do extrato € composto
por niveis de substancias fortemente apolares (HX, ET, CL) e polares ( AE e AQ). Os maiores
rendimentos acima de 60%, em ambas as plantas foram obtidos na fracdo AQ. Por outro lado,
Diemer (2016), a partir da metodologia de extracdo por arraste de vapor de agua com o uso do
aparelho Clevenger, obteve resultado inferior aos aqui observados, ao analisar o rizoma de Z.
officinale (5,02%) em extrato aquoso. No mesmo sentido, Yehb et al. (2014) identificou valores
de 15,84% e 10,86% em extrato aquoso de duas variedades de Z. offcinale.

Em relacdo a fragdo com HX, esta representou maior rendimento nos extratos de H.

coronarium, em torno de 26,22% e de 22% para Z. officinale, resultado superior a 50% em
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relacdo aos demais solventes utilizados, demostrando portanto ser o solvente com méaximo
rendimento entre os extratos apolares e indicando hexano, o mais eficiente para extrarir
compostos da classe dos terpenos (monoterpenos) SYAFITRY et al. (2018). Em contrapartida,
os menores valores ficaram expressos nas fragdes CL (cloroférmio), seguidas de AE (acetato de
etila) de ambos os extratos.

No entanto, esses rendimentos podem ser justificados, pois segundo Santos (2019) e
Cabana et al. (2013) as diferencas dos rendimentos de cada fracdo em ambas as plantas podem
estar relacionadas ao tempo de extracdo, a temperatura, além das peculiaridades de cada
solvente, seja na solubilidade e ou arranjo molecular. Os solventes sdo rotineiramente usados
nos procedimentos quimicos e farmacéuticos, para extracdo a frio de compostos sollveis
provenientes de um extrato solido. As fracGes desses solventes apresentam caracteristicas
apolares ou polares, de hexano a cloroférmio (ARAUJO, 2014; VALENTE, 2019).

Segundo Luchesi (2017), a capacidade produtiva do extrato vegetal esta vinculada ao tipo
de solvente e seu nivel de polaridade, no qual podera extrair variados compostos fitoquimicos e,
dessa forma, tornando-se um extrato de alto valor comercial pela gama de atividades bioldgicas.

Por outro lado, para Santos (2018) e Soares et al. (2016) o melhor método a ser utilizado
deve prever o tipo de extracdo (seletiva ou total), considerando a execucéo rapida, simplificada,
com uso de solventes em niveis baixos de toxicidade, reciclaveis e de baixo custo. Os resultados
obtidos aqui, estdo em conformidade com o objetivo do trabalho que é o fracionamento
(seletividade) de compostos, embora 0s solventes possam apresentar toxicidade e esses se

prestam ao fator seletividade.

3.3.2 Anélise da composicéo fitoquimica dos extratos em diferentes solventes por
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS)

A fracdo aquosa foi testada e ndo avaliada devido a percentagens insignificantes,
comparada a potencialidade das extracbes nos demais solventes testados. Nos resultados da
prospeccédo fitoquimica, por cromatografia gasosa foi possivel identificar a presenca de cinco
compostos na espécie H. coronarium (gengibre branco) (Tabela 1).

A identificacdo dos fitocompostos quimicos das espécies &€ uma importante ferramenta
para conhecer os metabdlitos secundarios e, consequentemente, as atividades bioldgicas das
plantas, para tanto, o fracionamento dos extratos em solventes possibilita uma afericdo rapida
desses compostos bioldgicos ativos (DA CUNHA, 2009; VALENTE, 2019).
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Na Tabela 1 séo evidenciados os constituintes fitoquimicos encontrados nos rizomas das
plantas de interesse, provenientes dos espectros obtidos por cromatografia gasosa, pela
normalizacdo da area de pico. Através do tempo de retencédo e, com o uso da biblioteca NIST, foi
realizada a identificacdo dos compostos. Na mesma, ainda s&o apresentados os valores
correspondentes ao percentual de sua presenca em relagéo a cada um dos solventes utilizados.

Tabela 1- Porcentagens dos compostos observados de H. coronarium e Z. officinale, através de
extracdo com quatro solventes, obtidos por cormatografia a gas/detector seletivo de
massa Varian Saturn 2100T (GC/MS-SIS) (2023).

Espécies Extratos Pico? TR?2 Compostos % A3
1 24,13 Nerol 85,126
Hexano 3 25,48 2-Undecanona 14,874
100
1 23,65 Neral 57,675
Eter etilico 2 28,47 Farnesol 42,325
H. coronarium 100
1 28,47 Farnesol 39,502
Cloroférmio 2 30,05 NI 60,498
100
1 23,65 Neral 26,675
Acetato de etila 2 30,05 NI 73,324
99,999
1 24,13 Nerol 12,984
2 24,7 Geranial 58,003
Hexano 3 25,48 2-Undecanona 13,585
4 2847 Farnesol 15,429
100,001
1 18,48 Linalol 8,485
2 21,59 4,4-Dimetil-2-pentinal 5,175
Eter etilico 3 247 Geranial 8,31
4 25,48 2-Undecanona 49,854
Z. officinale 5 28,47 Farnesol 7,586
6 30,05 NI 20,59
100
1 18,48 Linalol 4,7
2 21,59 4.4-Dimetil-2-pentinal 25, 406
3 23,65 Neral 5,95
Cloroférmio 4 24,13 Nerol 9,81
5 24,7 Geranial 54,133
99,999
1 18,48 Linalol 4,765
2 23,65 Neral 11,296
3 24,13 Nerol 495
Acetato de etila 4 24,7 Geranial 6,249
5 25,48 2-Undecanona 9,663
6 28,47 Farnesol 9,43
7 30,05 NI 9,096
99,999

Fonte: Propria autoria (2023).
1 Namero de pico pela ordem de elui¢do da coluna; 2 Tempo e reten¢do dos compostos na coluna cromatografica em minutos;
3 Porcentagem da area normalizada a qual indica a distribuigdo relativa dos compostos na amostra; NI: ndo identificado.
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As extragOes por solventes a partir do rizoma da planta H. coronarium, analisados por
cromatografia gasosa resultaram em 2 picos identificaveis, ou seja, 2 compostos bioativos, em
cada uma das fracOes, estando esses entre os tempos de retencdo de 23,65 e 30,05 min (Tabelal).

Dentre 0s constituintes majoritarios encontrados no rizoma de H. coronarium
identificou-se os metabdlitos secundarios: Nerol (85,125%) e 2-Undecanona (14,874%), na
fracdo hexano; Neral (57,675%) e Farnesol (42,325%) na fracdo éter etilico, em que este Gltimo
composto foi identificado também na fracao cloroférmio e Neral (26,675%) na fracdo acetato de
etila. Todos pertencem a classe dos terpenos (monoterpernos aciclicos) também denominados
alcanos naturais e as fun¢Bes quimicas que desempenham é de alcoois, como o Nerol e aldeidos
representado pelo composto Neral (CARDOSO, 2022).

No entanto, Gomes et al. (2016), conseguiu identificar 18 compostos organicos
majoritarios, Neral (9,64%), Farnesol (1,27%), Nerol (1,07%), 2-Undecanona (0,63%) e 1,1
Diciclopropiletileno (0,55%), através da espectrometria de massas. Porém esses utilizaram a
fracdo que contém os dleos essenciais presente no rizoma de Z. officinale. No presente trabalho
0s mesmo compostos observados pelos autores anteriormente citados, foram encontrados para
espécie H. coronarium, porém em proporcées distintas, por se tratar de fragdes diferentes. O que
evidencia uma equidade na composicdo quimica dessas plantas pertencentes a familia
Zingiberaceae.

A priori, na busca por identificar constituintes quimicos, a biblioteca NIST (2022) reporta
a Nerol, outras nomenclaturas, como Geraniol. Este por sua vez representa um importante
composto organico presente nos 6leos essenciais do gengibre, e suas a¢des bioldgicas sdo citadas
a antimicrobiano, antioxidante e anti-inflamatorio ja divulgados na literatura (SILVA et al., 2021;
VINOTHKUMAR et al., 2012).

Estudos realizados por Ribeiro (2013), identificou nove constituintes majoritarios, na
extracdo por hidrodestilacdo durante quatro horas, do 6leo dos rizomas e das folhas, cerca de 23
constituintes de H. coronarium, identificando B-pineno e 1,8 cineol, os principais constituintes
do oleo essencial extraido do rizoma. No entanto, 0 método de extra¢do utilizado no presente
trabalho n&o identificou esses compostos, uma vez que 0s mesmos evidenciados sdo compostos
volateis e os mencionados acima sdo fixos e retidos em 6leos extraidos da planta (MARTINS,
2010; MIRANDA et al., 2016; RIBEIRO, 2013).

Aqui, mais uma vez, fica claro que a extragcdo de compostos depende de fatores como o
tempo de extracdo, a polaridade do solvente, a temperatura, 0 modo (a frio, ou & quente), também

ird definir quais compostos de interesse serdo identificados nas plantas (LI et al., 2021). Nesse
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sentido, em estudos realizado por Munda et al. (2018), compararam os extratos entre o0 gengibre
fresco e o seco, em relacdo a porcentagem de compostos presentes na extracdo do dleo de Z.
officinale, em que constaram menores teores de monoterpenos aciclicos (alcoois e aldeidos) no
gengibre seco, demonstrando que o0 processo de secagem acarreta na perda de compostos.

Por conseguinte, ainda na Tabela 1 seguem os constituintes fitoquimicos encontrados no
rizoma de Z. officinale, provenientes dos espectros obtidos por cromatografia gasosa.

Os resultados evidenciam um numeros de picos diferentes em cada fracdo, sendo éter
etilico e acetato de etila, com 0 mesmo nimero de sinais (picos) entre os tempos de retencédo de
18,48 a 30,05 min. Sendo possivel observar quatro constituintes na fracdo hexano, cinco na
fracdo éter etilico, cinco na fracdo cloroférmio e seis na fragdo acetato de etila. A fragcdo hexano
apresentou 0 menor nimero de compostos, sendo destaque para Geranial (58,003%) o composto
majoritario. Em éter o composto majoritario foi 2-Undecanona (49,854%). Para a fracédo
cloroférmio o destaque foi para o constituinte Geranial (54,133%), proximo da porcentagem
encontrada em hexano, do mesmo composto. O composto Nerol foi identificado na fracéo acetato
de etila com 49,5%, de um total de 99,999% a 100% encontrado nas amostras.

Estes constituintes de relevancia na extracdo do rizoma e folhas de gengibre foram
identificados por Cutrim et al. (2019), a partir da hidrodestilagdo em equipamento Clevenger, em
que obteve 0Oleo essencial. Os autores, observaram valores para os constituintes Nerol (1,07%) e
Farnesol (1,27%), significativamente menores as porcentagens observadas no presente trabalho,
obtidos por extracdo com solventes de distintas polaridades.

Da mesma forma, nos resultados obtidos por Diemer (2016), que encontrou 12 compostos
quimicos majoritarios no Gleo essencial de gengibre, destacando-se o Geranial (15,71%) e Neral
(10,61%). Sendo que no presente trabalho, com uso de extra¢do por solventes, a fracdo que
utilizou o hexano resultou em 58,003% de Geranial e Neral na fracdo acetato de etila 11,296%.

Estudos realizados por Andrade et al. (2012), obtiveram resultados semelhantes com a
extracdo do 6leo essencial de gengibre. Os compostos encontrados que se igualaram aos
evidenciados pela extragdo em distintos solventes de Z. officinale foram: Linalol (1,80%), Neral
(16,47), Geranial (25,06%), 2-Undecanona (0,60%), em diferentes tempos de reten¢do em coluna
cromatografica.

Os resultados encontrados em ambas as pesquisas corroboram para a similaridade de
compostos extraidos em distintos solventes e até mesmo em porcentagens vantajosas em relacdo
ao processo extrativo, para os compostos Geranial, Neral, 2-Undecanona e Linalol. Um dos

constituintes majoritarios Geranial € um importante composto volatil entre 0s monoterpenos,
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identificados nas extragdes por distintos solventes, em que observa-se maiores porcentagens no
extrato hexano e cloroférmio, enquanto que nos extratos de éter etilico e acetato de etila
apresentou porcentagens inferiores, provavelmente explicado pelo fato de afinidade quimica dos
solventes apolares em extrair a classe de compostos dos terpenos (VALENTE, 2019).

Liu, Liu, Zhang (2019), identificaram em respectiva revisdo bibliografica acerca da
espécie Z. officinale, 194 tipos de constituintes volateis em diferentes regides da China, sendo
um fator a ser considerado o que se refere sobre 0 ambiente de crescimento da planta. Entre o0s
constituintes identificados encontram-se Nerol, Linalol, Farnesol, 2-Udecanona, Neral e
Geranial, evidenciados também nas extragBes por solventes organicos do rizoma de uma espécie
de gengibre, no presente trabalho.

Entre os constituintes majoritarios ndo volateis (fixos), como as classes dos fenolicos
(gingerais) e sesquiterpenos (zingibereno), comprovados na literatura como atuantes na atividade
antimicrobiana, e os quais ndo foram encontrados nos extratos da presente pesquisa, pode-se
inferir que estes compostos bioativos sdo termolabeis, apresentando maiores concentracdes nos
rizomas frescos de gengibre, sendo assim, o processo de secagem pode interferir na extracéo
destes importantes compostos (CRISTOFEL, 2018).

3.3.3 Confericao de genes associados a agentes etioldgicos por meio da PCR

No Quadro 2 visualiza-se o resultado da eletroforese em gel, dos isolados ambientais (S1,
S2, S3 e S4) em quatro bateladas, onde foi possivel comparar as espécies de E. coli, ap6s a
amplificacdo, por meio do padrdo de peso molecular (PM) a esquerda, ao lado o controle
negativo(CN), o controle positivo com a bactéria E. coli ATCC (CP) e por fim os isolados
ambientais. Os resultados foram positivos para S1, S2, S3 e S4, em meio de crescimento
bacteriano seletivo, conforme evidenciados em testes de colilert (fluorescéncia azul para

presenca de E. coli).
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Quadro 2 - Triagem de E.coli identificadas na amplificacdo das fitas molde

Legenda

PMCN CP

PMCN CP S3 S4
—

-PM: peso molecular;
-CN: controle negativo;

- CP: controle positivo
Gel de agarose
contendo DNA
gendmico E. coli

-S1, S2, S3, S4: isolados
ambientais de E. coli.

Fonte: Prépria autoria (2023).

A técnica da PCR é considerada uma importante ferramenta na avaliacdo de
microrganismos patdgenos, vinculados a caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos, além
de possuir vantagens de agilidade na realizacdo da técnica através de uma reacdo amplificada
desenhada de regides recorrentes de DNA genémico (VIEIRA, 2019). A amplificacdo do DNA
in vitro do agente patogénico em maiores niveis de especificidade e sensibilidade, ultrapassando
etapas de confirmacao, ressaltando a eficiéncia desse método (OLIVER et al., 2014; VIEIRA,
2019).

Conforme Moreira et al. (2018), o somatorio de beneficios da introducdo bioldgica
molecular, ampliou os diagndésticos medicinais, visto que a importante ferramenta do PCR para
deteccdo de microrganismos patogénicos, acelerou a confirmacao de exames clinicos mediante
0 uso desta técnica de amplificacdo e com isto, maior agilidade no tratamento indicado.

A agilidade na ampliacdo do DNA gendmico de bactérias Gram-negativas, como € o caso
da E. coli, em que a agé@o patogénica do microrganismo ataca a defesa imunologica do individuo
tornando—o suscetivel a uma série diferentes sintomas, podendo ocorrer por via intestinal ou
extraintestinal (ITU’s) ( FRATAMICO et al., 2016; MOREIRA et al., 2018).
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3.3.4 Analise da potencialidade antimicrobiana dos extratos de Zingiber officinale e
Hedychium coronarium em distintos solventes

Na figura 5 é apresentada uma imagem do teste MIC, onde pode ser observada a agdo dos
cinco extratos organicos, das espécies H. coronarium e Z. officinale, frente a bactéria E. coli
ATCC e os isolados ambientais (cepas S1 e S3). Os resultados da analise para ambas as espécies
vegetais sdo apresentados na Tabelas 2, respectivamente.

Figura 5 — Teste MIC dos extratos das espécies Z. officinale e H. coronarium frente as
cepas bacterianas de E. coli

o *HX  *ET  *CL  *AC  *AQ
Diluicdes | 1 =11 1 1
*CN*CP Zo He Zo He Zo He Zo He Zo He

(pg.ml-H)

320
160
80
40
20
10
5

Fonte: Prépria autoria (2023).

*CN_ Controle Neaativo; *CP _ Controle Positivo; *HX - hexano;
*ET- éter etilico; *CL _ cloroférmio; *AC - acetato;  *AQ - aquoso;

Zo - Zingiber officinale; He — Hedychium coronarium.

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados para a concentracao inibitéria minima (CIM)
e concentracdo letal minima (CLM) da espécie Z. officinale e H. coronarium. A concentracdo
inibitéria minima (CIM) representa a menor concentracdo do agente antibacteriano, neste caso,

os extratos fracionados das plantas. Bem como a a¢do dos mesmos sobre a CLM (concentragdo
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letal minima) dos agentes antimicrobianos sob as cepas padréao E. coli ATCC 25922 e os isolados
ambientais (S1, S2, S3 e S4).

Tabela 2 — Atividade antimicrobiana avaliada através de duas metodologias (CIM e CLM (pg.mL-
1)) com utilizacdo de extratos das espécies vegetais Z. officinale e H. coronarium,
extraidos através de cinco solventes distintos (2023).

Z. officinale
Microrganismos  Hexano Eter Cloroférmio Acetato Aqguoso

CIM/CLM* CIM/CLM* CIM / CLM* CIM / CLM* CIM / CLM*

ATCC 5 >320 5 320 5 320 10 >320 >320 >320

S1 160 >320 20 >320 80 >320 80 >320 >320 >320

S2 160 >320 20 >320 80 >320 20 >320 >320 >320

S3 80 >320 20 >320 20 >320 80 >320 >320 >320

S4 320 >320 80 >320 160 >320 80 >320 >320 >320

H. coronarium

Microrganismos  Hexano Eter Cloroférmio Acetato Aqguoso
CIM/CLM*  CIM/CLM* CIM / CLM* CIM / CLM* CIM / CLM*
ATCC 5 >320 5 160 10 >320 5 320 >320 >320
S1 320 >320 320 >320 160 >320 320 320 >320 >320
S2 320 >320 80 >320 80 >320 320 320 >320 >320
S3 320 >320 160 >320 80 >320 320 320 >320 >320
S4 320 >320 320 >320 80 >320 >320 320 >320 >320
* g.mL"t Fonte: Propria autoria (2023).

Segundo Aligiannis et al. (2001) pode-se utilizar como parametro para a classificacédo da
atividade antimicrobiana de substancias vegetais a seguinte escala: CIM até 500 ug.mL (forte
inibicdo), CIM a partir de 600 pg.mLta 1000 pg.mL* (inibicdo moderada) e CIM acima de 1000
ng.mL (inibig&o fraca). A partir dessa escala comparou-se os resultados para CIM dos extratos da
espécie Z. officinale.

Assim, houve maior sensibilidade ao agente antimicrobiano, da cepa padrdo ATCC de E.
coli, através das menores concentracdes de inibicéo testadas (5 pg.mLta 10 pg.mL?), atingidas pelas
fracbes de hexano, éter, cloroformio e acetato, com excecdo da fracdo aquosa. Dentro da
classificacdo de atividade antimicrobiana, pode-se afirmar uma inibicdo forte a cepa padrédo
ATCC de E. coli, mediante os quatro extratos vegetais.

Enquanto que a frag&o que obteve maior resultado de inibigéao frente as cepas dos isolados
ambientais foi a fracdo éter, onde ocorreram inibi¢cdes em S1, S2 e S3, com CIM de 20 pg.mL?,

uma das menores concentragOes testadas.
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Mediante a literatura, os constituintes volateis Nerol, Neral e citral (Geranial + Neral),
conferem aroma e sabor aos 0Oleos essenciais e foram encontrados nos resultados de Pierotto
(2018) e Silva et al. (2021), como uma promissora atividade biologica anticancerigena. No
entanto, para atividade antimicrobiana frente as cepas de E. coli testadas nesta pesquisa, as
mesmas mostraram-se resistentes aos extratos que continham tais constituintes nas fragdes
cloroférmio e acetato de etila.

Agrawal et al. (2018) obteve resultado de CIM (625 ug.mL?) demonstrando um fator
inibidor moderado, com a extracdo do 6leo essencial do rizoma de gengibre, por cloroférmio e
acetato de etila, frente a cepa de E. coli, com a concentracdo inibitéria maior do que a maxima
testada no presente trabalho (320 ug.mL?), a partir de extragdes com 0s mesmos tipos de solvente.
Ainda conforme o estudo realizado por Agrawal et al. (2018) foi possivel observar entre as
bactérias aferidas, E. coli € apontada como a mais resistente entre as demais testadas e embora
comprovada a agdo antimicrobiana do rizoma da espécie Z. officinale, este recebeu a ultima
posicdo na ordem de efeito inibidor mediante a bactéria Gram — negativa.

Uma provavel resposta ao resultado encontrado no presente trabalho, com a ineficiéncia
do extrato aquoso, perante a bactéria Gram — negativa E. coli, seja pelo fato desta fracdo mais
polar de Z. officinale apresentar maior atividade antimicrobiana em bactérias Gram — positivas
(CHAKRABORTY et al., 2017).

Em contrapartida, os isolados ambientais de E. coli corresponderam as mesmas
expectativas, porém em valores para CIM mais elevados, a partir de 20 pg.mL*a 80 ug.mL-, nas
fracGes éter, cloroférmio e acetato; 160 pg.mL? a 320 pg.mL? na fragdo hexano. Outro destaque
esta evidenciado pelos resultados de inibi¢do da cepa ambiental S4, em que a mesma demonstrou
maior resisténcia frente a todos os agentes antimicrobianos, com valores de CIM nas maiores
concentracdes testadas, sendo possivel constatar que as cepas ambientais isoladas da agua
oriunda do rio Lajeado Pardo, passaram por modificacdes genéticas e adquiriram genes de
resisténcia antimicrobiana de farmacos sintéticos e de origem natural.

O extrato aquoso de Z. officinale ndo demonstrou acdo inibidora contra nenhuma das
cepas de E. coli testadas, até a maxima concentracdo (320 pg.mL?). Resultado semelhante
evidenciado no trabalho de Yousfi et al. (2021), em que ndo houve qualquer efeito
antimicrobiano do extrato aquoso da mesma espécie vegetal e relacionada a mesma cepa padréo
E. coli ATCC 25922. Segundo Beristain — Bauza et al. (2019), o fraco potencial do extrato aquoso

se deve aos compostos bioativos de Z. officinale serem insollveis em agua.
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Ao passo que resultados obtido por Svarc-Gaji¢ et al. (2017), com dleo essencial da
mesma planta, a extracdo por agua subcritica revelou valores de CIM entre 19,5 pgmite 39,1
ug.mL, frente a bactéria E. coli, a mesma cepa padréo testada no presente estudo. Chakraborty et
al. (2014), obteve resultados com a extracdo aquosa de Z. offcinale com CIM de 20 pg.mL* atraves
do método de disco difusdo, diferentemente do resultado obtido no presente trabalho com a
técnica MIC.

Resultados obtidos por Malu (2009), a respeito da atividade antibacteriana dos extratos
HX, AE e AQ de Z. officinale, corroboram para esta discussao, tendo em vista que as melhores
fracbes antimicrobianas da planta, foram os extratos apolares HX e AE ja citados, frente as
bactérias Gram- positivas Staphilococcus epidermidis e Streptococcus viridans. Houveram
também inibicBes para E. coli, com as mesmas fragdes, porém nas concentracdes maximas de
inibicdo. Ao passo em que a fracdo Agua, ndo apresentou resultados para nenhuma
microrganismo testado, sendo semelhante aos resultados obtidos na presente pesquisa. Andrade
et al. (2012) e Cutrim et al. (2019) evidenciaram em suas pesquisas, uma maior resisténcia de
bactérias Gram- negativas ao Oleo essencial extraido da espécie Zingiber officinale,
diferentemente das bactérias Gram- positivas sdo mais suscetiveis ao agente antimicrobiano. No
entanto, os constituintes encontrados, entre outros ndo evidenciados no atual estudo, foram
significativos para inibir a resisténcia in vitro, da cepa bacteriana E. coli, em comparagdo com
0 0Oleo essencial da espécie Rosmarinus offcinalis (alecrim).

Aspectos trazidos por Myers e Clark (2021), a respeito da resisténcia de bactérias Gram-
negativas, em que segundo os autores, tais microrganismos patogénicos possuem duas
membranas, sendo que a externa é polar, e ao associar esta informacéo aos resultados obtidos,
das melhores fracdes organicas de Z. officinale, os quais as cepas testadas foram de modo geral,
menos resistentes, sao nas escalas mais polares (Tabela 2), embora ndo evidente na fragdo aquosa.
Segundo Myers e Clark (2021), com o aumento da polaridade do agente antibacteriano,
assemelha-se as caracteristicas quimicas dos antibiéticos convencionais, tendo em vista a
potencialidade bioldgica das espécies vegetais.

Com relacéo aos resultados da concentracéo letal minima (CLM), ou seja, a concentracao
bactericida minima, em que o crescimento bacteriano ndo € visivel em meio ao tratamento
estabelecido (BARROS, 2021). Dados de CLM expressos na Tabela 2, evidenciam o carater
insuficiente na totalidade dos extratos fracionados de Z. officinale e H. coronarium, frente aos
isolados ambientais testados. No entanto, houve inibicdo bactericida em duas fragfes dos

extratos, éter e cloroférmio, em Z. officinale e além destes extratos, na fragdo acetato em H.
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coronarium, perante a cepa padrdo de E. coli, nas maiores concentragfes examinadas,
comprovando a resisténcia bactericida encontradas nos isolados ambientais coletados no rio
Lajeado Pardo, aos agentes antimicrobianos de gengibre. Yousfi et al. (2021), obteve resultado
em seu extrato de acetato de etila da espécie Z. officinale, de modo mais efetivo nas estirpes
bacterianas gram-positivas, do que as gram-negativas testadas, fortalecendo os resultados
obtidos, os quais demonstram maior resisténcia bacteriana de E. coli, aos extratos de gengibre.

A tabela 2 expressa ainda os resultados obtidos através da metodologia MIC, a partir dos
extratos de H. coronarium apresentando os efeitos de CIM/CLM das fracdes hexano, éter,
cloroférmio, acetato e agua, frente as cepas E. coli ATCC 25922 e aos quantro isolados
ambientais (S1, S2, S3 e S4) isoladas e testadas. Observando os dados percebe-se que em todas
as fracbes houveram suscetibilidades antibacterianas dos extratos perante a cepa ATCC, em
concentragdes minimas igualmente identificadas nos resultados apresentados com os extratos de
Z. officinale (5 pg.mL* @ 10 ugmL?t), portanto, da mesma forma, evidenciando uma forte inibicdo
dos extratos de Hedychium coronarium a cepa padréo.

Entre as isolados ambientais testados as concentracfes de inibicdo, ocorreram variacdes
de CIM (80 pg.mLta 320 pgmL?), demonstrando um perfil de suscetibilidade nas maiores
concentragdes averiguadas. Nagore, Lokhande e Mujawar (2022) obtiveram resultados distintos
por meio do método da microdiluicdo em caldo de 62,5 ug.mLt para CIM, frente a cepa E. coli
MTCC 443, a partir da extracdo por hidrodestilacdo do 6leo essencial do rizoma de gengibre-
branco, com aparelho Clevenger.

Os resultados evidenciados nas cepas ambientais de E. coli demonstram nas fracGes
Hexano e Acetato de etila, valores de inibi¢cdo na maior concentragao testada, exceto no isolado
S4 em que ndo houve inibicdo da fracdo Acetato. Em outro estudo com o0 uso do extrato
fracionado pelo solvente acetato de etila, do 6leo essencial do rizoma da espécie Hedychium
coronarium, pelo método de disco difusdo, observou-se um valor para CIM ainda menor de 16
ug.mL%, contra uma cepa de bactéria gram-negativa (AZ1Z, HABIB, KARIM, 2009).

Por conseguinte, pode-se atentar para as fracdes Eter e Cloroférmio, onde ambas
obtiveram ag¢des inibitorias minimas nas concentrac¢des (80 pg.mL? a 320 pg.mL?) e (80 ug.mL*a 160
ug.mLt) , respectivamente baixas comparadas as obtidas por hexano e Acetato versus as cepas
ambientais (S2 e S3). A cepa S1 apresentou resultados idénticos nas fraces hexano e éter, e ao
fato que houve maior suscetibilidade desta cepa ao extrato cloroformico, com menor valor de
CIM (160 pg.mL1). Miranda et al. (2016) obtiveram resultados para CIM de 250 pg.mL*do Oleo
essencial das folhas de H.coronarium, em que a bactéria gram-negativa E. coli foi inibida pelo

extrato da planta.
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No que tange aos resultados obtidos da CLM dos extratos obtidos a partir dos diferentes
solventes, o carater bactericida (CLM) foi alcancado parcialmente pelo extratos cloroférmio e
acetado para ambas as especies vegetais, na maior concentracao testada, e no extrato éter da
espécie H. coronarium, com CLM de 160 pg.mL?', para os isolados ambientais. Todavia 0s
resultados da CLM dos extratos foram diferentes para A cepa padrdo ATCC, visto que houve
suscetibilidade da mesma, as fracdes éter, cloroformio de H. coronarium, nas maiores
concentracgdes testadas, porém se diferenciando da fracao éter de Z. officinale, em que a CIM foi
mais elevada frente a cepa bacteriana padréo de E. coli.

Na fracdo agua, os resultados de CIM e CLM foram semelhantes aos encontrados em Z.
officinale, ndo havendo suscetibilidade dos microrganismos aos extratos aquosos de ambas as
plantas testados até a concentracdo maxima. Possivelmente os resultados dos extratos aquosos
ndo terem sido satisfatorios, devido a polaridade da 4gua que dificulta a solubilidade da maioria
dos compostos evidenciados nas plantas a esta fracdo polar, frente a uma bactéria gram-negativa,
visto que sdo mais inibidoras das gram-positivas.
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3.4 CONCLUSOES

Constatou-se a presenca de sete fitocompostos nos extratos da planta Z. officinale, sendo
Geranial, 2-Undecanona e Nerol, os compostos majoritarios. Ao passo que H. coronarium,
apresentou quatro compostos fitoquimicos, sendo Nerol, Farnesol e Neral, os majoritarios,
extraidos por diferentes solventes.

A partir da analise qualitativa cromatografica, muito embora, fatores internos (genética)
e externos (ambiente e colheita) as plantas, influenciem na qualificagdo dos compostos bioativos,
houve semelhangas entre os mesmos em ambas as plantas, com destaque para maiores
concentragdes dos fitocompostos identificados na planta Z. officinale.

O método de extracdo em fracdes por diferentes solventes demonstrou resultados em
termos de rendimento, para 0s extratos aquoso e hexano, nas duas espécies vegetais, sendo o
maior rendimento para o solvente aquoso e 0 menor para os solventes acetato e cloroférmio, tanto
para H. coronarium quanto Z. officinale, respectivamente.

Os resultados dos ensaios da atividade antimicrobiana através da metodologia de CIM e
CLM, demonstrou que a primeira identificou-se efeito antibacteriano nas menores concentracfes
testadas, nas fracGes hexano, éter, cloroférmio e acetato, frente a cepa padrdo ATCC E. coli, dos
extratos de Z. officinale e H. coronarium. Entre os isolados ambientais, S3 demonstrou maior
sensibilidade nas concentracGes intermediarias, aos extratos antimicrobianos de Z. officinale, em
todas as fracOes, exceto a fracdo aquosa, que ndo obteve efeito sob nenhuma estirpe bacteriana

testada, tanto para CIM quanto para CLM, em ambas as plantas utilizadas no estudo.
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