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AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA . EXEMPLOS DE APLICACAO .

Resumo

A importancia da avaliacdo da actividade antimicrobiana foi o objectivo
principal deste estudo.

A avaliacdo da actividade antimicrobiana da planta Genista tenera
revelou-se contra Listeria monocytogenes para os extractos de éter dietilico e
acetato de etilo, e de éter dietilico em relacdo a Fusarium culmorum. O 6leo de
eucalipto mostrou actividade antibacteriana para Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli; a actividade antifungica foi
conseguida para Botytris cinerea e Fusarium culmorum. Os compostos NX2 e
NX18 demonstram actividade antibacteriana contra Bacillus cereus e B. subtilis.
O composto NX2 foi eficaz contra Aspergillus brasiliensis e Fusarium solani e o
composto NX18 foi eficaz contra F. culmorum.

Verificou-se que a concentracdo minima inibitéria para NX2 e NX18 é de
4,7 ug/mL e 9,4 ug/mL, respectivamente, contra Bacillus cereus. Para NX2,
NX13 e NX18 a concentragdo minima inibitéria foi, respectivamente, de 37,5

ug/mL, 150 ug/mL e 4,7 ug/mL contra Enterococcus faecalis.

Palavras-chave: actividade antimicrobiana; método de difusdo em agar;
concentragdo minima inibitéria - MIC; método de microdiluicdo; extractos e

Oleos vegetais; compostos de sintese quimica.
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EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY : APPLICATION EXAMPLES.

Abstract

The importance of evaluating the antimicrobial activity was the main
objective of this study.

The evaluation of the antimicrobial activity of plant Genista tenera, were
proved against Listeria monocytogenes with extracts of diethyl ether and ethyl
acetate and diethyl ether for Fusarium culmorum. Eucalyptus oil showed
antibacterial activity for Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and
Escherichia coli; antifungal activity was achieved for Botytris cinerea and
Fusarium culmorum. Compounds NX2 and NX18 demonstrate antibacterial
activity against Bacillus cereus and B. subtilis. Compound NX2 was effective
against Aspergillus brasiliensis and Fusarium solani and compound NX18 was
effective against F. culmorum.

It was found that the minimal inhibitory concentration for NX2 and NX18
is 4.7 ug / mL and 9.4 ug / mL, respectively, against Bacillus cereus. For NX2,
NX13 and NX18 minimum inhibitory concentrations were, respectively, of 37.5

pug / ml, 150 pg / ml and 4.7 ug / ml against Enterococcus faecalis.

Keywords: antimicrobial activity; agar diffusion method; minimum inhibitory
concentration — MIC; microdilution method; extracts and vegetable oils;

compounds chemically synthesized.
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1.INTRODUCAO

A seleccdo sistematica de seres vivos com o objectivo de encontrar
novos compostos bioactivos tem sido uma actividade persistente em muitos
laboratorios da area microbiolégica e biomédica.

O uso de plantas com o propésito de detectar bioactivos nos seus
tecidos € de origem recente. No entanto, a utilizacdo de plantas inteiras ou as
suas partes (folhas, cascas, sementes, resinas), é tdo antigo quanto a histéria
do homem, especialmente as aplicagcbes médicas, cosmeéticas, culinarias, entre
outras (Dorman e Deans, 2000).

As plantas sao fontes importantes de produtos naturais biologicamente
activos, muitos dos quais se constituem em modelos para sintese de um
grande numero de farmacos. Os trabalhos na area de produtos naturais
vegetais realcam a grande diversidade de estruturas e de propriedades fisico-
qguimicas e bioldgicas dos produtos de origem vegetal. Algumas destas
substancias naturais possuem potencial antimicrobiano e representam
provavelmente o maior avanco da farmacoterapia nas ultimas cinco décadas ou
mais. Com o conhecimento obtido com trabalhos relacionados as propriedades
terapéuticas das plantas foi possivel obter inimeros medicamentos de extrema
importancia para medicina como os digitalicos, quinina, atropina, pilocarpina,
artemisinina, além de alguns medicamentos usadas no tratamento de cancro
como: vimblastina, vincristina, taxol, campotecinas (Simdes et al., 2007).

Este progresso, no entanto estende-se a outras areas, especialmente a
alimentar. Apesar das modernas técnicas de higiene no abate e de producéo, a
seguranca alimentar € uma questdo de saude publica cada vez mais
importante (WHO, 2002a). Estima-se que cerca de 30% das pessoas nos
paises industrializados sofrem de uma doenca de origem alimentar a cada ano
e em 2000, pelo menos dois milhdes de pessoas morreram de doencas
diarreicas em todo o mundo (WHO, 2002a). H4, portanto, uma necessidade de
novos metodos para reduzir ou eliminar microrganismos patogénicos nos
alimentos, possivelmente em combinacdo com os actuais métodos. Além disso,

a Organizacdo Mundial da Saude lancou um alerta para o0 mundo inteiro sobre
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a necessidade da reducéo do consumo de sal, a fim de reduzir a incidéncia de
doencas cardiovasculares (WHO, 2002b). Se o nivel de sal nos alimentos
processados for reduzido, outros aditivos serdo necessarios para manter a
seguranca dos alimentos. Considerando as tendéncias actuais para a utilizacéo
de aditivos naturais, entre as possibilidades estardo os extractos de plantas e
0s Oleos essenciais como aditivos antimicrobianos.

A maioria dos estudos incidem com especial atencdo sobre plantas
medicinais, desenvolvendo-se trabalhos sobre actividade antimicrobiana de
extractos, Oleos essenciais e substancias isoladas contra bactérias Gram
positivas, Gram negativas e fungos. Uma vez obtido um composto
biologicamente activo, pode-se lancar-se estudos envolvendo modificacdes

moleculares, cujo principal objectivo é o de optimizar essa actividade.

1.1.Avaliacao da actividade antimicrobiana

A resisténcia microbiana aos diferentes grupos de antimicrobianos tem
vindo a aumentar ao longo dos anos, sobretudo nos ambientes hospitalares
com o acréscimo de morbilidade e mortalidade nas infec¢cdes. Também as
doencas de origem alimentar ou toxinfec¢des, tém aumentado em todo o
mundo, constituindo um dos mais importantes problemas de Saude Publica a
nivel mundial (Ferreira et al., 2010).

A andlise sistematica de plantas e o0 desenvolvimento de novos
compostos de sintese com finalidade de descobrir novos compostos bioactivos
€ uma actividade de rotina em muitos laboratorios dedicados a pesquisa neste
sentido. Em particular, a busca por componentes com actividade
antimicrobiana tem ganhado crescente importancia nos ultimos tempos, devido
a crescente preocupacdo com o alarmante aumento na taxa de infeccdo por
microrganismos resistentes a antibidticos (Davies, 1994). No entanto, a
seguranca alimentar microbiolégica tem constituido uma questdo premente a
nivel europeu e mundial, uma vez ser determinante no controlo de toxinfec¢tes
alimentares (WHO, 2002a).

Ana Sofia Lameira Monteiro 2
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1.1.1.Métodos de avaliacao

As orientacbes relativas ao estudo da susceptibilidade de
microrganismos a novas substancias, com especial incidéncia para antibioticos,
encontram-se normalizadas através dos documentos do antigo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), da actual Nacional
Comitee for Clinical Laboratory Standarts (CLSI), da British Society for
Antimicrobial Chemotherapy (BBSAC) e do European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). No entanto, a avaliacdo da
actividade antimicrobiana tem um espectro mais vasto de aplicacdo, sobretudo
aos mais diversificados tipos de extractos de plantas e de 6leos essenciais,
existindo varias abordagens técnicas (Hammer et al., 1999). No caso de os
resultados exigirem uma investigacdo mais profunda ou uma vez identificados
0S compostos activos, 0 seu reconhecimento para fins farmacéuticos passa
pela utilizacdo das normas do CLSI ou do EUCAST.

Actualmente, existem varios métodos para avaliar a actividade
antibacteriana e antifingica dos extractos vegetais. Os métodos para avaliagdo
da actividade antibacteriana e antifingica mais conhecidos incluem método de
difusdo em agar ou difusdo em placa, métodos de macrodiluicdo e
microdiluicdo (Ostrosky et al., 2008).

1.1.1.1.Métodos de difusdo em meio soélido

O método de difusdo em agar, também designado como método de
difusdo em placa, € um método fisico. Neste método o microrganismo é testado
contra um extracto ou substancia em meio de cultura solido, estabelecendo-se
uma relagéo entre a dimensao da zona ou halo de inibicdo de crescimento do
microrganismo em estudo com a concentracdo do extracto ou substancia
testada. Neste método a avaliacdo comparativa implica a utilizagdo de um
padrdao bioactivo de referéncia ou controlo positivo e um controlo negativo,
normalmente o solvente usado para a diluigdo do extracto ou da substancia.
Apés a incubacdo adequada ao microrganismo inoculado, o halo de inibi¢cdo de
crescimento € medido a partir da circunferéncia do disco ou poco até a margem

do crescimento microbiano (Ostrosky et al., 2008).
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O meétodo de difusdo em placa pode ser realizado utilizando trés
técnicas diferentes: teste de difusdo em disco, teste com cilindros de aco
inoxidavel e teste de perfuracdo do &gar. A técnica de difusdo em disco foi
estabelecida como padrdo pelo CLSI e aceite pela FDA (Food and Drug
Adminidtration) (Ostrosky et al., 2008).

De acordo com Rabanal e colaboradores (2002, citado por Ostrosky et
al., 2008) o teste de difusdo em disco consiste na aplicacdo de 10ul da solugéo
testada em discos de papel de filtro de 6mm de diametro, em diferentes
concentracdes. Varios estudos sugerem que a impregnacao do disco de papel
com a substancia a testar deve ser efectuada antes de colocar nas placas
inoculadas, enquanto outros preferem colocar o disco na placa inoculada e
depois impregna-lo na substancia a testar (Ostrosky et al., 2008).

Segundo Rabanal e colaboradores (2002, citado por Ostrosky et al.,
2008) para controlo negativo deve ser utilizado DMSO (dimetilsulfoxido) e para
controlo positivo utiliza-se cloranfenicol, para bactérias, e anfotericina B, para
fungos. Na realidade, o controlo negativo deve ser efectuado com o composto
usado na dissolucdo do extracto ou substancia testada.

Na técnica que utiliza cilindros de aco inoxidavel, estes sdo colocados
no meio de cultura ja solidificado e inoculado, enquanto nos cilindros €
colocado a solugdo com actividade antimicrobiana em estudo. Na técnica de
perfuracdo do &gar, € efectuado a remocdo do meio de cultura sélido com
auxilio de cilindros de 6 a 8 mm de didmetro de modo a que haja formacéo de
pOcos, NOS quais sera inoculado o extracto ou a substancia a ser analisada
(Ostrosky et al., 2008).

1.1.1.2.Métodos de diluicdo em meio liquido

O meétodo de diluicdes sucessivas em meio liquido considera a relagéo
entre a propor¢cao de crescimento do microrganismo testado e a concentracéo
do extracto ou da substancia ensaiada. A avaliacdo do crescimento do
microrganismo ou da sua auséncia é dada pela turvacdo do meio liquido,
comparado em relacdo a um padrao de referéncia. Como controlo positivo,

utiliza-se no meio de cultura uma substancia bioactiva padrao a partir de uma
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solucdo padronizada, e como controlos negativos o meio de cultura da
suspensao microbiana e o meio de cultura com o solvente usado para
dissolucédo da amostra (Ostrosky et al., 2008).

A vantagem do método relaciona-se com a possibilidade de obtencéo de
resultados quantitativos, sendo possivel a determinacdo da Concentracéo
Minima Inibitéria (MIC). No entanto, o valor da MIC de uma substancia com
caracteristicas antimicrobianas nao € constante, sendo influenciado pela
natureza do microrganismo testado, pela quantidade de in6culo, pelo tempo de
incubacéo, pela composicdo do meio de cultura e pelas condicbes ambientais,
tais como a temperatura, o pH e o arejamento. Quanto todas estas condi¢gbes
sdo padronizadas, é possivel comparar a actividade de diferentes agentes
antimicrobianos face a um certo microrganismo e determinar, por exemplo, qual
0 agente antimicrobiano mais efectivo contra esse microrganismo, ou avaliar a
actividade de uma determinada substancia relativamente a diferentes
microrganismos (Ostrosky et al.,, 2008). Para a validacdo de agentes
antimicrobianos como os antibidticos € necessario seguir as normas do CLSI
ou do EUCAST.

Os meétodos de diluigio em meio liquido subdividem-se em testes de
macrodiluicao e testes de microdiluicdo (Ostrosky et al., 2008).

No método das diluicbes sucessivas, o0 teste de macrodiluicdo €
executado em tubos de ensaio com volume de meio de cultura variando entre 1
e 10 mL, suplementado com concentracbes crescentes da substancia
ensaiada. Cada um dos tubos € inoculado com o microrganismo a testar.
Terminado o periodo de incubacao, avalia-se o crescimento microbiano, visivel
através da turvacdo da cultura. A concentragdo minima inibitéria do
crescimento (MIC) é a concentragdo minima da substancia para a qual j& ndo
se observa crescimento do microrganismo. Para além do trabalho necessario a
realizacdo do teste, sera necessario dispor de quantidades consideraveis da
substancia em estudo. No entanto, 0 método de microdiluicdo em meio liquido
€ uma técnica bastante util para a avaliacdo determinacdo de um grande
namero de amostras, uma vez que utiliza microplacas com 96 pog¢os, com

volume de meio de cultura entre 100 e 200 uL (Ostrosky et al., 2008; Das et al.,
2010).
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A utilizacado das microplacas torna possivel fazer diluicbes seriadas nos
pocos consecutivos. Alguns destes pocos devem ser utilizados para o0s
controlos. Apés a incubacgdo da microplaca, o crescimento microbiano pode ser
determinado por leitura espectrofotometria a 600-630 nm (Das et al., 2010).
Como alternativa a avaliacdo do crescimento, Umeh e colaboradores (2005)
utilizam indicadores como sais de tetrazoélio ou resazurina, embora os estudos
efectuados apontem para a necessidade de padroniza¢do do método.

A concentracdo mais baixa que da um valor de absorvancia proxima de
zero é a MIC da substancia analisada (Salie et al., 1996).

Uma das principais desvantagens do método de microdiluicdo é o facto
de alguns microrganismos aderirem a base do po¢o ou em outros casos
permanecem em suspensdo. Também, a precipitacdo de alguns compostos
com actividade antimicrobiana, como extractos de plantas ou compostos de
sintese é uma dificuldade nesta técnica. Em concentracdes mais elevadas a
presenca da coloracdo verde, proveniente da clorofila das plantas, pode
interferir nas leituras de absorvancia. No entanto, o método é economico, tem
elevada reprodutibilidade, € 30 vezes mais sensivel que outros métodos e

requer pequena quantidade de amostra (Ostrosky et al., 2008).

1.1.2.Factores que influenciam a avaliacdo da activ  idade antimicrobiana

Séo diversos os factores que afectam a susceptibilidade do método de
difusdo e de diluicdo. Desta forma, ha necessidade conhecer rigorosamente as

condigbes experimentais de execucao do teste (Ostrosky et al., 2008).

1.1.2.1.Meios de cultura

Os meios de cultura devem proporcionar um crescimento adequado aos
microrganismos a serem testados e ndo devem conter substancias antagonicas
a actividade antimicrobiana em estudo.

No método de difusdo em meio solido, a concentracéo do agar e a sua origem
podem influenciar os resultados dos ensaios Pinto e colaboradores (2003,
citado por Ostrosky et al., 2008). Entre os meios de cultura utilizados para teste

de susceptibilidade de bactérias, o meio de Miiller-Hinton € o mais citado,
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outros meios bastante utilizados séo os meios de caseina e soja (TSA e TSB) e
0s meios sélidos ou liquidos Nutrient Broth/Agar e Luria-Bertani para bactérias
(Kaur e Kaur, 2010). Em relacdo aos fungos séo utilizados os meios solidos ou
liquidos de Sabourand dextrose (SDA e SDB), o meio sélido de batata e
dextrose (PDA) e o meio liquido com extracto de levedura (GYEPA) (Rauter et
al., 2004; Silva et al., 2008; Ostrosky et al., 2008).

Segundo Ostrosky e colaboradores (2008), varios estudos demonstram
a existéncia de substancias no meio de cultura que influenciam a sensibilidade
da avaliagcdo antimicrobiana: a timidina antagoniza a actividade de
sulfonamidas e trimetroprinas, conduzindo a um resultado falso de resisténcia a
tais compostos; o catidio Na® aumenta a actividade da bacitracina, do acido
fusidico e da novobiocina contra Staphylococcus spp. e da penicilina contra
Proteus spp.; os caties Mg?'e Ca** reduzem a actividade de aminoglicosideos
e de polimixinas contra Pseudomonas spp. e da tetraciclina contra diferentes

microrganismaos.

1.1.2.2.pH

O pH do meio de cultura deve ser compativel com o crescimento
microbiano e com a actividade e estabilidade das substancias estudadas. O
aumento da acidez do meio diminui a actividade antibacteriana de substancias
basicas como a estreptomicina, e por outro lado, provoca o0 aumento da
actividade de substéancias acidas como a penicilina (Pinto et al., 2003, citado
por Ostrosky et al., 2008).

Estudos efectuados por Li-Chang e colaboradores (2005, citado por
Ostrosky et al., 2008) avaliaram o efeito da variagdo da gama de pH (5-9) na
actividade antimicrobiana do extracto etandlico de propolis, tendo verificado
que o extracto exerceu um efeito bactericida em Staphylococcus aureus, apos

1,5 a 3 horas de incubacdo em pH 5 e 6, respectivamente.
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1.1.2.3.Condi¢des de incubacéao

A disponibilidade de oxigénio pode influenciar as condicdes de
crescimento dos microrganismos utilizados na avaliagdo da actividade
antimicrobiana considerando que esses microrganismos podem ser aerébios,
anaerobios ou anaerodbios facultativos (Jay, 2000; Ostrosky et al., 2008).

Em estudos de avaliacdo da actividade da estreptomicina em
Staphylococcus aureus pela técnica de macrodiluicdo, verificou-se que houve
pouca influéncia da disponibilidade de oxigénio (Ostrosky et al., 2008). Por
outro lado, Barry e Thornsberry (1991, citado por Ostrosky et al., 2008)
verificaram que deve ser evitada uma atmosfera com elevada concentracéo de
diéxido de carbono, uma vez que provoca o pH da superficie do meio de
cultura, sendo entdo capaz alterar o crescimento microbiano e, assim, afectar a
actividade antimicrobiana de algumas substancias.

A temperatura de incubacdo é um factor a ter em consideracdo na
avaliacao da actividade antimicrobiana. A incubacdo dos microrganismos deve
ser feita a 35-37 °C para o crescimento de bactérias e 25 a 27 °C para fungos.
No meétodo de difusdo as placas devem ser incubadas com o cuidado de se
manter uma temperatura homogénea na estufa. No método de diluicdo, as
condicbes de crescimento dos microrganismos nos tubos devem ser
semelhantes, existindo condigcbes que permitam a mesma temperatura e

agitacao (Ostrosky et al., 2008).

1.1.2.4.Caracteristicas do in6culo microbiano

A quantidade de in6culo microbiano influencia a susceptibilidade dos
extractos ou substancias em estudo. Assim, é essencial que haja padronizagao
do in6culo para cada método desenvolvido (Ostrosky et al., 2008).

Diferentes estudos apontam para valores entre 10° e 10° unidades
formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL). Existe igualmente uma
preocupacdo com a padronizacdo das condicbes de preparacdo do indculo,
devendo ser efectuada a partir de 4 ou 5 colonias da cultura do microrganismo
a testar para evitar seleccionar uma estirpe variante atipica. Apos o

crescimento das coldnias 16-18 horas em meio liquido apropriado, a cultura
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deve ser diluida. O ajuste da diluicdo pode ser efectuado utilizando como
padrdo de leitura a escala McFarland (0,5) ou ajustado através de leitura em
espectrofotometro (Ostrosky et al., 2008).

%.1.2.5.Condig6es para a avaliacdo de halos no méto do de difusdo em
agar

A espessura e a uniformidade do agar sao determinantes para uma boa
resolucado dos resultados. Deve-se controlar rigorosamente o volume de agar
transferido para a placa de Petri, e 0 meio de cultura deve ser distribuido de
modo a evitar formacéo de estrias superficiais e bolhas. Quando ocorrem halos
de pequenas dimensodes, o recurso utilizado € a diminui¢cdo do volume do meio,
0 que leva a diminuicdo a espessura do meio na placa (Pinto et al., 2003,
citado por Ostrosky et al., 2008).

1.1.3.Caracterizacdo de microrganismos utilizados n a avaliagdo da
actividade antimicrobiana

Os grupos de microrganismos estudados na avaliacdo da actividade
antimicrobiana sdo patogénicos, encontram-se envolvidos em toxinfec¢des de

origem alimentar ou podem estar presentes nos alimentos.

1.1.3.1.Bactérias Gram positivas
Bacillus cereus

As bactérias da espécie Bacillus cereus sdo bactérias Gram positivas,
possuem forma de bastonete, apresentam mobilidade e formam esporos.
Apresentam uma distribuicdo ubiquitaria na natureza, em especial no solo e em
plantas (Jay, 2000).

Estudos epidemiolégicos mostram que a maioria de surtos por
contaminagdo de alimentos ocorre em carne, leite em p0, arroz e em outros
produtos de origem vegetal (Doyle e Beuchat, 2007).

A producao de exotoxinas, determina o envolvimento de Bacillus cereus

em diversas toxinfec¢des alimentares (Jay, 2000).
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Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € um bastonete Gram positivo, aerdbio facultativo, ndo
patogénico, produtor de acido acético, formador de esporos, podendo ser
frequentemente isolado no solo (Jay, 2000).

Actualmente, Bacillus subtilis tem sido utilizado na elaboracdo de
probioticos compostos por Bacillus, em comparacdo com probioticos
compostos por bactérias lacticas. A principal vantagem da elaboracdo de
probidticos compostos por Bacillus reside na sua capacidade de esporular, o
que Ihes confere maior sobrevivéncia durante o transito ruminal. Além disso,
estes microrganismos multiplicam-se a uma taxa mais rapida do que a de
passagem gastrointestinal, ou seja, a da movimentagdo frequente dos
conteados ruminal e intestinal (peristaltismo). A ingestdo de quantidades
significantes de B. subtilis restabelece a flora microbiana normal,
principalmente apdés uso prolongado de antibidticos ou em condi¢cdes de
prevaléncia de diarreia. Preparacdes de probidticos de B. subtilis séo
comercialmente vendidas na maioria dos paises europeus, embora ainda seja

pouco compreendido seu beneficio terapéutico (Mazza, 1994).

Enterococcus faeccalis

Do género Enterococcus faz parte bactérias Gram positivas que se
dispbem aos pares e em curtas cadeias, e sao catalase negativos. A grande
resisténcia permite uma distribuicdo diversificada em solos, aguas, plantas,
microflora nativa de varios alimentos e como membros da microflora intestinal
de humanos e animais (Ferreira e Sousa, 2000).

Estes microrganismos foram considerados por muito tempo como
comensais, mas o0 aumento da severidade das infeccdes nosocomiais
causadas por enterococos multirresistentes a antimicrobianos e, a falta de
conhecimento sobre seus factores de viruléncia, geram insegurangca na
utilizacdo de espécies deste género na producdo de alimentos como culturas

fermentadoras e/ou probidticas (Ferreira e Sousa, 2000; Jay, 2006).
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Mais de 90% das infeccbes humanas enterocécicas sdo causadas por
Enterococcus faeccalis, sendo as restantes causadas por E. faecium (Paradella
et al., 2007).

Nos Estados Unidos estudos revelaram que as bactérias do género
Enterococcus tornaram-se 0 segundo grupo microbiano mais comum
observado em infecc¢des cirurgicas, infecgbes nosocomiais e do tracto urinério,

e a terceira mais comum infeccao hospitalar (d’ Azevedo et al., 2004).

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é um bastonete Gram positivo, anaerébio
facultativo, catalase positivo, oxidase negativo. Apresenta mobilidade a
temperatura ambiente e € uma espécie hemolitica (Ferreira e Sousa, 2000;
Jay, 2000).

E uma bactéria ubiquitaria, tendo sido isolada do meio ambiente e de
animais, incluindo o Homem. Varios estudos revelam que na populagédo
humana existe 1 a 5% de portadores assintomaticos (Jay, 2000; Doyle e
Beuchat, 2007; Montville e Matthews, 2008).

A maioria das infeccdes humanas parece estar associada ao contacto
com animais infectados, ingestdo de alimentos (leite, carnes, vegetais),
especialmente quando estes produtos sdo congelados. As infecgbes podem
constituir situacbes graves em grupos de risco como gravidas, criancas e

idosos (Doyle e Beuchat, 2007).

Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae e
compreende varias espécies, nomeadamente Staphylococcus aureus. S&o
cocos Gram positivos, imoveis, capsulados, normalmente agrupados em cacho
Jay, 2000; Doyle e Beuchat, 2007).

Em individuos saudaveis sdo encontrados na pele e nas fossas nasais,
no entanto podem causar infecgcbes graves na pele (foliculite, furtnculo),
pneumonia, meningite, endocardite, septicemia, entre outras. As doencas

causadas por Staphylococcus aureus podem ser devidas a invasao e lesdo dos
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tecidos ou resultar da accao das suas toxinas. As estirpes de S. aureus sao
agentes frequentes de infec¢des adquiridas em ambiente hospitalar (Ferreira e
Sousa, 2000).

A sua presenca nos alimentos resulta de contaminacdes cruzadas com
0os manipuladores, sendo utilizados como indicadores de higiene. As
intoxicac¢des alimentares resultam da producao de coagulase (enzima que pode
provocar a coagulacdo do plasma) ou de enterotoxinas estafilocécicas (Doyle e
Beuchat, 2007; Montville e Matthews, 2008).

1.1.3.2.Bactérias Gram negativas
Escherichia coli

As bactérias da espécie Escherichia coli sdo bastonetes Gram
negativos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae, encontradas no tracto
intestinal de seres humanos e animais, e fazem parte da microflora nativa,
embora estejam relacionadas com diversas infeccdes (Ferreira e Sousa, 2000).

Na é&rea alimentar € um dos indicadores mais fiaveis de contaminagéo
de origem fecal, sendo importante para o controlo da higiene dos géneros
alimenticios (Jay, 2000).

Escherichia coli apresenta grande diversidade patogénica por
produzirem enterotoxinas e sao classificadas em cinco categorias
(enteroxigénica - ETEC, enteroinvasora - EIEC, enteropatogénica - EPEC,
enterohemorragica - EHEC e enteroagregativa - EaggEC) de acordo com o
grau de invasao celular, causando enterites e gastroenterites por mecanismos
diferentes. E ainda considerada a causa mais comum de infec¢do no tracto
urindrio, meningite, e outras infec¢cbes extra-intestinais e a infeccdes
hospitalares (Jay, 2000; Doyle e Beuchat, 2007; Montville e Matthews, 2008).

Salmonella spp.

As Dbactérias do género Salmonella pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Sao bactérias Gram negativas em forma de bastonete,

anaeroObias facultativas e ndo facultativas formam esporos. A maioria das
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salmonelas € moével por flagelos, ocorrendo estirpes moveis e estirpes nao
moveis, como resultado de flagelos disfuncionais (Montville e Matthews, 2008).

As bactérias do género Salmonella encontram-se presentes, de uma
forma geral, no meio ambiente. A maioria dos casos de salmonelose resulta da
ingestdo de alimentos e de agua contaminada ou por contacto fecal-oral. S.
enteritidis encontra-se presente, geralmente, em pequenas quantidades, no
tracto gastrointestinal de muitos mamiferos e aves (Jay, 2000).

A nomenclatura dos diferentes sorétipos € uma questdo em aberto, sendo
efectuada com recurso a caracterizacdo da estrutura antigénica das estirpes e
utiliza-se o0 nome do serotipo como sendo o nome da espécie (Salmonella
typhi, Salmonella paratyphi A) (Montville e Matthews, 2008).

1.1.3.3.Fungos

Os fungos sdo microrganismos eucariontes, heterotréficos, aerdbios e
reproduzem-se por esporos assexuados e/ou sexuados. Sao seres Vivos
ubiquitarios, morfologicamente unicelulares (leveduras) ou pluricelulares
(fungos filamentosos). Sobre a classificacdo dos fungos ainda existem
diferentes opinides, segundo Ferreira e colaboradores (2010) as principais
classes dos fungos verdadeiros (Eumicota) séo: Citridiomicetes, Zigomicetes,
Ascomicetes, Arciascimicetes, Basidiomicetes e Deuteromicetes (Fungi
imperfecti).

Os fungos podem ser, maioritariamente, patogénicos para 0 Homem,
para as plantas ou terem uma vasta aplicagdo na é&rea alimentar. Neste
contexto, a sua utilizagdo em estudos de actividade antimicrobiana é da maior
importancia, uma vez que a disponibilidade de substancias antifingicas € muito
menor que a de substancias antibacterianas.

Uma das é&reas de interfase entre a area alimentar e a patologia
humana, reside no facto de algumas espécies de fungos filamentosos
produzirem metabolitos secundarios com propriedades toxicas, designados
como micotoxinas, responsaveis por micotoxicoses (Santos et al., 1998;

ICMSF, 2000). Por exemplo, as aflatoxinas sédo produzidas por trés espécies de
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Aspergillus, as fumonisinas sdo produzidas por trés espécies de Fusarium e o
acido penicilico é produzido por Penicillium autogriseum.

Os problemas com micotoxinas também surgem na alimenta¢do animal,
especialmente com o desenvolvimento das técnicas de aprovisionamento de
alimentos. Sendo a alimentacdo animal constituida por oleaginosas, cereais e
0s seus derivados, a contaminacao por fungos como Aspergillus, Fusarium e
Penicillium, coloca questdes de seguranca devido a producédo de micotoxinas e
a contaminacado de racdes para animais (Santos et al., 1998; Doyle e Beuchat,
2007; Montville e Matthews, 2008).

No Homem alguns fungos s&@o principalmente dermatdfitos. Entre as
leveduras, Candida albicans € responsavel por infec¢cbes cutaneas e das
mucosas. As infeccbes por Aspergillus ocorrem com bastante frequéncia em
pessoas com problemas imunolégicos, sendo responsaveis por infeccdes
brébnquicas, embora também possa afectar o sistema nervoso e o tracto
gastrointestinal (Talaro—Talaro, 2002).

A podriddo cinzenta € uma doenca fungica de importancia mundial na
cultura de diversas plantas. A espécie Botrytis cinerea € a mais frequentemente
associada a varias culturas, efectuadas em campo ou em estufa, ou mesmo ja
em camaras de armazenamento. A podriddo cinzenta causa prejuizos
estéticos, qualitativos e quantitativos e pode estar associada a diferentes
espécies do género Botrytis (Jay, 2000; Doyle e Beuchat, 2007; Montville e
Matthews, 2008).

1.2.Avaliacao de actividade antimicrobiana de plant as

medicinais e aromaticas

Estima-se que ha 250.000 a 500.000 espécies de plantas na Terra. Uma
percentagem relativamente pequena (1-10%) das quais s&o utilizadas como
alimentos pelos seres humanos e outras espécies animais ou sao utilizadas
para fins medicinais (Cowan, 1999).

As plantas tém uma capacidade quase ilimitada para sintetizar

substancias aromaticas, a maioria dos quais sao fendis ou seus derivados.
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Estas substancias sdo na maioria metabolitos secundarios, dos quais pelo
menos 12.000 foram isolados (10% do total). Em muitos casos, essas
substancias servem como mecanismos de defesa das plantas contra a
predacdo por microrganismos, insectos e herbivoros. Alguns, como os
terpendides, sédo responsaveis pelos odores, outros (quinonas e taninos) sao
responsaveis pela pigmentacdo da planta. Muitos compostos sdo responsaveis
pelos aromas da planta como é o caso das ervas aromaticas e especiarias, de
utilizacao culinaria ou medicinal (Cowan, 1999).

As propriedades das plantas medicinais e aromaticas e dos seus
extractos sdo conhecidos desde a antiguidade, mas a caracterizagcdo destas
propriedades comecgou no inicio do século XX (Dorman e Deans, 2000). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
“todo e qualquer vegetal que possui, num ou mais Orgaos, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de
farmacos semi-sintéticos” (Veiga et al., 2005).

Recentemente, a aceitacdo da medicina tradicional como uma forma
alternativa de cuidados de saude e o desenvolvimento da resisténcia
microbiana aos antibioticos disponiveis levou a investigacdo da actividade
antimicrobiana de plantas medicinais. Durante as duas Ultimas décadas, foi
feito um grande esfor¢o para descobrir compostos quimicos de origem vegetal
com actividade antibacteriana ou antifUngica. As plantas medicinais com
potencial antimicrobiana representam uma vasta fonte inexplorada de produtos
farmacéuticos e é necessaria mais exploracdo desses mesmos compostos que
podem ser Uteis para o tratamento de doencas infecciosas, tanto em plantas e
seres humanos e simultaneamente para a prevencdo de muitos efeitos que
estdo, frequentemente, associados aos antimicrobianos sintéticos (Das et al.,
2010).

A avaliacdo de uma substancia antimicrobiana de origem vegetal, inicia-
se com avaliacdo bioldgica completa de extractos vegetais para assegurar
eficacia e seguranca, seguida pela identificacdo de principios activos,
formulagbes de dosagem, eficacia e farmacocinética do perfil do novo

medicamento.
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1.2.1.Extractos vegetais

A qualidade do extracto da planta depende do material vegetal, que tem
de ser quantifichAvel para estabelecer uma variagdo admissivel desse
componente, da escolha dos solventes e do método utilizado (Das et al., 2010).
Frequentemente procura-se isolar os componentes do extracto de modo a
obter um principio activo especifico. No entanto, a conjugacdo de diversos
componentes pode ser necessaria para garantir a eficacia do extracto em
estudo (Das et al., 2010).

Os extractos podem ser obtidos de varias partes da planta, como por
exemplo, do caule, folhas, flores, rizoma, entre outras.

Existem véarias metodologias descritas para a preparacdo de extractos
vegetais, visando o isolamento de seus constituintes quimicos. No entanto, o
sucesso da determinacdo de compostos biologicamente activos a partir de
material vegetal esta dependente do tipo de solvente utilizado no processo de
extraccdo. As propriedades de um bom solvente em extrac¢gbes de plantas
incluem baixa toxicidade, facilidade de evaporacdo a baixa temperatura,
promocao da rapida absorcéao fisiologica do extracto, a accao de conservacao e
incapacidade do extracto se dissociar. Como o produto final na extraccdo
deverd conter vestigios de solvente residual, o solvente deve ser ndo-toxico e
nao deve interferir com o bioensaio. A escolha também vai depender dos
compostos-alvo a serem extraidos. A triagem inicial de plantas para possivel
actividade antimicrobiana comeca tipicamente utilizando o alcool em bruto e
pode ser seguido por varios métodos de extraccdo com um solvente organico
(Das et al., 2010).

A agua é um solvente universal, usado para extrair da planta produtos
com actividade antimicrobiana. No entanto, os extractos vegetais extraidos com
solventes organicos permitram dar mais consisténcia a actividade
antimicrobiana em relacdo aos extractos aquosos. Segundo Das e
colaboradores (2010) foram avaliados 20 solventes diferentes, tendo sido
verificado que o cloroférmio foi o melhor solvente para a extraccdo de
compostos biologicos activos néo-polares. Uma vez que quase todos os

compostos antimicrobianos de plantas identificados sdo compostos aromaticos
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saturados ou compostos organicos, sdo muitas vezes obtidos através do etanol
ou metanol na extracg&o inicial. No mesmo estudo foi considerado que a
maioria dos solventes usados para investigacdes preliminares da actividade
antimicrobiana de plantas é o metanol, o etanol e a agua.

Um dos métodos que se considera ser o mais adequado para a analise
quimico-farmacolégica é a preparacdo de um extracto hidroalcodlico
(etanol/agua 50/50, v/v). Este extracto é analogo as tinturas realizadas na
cultura popular, onde se misturam as partes activas das plantas com bebidas
alcoolicas. Caso o0 extracto apresente efeitos bioldgicos de interesse, deve-se
proceder a um método sistematico de estudo. Neste caso, o solvente mais
adequado para obtencdo do extracto bruto é o metanol, pois possibilita a
extraccdo de um maior numero de compostos. Posteriormente, este extracto
deve ser submetido a um processo de particdo liquido-liquido, com solventes
de polaridades crescentes, como hexano, diclorometano, acetato de etilo e
butanol, visando uma semi-purificacdo das substancias através de suas
polaridades. Outros solventes de polaridades similares também podem ser
utilizados. No sentido de localizar os principios activos, todos os extractos
semi-puros devem ser testados e aquele que apresentar efeito biolégico de
interesse, devera ser submetido aos procedimentos cromatograficos para o

isolamento e a purificacdo dos compostos (Filho e Yunes, 1998).

1.2.2.0leos essenciais

As especiarias e ervas aromaticas sao usadas ha milhares de séculos,
por muitas culturas para melhorar o sabor e aroma dos alimentos. As primeiras
civilizacbes reconheceram, também, a importancia de usar especiarias e ervas
aromaticas para conservacdo de alimentos e para tratamentos medicinais.
Tendo em consideragcdo todo o conhecimento empirico, tornou-se relevante
avaliar os efeitos antimicrobianos e caracteristicas medicinais de muitas das

especiarias e ervas aromaticas usadas actualmente (Ceylan e Fung, 2004).
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Os compostos antimicrobianos em especiarias e ervas aromaticas sao
encontrados, principalmente, na fraccdo do 6leo essencial (Ceylan e Fung,
2004).

Os Oleos essenciais (EO) séo liquidos aromaticos provenientes de
hidrocarbonetos obtidos a partir de material vegetal (como por exemplo, flores,
brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutas e raizes).
Julga-se que o termo 0leo essencial deriva do nome inventado pelo reformador
suico de medicina, Paracelsus Von Hohenheim. Estima-se que sdo conhecidos
3000 EO, dos quais cerca de 300 sao comercialmente importantes, destinando-
se principalmente para os sabores e aromas (Silva, 2010). A produc¢édo de EO
esteve desde sempre associado a farmécias, no entanto o seu uso nao foi
generalizado na Europa até ao século XVI (Burt, 2007). A utilizacdo do Oleo da
arvore do cha, com poderes anti-sépticos para fins medicinais, encontra-se
documentada desde a colonizacdo da Australia, no final do século XVIII
(Carson e Riley, 1993).

Os EO possuem componentes que séo volateis a temperatura ambiente,
derivam, na maioria das vezes, do metabolismo secundario, onde sao
produzidos e armazenados em estruturas secretoras préprias formadas nas
folhas, flores, ramos/caules ou raizes de diversas espécies (Burt, 2007,
Kamatou et al., 2007).

Os EO possuem caracteristicas lipofilicas, soluveis em lipidos e alcoois,
podendo, em alguns casos, ser facilmente oxidados por exposicéo a luz e em
outros casos extremamente volateis. Assim, 0 armazenamento devera ser
realizado em embalagens herméticas e escuras para ndo haver alteracfes na
sua composicdo. Os oOleos sdo normalmente extraidos de plantas por
processos especificos, sendo dotados de aroma forte quase sempre agradavel
(Burt, 2007; Coelho, 2009).

Segundo Van de Braak e Leijten (1999, citado por Burt, 2007) os EO
podem ser obtidos por diversos meios, nomeadamente fermentacdo e por
extraccdo. Na extraccdo, o método de destilacdo a vapor é o mais utilizado
para a producdo comercial de EO, uma vez ser também o mais antigo. A
destilagéo foi usada pela primeira vez no Oriente (Egipto, india e Pérsia) ha

mais de 2000 anos atras e foi melhorado no século I1X pelos povos arabes. O
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primeiro relato escrito auténtico de destilacdo de 6leos essenciais € atribuida a
um meédico cataldo Villanova (1235-1311) (Burt, 2007).

Como referido anteriormente, a destilagdo a vapor é 0 método
comercialmente mais utilizado para a producéo de EO. No entanto, método de
extraccdo por dioxido de carbono liquido sob baixas temperatura ou alta
pressdo produz um perfil mais natural e com melhores caracteristicas tanto
organolépticas como antimicrobianas, mas muito mais caro. Facto este
confirmado pelo estudo comparativo entre a extraccdo de EO da erva-do-cha
com hexano e pelo método a vapor. Verifica-se que os compostos extraidos
com hexano apresentam maior actividade antimicrobiana do que com o método
a vapor (Burt, 2007).

De acordo com varios estudos quimicos verifica-se que 0s terpenos sao
0S principais compostos responsaveis pela aplicacdo medicinal, culinaria ou
cosmeética das plantas medicinais e aromaticas (Dorman e Deans, 2000). Em
alguns casos os terpenos das esséncias, que sao hidrossolluveis, tem maior
capacidade antibacteriana que outros (Silva, 2010).

As propriedades antimicrobianas dos Oleos essenciais, a forma de
actuacdo e suas aplicagbes tém sido uma é&rea de investimento a nivel da
investigacdo, resultado do regresso a técnicas tradicionais para controlo do
desenvolvimento microbiano em animais e alimentos, especialmente em paises
industrializados (Dorman e Deans, 2000).

Actualmente na Unido Europeia (UE) a maior utilizacdo de EO é
direccionada para a alimentagdo (como aromas), para perfumes (fragrancias e
aftershaves) e para a area farmacéutica (pelas suas propriedades funcionais)
(Burt, 2007). Relativamente a outras utilizacbes dos EO, sabe-se que 0 seu uso
em aromaterapia constitui pouco mais de 2% do mercado total. A actividade
antibacteriana de 6leos essenciais e 0s seus componentes sdo exploradas em
diversos produtos como anti-sépticos (Cox et al., 2000) ou suplementos para

alimentacdo animal em lactacéo (Burt, 2007).
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1.2.3.Avaliacdo da actividade antimicrobiana de ext  ractos vegetais e 6leos
essenciais

1.2.3.1.Avaliacdo da actividade antimicrobiana de e  xtractos vegetais

Os principais grupos de compostos antimicrobianos foram descritos num
trabalho de revisdo de Cowan (1999). As compilaces dos estudos efectuados
entre os anos 70 e 90 encontram-se na Tabela I.

Apesar dos estudos sobre a aplicacdo das plantas ou dos seus extractos
serem tao antigos quanto o conhecimento do Homem e das suas actividades
medicinais ou culinarias, todo o século XXI tem sido marcado pelo
aprofundamento de estudos utilizando as plantas para ar resposta a muitos dos
problemas e questdes que se colocam a nossa sociedade actual. Neste sentido
efectuou-se um levantamento dos estudos desenvolvidos nos ultimos cinco
anos em extractos vegetais, dando relevo ao tipo de actividade antimicrobiana
analisada e a area de aplicacao (Tabela II).

Nos estudos efectuados observou-se uma maior incidéncia sobre a
avaliacdo de actividade antibacteriana e apenas um dos trabalhos

desenvolvidos perspectivava uma aplicacao alimentar.

1.2.3.2.Avaliacéo da actividade antimicrobiana  de 0leos essenciais

Os testes e avaliagbes da actividade antimicrobiana dos Oleos
essenciais podem ser dificultados pela volatilidade do 6leo, sua insolubilidade
em agua e sua complexidade quimica. Tais dificuldades tornam os resultados
disponiveis na literatura, dificeis de comparar. Por outro lado, os métodos
usados sdo muito diversificados. Assim, concluiu-se que alguns factores devem
ser levados em consideracdo, tais como: a técnica usada, o meio de cultura,
concentracdo do indculo, o 6leo essencial e do soluto utilizado. Portanto, para a
realizacdo de testes que visam verificar a actividade antimicrobiana de o6leos
essenciais, € necessario definir e adoptar uma metodologia adequada e bem

padronizada (Nascimento et al., 2007).
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Tabela | - Principais grupos de compostos antimicro

bianos de plantas

Common name Scientific name Compound Class Activity!
Alfalfa Medicago sativa ? Gram-positive organisms
Allspice Pimenta divica Eugenol Essential oil General
Aloe Aloe barbadensis, Latex Complex mixture Corvnebacterium, Salmonella,

Aloe vera Streptococcus, S. aureus
Apple Malus sylvestris Phloretin Flavonoid derivative General
Ashwagandha Withania somnifernm ~ Withafarin A Lactone Bacteria, fungi
Aveloz Euphorbia tirucalli ? 8. aureus
Bael tree Aegle marmelos Essential oil Terpenoid Fungi
Balsam pear Momordica charantia 7 General
Barberry Berberis vulgaris Berberine Alkaloid Bacteria, protozoa
Basil Ocimum basilicum Essential oils Terpenoids Salmonella, bacteria
Bay Laurus nobilis Essential oils Terpenoids Bacteria. fungi
Betel pepper Piper betel Catechols, eugenol Essential oils General
Black pepper Piper nigrum Piperine Alkaloid Fungi, Lactobacillus,
Micrococeus, E. coli.
E. faecalis
Blueberry Vaccinium spp. Fructose Monosaccharide E. coli
Brazilian pepper tree  Schinus terebinthifolius ~ Terebinthone Terpenoids General
Buchu Barosma setulina Essential oil Terpenoid General
Burdock Arctium lappa Polyacetylene, tannins,  Bacteria, fungi, viruses
terpenoids
Buttercup Ranunculus bulbosus  Protoanemonin Lactone General
Caraway Carum carvi Coumarins Bacteria, fungi, viruses
Cascara sagrada Rhamnus purshiana Tannins Polyphenols Viruses, bacteria, fungi
Anthraquinone

Cashew Anacardium pulsatille  Salicylic acids Polyphenols P. acnes

Bacteria. fungi
Castor bean Ricinus communis ? General
Ceylon cinnamon Cinnamomum verum: Essential oils, Terpenoids, tannins General

others

Chamomile

Chapparal

Chili peppers,
paprika

Clove

Coca

Cockle

Coltsfoot
Coriander, cilantro
Cranberry

Dandelion
Dill
Echinacea
Eucalyptus
Fava bean
Gamboge
Garlic
Ginseng

Glory lily
Goldenseal

Gotu kola
Grapefruit peel

Matricaria chamomilla

Larrea tridentata
Capsicum annuim

Svzygium aromaticum
Erythroxylum coca

Agrostemma githago
Tussilago farfara
Coriandrum sativiem
Vaccinium spp.

Taraxacum officinale
Anethum graveolens
Echinaceae
angustifolia
Eucalyptus globulus

Vicia faba
Garcinia hanburyi
Allivm sativiem
Panax notoginseng

Gloriosa superba
Hydrastis canadensis

Centella asiatica
Citrus paradisa

Anthemic acid

Nordihydroguai-
aretic acid
Capsaicin

Eugenol
Cocaine

]
a9
9

Fructose
Other

a9

Essential oil
=

Tannin

Fabatin

Allicin, ajoene

Colchicine
Berberine,
hydrastine

Asiatocoside

Phenolic acid

Coumarins
Lignan

Terpenoid

Terpenoid
Alkaloid

Monosaccharide

Terpenoid

Polyphenol
Terpenoid

Thionin

Resin

Sulfoxide

Sulfated terpenoids
Saponins

Alkaloid
Alkaloids

Terpenoid
Terpenoid

M. tuberculosis, S. typhi-
murium, S. aureus,
helminths

Viruses

Skin bacteria

Bacteria

General

Gram-negative and -positive
cocci

General

General

Bacteria, fungi

Bacteria

C. albicans, S. cerevisiae
Bacteria
General

Bacteria, viruses

Bacteria
General
General

E. coli, Sporothrix schenckii,
Staphylococcus, Tricho-
phyton

General

Bacteria, Giardia duodenale,
trypanosomes

Plasmodia

M. leprae

Fungi

Retirado de Cowan (1999)
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Tabela | (continuacéo) - Principais grupos de compo

stos antimicrobianos de plantas

Common name Scientific name Compound Class Activity?

Green tea Camellia sinensis Catechin Flavonoid General

Shigella

Vibrio

5. mutans

Viruses
Harmel, rue Peganum harmala ? Bacteria, fungi
Hemp Cannabis sativa B-Resercyclic acid Organic acid Bacteria and viruses
Henna Lawsonia inermis Gallic acid Phenolic 8. aureus
Hops Humulus lupulus Lupulone, humulone  Phenolic acids General

— (Hemi)terpenoids
Horseradish Armoracia rusticana Terpenoids General
Hyssop Hyssopus officinalis — Terpenoids Viruses
(Japanese) herb Rabdosia trichocarpa Trichorabdal A Terpene Helicobacter pylori
Lantana Lantana camara ? General
— Lawsonia Lawsone Quinone M. tberculosis
Lavender-cotton Santolina charmae- ? Gram-positive bacteria,
CYparissus Candida
Legume (West Millettia thonningii Alpinumisoflavone Flavone Schistosoma
Africa)
Lemon balm Melissa officinalis Tannins Polyphenols Viruses
Lemon verbena Aloysia triphylia Essential oil Terpenoid Ascaris
? E. coli, M. tuberculosis,

Licorice

Lucky nut, yellow
Mace, nutmeg
Marigold
Mesquite
Mountain tobacco
Oak

Olive oil
Onion
Orange peel
Oregon grape

Pao d’arco
Papaya

Pasque-flower

Peppermint

Periwinkle

Peyote

Poinsettia

Poppy

Potato

Prostrate knotweed

Purple prairie clover

Quinine

Rauvolfia, chandra

Rosemary

Sainfoin

Sassafras

Savory

Senna

Smooth hydrangea,
seven barks

Snakeplant

St. John’s wort

Sweet flag, calamus

Tansy

Tarragon

Glycyrrhiza glabra
Thevetia peruviana
Muristica fragrans
Calendula officinalis
Prosapis juliflora
Amica montana
Quercus rubra

Olea europaeq
Allium cepa
Citrus sinensis
Mahonia aguifolia

Tabebuia
Carica papaya

Anemone pulsatilla
Mentha piperita

Vinca minor
Lophophora williamsii
Euphorbia pulcherrima
Papaver somniferum
Solanum tuberosum
Polygonum aviculare
Petalosternum
Cinchona sp.
Rowvolfia serpentina
Rosmarinus officinalis
Onobrychis viciifolia
Sassafras albidum
Satureja montana
Cassia angustifolia
Hydrangea arborescens

Rivea corymbaosa
Hypericum perforatum
Acorus calamus
Tanacetum vulgare
Artemisia dracunculus

Glabrol

7

7

T

7

Helanins

Tannins

Quercetin (available
commercially)

Hexanal

Allicin

2

Berberine

Sesquiterpenes
Latex

Anemonins
Menthol
Reserpine
Mescaline

?

Opium

7

?
Petalostemumol
Quinine
Reserpine
Essential oil
Tannins

?

Carvacrol
Rhein

?
7

Hypericin, others
?

Essential oils

Caffeic acids,
tannins

Phenolic alcohol

Lactones
Polyphenols
Flavonoid

Aldehyde
Sulfoxide
Terpenoid
Alkaloid

Terpenoids

Mix of terpenoids.
organic acids,
alkaloids

Lactone

Terpenoid

Alkaloid

Alkaloid

Alkaloids and others
Flavonol

Alkaloid

Alkaloid

Terpenoid
Polyphenols

Terpenoid
Anthraquinone

Anthraquinone

Terpenoid
Terpenoid

Polyphenols

S. aureus
S. auwreus, M. tuberculosis
Plasmodium
General
Bacteria
General
General

General

Bacteria, Candida
Fungi

Plasmodium
Trypansomes, general
Fungi

General

Bacteria
General
General
General
General
General
Bacteria, fungi
General
Bacteria, fungi
Plasmodium spp.
General
General
Ruminal bacteria
Helminths
General

8. aureus
General

General

General

Enteric bacteria
Helminths, bacteria
Viruses, helminths

Retirado de Cowan (1999)
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Tabela | (continuacéo) - Principais grupos de compo

stos antimicrobianos de plantas

Common name Scientific name Compound Class Activity?
Thyme Thymus vulgaris Caffeic acid Terpenoid Viruses, bacteria, fungi
Thymol Phenolic alcohol
Tannins Polyphenols
— Flavones
Tree bard Padocarpus nagi Totarol Flavonol P. acnes, other gram-posii
bacteria
Nagilactone Lactone Fungi
Tua-Tua Jatrapha ? General
gossyphiifolia
Turmeric Curcuma longa Curcumin Terpenoids Bacteria, protozoa
Turmeric oil
Valerian Valeriana officinalis Essential oil Terpenoid General
Willow Salix alba Salicin Phenolic glucoside
Tannins Polyphenols
Essential oil Terpenoid
Wintergreen Gardtheria Tannins Polyphenols General
procumbens
Woodruff Galium odoratum — Coumarin General
Viruses
Yarrow Achillea millefolium 2 Viruses, helminths

Yellow dock

Rurnex crispus

E. coli, Salmonella,
Staphylococcus

Retirado de Cowan (1999)
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Tabela Il - Estudo de avaliacdo da actividade antim

icrobiana em extractos vegetais

Ano/Autor

Planta em estudo

Actividade
antimicrobiana

Aplicacbes

Fernandes et al., 2005

Michelin et al., 2005

Duraipandiyan et al., 2006

Gur et al., 2006

Al-Bakri et al., 2007

Nogueira et al. 2007

Ushimaru et al., 2007

Magro et al., 2008

Rosa et al., 2008

Costa et al., 2009

Itako et al., 2009

Palmeira et al., 2009

Valarmathy et al., 2010

Omer et al., 2011

Plathymenia reticulata
Hymenaea courbaril

Artemisia absinthium L.
Mentha pulegium L.

Punica granatum L.
Xanthosema violaceum Schott
Syzygium cuminii L.

Plantas indianas

Rhizoma Curcumae longae
Rhizoma zingiberis
Semen lini

Hypericum triquetrifolium
Ballota undulata
Ruta chalepensis

Extracto de propdlis

Caryophyllus aromaticus

Achillea millefolium Brassica
oleracea var. capitata

Cyperus rotundus Plectranthus
barbatus Porophyllum ruderale
(jacq.) cass

Sonchus oleraceus

Achillea Millefolium

Brassica oleracea var. capitata
Cyperus rotundus
Plectranthus barbatus

Porophyllum ruderale (jacq.) Cass

Sonchus oleraceus

Rosmarinus officinalis Linn
Syzygium cumini Linn

Achillea millefolium Artemisia
amphorata

Cymbopogon citratus Rosmarinus

officinalis
Anadenanthera macrocarpa

Moringa oleifera

Musa paradisiaca Azardiratica
indica (Neem), Cynodon
dactylon(Grass), Alternanthera

sessilis (Ponnangkani), Anisochilus

carnosus

Commiphora myrrha

Antibacteriana e
antifingica

Antibacteriana e
antifingica

Antibacteriana

Antifingica

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antifingica

Actividade protectora

Antifingica

Antifingica

Antibacteriana

Antibacteriana
Antifingica

Controlo microbiano

Novas terapias para
doengcas infecciosas

Medicinal

Medicina dentéria

Conservagéo de
produtos alimentares

Aplicacdo em
fitocosméticos com
propriedade
fotoprotetora

Tratamento de
infecgOes fungicas

Agricultura

Medicinal

Conservagéo de
produtos alimentares
e/ou medicinal
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Na Tabela Il verifica-se que a maioria dos estudos efectuados nos
altimos cinco anos, incidem sobre a avaliagdo de actividade antibacteriana e
apenas dois dos trabalhos desenvolvidos perspectivam uma aplicagéo
alimentar. Alias estas abordagens sdo muito semelhantes as verificadas para

0s extractos vegetais (Tabela Il).

1.2.3.2.1.Mecanismo de acg¢do antimicrobiana

Embora seja reconhecida a importancia das propriedades
antimicrobianas dos 6leos essenciais e dos seus componentes, 0 mecanismo
de accao néo se encontra completamente esclarecido (Lambert et al., 2001).
Considerando o grande numero de diferentes grupos de compostos quimicos
presentes no EO, é mais provavel que a sua actividade antibacteriana ndo seja
atribuivel a um mecanismo especifico, mas a varios alvos na célula (Carson et
al., 2002).

De acordo com a Figura 1, na célula bacteriana os locais de accéo para
0s componentes de produtos naturais sdo0 a membrana citoplasmatica, onde
pode ocorrer desagregacdo das proteinas membranares, destabilizacdo da
forca motriz de protdes e do fluxo de electrdes, alteracdes do transporte activo

e coagulacéo do conteudo da célula (Burt, 2007; Silva, 2010).

Coagulagio Praton Farga

— FF' —__ Matriz
[/ /Fuga de —
I .'f: constituintes .I'II ") VY \
| || citaplasmaticas:
\ | |\ metabdlitos e Citoplasma Iy

/ B
Parede celular 1T T ﬁh\}l\ﬁemhrﬁna ’
¢ citoplasmatica
Prateinas de membrana

Figura 1 - Locais de ac¢cdo de compostos naturais na célula bacteriana.
Retirado de Silva, 2010
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Tabela Il - Estudos de avaliagdo da actividade ant

essenciais

imicrobiana em 6leos

Ano/Autor

Planta em estudo

Actividade

antimicrobiana

Aplicacéo

Prabuseenivasan et al., 2006

Sabulal et al,. 2006

Vasinauskiene et al., 2006

Ferronatto et al,. 2007

Nogueira et al., 2007

Chanthaphon et al., 2008

Chitravadivu et al., 2009

Stieven et al., 2009

Mihajilov-Krstev et al., 2010

Abdoul-Latif et al., 2010

Kaur et al., 2010

21 Plantas diferentes

Xanthomonas vesicatoria

Amomum cannicarpum

Baccharis dracunculifoli

Baccharis uncinella

Extracto de propdlis

Citrus spp.

Plantas medicinais do sul da

india

Eugenia pyriformis

Satureja hortensis L.

Jasminum sambac

Woodfordia fruticosa

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antifingica

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antifingica

Antibacteriana

Antifingica

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antifingica

Antibacteriana

Suplemento antibacteriano

Agricultura

Medicinal

Medicinal

Medicina dentaria

Conservacao de produtos alimentares

Conservacao de produtos alimenticios

Medicinal
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Uma outra caracteristica importante, responsavel pela accao
antimicrobiana que 0s Oleos essenciais apresentam, € a composicdo em
componentes hidrofébicos que permitem a separacao dos lipidos da membrana
celular, desintegrando as estruturas e tornando-as mais permeaveis (Silva,
2010).

Apés alguns estudos verificou-se que nem todos estes mecanismos sdo
alvos separados, alguns sédo afectados como consequéncia da faléncia de
outro mecanismo (Burt, 2007).

A estrutura quimica dos componentes individuais dos EO afecta o modo
de accédo da actividade antibacteriana. Sabe-se que a presenca do grupo
hidroxilo é importante, no entanto a sua posicdo no anel ndo influencia
significativamente o grau de actividade antimicrobiana (Burt, 2007).

Dois possiveis mecanismos tém sido sugeridos pelo qual os
hidrocarbonetos ciclicos podem actuar sobre as bactérias. Os hidrocarbonetos
lipofilicos podem acumular-se na bicamada lipidica e distorcer a interaccdo
proteina-lipidos ou, em alternativa, haver uma interaccdo directa dos
compostos lipofilicos com partes hidrofobicas da proteina (Burt, 2007).

O carvacrol e timol sdo substancias com estruturas semelhantes e que
parecem tornar a membrana permeavel. Ambos os compostos desintegram a
membrana externa de bactérias Gram negativas libertando o0s
lipopolissacarideos e aumentando a permeabilidade da membrana
citoplasmatica ao ATP (Silva, 2010).

Nem todas as bactérias demonstram a mesma sensibilidade
antimicrobiana aos compostos naturais. As bactérias Gram negativas séo
menos susceptiveis a accdo de substancias antibacterianas, uma vez que
possuem uma membrana externa na parede celular, que limita a difusdo de
compostos hidrofébicos através dos lipopolissacarideos. No entanto, um estudo
testou 50 EO comercialmente disponiveis e demonstrou ndo houver diferencas
significativas de susceptibilidade, apds 24 horas, entre microrganismos Gram
positivos e Gram negativos, além de que o efeito inibitorio foi muito mais
intenso as 48 horas com bactérias Gram negativas do que com bactérias Gram
positivas (Burt, 2007).
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Outro factor que pode afectar a capacidade antimicrobiana € o facto de o
Oleo ser recentemente destilado ou ndo. As avaliacdes de 6leos recentemente
destilados demonstraram que as bactérias Gram positivas sdo mais

susceptiveis (Burt, 2007).

1.3.Avaliacao da actividade antimicrobiana em compo  stos de

sintese

Com o desenvolvimento de novas técnicas espectroscopicas, 0S
quimicos organicos tém conseguido elucidar rapidamente estruturas
moleculares complexas de constituintes naturais, até ha pouco tempo dificeis
de serem identificados. A cada momento sao relatadas na literatura novas
moléculas, algumas de relevante ac¢do farmacologica, como por exemplo o
taxol, a forscolina, a artemisinina, entre outros (Filho e Yunes, 1998). Deste
modo, com o desenvolvimento da quimica organica e da tecnologia industrial
possibilitou a analise, isolamento, aperfeicoamento e sintese dos principios
activos das plantas (Junior e Vizotto, 1996).

No actual enquadramento tedrico foi dado relevo ao trabalho realizado
pelo grupo de Rauter e colaboradores do Centro de Quimica e Bioquimica
(CQB) da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa (FCUL).

A sintese de compostos bioactivos derivados de acucares tem
constituido um dos principais objectivos de Rauter e colaboradores do Centro
de Quimica e Bioguimica (CQB) da FCUL: desenvolvimento da sintese de
pseudo-C-nucledsidos, como por exemplo a do analogo a choudomicina, um
antibiotico com actividade antitumoral; sintese de varios compostos com
possivel interesse em agroquimica, nomeadamente novos agentes antifingicos
ou insecticidas derivados da D-glucose; desenvolvimento da sintese dos
precursores glucidicos dos antibidticos amipurimicina e mi-haramicina,
produtos naturais que sao potentes inibidores de fungos patogénicos das
culturas do arroz, estando em curso a investigagéo da sua sintese total.

Ainda dentro da linha de investigacdo, a introducdo regio- e

estereosselectiva de cadeias ramificadas em derivados da D-glucose
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conduziram a sintese de acucares analogos aos constituintes dos referidos
antibiéticos. Assim, foram concebidas e sintetizadas novas moléculas com
interesse medicinal inibidoras de espécies de Bacillus, de Listeria
monocytogenes e de Enterococcus faecalis, bem como novos compostos
derivados de acuUcares, apresentando uma actividade anticolinesterasica
significativa, com potencial interesse para o tratamento de doencas
neurodegenerativas. Foram também implementadas novas metodologias de
sintese de derivados desoxigenados, algumas delas conduzindo a formacéo de
ligacbes C-O, C-S e C-N na posicdo anomérica de 2-desoxiderivados. A
investigacdo de zeolitos acidos como catalisadores de varias reaccdes no
dominio dos glucidos permitiu obter resultados inovadores, que se traduziram
na sintese de novas biomoléculas e no desenvolvimento de novos métodos de
sintese (Rauter et al., 2004; Rauter et al., 2005; Silva et al., 2008).

A pesquisa de produtos naturais com possivel interesse medicinal,
através do seu isolamento a partir dos recursos naturais, e da sua
caracterizagdo espectroscopica, contribuiu para a elucidagdo estrutural de
compostos de origem vegetal, nomeadamente de flavondéides com actividade
antimicrobiana, de lactonas sesquiterpénicas com actividade citotoxica, de

triterpenos e alcal6ides (Edwards et al., 2006; Rauter et al., 2007).

1.4.Enquadramento e objectivos

A actividade antimicrobiana € uma éarea que procura respostas a
crescente preocupagcao em investigar novos compostos de origem natural para
substituicdo de compostos ja existentes.

Neste contexto o principal objectivo do estudo apresentado foi realgar a
importancia da avaliagdo da actividade antimicrobiana através de trés
exemplos de aplicacéo:

* Estudo de extractos de éter dietilico, de acetato de etilo e de
butanol de Genista tenera,

e Estudo de O6leos essenciais de Eucalyptus spp. (Eucalipto) e
Thymus citriodorus (tomilho-liméo);
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e Estudo de compostos de sintese derivados de lactonas
carboximetilglicosiladas.

O estudo de extractos de éter dietilico, de acetato de etilo e de butanol
de Genista tenera, surge no contexto do projecto “New anti diabetic agents
from Genista tenera - Isolation, structure characterization, synthesis and
mechanisms of action”. Genista tenera € uma planta endémica da llha da
Madeira, conhecida pela utilizacdo medicinal devido a sua actividade
antidiabética. Trés extractos diferentes de flavondides (extractos de éter
dietilico, de acetato de etilo e de butanol), bem como um extracto agquoso,
foram preparados e mantidos a 4°C. Paralelamente ao estudo referido,
pretendeu-se estudar a actividade antimicrobiana dos extractos obtidos de
Genista tenera), perspectivando-se complementar algumas propriedades
medicinais j& conhecidas.

Para completar e comparar a actividade antimicrobiana de plantas foram
utilizados 6leos essenciais de Eucalyptus spp. (Eucalipto) e Thymus citriodorus
(tomilho-limdo), para avaliar a sua potencialidade antimicrobiana,
perspectivando-se uma possivel utilizacdo na area alimentar.

Neste trabalho foram, também, estudados compostos de sintese
derivados de lactonas carboximetilglicosiladas, descritos por Xavier e
colaboradores (2011).

2.METODOLOGIA

2.1.Caracteristicas das amostras

2.1.1.Material Vegetal

Genista tenera é uma planta endémica da ilha da Madeira e € utilizada
na medicina popular para controlar diabetes. Um espécime tipo (MADJ 2508)

encontra-se depositado no Herbario do Jardim Botanico da Madeira, Funchal.
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2.1.1.1.Preparacéo de extractos de Genista tenera

Foram preparados trés extractos diferentes da planta Genista tenera
ricos em flavondides (extractos de éter dietilico, de acetato de etilo e de
butanol) bem como um extracto aguoso. Todos os extractos foram evaporados
a secura e mantidos a 4°C (Rauter et al., 2005; Edwards et al., 2006; Rauter et
al., 2009)

2.1.1.2.Preparacéo de 0Oleos essenciais de Eucalyptus spp. e de Thymus
citriodorus

Os oleos essenciais em estudo foram obtidos através de destilacdo por
arrastamento de vapor em aparelho Clevenger a partir de folhas frescas de
Eucalyptus spp. (Eucalipto) e Thymus citriodorus (tomilho-liméao), e,

posteriormente, mantidos a 4°C.

2.1.2.Compostos derivados de lactonas carboximetilg licosiladas

Os compostos de sintese designados NX2, NX13, NX14, NX15 e NX18
(Figura 2) em estudo, foram sintetizados de acordo com Xavier e colaboradores

(2011) e conservados a 4°C.

AcOw, T O AcO—._ 0O AcO._ 2
Acﬂhh {2\ 0 L O-—"""NHR
k! = O
7P A0 © O\)LNHR \—z
o AcO 0
1 o-givco 13 R= CH;.—CECHI 16 R = CH,—C=CH
14 R=Bn 17 R=Bn

3 o-galacto 15 R =CisHze 18 R=CyzHas

Figura 2 - Compostos de sintese derivados de lacton  as carboximetilglicosiladas usados
no estudo. Adaptado de Xavier et al. (2011)
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2.2.Avaliacdo de actividade antimicrobiana de extra ctos de
Genista tenera, de 6leos essenciais de Eucalyptus spp. e de

Thymus citriodorus e de compostos de sintese

2.2.1.Microrganismos Padréo
2.2.1.1.Bactérias

No estudo foram utilizadas estirpes ATCC: quatro bactérias Gram
positivas (Enterococcus faecalis ATCC 7080, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Bacillus subtilis ATCC 6633 e B. cereus ATCC 11778) e trés bactérias
Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes
ATCC19115, Salmonella enteritidis ATCC 13076).

2.2.1.2.Fungos

No estudo foram utilizadas estirpes ATCC: uma espécie de fungo
unicelular (Candida albicans ATCC 10231) e seis espécies de fungos
filamentosos (Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Aspergillus niger ATCC
605963, Penicillium aurantiogriseum ATCC16404, Fusarium culmorum ATCC
12973, Fusarium solani ATCC 36031. Botytis cinerea pertence a coleccdo do

Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agraria de Santarém.

2.2.1.3.Padronizacao das culturas bacterianas

A suspensao bacteriana foi padronizada preparando uma cultura de 24
horas a partir de cada estirpe padrao em meio NB (Nutrient broth, Biokar), com
excepcao Listeria monocytogenes em que o meio utilizados foi TSB (Tryptone
Soy Broth, Biokar). A partir das culturas de 24 horas foram lancadas novas

culturas até atingirem crescimento exponencial (18 horas).

2.2.1.4.Padronizagéo das culturas fungicas

A suspensdo de Candida albicans foi padronizada preparando uma

cultura de 24 horas a partir da estirpe padrdo em meio GYEP (glucose, 20 g;
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peptona, 10 g; extracto de levedura, 5 g). A partir das culturas de 24 horas foi
lancada nova cultura até atingir crescimento estacionario (18 horas).

A suspensdo de esporos dos fungos filamentosos foi padronizada
preparando uma cultura de 48 horas a 72 horas a partir da estirpe padrédo em
meio PDA (Potato Dextrose Agar, Biokar). A partir destas culturas de 24 horas
foram lancadas novas culturas até atingirem bom desenvolvimento e

esporulacdo (48 horas).

2.2.1.5.Preparacao de solucbes das substancias der eferéncia para o

controlo positivo

Como controlos positivos foram usados cloranfenicol para as bactérias e
anfotericina B para os fungos.
A solucdo de cloranfenicol (Oxoid) foi preparada em etanol, ficando a uma
concentracdo de 16,7 mg/mL. A solucdo de anfotericina B (Sigma) foi

preparada em DMSO, ficando a uma concentragédo de 250 pg/mL.

2.2.2.Método de avaliagdo da actividade antimicrobi  ana

As actividades antibacteriana e antifiungica foram avaliadas utilizando o
método de difusdo em &gar, de acordo com a adaptagcdo do procedimento do
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute/National Committee for Clinical
Laboratory Standards) por Silva e colaboradores (2008).

Em placas de Petri esterilizadas, adicionaram-se 20,0 mL de meio NA
(Nutrient agar at 2 %, Biokar), obtendo-se assim a camada-base. Apés a
solidificacdo, utilizaram-se as culturas de bactérias em fase estacionaria em
meio NB (Nutrient broth, Biokar), sendo as sementeiras em superficie
realizadas com zaragatoa em direc¢des opostas, de forma a garantir um tapete
de células uniforme.

No caso dos fungos, em placas de Petri esterilizadas, adicionaram-se
20,0 mL de meio PDA, obtendo-se assim a camada-base. Para a levedura, a
sementeira em superficie do meio PDA foi efectuada com zaragatoa em
direcgbes opostas, a partir de uma cultura em fase estacionaria em meio

GYEP, de forma a garantir um tapete de células uniforme. Para os fungos
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filamentosos, a sementeira em superficie do meio PDA foi efectuada com
zaragatoa em direc¢des opostas, a partir de suspensdo do micélio e esporos
em agua estéril, preparada de uma cultura bem desenvolvida e esporulada, de
forma a garantir um tapete micelar uniforme.

As substancias em estudo foram absorvidas em discos de papel estéreis
de 6 mm de diametro (Becton, Dickinson and Company), colocados em
duplicado no meio de cultura sélido ja semeado com 0 microrganismo em
estudo.

Para o estudo da actividade antimicrobiana dos extractos aquoso, de
éter dietilico, de acetato de etilo e de butanol da planta Genista tenera, foram
usados 15 pL por disco de solugdbes com concentracdo de 20 mg/mL,
correspondendo 300 pg de extracto.

Para o estudo da actividade antimicrobiana dos Oleos essenciais de
Eucalyptus spp. e de Thymus citriodorus, foram usados 15 pL por disco,
directamente de cada um dos 6leos em estudo.

No estudo da actividade antimicrobiana dos compostos de sintese,
foram usados 15 pL por disco de solugbes com concentragao de 20mg/mL
diluidas em DMSO, correspondendo 300 pg de composto de sintese em
estudo.

Como controlos positivos foram usados 300 pg de cloranfenicol
(Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
enteritidis, Staphylococcus aureus, B. subtilis, B. cereus) e 300 pg de
anfoterecina B (Aspergillus niger, Botytis cinerea, Candida albicans, Penicillium
aurantiogriseum, Fusarium culmorum, Fusarium solani), preparados de acordo
com o ponto 2.2.1.5.. Como controlos negativos foram usados o etanol e o
DMSO.

As bactérias foram incubadas a 37 °C, 24 horas, e fungos a 25 °C, 24h a
48h. ApGs a incubacéo, as placas de Petri apresentaram um tapete uniforme de
biomassa microbiana e, quando aplicavel, o diametro mais préximo dos halos
de inibicdo de crescimento foi medido em milimetros. Considerando a
variabilidade do método, os resultados foram apresentados pelo diametro
médio da zona de inibicdo, determinado em duas repeti¢cdes. A representacado
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pelos simbolos -, +, corresponde a uma gama de diametros, equivalentes ao
aumento da sensibilidade do microrganismo a substancia testada (+++++, 226
mm; ++++, 22 mm<U<26 mm; +++, 18 mm<U<22 mm; ++, 14 mm<[L <18 mm;
+, 12 mm<0<14 mm; -,0<12mm). Miyazawa e colaboradores (2000) relataram
de forma semelhante os resultados do método de difusdo em agar, com

utilizagcéo de discos.

2.3.Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (MIC) de

compostos de sintese

A concentracdo minima inibitéria foi avaliada pelo método de
macrodiluicdo e microdiluicdo, com base nos procedimentos descritos por
EUROCAST (2003).

2.3.1.Padronizacdo do inGculo para determinacdo da MIC por
macrodiluicdo usando o antibiético cloranfenicol e Escherichia coli

O crescimento de Escherichia coli ATCC 25922 em meio NB, foi
estudado acompanhando uma cultura preparada a partir de uma cultura em
fase estacionaria de Escherichia coli (18 horas). A incubacédo foi efectuada a
37°C com agitacdo (150 rpm), durante 190 minutos, até atingir 0,5 de
Absorvancia a 625 nm.

Para a determinacdo da MIC o indculo foi preparado, a partir de uma
cultura em fase estacionaria de Escherichia coli (18 horas) em meio NB e
incubacdo a 37°C com agitacdo (150 rpm). A suspensdao de células foi
preparada a 5x10° células/mL em meio NB, utilizando a correspondéncia de
uma unidade de densidade 6ptica a 8x10® células/mL de Escherichia coli. Para
confirmacédo da concentracao de células foi efectuada uma subcultura em meio
NA, incubada a 37°C, 18 a 20 horas, podendo oscilar entre 3 a 7x10°
células/mL (EUROCAST, 2003).

Para a determinagdo da concentracdo minima inibitéria foram testadas

as seguintes concentragcfes do antibidtico cloranfenicol:
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e 3000 ug, 300 ug, 30 yg e 3 ug por mL da suspensao de células,
num total de 4,5 mL por tubo de ensaio;

* 300 pg, 30 pg, 15 g, 10 pg, 5 g, 4 ug, 3 ug, 2 ug e 1 pg por mL
da suspensao de células, num total de 4,5 mL por tubo de ensaio.

Foi usado um tubo s6 com meio de cultura NB e um tubo s6 com a
suspensao de células correspondendo, respectivamente, ao controlo negativo e
positivo. A incubacao foi realizada a 37°C, 18 a 20 horas. A determinagao da
MIC foi efectuada através da observagcdo e seleccdo do dltimo tubo sem
turvacdo do meio de cultura.

A possivel influéncia da fase de crescimento da cultura nas células da
suspensdo usadas para a determinacdo da MIC, foi testada pelo método de
microdiluicdo, usando 300 ug, 30 ug, 15ug, 10 pg, 5 ug, 4 ug, 3 ug, 2 ug e 1 ug
de cloranfenicol por mL de suspensao de células de Escherichia coli ATCC
25922, preparadas a partir de uma cultura em fase estacionaria ou de uma
cultura em fase exponencial com uma Absorvancia, a 630nm, de 0,5. O meio
de cultura NB e a suspensédo de células de Escherichia coli ATCC 25922 de
cada preparacdo foram usados, respectivamente, como controlo negativo e
positivo. Os resultados apresentados sdo as médias ponderadas das trés

réplicas efectuadas para cada situacdo em estudo.

2.3.2.Determinacdo da MIC por microdiluicdo dos com  postos derivados

de lactonas carboximetilglicosiladas
2.3.2.1.Ensaio com o antibiético cloranfenicol

Para a preparacdo do indculo utilizou-se sempre culturas em fase
estacionaria de Bacillus cereus e Enterococcus faecalis em meio NB. A
suspensdo de células foi preparada a 5x10° células/mL, podendo oscilar entre
3 a 7x10° células/mL. Para confirmacdo da concentracdo de células foi
efectuada uma subcultura em meio NA, incubada a 37°C, 18 a 20 horas.

Para a determinacdo da concentragdo minima foi efectuado um ensaio
com as seguintes concentracdes do antibidtico cloranfenicol: 300 ug, 150 ug, 75

ug, 37,5 ug, 18,8 ug, 9,4 pug, 4,7 ug, 2,3 ug, 1,2 ug, 0,6 pg, 0,3 ug e 0,15 ug por
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mL da suspensdo de células, num volume final de 150 uL. Cada ensaio foi
efectuado em duplicado com trés repeticdes. Os resultados apresentados
resultam da média ponderada dos dados obtidos.

Na microplaca o controlo negativo foi o0 meio NB, colocado na primeira
linha de pocos (1A-H), e o controlo positivo foi a suspensédo de células (Bacillus
cereus; Enterococcus faecalis) colocado nos primeiros pocos (11A-H ou 12A-
H). A incubacao foi realizada a 37°C, 18 a 20 horas.

ApoOs incubacdo, o crescimento de células foi avaliado pela leitura da

Absorvancia a 630 nm em espectrofotometro para microplacas.

2.3.2.2.Compostos NX2, NX13, NX15 e NX18 derivados de lactonas

carboximetilglicosiladas

As actividades antibacteriana e antifungica dos compostos NX2, NX13 e
NX15 foram testados para Enterococcus faecalis, utilizando o método de
difusdo em agar, no trabalho desenvolvido por Xavier e colaboradores (2011).

Para a preparagdo do inéculo utilizou-se sempre culturas em fase
estacionaria de Bacillus cereus e Enterococcus faecalis em meio NB. A
suspensdo de células foi preparada a 5x10° células/mL, podendo oscilar entre
3 a 7x10° células/mL. Para confirmacdo da concentracdo de células foi
efectuada uma subcultura em meio NA, incubada a 37°C, 18 a 20 horas.

Para a determinacdo da concentracdo minima foram seleccionadas as
seguintes concentracdes dos compostos em NX2, NX13, NX15 e NX18: 300
Mg, 150 ug, 75 g, 37,5 ug, 18,8 ug, 9,4 ug, 4,7 ug, 2,3 ug e 1,2 ug por mL da
suspensao de células, num volume final de 150 yL. Os compostos NX2, NX13
e NX15 foram testados para Enterococcus faecalis e os compostos NX 2 e NX
18 foram testados para Bacillus cereus. O ensaio foi efectuado em duplicado.
Os resultados apresentados resultam da média ponderada dos dados obtidos.
Na microplaca o controlo negativo foi o meio NB, colocado meio de cultura nos
primeiros pocos, e nos ultimos pocgos foi colocado suspensdo de células (E.
faecalis e B. cereus) como controlo positivo. A incubacao foi realizada a 37°C,
entre 18 a 20 horas. Apos incubacéo, o crescimento de células foi avaliado pela
leitura da Absorvancia a 630 nm em espectrofotdmetro para microplacas.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Avaliacdo de actividade antimicrobiana de extra ctos de
Genista tenera, de 6leos essenciais de Eucalyptus spp. e de

Thymus citriodorus e de compostos de sintese

3.1.1.Avaliacdo de actividade antimicrobiana de ext ractos de Genista

tenera

No estudo efectuado a actividade antimicrobiana de um extracto aquoso
e trés extractos ricos em flavondides (extractos de éter dietilico, de acetato de
etilo e de butanol) da planta Genista tenera (Rauter et al., 2005; Edwards et al.,
2006; Rauter et al., 2009) foram avaliados contra bactérias e fungos
seleccionados, pelo método de difusdo em agar descrito no ponto 2.2.2. deste
estudo.

Os flavondides sdo substancias fenolicas hidroxilados, mas ocorrem
como uma unidade C6-C3 ligados a um anel aromatico. Como eles séo
conhecidos por serem sintetizados pelas plantas, em resposta a infeccdes
microbianas, sendo de esperar que sejam encontrados in vitro reaccdes
antimicrobianas. A sua actividade €, provavelmente, devida a sua capacidade
de se complexarem com proteinas extracelulares ou com paredes celulares de
bactérias, sabendo-se ainda que flavondides lipofilicos podem também romper
membranas microbianas (Tsuchiya et al., 1996, citado por Cowan, 1999)

Os resultados obtidos para os diferentes extractos de Genista tenera
encontram-se apresentados nas Tabelas IV e V.

Os halos de inibicdo observados nas bactérias foram limitados a Listeria
monocytogenes (ATCC 19115) em presenca dos extractos de éter dietilico e
acetato de etilo, enquanto a actividade antifingica revelou-se apenas no éter

dietilico em relag&o a Fusarium culmorum (ATCC 12973) (Figura 3).
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Fusarium culmorum

C. positivo C. negativo

Figura 3 - Halos de inibicdo flngica para o extract o de éter dietilico de Genista tenera

3.1.2.Avaliagdo de actividade antimicrobiana de O6le o0s essenciais de
Eucalyptus spp. e de Thymus citriodorus

A utilizacdo de substancias naturais, de origem vegetal, podem tornar os
alimentos mais atractivos para o consumidor, por ndo apresentarem efeitos
toxicos, mesmo quando empregadas em concentracdes relativamente
elevadas. Além dos beneficios proporcionados a saude, diversos estudos tém
demonstrado o efeito inibidor de condimentos no desenvolvimento de
microrganismos de deterioracdo e patogénicos transmitidos através de
alimentos. Existindo também a perspectiva de substituir os aditivos sintéticos
por conservantes naturais presentes nos condimentos (Pereira et al., 2006).

No estudo efectuado a actividade antimicrobiana obtidos para os 6leos
essenciais encontram-se apresentados nas Tabelas VI e VII.

Dos oleos essenciais de Eucalyptus spp. e de Thymus citriodorus em
estudo, verificou-se a presenca de actividade antimicrobiana apenas para o

Oleo de eucalipto. O 6leo de eucalipto mostrou actividade antibacteriana para
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Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A actividade
antifingica foi conseguida contra Botytris cinerea e Fusarium culmorum.

Chalfoun e colaboradores (2004, citado por Pereira et al., 2006)
avaliaram o efeito in vitro de 6leos essenciais de alho, canela, cravo e tomilho
testados em concentracdes de 500, 1000, 1500 e 2000 mg/mL, e do oleo de
cravo nas concentragcbes de 200, 400, 600 e 800 mg/mL, sobre o
desenvolvimento micelial dos fungos Rhizopus spp., Penicillium spp., Eurotium
repens e Aspergillus niger, e constataram uma inibicéo total do éleo de canela
sobre os fungos testados, os 6leos de tomilho e alho tiveram o mesmo efeito
nas concentracdes mais altas, e o 6leo de cravo inibiu o desenvolvimento dos
fungos a partir da concentracdo de 600 mg/mL, excepto para Penicillium spp.
cujo efeito inibitorio so6 foi verificado na concentracdo de 800 mg/mL. Segundo
Carvalho e colaboradores (2005) os extractos de caules e folhas de Thymus
citriodorus apresentam uma reduzida actividade antimicrobiana, com excepc¢ao
para Salmonella enteritidis.

O género Eucalyptus tem sido considerado util em diversas areas e
apresenta propriedades antibacterianas e antifungicas. Na area da saude, a
principal actividade do Oleo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulus Labil) &
no aparelho respiratério, o qual tem demonstrado, tanto por via oral como
inalatoria, actividade expectorante, fluidificante e antisséptica da secrecao

brénquica (Franco et al., 2005).

Ana Sofia Lameira Monteiro 40



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicagéo

(BripeE) jooIuajuel0|D 4
W T=Z"- W $T=Z3WW ZT '+

W BT=FSW0W +T '+ + IWW ZZ=Z5WW 8T ‘++4+ WL 9 =Z5WW ZF *++++ IWW 9Z% ‘+++++ 1 (Z) 0231qIul 3p SEU0E SEP 0JJRLWEN] »

8£59 D1V
HHi+d 43 = gh= 5 [ 7 [ e A
snaune enasosodydels
940€1201%
HHEHE gr = PR 5 gl = ol o= _
SipjUBjUR BljSUOWIES
SLE6L D21W
++++ cZ z ch= +: £l ++ ¥l gl .
seuafojdoouow eusyer]
£C65E DIV
HHitd BE - (A - gl - gl gl
ljoa ewyouayssg
0801 JD1V
HHi+d Bt - gl - gl= - gl gl
sHje0a8y SN00s0IET
£E99 DDLV
HHitd Ry = gh= . gl : gl gl
Siiagns snjjioeg
84211 DO1W
+H+E 6T T gl - Zl= = ol I
2n84a0 snjroeg
oedigiu bt oedigiu i) oedigiu ) oedigiu| ) ) sowsueblompy
7] 5] %] 5] de
(Bt 0pe) enby O[3 ap ORIy 0DIBIT 4813 |oueing

q0MYIS0 4 0]0JUOT)

S010ENX]

BJjoUd] BISIUSS) ap SOJDBIXS SOP BuUBLIS}OBqiUE SpEPIARDE Ep oBdelfeAy - Al E]eqel

41

Ana Sofia Lameira Monteiro



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicagéo

"WAIBUES 30 02IUZ8)l|0d o3n3nsul - euelby sousdng Ejoos3 ep Elfo|oigo3IW P SCUOIEICOE| OF OE3I9|02 EP SoWSIUEGIOIT E
f{Bdoog] 8 BubUEDY

W T = -
W $T=EFwiw 77 4 Il gT=@5W T 44+ fWid gzegmwwl 8T ‘444 (W 975w 22 ‘++++ fWW 987 ‘$++++ H) 0BIIqIul ap sEUDZ SEP OljBLWEIg =
G2091001V
+t Cl - el= B cl= ? gl= ? El=
E__..__.m.m_tm_n_:tm._ﬁm WhlioilieH
LEDDBE DOLV
+H Tl - gl= % el= 5 gl= 5 gl=
lefas Whlesny
EL6ELD0LY
+t ¥l s A s A +t ¥l : gl
LLRJOLLN D LnUesn
LEZOL D01V
+ 9l 7 el= 3 el E glx E AR
SUBJIQlE EpIpUE
SW5d
+ £l - eh= - gh> - el= - gh> i
g BEIBLID BA0G
£96503 D01V
tt Tl z cl= 7 el = gl= E AR
Jalfiw snynfsadsy
#0¥9L D01Y
+H 7l - gl= - Zl= - glz - Zh= A
SIRSIISRIq SNI0RdsY
oE3igiu (o) oESIgIL| () oEedigiu {wn) oedigiu (i) oeSigiuy *”EE“_ sowsiuebioiy
e % & % & Be
_”mn_ _un_mu_ m_._m.n____ 0|13 ap 0lEl=adY 02210 1213 |QuEINg

L0AIlS0 OjoIuog

SOJIENXT

Bioua} pISIULS S030eAIXa Sop eaifunyiue apeplalloe ep oedeleay - A elagel

42

Ana Sofia Lameira Monteiro



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicagéo

W =2 - f T @5 7T °

(BT 00E) |eMuBuRIS|D o
£ LW AT EEFWW T b+

W EE=EFWL BT Y4+ 4 (WL 9TEFWIM T CH4++ 4 (WL 9TF Y4+ 4+ H0E) 0BT SP SEUOT SEP 0NEWEID o

s - . o 8EGY DDLVW
4 Gr anaine gnosoaoiiyde)s
) S ] = 9L0ELDDLY
+H+++ Gt Siplusius gliguoLues
) g ) _ CLi6L D01V
4 gr gousbojfoouow eus)sr]
s i ) S £265e D01V
FEPI 7¥ oD BiyauayIs]
] . ) S5 080L 301W
4 ZEe SIED88) §N03050J8)UT
s i ) = ££99 D01V
it ¥ sghs snjjioeg
) 4% ] % 84711 D01V
4+ GE snasad enjiioeg
opdigi| (wiw) @ opdigiy| (ww) @ oEdigiu| (W) @ sowsiuebioiy
(B pog)

‘dds smdAieong
OAINSO4 OjoIuoT)

sruopouys snwAiy |

SIBIDUISSS S03|()

SIPIDUaSSA SO3|0 ap euRLaloEqIUE apeplAlloe ep oedeljeAy - |A el3qel

43

Ana Sofia Lameira Monteiro



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicagéo

'WRERILES 3P 021L333Nod oanursu] — euelfy sousdng epoasg ep mibojoiqoutiw ap sounisicge| op 0850300 ep sowsseboany

{(Bdpoc) g ewLiEgoyuy F
IWWZT =~ W T =50 7T 4 S T =750 +T "++
IWW FT= EFWW BT '+ 4+ (W §7=7FWW T “++++ W §T7 “+++++ 1{07) 0EIIGIU 3P SEUCT SEP QUIBWEN]

52095 DDLV
; s - Zi> 3 = wnasuBopumine whpNUSY
£/621 DOIY
- £l . Zi> : ch= LWIIOWND WNLBSN
) LEZOL DDLY
o 5t - il 2 cl= SUBNGIE BOIDUES)
as'vsd
N - - £l - <i= , Bsusud splnog
- ) ] . $OFOL DDLY
kL £l i sizusiseIg smpbiadsy
L LLAEL
oedige;  (ww) @ oedgul i oedigiu| ) il i
%] G
(6d ppg) ErLOPOLIE
dds smdAjeong i
LOMISO J01UOD S

SIBIDUSSSa S03|()

SIe1oUasSe S09]0 ap eaIfuniue speplAlde ep oedelleAY - |IA eleqel

44

Ana Sofia Lameira Monteiro



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicagéo

3.1.3.Avaliagéo de actividade antimicrobiana de com  postos derivados de
lactonas carboximetilglicosiladas

No estudo efectuado a actividade antimicrobiana os compostos de
sintese designados NX2, NX13, NX14, NX15 e NX18 (Xavier et al.,, 2011),
foram avaliados contra bactérias e fungos seleccionados, pelo método de
difusdo em agar descrito no ponto 2.2.2.. Os resultados obtidos encontram-se
apresentados nas Tabelas VIII a XI. Os halos de inibicdo observados, nas
bactérias e fungos em estudo, comparativamente aos controlos, encontram-se
nas Figuras 4 e 5.

Composmls Composmm
Composto 15 Composto 18

Figura 4 - Halos de inibicdo bacteriana para os com  postos em estudo.
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Aspergillus brasiliensis Fusarium culmorum

C.negativo C.positivo

Composto 18

Composto 2

Figura 5 — Exemplos de halos de inibicdo flingicapa  ra os compostos em estudo.

A partir dos dados de actividade antimicrobiana observados é possivel
verificar a actividade antibacteriana dos compostos NX2 e NX18 frente as
espécies de Bacillus estudadas. Quanto a actividade antifingica o composto
NX2 demonstrou caracteristicas inibitorias contra Fusarium solani (ATCC
36031) e Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404), enquanto o composto NX18
apenas revelou caracteristicas inibitérias frente a Fusarium culmorum (ATCC
12973).

Ana Sofia Lameira Monteiro 46



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicagéo

(BT pog) jowaguzIoD o

SWAIFT =0 U TS R ET Y4 W BT > HT ‘a4 SIS FE SO0 T 44+ W GER TS T 44 MU 97T 4 a4+ 3] DESIGIN Bp Seuoz SEp onawel]
CEQQ DDy

+HH+ OF 4 Iz + 7l - rd S - > e OF i s
BLLLE DDLY

+++++ £ ++ gl = oh= = oh= = = ++4++ 6L snaiao sneg
odiqu] _H,ME ogdiquj E&E ogdiqu) E&Eu oEdiqu AE&EH_ odiquu] TME_ oEdiqu| :mc.._u_ sowsiueBiosI

(61 pog)
(Bvpoc) g1 (Brippg) 6L (Brippe) w1 (Bvippe) €1 (Bripoe) Z

LONHSOd OfonuoD

soysodos

sepejiso21|BlaluiXoqies Seuojor| ap sopeAlsp soisodod ap euBLIaIoBRgIUE SPEPIAIOE Ep oBSBIEAY A el2deL

47

Ana Sofia Lameira Monteiro



"LWUSIEWES ) 031UIFY!|0d 03n3R=U] - euesly Jouadng ejoas3 ep eifo|oigouoil Sp SOUQIEIC]E| Op 08303[07 Ep sowsuellony
{{Bdppg) | euisuElouy .
W T > - W T E3WW ZT 4 (W BT>ESWW $T "4+ (W ZE=ESWIW 8T “+++ fUW SEEEWW TT “++4++ (WW 973F “++++4 1(F]) 0B3IGI) 5P SEUDZ SEP CBWE] o

Ce0ol 221

Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicagéo

+ ¢l 2 4% 2 k= 2 b= : Ch= ) & unasubogueine woioeS
L£00S D01 Y
+ h ; g £ gh= " k> 4 A2 & £ IUBJOS WNLBEN
£1624 001 Y
1t ¥l ++ 7l - AR . AR - gl= - ch> LWIOWNT WLesny
LEZ0} DOLY
tt 5 e ol e gk 2 AR ; A 7 cl= SUBDIGR BRIPUBT)
-5vS3
TR : AR - b= : Zh> ? g - A2 Lealaura syiiog
£96609 DOLY
+H ¥l - L= = Zle - ghe ; gh> : [ Jabiul snyifiedsy
] ] . . F0P9L D01V
++ ¥l AR AR ek= th> it v sisuaiiselq snybiadsy
i 1 (
oBSIgIY| ,E@é oEdIgIu| Easu_ oEdigu  (ww) @ oEdiqu Eag opdiqu| (ww)@  oEdiqul ;mé sows1ueBIosN
(6dpog) oj0iu0g (Boogigl (Brinog) gl (Briooe) #1 {Eipoe) €1 (Brioog) 2
sojsodwon

sepe|isool|Bnswixoqles seuojoe| ap sopealap solsodwod ap eaiBunyiiue apepianoe ep oedeljeAy [X| elegel

48

Ana Sofia Lameira Monteiro



Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana: Exemplos de Aplicagéo

3.2.Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (MIC) de

compostos de sintese

3.2.1.Padronizacdo das condigcdes para determinagéo da MIC por
macrodiluicdo e microdiluicdo usando o antibidtico cloranfenicol e
Escherichia coli ATCC 25922

A concentragdo minima inibitéria foi avaliada pelo método de
macrodiluicdo e microdiluicdo, com base nos procedimentos descritos por
EUROCAST (2003).

Para conhecer as condi¢cdes de crescimento de Escherichia coli ATCC
25922 em meio NB foram acompanhadas trés culturas, preparadas a partir de
uma cultura em fase estacionaria de Escherichia coli (18 horas), incubada a
37°C com agitacdo (150 rpm), durante 190 minutos. A cultura de Escherichia
coli foi incubada até atingir 0.5 de absorvancia a 625 nm, correspondente a
fase final do crescimento exponencial (Figura 6). As trés culturas apresentaram
comportamentos semelhantes, sendo o crescimento de Escherichia coli em

meio NB caracterizado por apresentar um tempo de geracdo de 40 minutos.

0,6
0,5
0,4 -

0,3

D.0. (625 nm)

0,2

0,1 -
’ ’ ’
O T T T T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo {min)

Figura 6 - Cultura de Escherichia coli em fase exponencial.

No estudo efectuou-se a padronizacao do inoculo para determinacéo da
MIC por macrodiluicdo, usando o antibidtico cloranfenicol e Escherichia coli

ATCC 25922. O in6culo foi preparado, a partir de uma cultura de trabalho em
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fase estacionaria de Escherichia coli (18 horas), em meio NB e incubacgéo a
37°C com agitacdo (150 rpm). A suspensdo de células foi preparada a 5x10°
células/mL em meio NB, usando como referencial a correspondéncia de uma
unidade de densidade 6ptica a 8x10°® células/mL de Escherichia coli. Para
confirmacédo da concentracao de células foi efectuada uma subcultura em meio
NA, incubada a 37°C, 18 a 20 horas. Os resultados obtidos estdo de acordo
com as indicagcbes da EUROCAST (2003), apresentando valores entre 3 a
7x10° unidades formadoras de colénias por mililitro.

Para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria foram testadas
as seguintes concentrag@es do antibidtico cloranfenicol:

e 3000 ug, 300 pg, 30 ug e 3 ug por mL da suspensao de células,
num total de 4,5 mL por tubo de ensaio;

* 300 pg, 30 pg, 15 pg, 10 pg, 5 ug, 4 Hg, 3 WY, 2 Ug e 1 pg por mL
da suspensao de células, num total de 4,5 mL por tubo de ensaio.

Foi usado um tubo s6 com meio de cultura NB e um tubo s6é com a
suspensao de células correspondendo, respectivamente, ao controlo negativo e
positivo. A incubacao foi realizada a 37°C, 18 a 20 horas. A determinacédo da
MIC foi efectuada através observacao e seleccéo do ultimo tubo sem turvacao
do meio de cultura.

Apés incubagdo dos tubos contendo a suspensdo de células e as
diferentes concentracdes do antibiotico, 3000 pg, 300 pug, 30 ug e 3 ug, a
observacdo dos tubos de ensaio para determinacdo do valor da concentragéao
minima inibitéria de cloranfenicol para Escherichia coli, confirmou ser
insuficiente a gama de concentracfes testadas. Assim, foi realizado novo
ensaio em duplicado com outras concentra¢cdes de cloranfenicol, 300 ug, 30 ug,
15 pg, 10 pg, S g, 4 ug, 3 ug, 2 pg € 1 pg.

Através dos resultados de observacéo da turvacdo dos tubos de ensaio
(Tabela X), em relacéo ao controlo negativo e ao controlo positivo, verificou-se
que a concentragcdo minima inibitéria é de 4 pg/mL. O resultado obtido
corresponde ao indicado nos testes de monitorizacdo da qualidade da
EUROAST (2003) para Escherichia coli ATCC25922.
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Tabela X - Determinacé@o da MIC de cloranfenicol con  tra Escherichia coli ATCC25922 por
macrodiluigdo

Controlo Suspensdo de Escherichia coli ATCC25922 /[Cloranfenicol] (ug/mL) Controlo

Negativo Positivo
MeioNB | 300pg |30pg | 15pug | 10pug | Spug | 4pug | 3pg | 2pg | lug Susp;:_er::sc,)al;) de
- - - - - - - + ++ +++ +++
- - - - - - - + ++ +++ +++

- auséncia de turvacao; + turvacao ligeira; ++ turvacdo média; +++ turvacao intensa.

Sendo um dos objectivos a determinacdo da concentragdo minima
inibitéria pelo método da microdiluicdo e perspectivando a utilizacdo de
microplacas de 96 pocos, retiraram-se 200 uL suspensao bacteriana a partir
dos tubos de ensaio usados na anterior determinacdo pelo método da
macrodiluicdo. Tendo o ensaio sido realizado em duplicado, de cada tubo
foram preenchidos quatro pocos, dando um total de oito pogcos para cada
concentracdo de cloranfenicol testada contra Escherichia coli ATCC 25922. A
concentracdo minima inibitoria foi avaliada pela leitura de Absorvancia a 630nm

em espectrofotometro para microplacas (Figura 7).

Controlos [Cloranfenicol] Absorvancia

(ng/mL) (630 nm) 300 ug’-BOIuglF{ule Mg5.HE 41Ug 3ug 2 HE 1 g
Negativo 0,065 ‘ > '
300 0,003 ;
30 0,002 g 2
15 0,001 5 g
10 0,001 . S
5 0,002 s 8
4 0,001
3 0,002
2 0,029
1 0,075
Positivo 0,547

Figura 7 - Determinagdo da concentragdo minima inib  it6ria de cloranfenicol contra
Escherichia coli ATCC 25922 pelo método de macrodiluicédo: os valore s de absorvancia a
630 nm sdo a média ponderada dos oito pogos por con  centracdo de cloranfenicol.
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A substituicdo da observacdo da turvacdo em tubo de ensaio pela leitura
em espectrofotometro, tornou a determinagdo da concentragdo minima
inibitoria de cloranfenicol contra Escherichia coli ATCC 25922 mais sensivel,
uma vez que a MIC obtido foi de 3 ug/mL, em vez de 4 pg/mL.

Para além da padronizacdo da preparacdo do indculo, pareceu
importante esclarecer se o estado de viabilidade das células microbianas,
afectava os resultados da determinacdo da MIC. Neste contexto, realizou-se a
determinacdo da concentragdo minima inibitéria de cloranfenicol contra
Escherichia coli ATCC 25922, usando uma suspenséo de células preparadas
por diluicdo de uma cultura em fase estacionaria (18 horas) e de uma cultura
na fase exponencial.

A Tabela Xl apresenta os valores médios ponderados de Absorvancia a
630nm, obtidos para cada uma das suspensdes de células usadas. A
preparacao do inéculo a partir de uma cultura em fase estacionéria, ndo alterou
a sensibilidade das células de Escherichia coli em relagdo ao cloranfenicol,
comparativamente ao inoculo preparado a partir de uma cultura em fase

exponencial.

Tabela Xl — Verificagdo da influéncia da fase de cr  escimento da cultura na determinacéo
da MIC de cloranfenicol contra Escherichia coli ATCC25922 por microdiluicdo

[Cloranfenicol] Fase da Cultura de Escherichia coli
(ug/mL) ATCC 25922/Absorvancia a 630nm
Exponencial Estacionaria

30ug 0,002 0,001

15ug 0,002 0,001

7,549 0,002 0,003

5ug 0,003 0,004

4ug 0,004 0,003

3ug 0,006 0,005

2ug 0,057 0,097

lug 0,248 0,371

Controlo Positivo 0,631 0,648
Controlo Negativo 0,071 0,069

Controlo Negativo: meio NB; Controlo Positivo: suspensdo de Escherichia coli ATCC 25922,
preparada a partir de cada cultura.
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3.2.2.Determinacdo da MIC por microdiluicdo dos com  postos derivados

de lactonas carboximetilglicosiladas

A actividade antimicrobiana dos compostos derivados de lactonas
carboximetilglicosiladas designados NX2, NX13, NX14, NX15 e NX18 foram
avaliados contra bactérias no estudo efectuado por Xavier e colaboradores
(2011) e neste estudo (ponto 3.1.). De acordo com os resultados obtidos os
compostos NX2, NX13 e NX15 foram testados para Enterococcus faecalis e os
compostos NX 2 e NX 18 foram testados para Bacillus cereus. Atendendo a
guantidade muito limitada dos compostos analisados, nestes testes nao foi
usado Bacillus subtilis, optando por Bacillus cereus por ser uma bactéria
responsavel por toxinfeccbes alimentares. A utilizacdo do método da
microdiluicdo, facilita o trabalho especialmente quando se trabalha com
compostos de sintese, uma vez que as quantidades disponiveis sdo sempre
reduzidas.

Numa primeira fase foi efectuado um ensaio de optimizacdo de
condicbes (em duplicado), utilizando o método de microdiluicdo para a
determinacdo da concentracdo minima inibitéria de cloranfenicol contra
Enterococcus faecalis e Bacillus cereus (Tabela XIll). Através da analise dos
valores da Tabela XIlI, verificou-se que a MIC de cloranfenicol frente a Bacillus
cereus é de 1,2 yg/mL e frente a Enterococcus faecalis € de 2,3 pg/mL.

Tabela Xl — Determinacdo da MIC de cloranfenicol f  rente
a Enterococcus faecalis e a Bacillus cereus

[cloranfenicol] Absorvancia (630 nm)
(mg/mL) Bacillus cereus Enterococcus faecalis
300 0,005 0,004
150 0,004 0,007
75 0,003 0,005
37,5 0,003 0,004
18,8 0,005 0,005
9,4 0,003 0,002
4,7 0,003 0,003
2,3 0,004 0,003
1,2 0,005 0,085
0,6 0,148 -
0,3 0,159 -
0,15 0,152 -
Controlo Positivo 0,250 0,194
Controlo Negativo 0,067 0,079
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Para a determinacdo da MIC para os compostos que demonstraram
actividade antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis, foram utilizadas as
seguintes concentragbes dos compostos NX2, NX13 e NX15: 300 pg, 150 pg,
75 ug, 37,5 ug, 18,8 ug, 9,4 ug, 4,7 ug, 2,3 ug e 1,2 ug. Para a determinacéo da
MIC para os compostos que demonstraram actividade antimicrobiana frente a
Bacillus cereus, foram utilizadas as seguintes concentracdes dos compostos
NX2 e NX18: 300 pg, 150 pg, 75 ug, 37,5 ug, 18,8 ug, 9,4 ug, 4,7 ug, 2,3 ug,
1,2 pg, 0,6 pg, 0,3 pg e 0,15 pg. As quantidades disponiveis s6 permitiram
efectuar um duplicado para cada concentragdo em estudo.

A microplaca foi incubada a 37°C durante 18 a 20 horas. Apos
incubacdo foram lidas as absorvancias a 630 nm em espectrofotometro para
microplacas.

As Tabelas Xlll e XIV apresentam os valores médios ponderados de
Absorvancia a 630nm, obtidos para a determinacdo da MIC para os compostos
NX2, NX13 e NX15 frente a Enterococcus faecalis e para os compostos NX2 e
NX18 frente a Bacillus cereus, respectivamente.

Tabela XlIl — Determinacdo da MIC para os compostos  NX2, NX13 e NX15
frente a Enterococcus faecalis

[cloranfenicol] Compostos

(Mg/mL) NX2 NX13 NX15
300 0,005 0,004 0,004
150 0,006 0,009 0,003
75 0,006 0,443 0,004
37,5 0,007 0,558 0,004
18,8 0,099 0,517 0,006
9,4 0,112 0,516 0,005
4,7 0,106 0,512 0,006
2,3 0,528 0,527 0,119
1,2 0,484 0,519 0,319

Controlo Positivo 0,582 0,529 0,637
Controlo Negativo 0,053 0,053 0,053
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Através da analise dos valores da Tabela Xl pode-se afirmar que a MIC
para o composto NX2 é de 37,5 ug/mL, para o composto NX13 é de 150 ug/mL

e para o composto NX15 é de 4,7 ug/mL, frente a Enterococcus faecalis.

Tabela XIV — Determinacdo da MIC para os compostos  NX2 e NX18 frente a Bacillus

cereus.
[cloranfenicol] Compostos

(Mg/mL) NX2 NX18

300 0,009 0,007

150 0,008 0,007

75 0,006 0,009

37,5 0,005 0,006

18,8 0,005 0,007

9,4 0,006 0,009

4,7 0,009 0,479

2,3 0,232 0,758

12 0,756 0,842

Controlo Positivo 0,860 0,857

Controlo Negativo 0,050 0,050

Através da analise dos valores da Tabela XIV pode-se afirmar que a MIC
para o composto NX2 é de 4,7 yg/mL e para o composto NX18 é de 9,4 pg/mL,

frente a Bacillus cereus.
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4.CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo da actividade antimicrobiana apresenta-se como uma saida
para o combate contra 0S microrganismos, quer a razao seja o grande aumento
da resisténcia dos microrganismos patogénicos a multiplas drogas e a
necessidade de novas alternativas terapéuticas, quer seja a procura de
substancias que sejam eficazes e menos agressivas tanto para 0 meio
ambiente como para o homem, contribuindo assim para uma melhor qualidade
de vida. Entretanto, para que solugdes efectivas sejam encontradas, devem-se
promover um inter-relacionamento das diferentes areas do conhecimento,
incluindo botanica, microbiologia, fotoquimica e a epidemiologia.

A revisdo bibliogréfica efectuada neste estudo salientou a valorizacéo
dada, ao longo dos anos, a actividade antimicrobiana de substancias extraidas
de plantas. Os estudos incidentes nesta area iniciaram-se muito cedo e até nos
dias de hoje tém uma elevada relevancia em diversas areas, com maior
incidéncia na area da medicina e na area alimentar. Na area da medicina estes
estudos tém melhorado o conhecimento de novos compostos com
potencialidade para serem utilizados como antibidticos ou antifingicos,
bacteriostaticos ou antisépticos, na area alimentar sao bastante utilizados como
aromatizantes e conservantes.

No sentido de evidenciar a importancia da avaliacdo da actividade
antimicrobiana, neste trabalho estudaram-se: um extracto aquoso e trés
extractos ricos em flavondides (extractos de éter dietilico, de acetato de etilo e
de butanol) da planta Genista tenera foram avaliados contra bactérias e fungos
seleccionados, pelo método de difusdo em agar; os 6leos essenciais extraidos
de folhas frescas de Eucalyptus spp. (Eucalipto) e Thymus citriodorus (tomilho-
liméo); derivados de lactonas carboximetilglicosiladas e os compostos de
sintese derivados de lactonas carboximetilglicosiladas, designados NX2, NX13,
NX14, NX15 e NX18 (Xavier et al., 2011), foram avaliados frente a bactérias e
fungos seleccionados, pelo método de difusdo em agar e efectuada a
determinacdo da MIC pelo método da microdiluicdo, nas situacbes que se

consideraram com interesse de aplicagao.
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A avaliacdo da actividade antimicrobiana de 300 mg do extracto aquoso,
de éter dietilico, de acetato de etilo e de butanol da planta Genista tenera,
revelou halos de inibicdo em Listeria monocytogenes (ATCC 19115) em
presenca dos extractos de éter dietilico e acetato de etilo, enquanto a
actividade antifungica revelou-se apenas no éter dietilico em relacdo a
Fusarium culmorum (ATCC 12973).

Considerando as propriedades antidiabéticas da planta Genista tenera, e
conhecendo que muitas das complicacdes secundarias associadas a diabetes
estdo relacionadas com infeccdes, teria interesse aprofundar o estudo, ndo sé
variando a concentragdao dos extractos que ndo revelaram actividade
antimicrobiana, como estudando outros extractos ricos em componentes que
nao os flavondides.

Relativamente aos resultados obtidos dos oOleos essenciais de
Eucalyptus spp. e de Thymus citriodorus em estudo, verificou-se a presenca de
actividade antimicrobiana apenas para o 6leo de eucalipto. O 6leo de eucalipto
mostrou actividade antibacteriana frente a Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. A actividade antifungica foi conseguida frente a
Botytris cinerea e Fusarium culmorum.

Tendo em conta que, actualmente, as refeicbes e alimentos pré-
confeccionados tém sofrido uma grande procura por parte dos consumidores, a
adicdo de produtos naturais como o0s 6leos essenciais, € uma mais-valia em
termos de aromatizantes e ao mesmo tempo conservantes. Desta forma, os
alimentos séo naturalmente conservados pela adicdo de substancias naturais,
mantendo as suas caracteristicas tradicionais de confeccéo. Considerando os
estudos ja efectuados, seria relevante verificar os condimentos e especiarias
ainda ndo avaliados e aprofundar os conhecimentos sobre a aplicacdo dos
Oleos essenciais com actividade antimicrobiana na area alimentar.

Quanto aos compostos de sintese, como referido anteriormente, a
estrutura quimica destes compostos naturais € facilmente identificada
permitindo o isolamento, aperfeicoamento e sintese dos principios activos das
plantas. O aperfeicoamento dos compostos podem torna-los mais eficazes
guanto a sua actividade antimicrobiana, no entanto as quantidades obtidas sédo

extremamente reduzidas.
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Os resultados obtidos da actividade antimicrobiana dos compostos de
sintese obtidos de lactonas carboximetilglicosiladas sdo coerentes com o que
foi referido anteriormente. Os compostos NX2 e NX18 demonstram actividade
antibacteriana bastante significativa, pelo método de difusdo em agar, frente
Bacillus cereus e B. subtilis. Relativamente a actividade antifingica o composto
NX2 foi eficaz frente a Aspergillus brasiliensis e Fusarium solani e 0 composto
NX18 foi eficaz frente a F. culmorum.

Uma vez verificada a existéncia de actividade antimicrobiana eficaz em
alguns dos compostos em estudo, foi verificada a concentracdo minima
inibitoria para os compostos NX2, NX13 e NX18 frente a Enterococcus faecalis
e 0s compostos NX2 e NX18 frente a Bacillus cereus, pelo método de
microdiluicdo. Verificou-se que a concentracdo minima inibitéria para os
compostos NX2 e NX18 é de 4,7 ug/mL e 9,4 ug/mL, respectivamente, frente a
B. cereus. Para os compostos NX2, NX13 e NX18 a concentragdo minima
inibitoria foi, respectivamente, de 37,5 ug/mL, 150 pg/mL e 4,7 ug/mL, frente a
E. faecalis.

Destes resultados podemos concluir que, em geral, os compostos de
sintese sao biologicamente activos, sendo importante aprofundar as
possibilidades de aplicacdo como antibacterianos, especialmente considerando
a baixa toxicidade apresentada (Xavier et al., 2011). Quanto aos compostos
com caracteristicas antifingicas, sera necessario adaptar os procedimentos
que permitiram determinar as MIC de fungos produtores de conidios.

Ao concluir este estudo, verifica-se que a aplicacdo da avaliacdo da
actividade antimicrobiana é uma ferramenta de estudo que ainda pode ser
explorada em mudltiplas vertentes, sendo ideal poder definir condigbes
padronizadas para diferentes grupos de substancias, como as ja existentes
para os antibiéticos estabelecidas pela Nacional Comitee for Clinical Laboratory
Standarts (CLSI) e pelo European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST).
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