Revista de Ciéncias
Farmacguticas
Basica e Aplicada

Journal of Basic and Applied Pharmaceutical Sciences

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2015;36(1):77-82
ISSN 1808-4532

Avaliacao da Atividade Antibacteriana do Gengibre

(Zingiber officinale Roscoe) e do Maracuja Amarelo
(Passiflora edulis Sims)

Rone Aparecido De Grandis'; Heloisa de Fatima Mochetti?; Maiza Emilaine Santinon?; Sabrina Perina?; Flavia Aparecida
Resende!; Tais Maria Bauab!; Leonardo Gorla Nogueira®

! Universidade Estadual Paulista, UNESP, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, SP, Brasil.
2 Centro Universitario de Araraquara, UNIARA, Faculdade de Farmacia, Araraquara, SP, Brasil.

RESUMO

Nas ultimas décadas, inumeros estudos tém sido
realizados para conferir as plantas seu real valor na
terapia. Sio muitos os fatores que vem colaborando
com o desenvolvimento desta pratica de satde,
principalmente econdmicos e sociais. A aplicacdo do
conhecimento tradicional, ou popular, acerca do uso
curativo de vegetais no desenvolvimento de fitoterapicos
mostra-se como uma estratégia bastante consequente
e consistente. Neste contexto, torna-se imprescindivel
a avaliacdo das atividades biolégicas destas plantas,
com destaque para aquelas amplamente utilizadas
pela populacio. Assim, o presente estudo avaliou a
atividade antibacteriana de tinturas e pos de folhas de
Passiflora edulis Sims (maracujia amarelo) e raizes de
Zingiber officinale Roscoe (gengibre), além de infusos
e decoctos, respectivamente, obtidos comercialmente,
a fim de se avaliar o que é normalmente consumido
pela populacio. Para tanto, as metodologias utilizadas
foram as técnicas de difusdo em agar e microdiluicio
frente aos micro-organismos Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 19659),
Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella sp (ATCC
19196) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Os
resultados demonstraram que o gengibre possui efeito
antibacteriano principalmente sob as bactérias Gram-
positivas, enquanto o maracuji amarelo ndo demonstrou
atividade em nenhum dos testes e concentracdes
testadas. Deste modo, os resultados obtidos no presente
estudo contribuem para o screening da atividade
antibacteriana, na busca por novos medicamentos.
Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Gengibre.
Maracuja.
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INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana emerge como um problema
mundial de satide publica atraindo a aten¢do de orgdos
governamentais nacionais e internacionais como Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Organizagao
Mundial de Saude (OMS), Centros de Prevengdo e
Controle de Doengas (CDC), associagdes de controladores
de infecgdes hospitalares, além da industria farmacéutica
internacional (Paskovaty et al., 2005; Hambraeus, 2006;
Becker et al., 2006).

Aliado a este problema, o descontentamento com
a eficacia e o custo da medicina moderna somada a boa
aceitagdo de compostos de origem natural, tem levado
cada vez mais pessoas a adog¢do da terapia com produtos
naturais, como drogas vegetais e fitoterapicos (Robbers et
al., 1997; Quintans ef al., 2013).

Zingiber  officinale Roscoe  (gengibre) foi
primeiramente descrito, em 1807, pelo botanico inglés
William Roscoe (1753-1813). Esta inserido na familia
Zingiberaceae, grupo tropical especialmente abundante na
regido Indo-Malasia que engloba mais de 1200 espécies de
plantas incluidas em 53 géneros. O género Zingiber inclui
aproximadamente 85 espécies. Diversos estudos elucidam
as atividades bioldgicas do gengibre, dentre as quais se
destacam as atividades anti-inflamatoria, antiemética e
antindusea, antimutagénica, antitilcera, hipoglicémica,
antibacteriana, entre outras (WHO, 1999; Utpalendu ef al.,
1999).

Outra espécie de interesse ¢ o maracuja pertencente
a familia Passifloraceae, constituida por quase 200 espécies
nativas do Brasil (Hoehne, 1946). A principal espécie de
maracuja explorada comercialmente ¢ a Passiflora edulis
Sims mais conhecida como maracuja azedo ou amarelo
(Melettie Briickner, 2001).

Costa e Tupinamba (2005), verificaram que os frutos
de maracuja do género Passiflora apresentavam efeito
contra ansiedade, fato este atribuido principalmente aos
flavonoides crisina e benzoflavona, apresentando também
efeito hipotensor por vasodilatagdo periférica, atribuido aos
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cianoglicosideos. A crisina apresentou também atividade
anticonvulsivante relacionada com os receptores cerebrais
benzodiazepinicos.

Visando determinar o potencial antibacteriano
para posterior utilizagdo no preparo de formulagdes
farmacéuticas com capacidade de suscetibilizar formas
resistentes, neste trabalho foram avaliadas tinturas e pds de
folhas de Passiflora edulis Sims (maracuja amarelo) e raizes
de Zingiber officinale Roscoe (gengibre), além de infusos
e decoctos, respectivamente, empregando as técnicas de
difusdo em agar e microdilui¢do, a fim de agregar novas
acdes terapéuticas para essas espécies.

MATERIAL E METODOS

Obtengao e preparo das amostras

As amostras de folhas secas de maracuja ¢ raizes
de gengibre utilizadas para preparacdo dos pos e infusos/
decoctos, além das tinturas preparadas dessas partes das
plantas, foram fornecidas pela Farmacia de Manipulacao
Reativa, localizada na cidade de Araraquara - SP.

As folhas secas de maracuja e raizes de gengibre
foram trituradas e peneiradas até obtengdo do po
homogéneo. Apods a preparacdo dos pos, estes foram
solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO), obtendo-se a
concentragdo de 2000 pg/ mL. Além disso, como utilizados
popularmente, foram feitos infusos de 2 a 3 folhas de
maracuja e o processo de decocgdo de cerca de 5 g da raiz
limpa e picada de gengibre em 200 mL de agua MilliQ por
cerca de 20 minutos.

Amostras bacterianas

Para os ensaios microbiologicos foram utilizadas
as amostras bacterianas de Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Bacillus subtilis (ATCC 19659), Escherichia
coli (ATCC 25922), Salmonella sp (ATCC 19196) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

As amostras bacterianas foram conservadas a -200C
em caldo Miiller-Hinton (CMH) acrescido de 50% de
glicerol até o uso. Estes estoques foram repicados em CMH
e incubados por 24 horas a 370C.

Padroniza¢do da Suspensdo Bacteriana

As culturas bacterianas de 24 horas foram
transferidas ao PBS (Phosphate Buffer Saline) e ajustada a
turbidez com a escala 0,5 de McFarland, seguida de leitura
espectrofotométrica a 620 nm até obtencdo de absorbancia
entre 0,08 a 0,10 (1,0 x 108 UFC/ mL). Posteriormente
a suspensdo foi diluida na propor¢ao 1:10 para obter-
se a concentragdo de 1,0 x 10”7 UFC/ mL, que foi, entdo,
utilizado nos ensaios (NCCLS, 2003).

Avaliagao da Atividade Antibacteriana
Meétodo de Difusdo em Agar

O método de difusdo em Agar foi realizado de
acordo com Murray (2003). Foram semeados em agar
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Miiller-Hinton com auxilio de um swab, 100 pL da
suspensdo bacteriana com 1 x 107 UFC/mL. Apds isso,
discos de papel (Whatman n°l) com 6 mm de didmetro
foram colocados na superficie das placas de Petri
contendo o inoculo ¢ embebidos com 25 pL das solugdes
de pdés de maracuja e gengibre, nas concentragdes de
1000, 500, 250 e 125 pg/mL. Para avalia¢ao das tinturas
e infusos/ decoctos foram feitas dilui¢des em agua MilliQ
e alcool 70%, respectivamente, a fim de se avaliar 100%,
50%, 25% e 12,5% das solu¢des-mae. Além disso, foi
utilizado como controle positivo o antibidtico cloridrato
de ciprofloxacino a concentragdo final de 35 ug/ mL e 25
pL de DMSO, alcool 70% e agua MilliQ como controles
negativos para os pos, tinturas e infusos/ decoctos,
respectivamente. As placas foram incubadas por duas
horas em refrigerador para garantir a difusdo das amostras
vegetais e na sequéncia foram incubados em aerobiose
em estufa a 37°C durante 24 horas. Apds incubagdo foram
feitas as leituras dos halos de inibigdo de crescimento
formados ao redor do disco, medidos em milimetros.

Método de microdiluicdo com determinacdo da
concentragdo inibitoria minima (CIM)

A avaliacdo da atividade antibacteriana e
determinagdo das Concentra¢des Inibitorias Minimas
(CIM) foram realizadas de acordo com a metodologia
de microdilui¢do descrita segundo a norma M7-A6 da
Nacional Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2003).

Os pogos das microplacas (96 pogos) foram
preenchidos com 80 puL. de CMH e, em seguida, o
primeiro pogo foi acrescido de 100 pL das solugdes
de pos, tinturas e infusos/ decoctos para realizagdo da
diluigdo seriada. Subsequentemente, foram distribuidos
20 pL das suspensdes dos micro-organismos em cada
poco, exceto no branco - apenas CMH e no controle das
amostras avaliadas.

Além das amostras-teste, foram realizados controle
positivo (cloridrato de ciprofloxacino), controle de
esterilidade do meio, controle de crescimento bacteriano,
controle de cor e esterilidade da amostra e controle
negativo/ solvente.

As microplacas foram incubadas a 370C por 24
horas e apos esse periodo foi realizada a leitura visual do
crescimento bacteriano e adi¢do de 50 pL de solugdo de
resazurina (0,1 pg/ mL). As placas foram incubadas em
temperatura ambiente por duas horas ou até que ocorresse
mudanga de coloragdo. A manutengdo da cor azul nos
orificios foi interpretada como auséncia de crescimento
bacteriano e¢ o desenvolvimento de cor rosa, como
ocorréncia de crescimento bacteriano. A CIM foi definida
como a menor concentracdo da amostra-teste capaz de
inibir o crescimento microbiano (Collins & Franzblau,
1997; Palomino et al., 2002; Montejano, 2005). Os
experimentos foram realizados em triplicata, sendo que
em cada microplaca foram testados duas amostras-teste
em triplicata.

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2015;36(1):77-82



Atividade Antibacteriana do Gengibre e Maracuja

RESULTADOS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi
possivel observar que a tintura de gengibre (Tabela 1) foi
mais ativa que a tintura de maracuja, nas diluigdes avaliadas
frente aos diferentes micro-organismos, apresentando halos
de inibicdo de 8 mm para B. subtilis, E. coli e S. aureus ¢
10 mm para Salmonella sp. Além disso, as cepas Gram-
positivas apresentaram-se sensiveis a tintura de gengibre
no intervalo de concentragao de 100 a 3,12 %, determinada
como sendo a CIM pelo método de microdilui¢ao. Dentre as
amostras estudadas, apenas a tintura de gengibre apresentou
atividade pelo método de microdilui¢do (Tabela 1).

Tabela 1: Atividade antibacteriana da tintura de gengibre
(Zingiber officinale Roscoe) expressa pelos halos de
inibi¢do (mm) e concentragao inibitoria minima (CIM%)

Halo de inibicio ((3‘,'/},‘;'
Tintura de Gengibre

Micro — organismos C+ C- 100% 50% 25% 12,5%
B. subtilis 36 - 8 8 8 8 3,12
E. coli 46 - 8 8 8 8 -
P. aeruginosa 30 - - - - - -
Salmonella sp 40 - 10 10 10 10 -
S. aureus 30 - 8 8 8 8 3,12

- (ndo houve formagao de halo de inibi¢do ao redor do disco)
Halos de inibigdo de crescimento medidos em milimetros (mm)

C+ = cloridrato de ciprofloxacino (35 pg/ mL), C- = alcool 70% (25 pL)

Observou-se também que os pos de ambas
as espécies, tintura e infuso de folhas de maracuja e
decoctos de raizes de gengibre ndo apresentaram atividade
antibacteriana e os solventes ndo interferiram na avaliagao
dessa atividade nas condig¢des utilizadas.

DISCUSSAO

A busca por alternativas terapéuticas para
diferentes patologias faz da pesquisa de produtos naturais
um campo fértil em opgdes de moléculas com diferentes
atividades bioldgicas. As plantas apresentam em seus
metabolitos secundarios uma grande fonte de possiveis
farmacos devido a diversidade de moléculas com as mais
variadas estruturas e propriedades quimicas. Desta forma,
tais pesquisas podem contribuir significativamente no
desenvolvimento da area da saude em nivel mundial,
encontrando substancias mais eficazes e menos toxicas
na corrida contra a resisténcia bacteriana e o surgimento
de micro-organismos patogénicos (Michelin ef al., 2005;
Leitdo et al., 2006; Lima et al., 2006; Barbosa-Filho et
al., 2007; Satde-Guimaraes & Faria, 2007).

Nesse contexto, torna-se necessaria a avaliagdo
da atividade antibacteriana de plantas tradicionalmente
utilizadas pela populag@o, a fim de se encontrar novas
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aplicagdes terapéuticas, além de buscar elucidar suas
possiveis propriedades antibioticas.

No presente estudo, a atividade antibacteriana
de tinturas e pos de folhas de Passiflora edulis Sims
(maracuja amarelo) e raizes de Zingiber officinale Roscoe
(gengibre), além de infusos e decoctos, respectivamente,
foi investigada contra cinco espécies bacterianas (Gram-
positivas e Gram-negativas) pelas técnicas de difusdo
em agar e microdiluigdo.

Existem varios métodos para avaliar a atividade
antibacteriana de extratos vegetais. Dentre os mais
utilizados estdo o método de difusdo em agar ¢ o
método de microdiluicdo. As variagdes referentes a
determinagdo da CIM de extratos de plantas podem ser
atribuidas a varios fatores. Dentre eles podemos citar a
técnica aplicada, o micro-organismo e a cepa utilizada
no teste, a origem da planta, a época da coleta, o preparo
dos extratos (plantas frescas ou secas) e a quantidade
de extrato testada. Assim, fica dificil padronizar
metodologias para expressar os resultados de testes
antibacterianos de produtos naturais (Fennel et al.,
2004).

Os aspectos vantajosos do método de
microdilui¢do é a possibilidade de se utilizar mais de
uma substancia-teste, bem como diferentes micro-
organismos em um mesmo ensaio. Possibilita ainda
demonstrar qual a minima concentragdo da substancia
a ser testada ¢ necessaria para inibir o crescimento
bacteriano, além de apresentar boa reprodutibilidade
(Ostrosky et al., 2008; Cowan, 1999; Palomino ef al.,
2002; Eloff, 2000; Langfield, 2004; Alves, 2006).

Segundo Ostrosky et al. (2008), a atividade
antibacteriana do extrato de Combretum molle em
S. aureus foi 30 vezes mais sensivel no método de
microdilui¢do comparado com o método de difusdo em
agar, correlacionando com os dados obtidos no presente
estudo para a tintura de gengibre frente as linhagens
de B. subtilis e S. aureus (Tabela 1). Esses resultados
estdo de acordo com Ruff ef al. (2006) que relataram
que o gengibre possui efeito bactericida e bacteriostatico
contra bactérias Gram-positivas. A sensibilidade de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pode ser
devido a diferenca acentuada nas suas membranas e
nas estruturas associadas a parede celular (Miceli et al.,
2011).

Malu et al. (2009) avaliaram a atividade
antibacteriana de extratos obtidos de gengibre usando
diferentes solventes como n-hexano, acetato de etila,
etanol e agua frente a linhagens de Colliform bacillus, S.
epidermidis e S. viridans. Dentre os diferentes extratos,
apenas o aquoso ndo foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano.

No presente estudo, a atividade antibacteriana
do gengibre também variou de acordo com a amostra
utilizada. O pd e o produto da decocgdo das raizes do
gengibre ndo apresentaram atividade contra as bactérias
testadas. Sendo assim, esses resultados estdo seguramente
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relacionados com a sua composi¢do quimica, uma vez
que apenas tintura apresentou atividade. Provavelmente,
o solvente utilizado (alcool 70%) para preparacdo da
tintura de gengibre foi eficiente para extrair os compostos
bioativos. De acordo com Jolad et al. (2004), a atividade
antimicrobiana do extrato alcodlico de gengibre pode ser
devido aos compostos fenolicos encontrados nas suas
fracdes.

Outros estudos mostraram que o gengibre possui
um importante efeito antimicrobiano contra uma série de
fitopatoégenos. Konning et al. (2004) demonstraram que
o extrato metanolico (3% p/v) obtido a partir do rizoma
do gengibre, apresentou inibi¢do do crescimento de S.
aureus, B. subtilis e E. coli, com halos de inibi¢do de
9,0; 8,9 ¢ 10,9 mm, respectivamente. Kane et al. (2002)
mostraram que o extrato vegetal aquoso de gengibre,
reduziu 100% de crescimento micelial de Rhizoctonia
solani. Tylkowska e Dorna (2001) também observaram
que esse extrato inibiu o crescimento micelial de
Alternaria brassicae, A. brassicicola, Botrytis allii ¢
Stemphlium botryosum.

Com relagdo ao maracuja também avaliado neste
estudo, a infusdo, a tintura ¢ as capsulas contendo o pd
das folhas deste vegetal sdo utilizadas popularmente
por possuirem agdo carminativa. No entanto, podem
também apresentar outras propriedades biologicas e
farmacologicas. Entretanto, neste trabalho, as diferentes
amostras ndo foram ativas nas condigdes utilizadas.

Meléndez e Capriles (2006) usaram extratos
de folhas de diversas plantas e verificaram atividade
inibitéria frente a quatorze espécies bacterianas, entre
elas S. aureus e E. coli. Das espécies de plantas avaliadas,
o extrato de Passiflora edulis Sims nado demonstrou
efeito inibitorio.

Mohanasundari et al. (2007) mostraram que a
polpa de maracuja foi capaz de inibir o crescimento de
bactérias Gram negativas. No entanto, essa atividade
foi atribuida a presenga de uma substdncia chamada
passicol.

Diante dos resultados obtidos, esse estudo
contribui para o screening de atividade antibacteriana,
com destaque para a tintura de gengibre que apresentou
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas.

O crescente problema da resisténcia aos
antibioticos exige a busca por novos agentes
antibacterianos, demonstrando a relevancia do presente
estudo, o qual agregou a descoberta de novas acdes
terapéuticas a produtos comumente utilizados pela
populagdo.
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ABSTRACT

Evaluation of Antibacterial Activity of Ginger (Zingiber
officinale Roscoe) and Yellow Passion Fruit (Passiflora
edulis Sims)

In recent decades, numerous studies have been directed
to give the plant its real value in therapy. There are
many factors that have been collaborating with the
development of this health practice, particularly
economic and social rights. The application of traditional
knowledge, or popular, about the curative use of plants
in the development of herbal medicine shows up as
a very consequent and consistent strategy. In this
context, it is essential to the evaluation of the biological
activities of these plants, especially those widely used
by the population. So, the present study evaluated the
antibacterial activity of tinctures and powders of leaves
of Passiflora edulis Sims (yellow passion fruit) and roots
of Zingiber officinale Roscoe (ginger), as well as infusions
and decoctions, respectively, obtained commercially, in
order to evaluate which is normally consumed by the
population. Therefore, the methodologies used were the
agar diffusion and microdilution techniques against the
micro-organisms Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Bacillus subtilis (ATCC 19659), Escherichia coli (ATCC
25922), Salmonella sp (ATCC 19196) and Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853). The results showed that
ginger has antibacterial effect, mainly on Gram-positive
bacteria, while the passion fruit did not show activity
in any tests and concentrations. Thereby, the results
obtained in this study contribute to the screening of
antibacterial activity in the search for new antimicrobial
agents.

Keywords : Antibacterial activity. Ginger. Passion fruit.
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