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Introducio

O Ministério da satide estima que anualmente, uma a cada 10 pessoas adoecem, no
mundo, devido ao consumo de algum alimento contaminado, enquanto que a doenga
gastroenterite, ¢ a mais comum das Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) afetara 550
milhdes de pessoas causando, aproximadamente, 230 mil mortes. No periodo de janeiro de
2007 a dezembro de 2015 identificou-se um total de 2.243 (34,37%) dos surtos, sendo os
principais agentes etiologicos causadores a Salmonella (25,17%), Escherichia coli (23,42%) e
Staphylococcus (18,61%) (BRASIL, 2020).

As doengas transmitidas por alimentos (DTAs) tém sido uma dificuldade enfrentada
pelos consumidores, tornando-se uma preocupacao iminente para a saude publica (MAJOLO
et al., 2014). Dentre alguns fatores que as DTAs estdo atreladas destaca-se o aumento
populacional, a fabricagdo de alimentos em grande escala e a extensa producao de alimentos
de pronto consumo. A grande maioria das ocorréncias de contaminagdo alimentar sdo
causadas por bactérias e virus (SIRTOLI; COMARELLA, 2018).

Outro exemplo, ¢ a crescente utilizacdo de farmacos sintetizados provenientes de
substancias quimicas produzidas pelas industrias, que podem gerar riscos prejudiciais aos
seres vivos (PALUDO et al., 2019).

A Curcuma longa Linn conhecida como agafrdo, ¢ nativa da regido asiatica e pertence
a familia Zingiberaceae, os rizomas sdo amplamente utilizados como condimentos na area
alimenticia (TERAMOTO et al., 2018). Infelizmente, as folhas acabam se tornando um
produto residual do uso de seu rizoma. Diversos estudos apontam atividade antibacteriana,
antimicrobiana (PERET-ALMEIDA et al., 2018) ¢ até anticancer (DE ARAUJO et al., 2015),
devido as substincias presentes no agafrdo. Investigacdes anteriores mostraram atividade
antimicrobiana a partir do 6leo essencial de agafrdo frente a patdgenos relacionados a DTA
(MAJOLO et al., 2014).

As folhas de C. longa sdao grandes com formato alongado e coloracio verde dispostas
em espigas compridas (MARCHI et al., 2016). Os o6leos essenciais sdo extraidos do
metabolismo secundario das plantas que funcionam como adaptacdo e defesa. Esses, sdo
misturas volateis, complexas, constituidas quimicamente por monoterpenos e sesquiterpenos
que podem ser influenciadas por condigdes adversas do meio ambiente (MOSSMANN et al.,
2024).

Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in
vitro do dleo essencial das folhas frescas de C. longa frente a inoculos bacterianos padrdes
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como Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028 e
Staphylococcus aureus ATCC 29212, como opcao de conservante natural, e também como
uso fitoterapico em combate ao consumo excessivo de fArmacos sintéticos, tendo em vista que
o 6leo essencial ¢ obtido de uma fonte natural, o estudo abrange a sustentabilidade e a
utilizacao da biodiversidade, considerando que as folhas seriam descartadas.

Material e Métodos

O material vegetal foi obtido no municipio de Caroebe-RR, com as coordenadas
geograficas 00° 53° 02” N 59° 41° 46” W e, posteriormente, levado ao laboratorio de Quimica
Ambiental da Universidade Federal de Roraima, para a devida selecdo e higienizacao. A
extracdo do oOleo essencial das folhas frescas de C. longa ocorreu através da hidrodestilacao,
utilizando-se o Clevenger adaptado, método muito utilizado para extrair 6leos essenciais
(SILVEIRA, 2012).

Para realizar o bioensaio, adaptou-se a metodologia de Cutrim (2019) onde utilizou-se
os microrganismos P. aeruginosa ATCC 27853 e S. typhimurium ATCC 14028 que sdo
bactérias Gram-negativas, e S. aureus ATCC 29212 bactéria Gram-positiva. Inicialmente,
realizou-se um pré-inéculo dos microrganismos, que foram transferidos do meio de cultura
onde estavam conservados, para um tubo de ensaio contendo 3 mL de Agar BHI que é
utilizado para o crescimento dos microrganismos. Em seguida, os tubos foram incubados em
estufa a 35 °C.

Ap6s o periodo de 24 h, o contetido do pré-indculo foi transferido para Erlenmeyer
contendo agua destilada estéril, para realizar o ajuste da concentragdo. Realizou-se o ajuste até
alcangar a marca de transmitancia de 74-75% de bactérias a 600 nm, que corresponde a escala
0,5 de McFarland de turbidez padrio, ou seja, 105 UFC mL"', obtendo a suspensdo de
indculos padrao utilizada no bioensaio.

O dleo essencial das folhas frescas de C. longa foi solubilizado em dimetilsulfoxido
(DMSO) com concentragdo de 12,5 mg mL™', o qual retirou-se uma pequena aliquota de 40
uL que, posteriormente, foi adicionada a 920 pL do meio de cultura utilizado, obtendo uma
solugdo padrio de 500 uL mL™, a esta solugdo foi adicionado 10% v/v de emulsificante
polisorbato 80 (Tween 80). O bioensaio foi realizado em triplicata, utilizando uma placa com
96 micropogos, onde adicionou-se 100 pL do indculo do microrganismo padronizado em cada
poco. Realizou-se 4 controles, um para controle de esterilidade do meio de cultura, contendo
meio de cultura e 4gua destilada estéril com 100 pL cada, e 10% v/v de emulsificante Tween
80. Outro para controle de crescimento em meio de cultura, visando verificar a viabilidade
celular. Controle positivo substituindo a solu¢do padrao por ampicilina, que ¢ um antibidtico
comercial muito utilizado e o branco utilizando as mesmas concentragdes avaliadas, porém,
substituindo o indculo por agua destilada estéril.

As microplacas foram incubadas por 16 h em estufa a 35 °C, e apos este periodo
realizou-se a leitura em leitor de placas a 490 nm. O calculo da porcentagem de inibi¢ao foi
realizado através da Equacdo 1.

%) x100 Equagdo 1

Inibigdo (%) = 100 — (

Onde, AM ¢ a absorbancia da amostra; AB é a absorbancia do branco; AC ¢ a
absorbancia do controle de crescimento do microrganismo menos a absorbancia do controle
de esterilidade do meio de cultura.
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Resultados e Discussao

O dleo essencial obtido a partir das folhas de C. longa apresentou coloragdo amarela
transltiicida e odor forte caracteristico de 6leos essenciais (MOSSMANN, 2024), o rendimento
médio foi de 0,36%, concordante com valores encontrados por Teramoto et al., (2018) que
variam de 0,27% a 1,01%.

Por, frequentemente, atingirem a satide humana utilizou-se os microrganismos P.
aeruginosa, S. typhimurium e S. aureus (SIRTOLI; COMARELLA, 2018). Os valores
descritos na Tabela 1 sdo referentes a porcentagem 250 pg mL™' de inibigdo. A agdo
antimicrobiana dos 6leos essenciais estdo associadas a principios ativos, como o sabineno e
mirceno (REIS et al., 2020) que estdo presentes no oleo essencial das folhas de agafrao e
correspondem a 0,4% e 3% dos compostos, respectivamente, para Teramoto et al., (2018).

Tabela 1. Resultados do bioensaio no 6leo essencial das folhas de agafrdo frente a bactérias.

Microrganismos Oleo essencial Ampicilina
P. aeruginosa 15,69 +0,76 97,61 +0,49
S. typhimurium 11,69 + 5,95 98,01 + 0,65
S. aureus 20,22 + 0,85 97,15+ 0,09

As cepas testadas apresentaram sensibilidade frente ao 6leo essencial das folhas de C.
longa, porém os resultados inferiores encontrados, quando comparados a ampicilina, podem
ser justificados pelas caracteristicas dos microrganismos quando em contato com o dleo
essencial.

A maior atividade microbiana encontrada foi observada frente a bactéria S. aureus, que
revelou uma inibi¢do moderada quando comparado a ampicilina, que ¢ um farmaco
sintetizado com bioativo isolado, frente ao 6leo essencial que possui diversos bioativos em
sua composi¢do. Segundo Franco et al., (2007) em seu estudo o dleo essencial de C. longa,
também apresentou atividade antimicrobiana frente a S. aureus. Esta, ¢ uma bactéria que
causa infec¢des de diferentes intensidades em humanos, pesquisas anteriores mostram que o
acafrdo inibiu o crescimento desta bactéria de forma significativa (PERET-ALMEIDA et al.,
2018), se mostrando um bom conservante natural e fitoterapico.

No que tange a analise de suscetibilidade, constatou-se que o oleo essencial inibe
moderadamente a bactéria P. aeruginosa. O microrganismo ¢ um agente causador de
infecgdes hospitalares (TERAMOTO et al., 2018) que pode ser adquirido através de alimentos
mal armazenados ou negligéncias de higiene. Estudos apontam que ocorreu inibi¢ao frente ao
extrato do rizoma (PANGEMANAN et al., 2016), mas para o 6leo extraido das folhas nao
apresentou atividade (TERAMOTO, 2018). A bactéria ¢ conhecida por apresentar certa
resisténcia a farmacos (OLIVEIRA, 2022) o que pode justificar a baixa inibicdo. Em
concentragdes maiores pode se tornar um farmaco promissor, visto que atualmente, ha poucas
opcdes terapéuticas para o tratamento de infeccdes causadas por P. aeruginosa (OLIVEIRA,
2022).

Trabalhos revelam que os 6leos essenciais do agafrao possuem uma agao mais efetiva
frente as bactérias gram-positivas, mostrando-se mais resistentes quando comparado as
bactérias gram-negativas como por exemplo a Salmonella (MAJOLO et al., 2014).
Acredita-se que a membrana externa composta por lipopolissacarideos, presente na parede
celular de bactérias gram-negativas, restrinja a inibi¢do dificultando a disseminacdo de
determinadas classes de compostos presentes no 6leo essencial, no interior da célula (SALES
et al., 2020; MAJOLO et al., 2014; CUTRIM, 2019). Portanto, foi possivel observar que nesta
espécie, S. typhimurium houve a menor concentragdo inibitéria quando comparado as demais
bactérias.
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Embora a presente pesquisa ndo tenha apresentado resultados com altas concentragdes
de inibig¢do frente aos patogenos testados, estes corroboram para a comunidade académica e
local pois sua composi¢ao quimica pode ser influenciadas por condicdes adversas do meio
ambiente que esta inserida.

Conclusoes

Tendo como base o estudo realizado, foi possivel investigar a atividade antimicrobiana
do ¢6leo essencial das folhas de C. longa frente as bactérias P. aeruginosa ATCC 27853, S.
typhimurium ATCC 14028 e S. aureus ATCC 29212, indicando um potencial agente
antimicrobiano natural, podendo ser utilizado como conservante ou fitoterapico,
principalmente para bactérias gram-positivas. Comprovando que hd em sua composi¢do
quimica, fitoconstituintes capazes de apresentar atividade antimicrobiana.
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