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RESUMO

Considerando-se a qualidade dos fitotergpicos, € importante salientar que a preocupacéo
com esta questéo inclui rigoroso acompanhamento das diferentes etgpas do desenvolvimento e
producdo destes produtos, desde a coleta do vegeta aé a disponibilidade do produto fina. Neste
trabaho foi redizado o estudo farmacognéstico do fruto de Syzygium cumini (L.) Skeds,
popularmente conhecido como jambol&o, no qua foram destacadas a otimizagdo do processo
extrativo, a determinacdo da aividade antimicrobiana do extrato bruo e a avdiacdo desta
atividade apds sua incorporacdo em um sabonete liquido. Andise fitoquimica preliminar dos
frutos de S cumini (L.) Skeds evidenciou taninos, flavondides, antocianidines, iridoides,
acaldides e heterosideos fendlicos smples. Tendo como parémetros o residuo seco e a atividade
antimicrobiana, 0s extratos foram testados frente aos microrganismos Staphylococcus aureus,
Saphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Candida albicans e Candida krusei. Por meio da andise fatorid dos resultados do plangamento
experimentd, onde foi empregada granulometria de 0,302 mm do p6 seco do fruto, constatouse
que a percolacdo condtitui 0 melhor procedimento extrativo, e a mistura etanol: agua (50:50)
conditui 0 mehor solvente. Para a determinacd da concentracdo inibitéria minima (CIM) do
extrato foram usados 0os microrganismos S. aureus, S epidermidis, P. aeruginosa, C. albicans,
C. krusei e C. parapsiloss, patindo de uma concentracdo inicda de 10000 ig/100 iL. A
concentracdo bactericida minima (CBM) foi de 1250 ig/100 iL paraa S aureus, 625 ig/100 iL
paraa S epidermidis e 2500 ig/100 iL para aP. aeruginosa e para a concentracéo fungicida
minima (CFM) foi de 2500 ig/100 iL. A incorporagdo do extrato de S cumini (L.) Skeels a uma
formulacdo de sabonete liquido com atividade anti-séptica mostrou-se promissora em fungéo dos
resultados postivos obtidos. Apresentou atividade bactericida frente a S, aureus na concentracéo
de 625 ig/100 iL, S epidermidis na concentracdo de 312,5 ig/100 iL e P. aeruginosa na
concentracdo de 1250 ig/100 iL. A aividade fungicida frente as leveduras C. albicans, C.

krusei e C. parapsilosis necessitou de concentragesde 1250 ig/100 iL.

Palavras-chave: Syzygium cumini (L.) Skedls, Myrtaceae, jambol&o, controle de qualidade,
atividade antimicrobiana, sabonete liquido.



ABSTRACT

The qudity of the phytomedicines must be assured by means of close observation of the
different stages of their development and production, which dtarts a the moment the plant is
collected and finishes a the moment the product is put on the narket. A pharmacognostic study
of Syzygium cumini (L.) Skedsfruits (popularly known as “jambol&o’) was then performed,
pointing out the optimization of the extractive process, the determination of the antimicrobid
activity of the crude extract, and the assessment of such activity after its incorporation into the
liquid sogp. The phytochemicd screening from the fruits of S cumini (L.) Skeels demonstrated
tannins, flavonoids, anthocyanins, iridoids, dkaoids and smple phenol heterosdes. By usng
dry resdue content and antimicrobid activity assessment methodologies, a fatorid anadyss was
accomplished, and congdering a dry fruit powder granulometry of 0.302 mm, the results
indicated percolation as the best extraction method, and the mixture ethanol: water (50:50) as the
best solvent concentration. The microorganians S aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, C.
albicans, C. krusei and C. parapsilosis were used to determine the minimd inhibitory
concentration (MIC) of the extract, starting from 10000 pug/100 pL. The minimd bactericdd
concentration (MBC) to S. aureus, S. epidermidis and P. aeruginosa were 1250 ug/100 pL, 625
Mg/100 pL  and 2500 pg/100 pL respectively. And a minimd fungicida concentration (MFC) of
2500 pg/100 pL. The liquid sogp was then formulated, and had S cumini (L.) Skedls extract
added to its formulationleading, therefore, to an antiseptic activity that proved to be favorable
conddering the good results obtained. In the presence of S aureus, S epidermidis and P.
aeruginosa at concentrations of 625 pg/100 pL, 3125 pg/100 pL, and 1250 pg/100 pL,
repectively, the liquid sogp presented a bactericidd activity. The fungiddd activity to C.
albicans, C. krusel and C. parapsilosis, was 1250 pg/100 pL.

Keys words. Syzygium cumini, Myrtaceae, “jambol&o’, black berry, qudity control,
antimicrobid activity, liquid soap.



I ntroducéo

1. INTRODUCAO

Dados liter&rios sobre a utilizacdo de espécies vegetais para a cura de doengas e outros
males sBo encontrados desde 50.000 anos aras. Intuitivamente, o homem primitivo buscava
descobrir solugdes para suas necessidades basicas como nutricdo, reproducdo e protecéo.
Pelas suas experiéncias e observagOes, evoluiu biologicamente, descobrindo nas plantas e
evas solugbes para o tratamento de injUriass ou doencas. Além das plantas benéficas,
descobriram as nocivas, capazes de matar e produzir aucinagbes. Aos primitivos que
detinham todos esses conhecimentos, foram atribuidos poderes sobrenaturais e passaram a ser
considerados magicos, curandeiros ou feiticeiros (DEVIENNE, 2000).

No processo higtorico das plantas medicinais, muitas civilizagbes descreveram a
utilizacdo de ervas e outros vegetais como forma de medicamento, em seus registros e
manuscritos. Os babilénios e sumerianos (2600 aC.) usavam em seus remédios, frutos,
folhas, flores, cascas e raizes como a oliveira e o dho. A “Tabuinha sumeriand’, uma colecdo
de textos médicos em tabletes de argila, contém registros dos primeiros sintomas de doencas e
a prescricdo para cada enfermidade, sendo considerada 0 mais antigo tratado de medicina
(TEIXEIRA, 1994; MIGUEL & MIGUEL, 1999). A cultura chinesa (2.000~2.500 a.C.)
descreve no 1° Pen T', 635 drogas citando plantas como ginseng, ruibarbo, podofilum e
Ephedra (DEVIENNE, 2000).

As plantas representaram, durante séculos, a Unica fonte de agentes tergpéuticos para o
homem. No inicio do século XIX, @m o desenvolvimento da quimica, as plantas passaram a
representar a primera fonte de substéncias para 0 desenvolvimento de medicamentos
(HOSTETTMANN et al., 2003).

Na primeira metade do século XX, os produtos de origem vegeta foram esquecidos

temporariamente em decorréncia do grande sucesso dos compostos quimicos obtidos a partir
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I ntroducéo

de microrganismos, 0S quais eram capazes de curar infecgles graves (VILEGAS, 1998). As
pesquisas concentraram-se no  descobrimento de varios antimicrobianos produzidos  por
inimeras variedades de microrganismos, a grande maioria sem utilidade préatica devido a sua
toxicidade. Houve uma revolucdo na tergpéutica induzida pelas pesquisaes redizadas pela
indUstria  quimico-farmacéutica cujo objetivo maior era e anda € o de dntetizar novas
substancias ativas com 0 minimo de toxicidade (DEVIENNE, 2000).

Atudmente, gpesr do grande desenvolvimento da sintese organica e de novos
processos biotecnolégicos, 25% dos medicamentos prescritos nos paises industridizados s&o
origin&rios de plantas e aproximadamente 120 compostos de origem natural, obtidos a partir
de cerca de 90 espécies de plantas, sfo utilizados na terapéutica moderna. De fato, os produtos
naturais etdo envolvidos no desenvolvimento de 44% de todas as novas drogas
(HOSTETTMANN et al., 2003).

Os produtos sintéticos tém se tornado, em dgumas Stuagbes, ineficientes ou
inseguros. O excesso de efeitos colaterals, 0 uso abusivo, a prescricdo indiscriminada e o
emprego incorreto destes produtos resultam em uma razéo n&o ided de risco / beneficio. Isto
promove graves riscos ao paciente e muitas vezes acarreta dependéncias ou resgténcias
piorando o quadro clinico. Outro motivo que levou a0 crescimento da fitoterapia é que parte
da populagdo mundid ndo tem acesso a medicina convenciond, devido a Stuacdo econbmica
ou a0 descaso com a populacéo por parte do sstema politico econdmico mundiad ou mesmo
pela palitica adotada pelas grandes indUstrias farmacéuticas (TOLEDO, 2002).

Muitas empresas estéo conscientes das tendéncias de consumo, e buscam novos
ingredientes para incorporar aos produtos ja existentes e aos que poderdo ser desenvolvidos
no futuro. Uma tendéncia que estd se destacando € 0 aumento na procura por parte da
populacéo, de produtos funcionais baseados em ativos ou fitotergpicos (ROCHA FILHO,

1995; OLIVEIRA & BLOISE, 1995).
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A necessidade da introducdo de novos aivos no arsend farmacéutico € absoluta Em
s tratando de antimicrobiano, tal necessdade torna-se mais evidente ap condderar-se o
goarecimento de formas Dbacterianas resistentes, decorrentes, principdmente, do uso
indiscriminado e ma orientado deste tipo de produto. Dentro desse contexto, 0 interesse em
plantas com propriedades antimicrobianas tem evoluido com amplas perspectivas.

Em vida disso, aumentaram tarbém as preocupagfes com a quaidade de tais
produtos, pois sd0 bastante conhecidas as caracteristicas desse segmento no sentido de
apresentarem adulteragdes e fadficagbes frequentes (ZAUPA et al., 2000). Portanto, através
do controle da quaidade da droga vegeta € possive garantir também a eficicia e seguranca
dos produtos farmacéuticos, cosméticos e correlatos preparados a partir de drogas vegetas.
Andisss fisco-quimicas farmacopéicas sao importantes para o controle da quaidade da droga
vegetd. Entretanto, nem todas as drogas vegetais possuem parametros estabelecidos que
possam contribuir ao controle de qualidade.

Sho inimeras as formas farmacé@uticas e fitocosméticas que vém sendo desenvolvidas
utilizando matérias-primas vegetals, e muitas ddas empregadas no desenvolvimento de
preparagdes para higiene. A utilizacdo de agentes anti-sépticos em formulagbes deve ser
distinguido do uso de agentes conservantes. No caso de anti-sépticos, espera-se um produto
ativo contra microrganismos presentes na pele, couro cabeludo ou boca, enquanto que os
conservantes tém  por principad funcdo a manutencdo do produto em  condices
microbiolégicas satisfatdrias durante seu prazo de vdidade. Baseado no exposto e
condderando o fruto de Syzygium cumini (L.) Skeds, popularmente conhecido como
jamboldo, materia abundante e ja referenciado por suas diversas propriedades, inclusve
antimicrobiana, demonstrou ser bastante interessante a possibilidade da eaboragdo de um
estudo farmacognéstico do fruto, preparo do extrato seco, avaiacdo do possive efeito

antimicrobiano e sua incorporagdo em uma preparacdo para higiene. Tais procedimentos
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visam colaborar de modo a ampliar os conhecimentos sobre composi¢do quimica — dividade
dos extratos vegetals, o que permitira melhorar a qualidade e€ficacia para as preparagdes que

os contenha e conseqlientemente atingir-se maior seguranca em relacéo ao USUAro.
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2. OBJETIVOS

Devido a imensa procura popular de plantas medicinais, entre dlas a espécie Syzygium

cumini (L.) Skeels, os objetivos do trabalho foram:

Caracterizar figca, fisco-quimica, quimica e microbioldgica o pd do fruto de S. cumini.

Otimizar das condicfes de extragdo de substancias antimicrobianas dos frutos de S

cumini por diferentes técnicas de extraco e solventes.

Avdia da atividade antimicrobiana pelos métodos de difusfo em &gar e determinagcdo da

concentracdo inibitéria minima por microdiluicdo do extrato dos frutos de S. cumini.

Desenvolver a formulagdo de sabonete liquido, e incorporar o extrato de frutos de

jambol&o ao sabonete liquido.

Avdiar da atividade antimicrobiana pelos métodos de difusio em &gar e determinacéo da

concentracdo inibitéria minima por microdiluicio do sabonete liquido contendo extrato

dosfrutosde S. cumini.

Ketylin FernandaMigliatlo 29




Revisdo da Literatura

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Sistematica vegetal
Syzygium cumini (L) Skeds é uma &vore pertencente da familia Myrtaceee, nativa dos

trépicos, sendo popularmente conhecida no Brasil como jambol 8o, jame&o ou azeitona-roxa.

3.1.1. Familia Myrtaceae

E caracteristicamente marcante nesta familia a formecdo de bolsas secretoras de
esséncias, tanto no cortice do caule como no parénquima das folhas, inferindo dai a denominacéo
Myrtaceae, relativa a “myron’ (do grego = pefume). As flores sdo regulares, andrégines,
pentimeras ou tetrameras. Apresentam o cdice aderente a0 ova&io, com quatro ou cinco
divisies, raras vezes mas, gerdmente inteiro e persstente. O androceu compde-se de estames
em numero indefinido, em dois verticilos. Em regra sBo smples, mas as vezes se ramificam,
formando estames compostos. O pidilo € infeeo ou meio infero, de carpelos fechados,
concrescentes em ova&ios multiloculares e contém cada loja, grande nimero de Gvulos anétropos.
O fruto pode ser baga, como nos géneros Myrtus e Eugenia; drupa como no género Aulacocarpo;
pixidio no género Berthdlletia; cipsulas loculicidas no género Madeuca, ou agquénio no género
Chamdaucium. Encerra a semente um embrido ora reto, ora curvo, ora espirdado (PINTO,

[19567); DI STAS & HIRUMA-LIMA, 2002).

As mirtéceas, em grande nimero intertropicais, compreendem mais de 4.620 espécies,
agrupadas em 129 géneros e em 5 tribos, que se dividem em duas segdes. a primeira contém as
Myrteas, as Lepiospermeas e as Chamdaucess, e a segunda pertence as Lecythidess e as
Puniceas. As pertencentes a primeira secdo possuem as espécimes contendo bolsas secretoras, ao

contrério das pertencentes a segunda segéo (DI STAS & HIRUMA-LIMA, 2002).
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Nessas tribos ha vegetals importantes sob diversos aspectos, agueles que déao frutos
comestiveis como a jaboticabeira (Eugenia caulifiora O. Berg), a goiabeira (Psidium guajava
L.), aromeira (Punica granatum L.), a uvaia (Eugenia uvalha (Cambess.) D. Legrand), o jambo
(Eugenia jambosa L.) e o castanheiro do Para (Bertholletia excelsa Bonpl.). Aquelas ditas
aroméaticas, como o craveiro da india (Caryophillus arométicas), a murfa (Myrthus communis) e
0 cgepute (Melaleuca cajeput), e aguelas que oferecem madeira de qudidade empregada em
construgdo, como o jequitibédrosa (Couratari legalis Mart.), o jequitibdvermeho (C. estrellensis
Ames) e a sapucaia (Lecythis pisonis ou Lecythis ollaria Lo€fl.) entre outros (PINTO, [19567);

DI STAS & HIRUMA-LIMA, 2002).

Figura 1. Digtribuicdo geogréfica da familia Myrtacese
Vermelho: Paises onde é encontrada a familia Myrtaceae
GENERO Syzygium, 17/02/05
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3.1.2. Género Syzygium

O género Syzygium (Inbnimo: Eugenia) possui 14 espécies, incluindo Eugenia uniflora
L., Eugenia punissifolia, Syzygium jambos (L. Alst e Syzygium jambolanum DC., todas
possuindo comprovado efeito fisologico em véias espécies, incluindo o homem (ALBERTON
et al., 2001). A literatura relata que as folhas de E. uniflora L. apresentam efeitos diurético,
antiinflametorio,  anti-hipertensvos,  antigotosos,  hipoglicemiantes e hipatrigliceridicos.  Além
digo, exigem rdaos de que seu fruto apresente efeto hipoglicémico. As raizes de E.
punissifolia Specimens. possuem efeitos hipoglicémicos em cdes normas e pancresticomizados.
No Brasl, tanto o S. jambos (L.) Alston., como S. jambolanum DC. sdo conhecidos como
jamboldo. As folhas de S jambos possuem acdo hipotensva, enquanto as folhas e brotos de
flores da S. jambolanum s8o considerados diuréticos. As cascas de S. jambolanum tém mostrado
efeito antidiaréco bem como uma agdo inibitéria contra a dividade da protesse HIV-1,
enquanto as sementes desta planta tém mostrado deito anticonvulsivante (PEPATO et al., 2001,

MAHMOUD et al., 2001).

3.1.3. A espécie Syzygium cumini (L) Skeels

Syzygium cumini (L.) Skedls (Fig. 2) é uma arvore nativa dos trépicos, particularmente da
india, bem como da Tailandia, Filipinas e Madagascar. A planta foi introduzida em muitos paises
tropicais pertencentes a Africa e & Améica Latina No Brasil é encontrada em diversos estados
das regides Sudeste, Nordeste e Norte. Pode também ser encontrada em dgumas regides
subtropicais como a Florida, a Cdifdmia nos Estados Unidos, a Argdia e Isad (MORTON,
1987; ROSS, 1999; ALBERTON et al., 2001; MAHMOUD et al., 2001; GROVER et al., 2001,
jambol&o, 07/12/2003).

Apresenta as seguintes sinonimias. Eugenia jambolana Lam., Syzygium jambolanum

DC., S caryophylifolium DC., Eugenia cortisona Lour., E. frondosa Wal., E. caryophylifolia
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Lam., E. jambolifera Roxb.,, E. moore Mudl., E. obtusifolia Roxb., E. cumini Druce,
Jambolifera pedunculata Gaertn, E. glomerata Sieber, Calyptrantes caryophylifolia Willd., C.
jambolana Willd., C. cumini Pers., Myrtus cumini L. (MORTON, 1987; SLOWING et al., 1994;
ALBERTON et al., 2001, MAHMOUD et al., 2001; TIMBOLA et al., 2002; DAMASCENO et
al., 2002; ZANOELLO et al., 2002; SHARMA et al., 2003; jambol&o 07/12/2003).

E uma &vore que mede cerca de 10 m de dtura e 3 a 4,5 m de didmetro de projecdo da
copa, com folhagem abundante, ramos de coloracdo acinzentada-claro, com fissuras escuras e
cicarizes foliares bastante aparentes. O caule é a&reo, ereto, tipo tronco, lenhoso, cilindrico,

gpresentando ramificagéo caulinar do tipo smpodidl.
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Figura 2. Arvore Syzygium cumini (L.) Skeds (jambolZ0)

Os ramos s&o retorcidos com folhas dispostas em filotaxia oposta. As folhas (Fig. 3) sdo
smples, pecioladas, lanceoladas, com margem ondulada, apice cuspidado e base cuneada. A

nervacao é peninérvea, gpresentando nervuramarginal (nervuras soldadas em bordo).
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Figura 3. Folhas da érvore de jambol &

As flores (Fig. 4), de coloracdo branca a creme, estf%o dispostas em inflorescéncias
axilares, racemosas, plurifloras compostas, sendo semehantes quanto a forma as paniculas
mircedides, que caracterizam outros géneros pertencentes a familia Myrtacese. Tanto o
pediinculo principa quanto os pedicelos se apresentam pouco retorcidos como ocorre Nos ramos.
As flores sBo hermafroditas, com cdice gamossépao e corola didipéda Androceu didistémone
e polisémone, apresenta anteras globosas que, por sua vez, edtd0 inseridas no filete
dorsventrdmente e goresentam deiscéncia longitudind. O gineceu gpresenta ovéaios inferos,
gamocarpelares, bicarpeares, hiloculares com placentacéo axiad (MORTON, 1987; ROSS, 1999;

OLIVEIRA & AKISUE, 2000; ALBERTON et al. 2001).

Figura 4. Flores da &rvore de jambol&o

Os frutos sdo carnosos do tipo baga, dipticos, apresentando cerca de 3 a 4 cm de

comprimento e 2 cm de diametro, com pericarpo de coloracdo roxa escura intensa, apresentando

Ketylin Fernanda Migliato 35




Revisdo da Literatura

gpenas uma semente (Fig. 5). O mesocarpo € carnoso e sucoso com sabor &cido adocicado,
oferecendo forte sensagdo de adstringéncia (MORTON, 1987; ROSS, 1999; OLIVEIRA &
AKISUE, 2000; ALBERTON et al.,, 2001). No Brasl floresce nos meses de setembro a
novembro e o fruto é encontrado abundantemente nos meses de dezembro a feverdro
(DANADIOQO et al., 1998; ROSS, 1999; OLIVEIRA & AKISUE, 2000; ALBERTON et al., 2001,

jambol&o, 07/12/2003).

Figura 5. (a) Frutos verdes de jambol&o b) frutos maduros de jambol&o

Eda planta é popularmente conhecida nos diversos paises de sua ocorréncia com as
seguintes  denominagbes.  jamboldo, jamun, jamblon, jambolan, jambolana, jambol, jamdian,
jamoon, jambul, black plum, blackberry, jameldo, jad&o, neredu, jam, azeitona, azeitona-roxa,
murta, jambui, oliva, dla, naeredu, dliveira, java plum, portuguese plum, maabar plum, purple
plum, damson plum, jaman, jambu, jambool, jambhool, jamdong, jamblang, jiwa, sdam,
koriang, luk-wa, madan, maak rose-apple, naval, negresse, rotra, tete, wa, waa, ma-ha, pring
bai, pring das krebey, voi rung, duhat, lomboy, lunaboy, djoowet, doowet, péjua extranjera,
guayabo pégua, kodi, jamoen, druif, jambeiro (PENNA, 1930; MORTON, 1987; ROSS, 1999;
SHARMA et al., 2002; TIMBOLA, et al., 2002; GROVER et al., 2002; GARCIA, et al., 2003;

jambol 30, 07/12/2003).
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3.1.4. Uso popular

Syzygium cumini, popular jambol&o, se destaca por ser rico em V&ios condituintes. A
literatura relata suas agbes hipoglicemiante, antimicrobiana, hipotensiva, diurética, cardioténica,
adgtringente, antiinflamatdria, antieméica, edimulante do Sstema nervoso centrd, antipirética,
anticonvulsvante, anti-hemorrégica, carminativa e antiescorbltica.

Td dtuacdo tem popularizado seu emprego no tratamento de congtipacdo, leucorréia,
Ulcera verérea, purificagdo de sangue, interrupcdo de hemorragia nas fezes, disenteria, dispepsia,
asma, bronquite, gengivite, estomdtite, queimaduras, retencdo urinaria e descamacfes do couro
cabeludo MORTON, 1987, BHATIA & BAJA, 1975, SCHAPOVAL et al., 1988; SANTOS et
al., 1995; ROSS, 1999; MOHMOUD et al., 2001; ALBERTON et al., 2001; PEPATO et al.,
2001; ZANOELLO et al., 2002; DAMASCENO et al., 2002; TIMBOLA et al., 2002; SHARMA

et al., 2003; jambol3o, 07/12/2003).

3.1.5. Composi¢ao quimica

A composicio quimica das sementes, cascas, folhas, frutos e flores do jambol&o tem sido
referenciada por diversos autores (BHATIA & BAJAJ, 1975; LIU, 1995; SCHAPOVAL et al.,
1988; ROSS, 1999; NASCIMENTO et al., 2000; AHMAD & BEG, 2001; ALBERTON et al.,
2001; MAHMOUD et al., 2001; DAMASCENO et al., 2002; SHARMA et al., 2003; TIMBOLA
et al., 2002; ZANOELLO et al., 2002).

Sementes: foram encontrados taninos hidrolisvels (&cido gdico, dégico, corilégico),
querceting, antimelina, dleo essenciad (& e & pineno, canfeno, mirceno, limoneno, cis- ocineno,
trans-ocineno, &terpineno, acetato de bornila, & copaeno, &humuleno e candineno), materiais
resnosos e glicose.

Cascas: foran encontrados &cido acetil oleandlico, triterpendides, é&cido eagico,

isoquerceting, querceting, canferol e miricetina.
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Folhas: foram encontrados acido gdico, metilgdao, canferol, miriceting, é&cido eagico,
&cido clorogénico, quercetina e nilocitina
Frutos: foram encontradas antocianidinas.

Flor es; foi encontrado &cido oleandlico.

3.1.5.1 Taninos

Taninos e compostos fendlicos vém sendo amplamente reconhecidos por possuirem ato
potencid antibidtico. Ta dfirmacdo encontra respado ao confirmar-se 0 uso de plantas
medicinais ricas em polifendis para obtencéo de efeito anti- séptico (KOLODZIEJ et al., 2003).

Tanino € um termo utilizado para desgnar substéncias de origem vegetd capazes de
trandformar “pele fresca em couro”’. Edtas substancias encontramse difundidas em plantas e
dimentos de origem vegetd, como por exemplo: frutas, legumes, sementes, graos cereas,
bebidas (vinho, cha, cidra, cacau) (BUELGA & SCALBERT, 2000).

S80 metabdlitos secundérios de plantas superiores. Possuem peso molecular entre 500 e
3000 Ddtons (MELLO & SANTOS, 2004), sfo soliveis em &gua, possuem propriedades
especiais como precipitar proteinas e acaoides (Fig. 6). A capacidade de precipitar proteinas,
paticularmente sdivares da cavidade ord, caacteriza 0 sabor addstringente dos taninos,
posshilitando seu fécl reconhecimento em frutos verdes. Ta propriedade € relevante para a

protecdo do vegeta frente ao ataque de alguns patdgenos e herbivoros.
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Figura 6. Associacéo polifenal (tanino)-proteinas
HASLAM, 1989

Estruturdmente, os taninos possuem 12 — 16 grupos fendlicos e 5 — 7 anéls aromaticos
com 1000 unidades relativas de massa molecular. Sdo divididos segundo sua estrutura quimica
em dois grupos. taninos hidrolisave's e taninos condensados.

Os taninos hidrolisivels sG0 caracterizados por um poliol centrd, gerdmente & D-
glucose, cujas fungbes hidroxilas sfo ederificadas com é&cido gdico (MELLO & SANTOS,
2004).

Os taninos condensados sdo ligbmeros e polimeros formados pela policondensacdo de
duas unidades ou mais de flavanr3-o e flavar3-4-diol. Eda classe também é denominada de
proantocianidina ou leucocianidinas (MELLO & SANTOS, 2004). Pelo fato de cederem
antocianidinas (cianiding, ddfinidinas) gpos a degradacdo com é&cido minera diluido a quente
(BUELGA & SCALBERT, 2000; MELLO & SANTOS, 2004).

Os taninos condensados sfo formados por unidades eementares de flavan-3-ol com
ligagbes C-C e ocasondmente ligagdes C-O-C. Os flavan-3-6is possuem um esqueleto tipico

flavondidico com ligagBes Cs-C3-Cs (BUELGA & SCALBERT, 2000).
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As proantocianidinas sfo formadas comumente por unidades de caequina €ou
epicatequina com ligagdes 4 —6 ou 4= 8, entre as unidades superior e inferior, respectivamente,
como pode s viso na figura 7. Além dos mondmeros catequina e epicatequina, outros Sao
bastante comuns, como gaocatequing, epigadocatequing, robinetinidol e fisetinidol (TOLEDO,

2002).

Figura 7. Exemplos de proantocianidinas diméricas
HASLAM, 1975

3.2- Extratos

As farmacopéias bradlera e a americana, entre outras, definem os extratos como
preparacies farmacéuticas obtidas pela concentracdo, até determinado grau, das solugdes
resultantes do esgotamento das substéncias medicamentosas por um dissolvente, como a agua,
dcool, éer, acetona (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996;

ANSEL et al., 2000).
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Os egipicios sabiam usar numerosas medicacOes extraidas de vegetais e anestesar pelo
uso de maceragbes de plantas em vinho. Faziam mumificagdes usando-se de uma minuciosa
técnica, com plantas, essencias arométicas, resnas e sdmouras para as quais ja tinham
observado suas propriedades anti-sépticas (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982;
PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; OS EXTRATOS, 2002).

Hipdcrates (460-377 a.C.) menciona mais de duzentas plantas usadas em sua terapéutica.
No ano de 65 da era cristéd uma obra notavel de medicina e boténica, chamada de “De matéria
médica’ escrita por Dioscoride cita os sucos concentrados de cicuta e um extrato aquoso de
genciana, obtido por evaporacdo das solugbes aquosas desta droga depois de filtrada (PRISTA et

al., 1996; OS EXTRATOS, 2002).

3.2.1 Classificagdo dos extratos vegetais

Apesar das definigbes farmacopéicas definirem extratos como sendo preparactes solidas,
na redidade tais preparagbes compreendem, um conceito vasto de fitotergpicos que podem ser
liquidos, moles, espessos e secos.

Extratos liquidos sdo os produtos obtidos a partir de matérias-primas vegetais, araves de
vaias metodologias de extracdo ou disolugdo. Tais metodologias envolvem o emprego de
misturas  solventes adequadas, em quaquer relacdo de concentracdo entre a matéria-prima
vegetal e 0 meio liquido. S0 preparadas solugBes extrativas em meio aquoso, hidro-etandlico,
hidro-poliglicdlico ou oleosos (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al.,
1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

Extratos moles sdo descritos, segundo a Farmacopéa Brasleira, como preparaces
semi-Sdlidas obtidas por evaporacdo parcia de extratos de drogas vegetais, adicionadas ou ndo
de adjuvantes (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; COSTA, 1994; PRISTA et al.,

1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).
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Extratos espessos S0 preparacies viscosas a temperatura ambiente, obtidas pela
concentracdo de solugbes extrativas até o ponto de formar uma massa maedve contendo
quantidades varidveis de umidade residua (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982
COSTA, 1994; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SSMOES et al., 2003).

Extratos secos so preparacdes obtidas pela eiminacdo tota da fase liquida por operacdo
de secagem sob pressfo reduzida ou amosférica, por liofilizacdo ou pela incorporacdo da
olugdo extrativa em matriz Slida, com poderior secagem (DAR, 1981; VOIGT &
BORNSCHEIN, 1982; COSTA, 1994; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et

al., 2003).

3.2.2. Processos extr ativos

Os extratos vegetals sfo obtidos fundamentalmente pelo emprego de vegetais secos.
Como o principd objetivo é retirar do vegetd diversas posshilidades dentre um universo
quimico extreordinariamente complexo, a sdetividade exigida fundamentase em dois principais
fatores, as caracteristicas do solvente e o processo extrativo aplicado (DAR, 1981; VOIGT &
BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000).

Apesar de inUmeros outros fatores, tais como, temperatura, agitacdo, granulometria do
vegetd e pH, influencialem no processo extrativo, 0 sucesso da extracdo € edreitamente
dependente do sstema solvente escolhido. Neste aspecto, pode-se dizer que a sdetividade da
extragdo pode atingir um devado grau, trabahando-se com a polaridade relativa dos solventes e
dos condituintes que se pretende extrair (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982
PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

A literatura clasdfica 0s processos extrativos em dois grandes procedimentos, a
maceragao e a percolagdo ou lixiviagdo, que em seus fundamentos sdo capazes de correlacionar

outras técnicas, como a digestfo, a infusio, a decocgdo, a turbdlise (turbo-extracio) (DAR, 1981,
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VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al.,

2003).

3.2.3. Estabilizacéo e secagem

Independente do processo extrativo, a secagem do materid é um procedimento de
extremaimportancia

A utilizacdo de materid vegetd fresco pode ser indispensivel para a deteccdo de aguns
componentes especificos. Seu emprego tem a vantagem de evitar a presenca de substancias
oriundas do metabolisno de fornecimento vegetal, e a desvantagem de necesstar de imediato
processamento. Caso isto ndo sga possivel, a andise do materid sO deve ser processada com
seguranca quando este tiver Sdo armazenado a baixas temperaturas (COSTA, 1994; SCHULZ et
al., 2002).

O materia vegetal seco apresenta maior estabilidade quimica, e 0 processo de secagem
exige dguns cuidados que objetivem interromper 0s processos metabdlicos que ocorrem gpds a
coleta da planta (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et
al., 2000; SIMOES et al., 2003).

A secagem tem por findidade a retirada de égua evitando resgbes de hidrdlise e de
crescimento microbiano. Pode ser redizada a0 ar livre, em estufas empregando a quente, ou
com o emprego de liofilizadores. A secagem a0 ar livre € mais econdmica, embora exija maior
vigilancia para garantir a uniformidade das condigbes durante a operacdo. Preferencidmente,
deve s redlizada a sombra, ja que a irradiacd solar pode dterar a condtituicdo quimica do
materid. O locd deve ser convenientemente seco e protegido contra 0 atague de insetos ou
contaminantes ambientais e € comum dispor 0 material sobre papel para absorcdo da umidade.
Na secagem por ar quente empregam-se estufas equipadas com um termogtato, 0 que garante a

manutencio de temperatura constante durante o tempo desgado. E conveniente deixar escapar o
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a da edufa, a fim de evitar a sua saturacé com o vapor d &gua que vai sendo desprendido do
materid a secar. A secagem a frio, com liofilizadores, freglientemente é usada para preservar a
integridade da amostra sensivel a0 aguecimento. A operacdo de secagem, independente de @mo
é redizada, propicia a reducdo de volume e de peso e fadilita a moagem dos materiais (DAR,
1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et

al., 2003).

3.2.4. Extracao

A preparacdo de amostras vegetais € muito complexa apresentando vérias etapas. A
primeira etapa, e certamente a mais importante € a extragdo que tem a finadidade de separar
substancias de interesse de uma matriz complexa (COSTA, 1994; BANDEIRA, 2004).

Antes de executar uma extragdo, deve-se levar em @nsderacdo uma Sfrie de fatores que
interferem nesta operacdo tais como granulometria do materia, polaridade do solvente, acidez do
melio, agitacao, temperatura e tempo de extracdo (SOARES et al., 1998).

A granulometria do materid influencia diretamente na eficiéncia da extracdo. A edrutura
hisologica das diversas partes componentes de uma planta € bastante heterogénea; existem
Orgdos como as raizes e os caules, cujos tecidos estdo fortemente compactados, a0 passo que em
folhas e flores os tecidos se gresentam com textura mais delicada. Como o poder de penetracéo
dos solventes depende, entre outros fatores, da consisténcia dos tecidos que formam o materia a
extrair, quanto mais rigido for o materid menor deve s sua granulometria (COSTA, 1994;
SIMOES et al., 2003).

A polaidade do solvente também influencia na eficiéncia da extracdp. O solvente
escolhido deve ser 0 mais sdetivo possivel. E devido & sdetividade que se podem extrair as

substéncias desgadas. Como a sdletividade depende da polaridade, o grau de polaridade do
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grupo que e desga extrair determina o solvente ou a mistura de solventes que mais se goroxima
do 6timo de seletividade para aquela extracio (PRISTA et al., 1996; SIMOES et al., 2003).

A extracédo de determinadas substéncias ainda pode ser influenciada pela acidez do meio
extrator. Considerando que os processos de extracéo dependem, em grande parte, de fendmenos
de difusio e que a renovacdo do solvente em contato com as substéncias a dissolver desempenha
um pape de grande influéncia na velocidade da dissolucdo, pode-se concluir que a agitacdo pode
diminuir a duragdo de um processo extrativo (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982
PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

O aumento da temperatura provoca um aumento da solubilidade de qualquer substancia,
motivo pelo qua os méodos de extracdo a quente sdo sempre mais répidos do que aqueles
redlizados a temperatura ambiente. Entretanto, o calor nem sempre pode ser empregado, ja que
muitas substancias S50 indéveis em adtas temperaturas (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN,
1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

O tempo de extracdo varia em fungéo da rigidez dos tecidos do materia vegeta, do seu
estado de divisdo, da natureza das substancias a extrair, do solvente empregado e do emprego —
ou N30 — de temperatura e/ou agitagio (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA
et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

Na escolha de um méodo extrativo, deve-se avdiar a dficiéncia, a sdetividade, a
estabilidade das substéncias extraidas e 0 custo do processo escolhido, considerando a finaidade
do extrato que se quer preparar (COSTA, 1994; SIMOES et al., 2003).

As técnicas de maceracdo, percolacdo e turbdlise (turbo-extracdo) foram utilizadas nesse

trabalho e estdo descritas abaixo.
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3.2.4.1. Maceracao

Maceracdo designa a operacdo na qud a extragdo da matéria-prima vegetd € redizada em
recipiente fechado, em diversas temperaturas, durante um periodo prolongado (horas ou dias),
sob agitacio ocasiond e sem renovagso do liquido extrator (DAR, 1981; SIMOES et al., 2003)
(Fig. 8).

O principio do processo consiste em manter o vegeta em contato com o solvente. Como
em tal processo a capacidade extrativa € dependente de um gradiente de concentragdo, torna-se
evidente que o rendimento extrativo gpresenta sensivel tendéncia a diminuir com o tempo (DAR,
1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et
al., 2003).

Os principas faores que influenciam a eficiéncia da maceracdo estdo vinculados ao
material vegeta, a0 liquido ou migturas de liquidos extratores e as condigbes do Sstema, em
conjunto (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al.,

2000; SIMOES et al., 2003).

Figura 8. Extracéo por maceracao
BANDEIRA, 2004

3.2.4.2. Percolacéo

Este grupo de operagBes tem como caracterisica comum a extracdo exaudtiva das
substéncias divas (Fig. 9). Na percolacéo, a droga vegetal moida € colocada em um recipiente
conico ou cilindrico (percolador), de vidro ou de metd, aravés do qud é feito passar o liquido

extrator (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996).
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Diferentemente da maceracdo, a percolacdo € uma operacéo dindmica, indicada na
extracdo de substancias, farmacologicamente aivas e presentes em pequenas quantidades ou
pouco soliveis (DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et

al., 2000; SIMOES et al., 2003).

Figura 9. Extracéo por percolacéo
SIMOES et al., 2003
3.2.4.3. Turbo-extracéo (turbdlise)

Eda técnica basda-se na extracdo com smultanea reducéo do tamanho de particula,
resultado da aplicacdo de eevadas forgas de cisahamento, geradas no pequeno espago
compreendido entre o extrator e um rotor de ata velocidade (5000 a 20000 rpm). A reducéo
drégtica do tamanho de particula e o conseqiente rompimento das cdlulas favorece a rgpida
dissolucdo das subgtancias ativas (Fig. 10). Nestas circungténcias, a difusdo das subgtancias
disolvidas pda membrana cdlular fica rdlegada a um plano secundario, resultando em tempos de
extracdo da ordem de minutos e 0 quase esgotamento da droga. A esse incremento da eficiéncia
somamse a smplicidade, rapidez e versdilidade da técnica, que permitem a fécil utilizacdo
dessa técnica em processamentos em peguena e média escda (DAR, 1981, VOIGT &
BORNSCHEIN, 1982; SIMOES et al., 2003).

Entre os inconvenientes assndados a turbo-extracéo cabe mencionar: a dificil separacéo

da solucdo extrativa por filtragdo; a geracdo de calor durante o procedimento, que obriga a
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controlar a temperatura, restringindo 0 emprego de liquidos voldels e a limitacdo técnica,
quando se trata de caules, raizes ou materiais de devada dureza (DAR, 1981, VOIGT &

BORNSCHEIN, 1982; SIMOES et al ., 2003).

Figura 10. Extracéo por turbolise
SIMOES et al., 2003

3.3. Plangamento experimental

O plangamento experimental é a forma de redizar de modo ssemético os experimentos
para seecionar 0S procesos € as vaiéveis que possam influenciar uma pesquisa cientifica
Através da redizacd0 de experimentos em ordem degtdria, busca-se avdiar os fatores mais
ggnificativos, a sua corrdacéo e a otimizacdo das condigdes experimentals, dterando-as quando

necessario.

3.3.1. Plangamento e andlise estatistica

Técnicas de plangamento e andise edatitica de experimentos sfo utilizadas para a
otimizaco de diversos sstemas (CLARKE & KEMPSON, 1997).

A seguir apresentam-se alguns conceitos de termos fundamentais para a aplicacdo dessas
técnicas de plang amento.

Fatores. S50 as variavels que influenciam a resposta de um sstema.

Niveis: sd0 as diferentes condiges experimentais de um fator.

Respogta: € a propriedade de interesse de um sistema.
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Superficie de respostar € a funcdo que descreve a influéncia dos fatores sobre a resposta
de um Sgema.
A evolucdo de uma investigacdo experimenta € agpresentada na Tabela 1 (NETO et al.,
2001).

Tabela 1. Evolugéo de umainvestigagao experimental

Objetivo Técnica
Triagem de variaveis Plangamento fatorid fracion&io
Avdiacéo dainflqé}nc?aindividud das Pangamento fatorid completo
vaiaves
Otimizacéo Metodologia de superficie de resposta
Avdiacdo do moddo Andise edatidica

Plangamentos fatoriais fracionarios sfo utilizados quando ndo se sabe quais sf0 as
variavels mas importantes para 0 dstema estudado. Com esse plangamento rediza-se uma
triagem de variéveis e descartam-se as ndo sgnificatives (HASWELL, 1992).

Sedlecionados os fatores importantes, pode-se avdiar a influéncia dos fatores sobre a
resposta de interesse, bem como as possivels interacOes entre os fatores empregando-se
plangamentos fatoriais completos.

Ultrgpassando esta etagpa e desgando otimizar 0 Sdema, ido € maximizar ou minimizar
adgum tipo de resposta € conveniente utilizar metodologia de superficie de resposta, um método
baseado na mode agem por minimos quadrados.

Por fim, € preciso avaliar se 0 modelo construido é rellmente adequado a0 sSistema que se
quer descrever, O entdo € possivel extrair conclusdes desse modelo.

Nesse trabalho foi redizada a otimizacdo das condigbes de extracdo utilizando
plangamentos fatoriais completos, metodologia de superficie de resposta e andlise edtatistica dos

resultados.
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3.3.2. Plangamento fatorial completo

Para executar um plangiamento fatorid € necessario especificar os niveis em que cada
faor deve ser estudado, isto é os vaores dos fatores que devem ser usados para fazer os
experimentos. E necessario gpoia-se no  conhecimento  disponivel  sobre o Sstema  para
determinar quais seréo os niveis escolhidos. Para fazer um plangamento fatoriad completo, deve-
se redizar experimentos em todas as possiveis combinagbes dos nivels dos fatores. Cada um
desses experimentos, em que 0 Sstema € submetido a um conjunto de nivels definido, € um
ensao experimenta. A lista dessas combinagbes é chamada de matriz de plangamento. Em
gerd, se houver ny niveis do fator x , np do fator %, ...., € ng do fator %, 0 plangamento sera um
fatorid ny X np X..x Nk (NETO et al., 2001).

Uma ilustracdo de uma matriz de plangamento de um fatorid n; X np é apresentado na
Tabela 2 sendo que:
X1 € X2 S30 os fatores
A e Bm s80 os niveis do fator x;
An, e Brp 20 os niveis do fator X,

Tabela 2. Matriz de plangamento

Fatores
Ensaios X1 X2
1 Am Anp
2 A Anp
3 Bm B,
4 By By

E conveniente que os vaores originas das vaidves sgam codificados para fadilitar a
construcdo dos plangamentos experimentais, remover as unidades de medida dos fatores,

colocar a origem do eixo das variaveis no vaor intermedi&io e definir uma nova escda Exisem
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anda vantagens adicionais quando se trabadha com variavels codificadas. Elas proporcionam
facilidade computacional, com aumento da exatidédo na estimativa dos coeficientes do modelo e
facilidade de interpretacdo desses coeficientes, pois todas as variavels etdo sendo estudadas
dentro de um mesmo intervdo. No plangamento fatorid pode-se trabahar com vaiéves
quditativas ou gquantitativas. No caso de se trabahar com variaveis quantitativas, para fazer a
transformagdo dos vealores originas em vaores codificados basta aplicar a Equagdo 1
(BANDEIRA, 2004).
x=(T-T)/(AT/ 2) )
sendo que:
x € o vaor codificagdo davariavel;
T éovdor origind davariave aser codificado;
T éamédiaentre os vaores do nive dto e do nivel baixo davariave origind;
AT éavariacio entre os valores do nivel dto e do nivel baixo davariavel origind.

Uma ilustracdo de uma matriz de plangamento de um fatorid 1 X mp; com vaores
codificados das varidveis € apresentada na Tabela 3 sendo que:
X1 € Xz Sa0 osfatores,
(+1) é o nive codificado de Am e Anp dos fatores x; e xz

(-1) éonive codificado de Bm e B, dosfatores x; e X,

Tabela 3. Matriz de plangjamento 22 com valores codificados das variaves

Fatores
Ensaio X1 X2
+1 +1
2 +1 -1
3 -1 +1

N

-
]

|_\
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Uma ilustracdo de uma meatriz de plangamento de um fatorid m X np, com vaores
codificados das variaveis € apresentada na Tabela 4 sendo que;
X1, X2 € X3 S30 os fatores,
(+1) éonive codificado de Any, A, e Ang dos fatores X, X2 € X3

(-1) é o nive codificado de Bny, By € Bz dos fatores xi, xo € X3

Tabela 4. Matriz de plangjamento 2° com val ores codlificados das variaves

Fatores

Ensaio X1 X2 X3
+1 +1 +1

2 -1 +1 +1

3 +1 -1 +1

4 -1 -1 +1

5 +1 +1 -1

6 -1 +1 -1

7 +1 -1 -1

8 -1 -1 -1

S80 denominados fatorials mistos quando os fatores envolvidos estdo cada um em
diferentes nivels. Esta € a Stuacdo do presente trabalho em que o fator processo se gpresenta em

quatro niveis. turbdlise, maceracdo 5 dias, maceracdo 10 dias e percolacdo. O outro fator a ser

estudado € o solvente que serd apresentado em trés niveis etanol 50 °GL, 70 °GL e 96 °GL

(Tabdla5),
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Tabela 5. Matriz de plangiamento misto com vaores codificados das variavels

Ordem Processo Solvente

Padr&o
1 1 1
2 1 2
3 1 3
4 2 1
5 2 2
6 2 3
7 3 1
8 3 2
9 3 3
10 4 1
11 4 2
12 4 3

3.3.3. Metodologia de superficie deresposta

A metodologia de superficie de resposta € uma técnica edtatistica de otimizagéo baseada
no emprego de plangamentos fatoriais e na modelagem por minimos quadrados. A modelagem
normamente € feta gudando-se moddos smples (em ged, lineares ou quadréticos) as
respostas obtidas com plangamentos fatoriais (MASSART et al., 1988; NETO et al., 2001).

No procedimento de otimizacdo, 0 primeiro passo € identificar uma funcBo matemética
que mode e a variacdo da resposta em fungdo da variacdo dos fatores avaliados.

Gerdmente, a primera funcdo que € utilizada para se aoroximar a0 conjunto de
resultados sGo os polinbmios de primeira ordem, ou sga, fungdes lineares, cujas respostas S0
estimadas pela Equacdo 2. Nesse caso, procura-se verificar se a variagéo da resposta em fungdo
dos fatores € bem mode ada por uma superficie linear, conforme aFigura 11.

y= bg + bix1 + bpxy 2
sendo que:

y éaresposta;
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X1 € X2 S0 os fatores experimentais,
bo, b1, b, S0 os coeficientes do polindmio.

A saupeficie de resposta € uma forma gréfica para definir as mehores condicdes
experimentais conforme a visuadizagdo proposta pela escala de cores gpresentadas de verde

(sendo piores condigdes) a marrom (sendo mel hores condigoes).

Gréfico de Superficie de Resposta
Modelo Linear

o L50 SE

NNNNDDNDNW
OO OO

Figura 11. Superficie de resposta linear

No entanto, a funcdo que mehor descreve modelos que maximizam ou minimizam uma
resposta so0 os polindmios de segunda ordem, ou sga, funcbes quadréticas, cujas respostas s&o
edimadas pela Equacdo 3. Nesse caso, procura-se verificar se a variagdo da resposta em fungdo

dos fatores € bem modelada por uma superficie quadrética, conforme a Figura 12.

y=bo+bxa+baxo+bro X+ X5 )
sendo que:

y é aresposta;

X1 € X2 S80 osfatores experimentals,

Ketylin Fernanda Migliato 54




Revisdo da Literatura

bo, bl, b2, b12, b11 e b22 S0 0s coeficientes do pollnémlo

Gréfico de Superficie de Resposta
Modelo Quadratico

o L50 SE

nsmERs

Poxmonvbhow

Figura 12. Superficie de resposta quadratico

Os valores de b dos polindmios de primeira e segunda ordem podem ser obtidos pelo
méodo dos minimos quadrados, conforme a Equacd 4 ou com o auxilio de programas
edtatisticos.

b=(X'X)*X'y (4
sendo que:

b é uma matriz com os coeficientes,
X é umamatriz com os parametros experimentais codificados,
y é uma matriz com aresposta experimentd.

Findmente, a Ultima etapa é estudar a supeficie de resposta na regido de interesse. Essa
elgpa tem como objetivo determinar os nivels 6timos do Sstema investigado aravés da
locdlizagdo do ponto estacionario.

O ponto estacionario sera definido pelo conjunto de pontos (X1, X2) para 0 quais as

derivadas parciais se igudam a zero, conforme a Equacéo 5.
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Oy /Ox1=0y/0x2=0 (5)
sendo que:
Oy / Ox; é aderivada parcia dey em relacéo axa;
Oy/Ox, éaderivadaparcia dey em relacdo axo.

O ponto estacion&io pode representar um ponto de maximo, um ponto de minimo ou um

ponto de sela.

3.3.4. Andlise estatistica

O méodo mais utilizado para avdiar se 0 modelo construido é reamente adequado ao
sistema que se quer descrever é aandise de variancia (ANOVA) (NETO et al., 2001).

Para fazer a andlise de variancia de um modelo € feita a decomposicéo agébrica dos
desvios das respostas observadas em relacdo a resposta média global, conforme a Equacdo 6
(ZAR, 1984).

(y-9=0F-9+ly-9 (6)
sendo que:
y € aresposta observada;
y é arespostamédiaglobal;
[ é arespodta estimada pelo modelo.

Elevando a Equacéo 6 ao quadrado e fazendo o somatério sobre todos os pontos, teremos
do lado esquerdo a soma quadrética em torno da média e do lado direito as somas quadréticas
das duas parcelas, conforme a Equagéo 7.
aly-y'=a@-+ay- v’ (7
sendo que:

a (y- v)? éasomaquadraticaem torno da média (SQr);
a (¥- v)? éasomaquadrética devida a regressio (SQg);
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a (y- 9)? éasomaquadrdticaresidua (SQ).

Uma parte da variagdo total das observacBes y em torno da média Y é descrita pela
equacdo de regressao, e o restante fica por conta dos residuos. Quanto maior for a fracdo descrita
pela regressfo, melhor sera 0 guste do modelo, o que pode-se quantificar por meio da razéo,

conforme a Equagéo 8.

zszRzé(y' 37)2 8
R "3 v ®

R’ é chamado de coeficiente de determinagio do modelo. O vaor méimo de R°é 1, e

SO ocorrera se ndo houver residuo nenhum e, portanto, toda variacdo em torno da média for

explicada pela regressdo. Quanto mais perto de 1 estiver o valor de RZ, melhor terd sido o guste

do modelo as respostas observadas.

A cada soma quadrética eta associado um certo nimero de graus de liberdade, (v), que

satisfazem a Equagéo 9.
sendo que:

V1 €0 nimero de graus de liberdade da SQr;
VR € 0 nimero de graus de liberdade da SQk;
V; é 0 nimero de graus de liberdade da SQ.

Para a soma quadréatica dos n desvios em relacdo a média, SQr, 0 nimero de graus de
liberdade é f — 1). Em um modedo com fi parametros, 0 nimero de graus de liberdade da soma
quadrética devida a regressdo, SQg, tem de ser igua a0 nimero de parédmetros menos um {i — 1)
e 0 nimero de graus de liberdade da soma quadratica residual, SQ, € dado pela diferenca entre o

nuimero de observactes e 0 nimero de parametros estimados (n — ).
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~ M . ~ -
Pode-se usar um teste F da razéo Q , para avaiar se a regressio € edatisticamente
significativa:
M
e Qn > FVR, Vit

r

Ent8o ha uma regressio edtatisticamente significativa
sendo que:
MQr € amédia quadréticaem rdacéo amédiatotd;
MQ; é amédia quadréticaresidud;
VR € 0 NUmero de graus de liberdade da SQr;
v € 0 nimero de graus de liberdade da SQ;;
FVr, V; €0 vdor tabdado da distribuicdo F no nivel de confianca desgjado.
O valor de Fvg, Vv; pode ser encontrado com o auxilio de tabelas edtatisticas, com intervao
de 95% de confianca.
Se o0s experimentos forem redizados em replicatas, pode-se usalas para obter uma
edimativa do erro, podendo julgar se o modelo escolhido é uma boa representacdo das

observactes (NETO et al., 2001).

3.4. Atividade antimicrobiana

A higtdria do desenvolvimento e uso de substancias antimicrobianas na pratica médica
antecedeu a descoberta de espécies microbianas uma vez que HipOcrates (460-337 a.C.)
recomendava a lavagem de ferimentos com vinho para impedir o processo infeccioso.
Documentos datados de 2500 a 3000 anos atrés, mostram que aguns povos como chineses e
indianos, anda primitivos, utilizavam mofo, papa de soja e outros produtos correlatos para o

tratamento de lesdes infectadas e processos inflamatorios (LIMA et al., 2000).
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As substancias antibidticas ou antimicrobianas representam um  imenso avanco  da
farmecotergpia nas Ultimas cinco décadas ou mas. Os antimicrobianos atuam  sobre
microrganismos patogénicos e oportunistas que podem levar a uma incapacitacdo prolongada ou
mesmo levar ao 6bito (SANCHES, 2004).

Entre as véaias aividades bioldgicas referentes as substancias fendlicas, a atividade
antimicrobiana € uma das mai's estudadas.

A toxicidade dos taninos para com 0s microrganismos tem sido bem documentada. Tais
estudos envolvem vérios campos de pesquisas, entre des. dimentos, plantas, solos, patologia de
plantas, farmacologia e nutricdo humana e anima (SCALBERT, 1991).

Segundo Shefi et al. (2002), os extratos de plantas do género Syzygium agpresentam
aividade antibacteriana. Estudos da atividade antimicrobiana das sementes de S jambolanum
foram realizados por Chandrasekaran & Venkatesalu (2004), mostrando que 0 extrato aquosos e
metandlico gpresentaram  aividede inibitdria sobre dguns microrganismos envolvidos em
doencas e pele como Candida albicans, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes e
Microsporum gypseum.

O extrato acetdnico das cascas de Syzygium jambos (L.) Alston mostrou ter aividade
frente a Saphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica e Staphylococcus warneri devido a
presenca dos taninos. Um mesmo ensaio redlizado com o extrato acetdnico, porém com outra
espécie vegetal a Guazuma ulmifolia Lam., onde houve prévia extracdo dos taninos, indicou a
perda da atividade antimicrobiana do extrato (GALINA, 2003).

Uma invedigecdo da dividade antimicrobiana de diversos taninos frente a
Saphylococcus aureus demonstrou que o0 &cido tanico € um 6timo adjuvante no tratamento de
infeccBes dapele (AKIYAMA et al., 2001).

Vé&ios méodos podem ser utilizados para a determinacdo da atividade antimicrobiana in

vitro, sendo aplicados em estudos de triagem de novas substancias divas. A técnica de difusio
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em agar e méodos de diluicio em cddo €ou placas podem ser utilizados para avadiacdo da
aividade antimicrobiana de compostos quimicos. Tas técnicas permitem a andise de Véaios

compostos e diferentes espécies bacterianas concomitantemente (EL OFF et al., 1998).

3.4.1. Técnicas para determinar a atividade antimicrobiana
Os procedimentos mais utilizados para determinar a atividade antimicrobiana sdo: técnica

dainoculacdo em placa e técnica de microdiluigéo.

3.4.1.1. Técnica dainoculacdo em placa

A técnica da inoculagdo em placa utiliza &gar nutriente e € inoculada com o organismo-
teste. Se a amostra for liquida, deve ser dispensada em reservatorios. Estes podem ser cilindros
de vidro ou ago inoxidavel, templates de ago, discos de papel de filtro e os reservatorios podem
anda s condituir em uma cavidade perfurada no préprio agar nutriente. Apos a incubacéo de
24-48 h, a placa é observada buscando-se uma zona de inibicdo ao redor do agente testado
(PELCZAR et al., 1997; VILA et al., 2002; PINTO et al., 2003; CHANDRASEKARAN &

VENKATESALU, 2004).

3.4.1.2. Técnica de microdiluicdo

A microdiluicdo condlitui-se, na audidade, numa importante técnica para a avdiacéo da
aividade antimicrobiana, pois dém de ser um méodo de f&cil redizacdo, permite a andise de
grande numero de amostras, com economia razoavel de materid. O méodo foi vdidado em
1992 quando um grupo de pesquisadores publicaram os resultados de um estudo multicéntrico,
comparando 0 microméodo com o macrométodo de diluicdo em cado segundo o documento do
NCCLS. Nesta técnica uma placa contém 96 pogcos com transferéncia seriada de 100 iL entre

extrato e cado, totaizando 200 iL de volume em cada pogo entre 0 microrganismo e 0 a
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concentracéo do extrato. A microplaca incubada por 24-48 h a 37 °C, é examinada visudmente
ou espectrofotometricamente, quanto ao crescimento microbiano, determinada pela turvacdo do

meio (KOLODZIEJ et al., 1999; ALMEIDA, 2000).

3.5. Microrganismosea pele

A pele conditui uma barreira mecanica de protecdo ao corpo, aém de participar da
termorregulacdo, da excrecdo de agua e eetrdlitos e das percepgdes tateis de pressdo, dor e
temperatura. E condtituida por trés camadas. epiderme, derme e tecido conjuntivo subcutineo
(WILKINSON & MOORE, 1982; VIGLIOGLIA & RUBIN, 1989; PRUNIERAS, 1994; KEDE
& SABATOVICH, 2003). E na epiderme que encontramos 0 estrato corneo, referido como a
camada mas externa da pele, composto fundamentamente pela proteina fibrosa e queratina. O
edrao corneo desempenha importantes fungbes de bareira, eérica, térmica, quimica,
microbiolégica e frente a radiacdo solar. Apesar da renovacdo incessante, a camada cdrnea é
colonizada por microrganismos.

Quaquer interrupcdo na continuidade da pele representa uma ferida. As feridas podem
variar em espessura, pois agumas lesam a pele apenas supeficidmente e outras podem até
atingir tecidos profundos. A cicatrizacdo da ferida consste na restauracdo da continuidade e,
enquanto tal processo ndo ocorre, 0s processos infecciosos poderdo facilmente ocorrer (KEDE &
SABATOVICH, 2003).

O tratamento de uma ferida e a assgpda cuidadosa tém como objetivo evitar ou diminuir
0s riscos de complicagOes decorrentes, bem como facilitar o processo de cicatrizacéo.

Segundo Orth (1990), a microbiota residente dh pele foi descrita como consstindo de um
pequeno nUmero de espécies de bactérias aerdbias e anagrdbias. cocos aerdbios da familia

micrococcaceae (como Saphylococcus epidermidis e 0o Saphylococcus hominis), difterdides
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aerdbios (Corynebacterium e Brevibacterium), difteréides anaerdbios (Propionibacterium acnes,
P. granulosum e P. avidum) e fungos (Malassezia).

Existe também, sobretudo sobre as partes descobertas expostas a0 ambiente, uma
microbiota dita “trandtéria’, condituida por germes que ndo se multiplican na superficie da
pele, resultantes, portanto, de uma contaminacdo. A bactéria mais fregliente neste processo é o
Saphylococcus aureus. A hospitdizacdo € um fator habitud no aumento do nimero destas
bactérias, bem como a antibiose gerd ou locd e os tratamentos por cortisona (PRUNIERAS,
1994).

As bactérias s80 0s principais agentes das infecgbes emergentes de pacientes hospitdares,
principdmente nagueles que recebem administracdo de injetdvels, solugcdo  parenterd,
dimentacdo enteral e procedente de lactario hospitdar. Tais infecches tém sdo caracterizadas
por casos isolados ou surtos em estabelecimentos de salide. Em hospitais e postos de salde as
infecgBes estéo associadas a uma inadequada desinfeccdo de ambientes e de artigos médicos. As
severidades destes casos tém variado desde uma colonizagdo assintomética a morte, com um
grande nimero de agentes causadores distintos.

As infecgbes hospitdares sdo as mais freglientes e importantes complicagbes ocorridas
em pacientes hospitdizados. No Brasl, edima-se que entre 5% e 15% dos pacientes internados
contraem aguma infeccdo hospitdar. Uma infeccdo hospitdar acresce, em média, 5 a 10 dias ao
periodo de internacdo. Além disso, os gastos relacionados a procedimentos diagnésticos e
terapéuticos da infecco hospitdar fazem com que o custo sga eevado. A epidemiologia e a
pratica do controle das infecgbes hospitdares sdo disciplinas dindmicas que et sofrendo
evolugdo congtante. O conhecimento dos mecanismos de transmissdo, diados a ampliagéo dos
recursos diagnégticos laboratoriais, dedinearam medidas objetivas para o controle. Entre os
principais meios de prevencdo incluemse a lavagem de méos, isolamento de pacientes com

doencas transmissiveis e medidas especificas para cada sitio de infeccdo. A prevencdo das
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infecgBes hospitalares deve condtituir o objetivo de todos os profissonais de saliide (MACHADO
et al., 2001).

As méaos devemn ser lavadas imediatamente antes de cada contato direto com o paciente e
gpés quaquer atividade ou contato que potencidmente resulte em nova contaminacéo.
Preconiza-se, incusve, que para uma higienizagd adequada deve-se gplicar &gua antes do
sabdo. O sabdo liquido deve ser aplicado com as méaos Umidas e ocupar toda a superficie das
méos. Estas devem ser friccionadas vigorosamente, no minimo por 10 a 15 segundos, com
particular atencéo paraaregido entre os dedos e as unhas (MACHADO et al., 2001).

A utlizacéo de sabd com antimicrobianos para lavagem rotineira das méos reduz
trangtoriamente a microbiota da pele e é recomendada em unidades de terapia intensiva e em
unidades de imunodeprimidos.

Diversos agentes antimicrobianos podem ser empregados na assepsia da pele e envolve
diferentes familias de compostos. Podemos citar 0 emprego dos dcoois, tendo como principa
referéncia o etanol 70%; adeidos, como o glutaraldeido; agentes catibnicos, como a clorexiding;
o iodo e os fendis. Consderando, porém, o emprego de sabonetes contendo tais anti-sépticos, a
grande maioria destes agentes agpresenta comprometida aplicacdo. Indiscutivdmente, sGo os
fendis, mais precisamente, os bifendis halogenados os rotineiramente indicados para este tipo de
preparacéo. Em algumas situagbes, 0o uso do acool-gel esta indicado, fundamentamente para os
locais em que ocorra dificuldade para alavagem das méos (MACHADO et al., 2001).

Os extratos vegetais G0 pouco explorados neste sentido, porém representam uma

tendéncia que merece toda atencéo.

3.6. Anti-sépticos

A pdavra sepsis refere-se a0 efeito toxico da presenca do microrganismo no corpo

durante a infecgdo, enquanto a anti-sepsia refere-se a medida que diminam agueles efeitos por
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prevenir a infeccdo. A anti-sepsa foi praticada mesmo antes da teoria microbiana da doenca ser
comprovada (PELCZAR et al., 1996).

A primera referéncia de desnfetante que se tem noticia foi feita por Homero em A
Odisséia, onde citava 0 uso do enxofre, na forma de didxido de enxofre (gproximadamente 800
aC.). Subgténcia ainda hoje empregada na preservacdo de frutas secas, sucos de frutas e vinho
(TRABULS et al., 1999).

A cidade de Veneza foi uma das pioneiras em controle sanitério. O holandés Anton Van
Leeuwnhoek (1876), inventor do microscopio, representou um marco na higdria da
microbiologia e desnfecgdo. Louis Pasteur (1822-1895), com seu trabaho criterioso,
demonstrou serem  0S microrganismos  responsdveis  por  doengas  infecciosas.  Pasteur
desenvolveu o método fisico, denominado pasteurizacéo, anda hoje utilizado na higienizacdo de
produtos aimenticios e médico-odontolégicos (WILKINSON & MOORE, 1982; PELCZAR et
al., 1996; TRABULS et al., 1999).

Oliver Wenddl Holmes (1809-1894), um bem sucedido médico americano, assim como
um homem de letras, em 1843 indgiu que a febre de parturiente era contagiosa e, portanto, era
trangmitida de uma mulher para oura pelas méos dos médicos e parteiras. Agora conhecida
como febre puerperd, naguela época era uma infeccdo Séria, freqlentemente fatd a mée gpos o
nascimento do bebé (PELCZAR et al., 1996; TRABULS et al., 1999).

Reaos higtdricos indicam que desinfetantes e anti-sépticos foram utilizados durante o
inicio do seculo XIX. Ignaz Semmewels, um médico hingaro, utilizou compostos clorados, em
1846, na enfemaria do hospital obstétrico para reduzir a incidéncia da febre puerperd.
Estudantes de medicina do hospitd foram ingtruidos a lavar as médos com &gua e sabd e em
seguida imegi-las em uma solugdo de hipoclorito de sodio antes de examinar as pacientes

(TRABULS et al., 1999).
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Por volta de 1860, Joseph Lister (1827-1912), cirurgido inglés, pesquisava uma manera
de manter as incisdes cirdrgicas livres de contaminacdo pelos microrganismos. Naquele periodo,
mortes por infeccdo pos-cirdrgica eram freqlentes. Em 1864, os relatos de Lister demongtraram
que 45% de seus proprios pacientes morreram desta maneira.

As solugBes anti-sépticas tém ddo empiricamente utilizadas durante séculos, mesmo
antes de Pasteur e Koch demonstrarem a existéncia de microrganismos. O interesse de avaliagbes
da eficicia tergpéutica das solugBes anti-sépticas tdpicas diminuiu com 0 uso indiscriminado de
antibidticos (PELCZAR et al., 1996).

Edas observegbes levaram a0 desenvolvimento de muitos compostos  quimicos
antimicrobianos audmente disponiveis. Substéncias quimicas utilizadas para desinfeccdo ou
anti-sepsa sfo divididas em vaios grupos principais. fenol e compostos fendlicos, dcoais,
halogénios (iodo e cloro), metais pesados e seus compostos e detergentes (WILKINSON &

MOORE, 1982; PELCZAR et al., 1996; TRABULS et al., 1999).

3.6.1. Triclosan

O triclosan (2, 4, 4 -tricloro- 2'- hidroxidifenol éer) € um bi-fenol hadogenado (fig. 13),
comercializado desde 1967 e condderado o principa agente antimicrobiano da atuaidade.
Apresenta atividade antimicrobiana frente a bactérias de importancia higiénica e clinica, sendo
rotineramerte utilizado em sabonetes antimicrobianos, cremes dentals, desodorantes, entre
outros produtos (KABARA, 1984, McMARRY et al., 1998; KOKOSKA et al., 2002).

O triclosan apresenta-se como po cristalino esbranquicado, com fraco odor aromatico,
praticamente insolivel em &ua e solive em dcool (KABARA, 1984; SWEETMAN, 2002;

USP 26, 2003).
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Figura 13. Edtrutura quimica do triclosan
USP 26, 2003

ZHOU et al. (1993) edudaram a €ficacia “in vivo®™ do tridosan em preparacOes
cosméticas. Gs autores discutem o mecanismo de agdo do triclosan, sugerindo que o sitio de acdo
éamembranacdular.

O beneficio prdiminar do triclosen € a atividade antimicrobiana tendo efeito contra
bactérias Gram-podtivas e dgumas Gramnegaivas, mas com pouca atividade sobre
Pseudomonas sp (NISSEN & OCHS, 1998) e gpresenta também atividade contra fungos. Utiliza-
Se uma concentracdo acima de 1% para assepsias das méos e feridas como também na assepsia
da pele nos procedimentos pré-operatérios (FAOAGALI et al., 1995; NISSEN & OCHS, 1998).

A liga podtiva de conservantes autorizada pela ANVISA refere-se a0 emprego do
triclosan e estabelece limites méximos para a aplicacdo do mesmo. E indicado em concentragctes
de até 0,5% em preparacdes destinadas a0 contato permanente com a pele, e estabelece um limite
méximo de 2% para preparacdes que sofrem enxéglie, como € o caso dos sabonetes liquidos.

(ANVISA, 2003).
3.7. Sabonete liquido anti-séptico
Os agentes antibacterianos sfo incluidos em preparagbes de limpeza principamente para

diviar condigbes comuns como hditose, odor corporal e infecgbes de pee mas smples,
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incluindo infecgbes secundarias associadas a acne.  Entretanto, tais produtos devem  ser
diferenciados de produtos farmacéuticos utilizados para o tratamento de condigdes patoldgicas,
0S quais podem conter antibiGticos e outros agentes ndo comumente considerados susceptiveis
para os objetivos mais gerais de higiene (WILKINSON & MOORE, 1982).

A microbiota norma da supeficie corporad compreende dois digtintos grupos de
microrganismos, a microbiota resdente e a trandgtériaa. A microbiota norma, de baixa
patogenicidade, € composta por microrganismos Gram-positivos, e, em menor propor¢do, Gram:
negativos (MIMS, 1999). Deve ser mencionado que a populacdo de bactérias varia
consderavelmente nas diferentes partes do corpo, sendo encontrada em maiores propor¢des na
face, cabdlos e axilas, particularmente nos foliculos pilosos e glandulas sebaceas (McDENNELL
et al., 1999).

A anti-sepsa é feta com substéncias que removem, destroem ou impedem o crescimento
de microrganismos da microbiota trandtéria e alguns resdentes da pele e mucosas, chamados
anti-sépticos (JAWETZ, 2000).

Em procedimentos de risco que ndo precisem de efeito resdud dos anti-sépticos pode-se
optar pela lavagem das mé&os com agua e sabdo, seguida do uso de anti-séptico. Procede-se deste
modo, por exemplo, no preparo da dieta para o bercario, no preparo de solugéo parentera e
entera, na inddacdo de didise, na instrumentacéo e sondagem de orificios naturals, em pungdes,
apos tarefa em laboratdrio, antes e apds curdtivos.

A exolha entre lavagem smples das méos, uso de anti-sépticos ou a lavagem seguida
pelo emprego de um anti-séptico deve basear-se no grau de contaminacdo, no procedimento a ser
redlizado e naimportancia de reduzir- se a microbiota transitoria e/ou residente.

Gerdmente, uma smples limpeza da pee ndo é suficiente para remover a microbiota
natural, 0 que pode ser conseguido com a aplicacéo de agentes antibacterianos. Normalmente, a

microbiota norma gpresenta baixa viruléncia, e infecgbes mais S&ias SO ocorrem e tas
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microrganismos forem introduzidos no corpo através de injurias ou procedimentos cirdrgicos
(WILKINSON & MOORE, 1982; ANVISA, 2003).

O uso de anti-Sépticos em preparacdes de higiene tem por objetivo obter um produto
ativo contra microrganismos presentes na pele, no couro cabeludo ou na boca, como também
reduzir a incidéncia de infecgdes de pequenos ferimentos dermatologicos (ORTH & KABARA,
1998; WOLF et al., 2001).

Vé&ias &eas do corpo, principamente as maos, também contém, em adicdo a microbiota
norma, as microbiotas transentes, provenientes do meio ambiente e de outras aeas como
mucosa nasd e traio gadrintestind. Esta microbiota pode conter diferentes microrganismos
patogénicos como Pseudomonas, Enterobacter, Salmonella, Shigella e Escherichia coli
(JAWETZ, 2000).

Em gerd, esses contaminantes transientes sobrevivem por curtos periodos de tempo,
devido a umidade inauficiente e a presenca de substancias bactericidas, como é&cidos graxos, na
superficie da pele. Estes microrganismos podem ser removidos de maneira substancid através de
banhos e lavagens dapele (WILKINSON & MOORE, 1982).

Nos Ultimos 30 anos muitas mudancas ocorreram no mercado de preparagbes para
higiene. O desenvolvimento dos detergentes sintéticos a partir de 1940, a evolugdo dos materiais
para embaagens, bem como o surgimento de “desgn” mais arrojados a partir dos anos 70,
somados a0 desenvolvimento das valvulas tipo “pump”’, que revolucionou os Sstemas de
doseamento e spray de preparagbes liquidas, e o grande avango da quimica fina, que
proporcionou e continua proporcionando uma enorme oferta de novas matérias-primas,
permitiram a introducdo de outros produtos destinados a limpeza que ndo apenas 0 sabdo
tradiciona (LUNDMARK, 1992; MORGANTI, 1995).

Os sabonetes liquidos lancados no mercado a partir de 1970 fizeram grande sucesso, pois

permitiam a elaboracdo de preparagbes com pH proximo ao da pele, 0 que éimpossivel de se
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verificar com os sabonetes ou sabdes tradicionais que sfo dcdinos por natureza. Além desta
vantagem, edas preparagies, normamente liquidas, envasadas em embaagens com sSsema
adequado de propulsdo, permitiram a utilizacdo da preparacdo de limpeza com 0 minimo conteto
do mesmo com 0 meo ambiente Ta propota vem ao encontro com as necessidades de
higienizacdo e anti-sepda rotingra e fundamentamente naquelas referentes a0 uso hospitdar e
clinico laboratoria (LUNDMARK, 1992; MORGANTI, 1995).

Outro aspecto bastante positivo € o fato de tais preparagdes permitirem a incorporacéo de
anti-sépticos sem comprometerem a estrutura da preparacéo, dém de maior facilidade para fazé-
lo.

A edtrutura forma para estas preparacfes refereese a edrutura de um  Xxampu
adequadamente sobreengordurado. Emprega-se rotineramente o lauril éer sulfeto de sodio como
detergente, sobreengordura-se com a dietanolamida de &cido graxo de coco e dleos vegetais
etoxilados e confere-se viscosidade adequada com detrdlito ou materiais especificos para este
tipo de funcdo. Tas preparagbes aceitam perfeitamente a inclusdo de extratos vegetas e edte
fator torna bastante podtiva a proposta agui assumida (LUNDMARK, 1992; MORGANTI,

1995).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material
4.1.1. Material vegetal

Os frutos de Syzygium cumini (L) Skeds (jambol&o) foram coletados nos meses de
dezembro de 2003 a janeiro de 2004, no Horto de Plantas Medicinais e Toxicas da FCF/UNESP,
em Araraguara — SP. Na mesma ocaséo, foram amostrados ramos da mesma &vore para o
processo de conferéncia de exsicata que esta depositada sob 0 nimero SIRP 19586 no herbério

do Departamento de Botanica do |BILCE-UNESP, Campus de S0 José do Rio Preto.

4.1.2. Microrganismos

Foram utilizados isolados de bactérias e leveduras de colegBes padrdes da American Type
Culture Callection (ATCC): Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis (ATCC
10541), Escherichia coli (ATCC 25922), Candida albicans (ATCC 64548), Candida krusei
(ATCC 63-00) e Candida parapsilosis (ATCC 22019), para todos os ensaios de verificacéo da

atividade antimicrobiana

4.1.3. Solventes, reagentes e solugdes
Todos os solventes e reagentes, exceto quando especificado, possuiam grau de pureza
pré-andlise (p.a), sendo Sigma®, Merck® ou SynthLab®.
- Acetato de chumbo
- Acetato de etila
- Acetona

- Acido acético
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- Acido bdrico

- Acido citrico

- Acido cloridrico concentrado

- Acido doridrico diluido

- Acido fosfottingstico

- Acido oxdico

- Agar bismuto sulfito

- Agar bran heart infusion (BHI)

- Agar eosina-azul de metileno (EMB) - DIFCO®
- Agar MacConkey

- Agar Mudler Hinton

- Agar RPMI - AMERICAN BIORGANICS®
- Agar sabouraud- ACUMEDIA®

- Agar tioglicolato - DIFCO®

- Agar triplice agtcar - ferro (TSI) -DIFCO®

- Agar verde brilhante - DIFCO

- Agar Voge Johnson -OXOID®

- Agar xilose-lisna-desoxicolato (XLD)- DIFCO®
- Agua oxigenada

- Anfotericina B

- Cado bran heart infuson (BHI)

- Caldo casefna-soja - DIFCO®

- Caldo lactosado- DIFCO®

- Caldo Mudller Hinton

- Caldo RPMI — AMERICAN BIORGANICS®
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- Caldo sdenito cidina

- Caldo tetrationato - DIFCO®

- Cado tioglicolato

- Carbonato de sodio

- Ciprofloxacino

- Cloranfenicol

- Cloreto de duminio

- Cloreto férico

- Cloraformio

- Cocoamido propilbetaina- Clariant

- Cocoato de glicerila PEG 7- Cognis

- Dietanolamida de &cido graxo de coco- Biosintese
- Dimetilsulféxido (DMSO-d ¢) ALDRICH®

- Discos de papel de anfotericinaB CECON®
- Discos de papel de ciprofloxacino CECON ©
- Discos de papel de eritromicina CECON ©

- Etanal

- Eter de petréleo

- Eter etilico

- Gddina

- Glicose

- Hidroxido de aménio

- Hidréxido de potassio

- Hidroxido de sadio

- Lauril &er sulfato de sddio- Clariant
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- Magnésio

- Metanol

- Po-de-pde

- Resgtivo de Bertrand

- Restivo de Bouchardat

- Restivo de Dragendorff

- Resdtivo de Mayer

- Restivo Liebermann-Burchard
- Restivo Sdkowski

- Solucéo de urotropina

- Solucéo tampéo

- Tampdo MOPS - AMERICAN BIORGANICS®
- Tolueno

- Triclosan - Ciba

- Zinco madico

4.1.4. Equipamentos

- Agitador magnético com aguecimento — FISATOM 752A®
- Agitador -MARCONI®

- Autodlave verticd - PHOENIX®

- Bdancaanditica— BEL MARK®

- Baanca.com infravermelho -METTLER® LP 11

- Contador de col6nias -PHOENIX®

- Espectrofotdmetro - UV/VIS Cary 1E Varian

- Edufade ar circulante - FABBE®
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- Estufa agitadora para cultura- MARCONI®
- Evaporador rotatério — MARCONI®

- Aluxo laminar -VECO®

- Liofilizador — CHRISTH ALPHA®

- Liquidificador de ago inoxidavel -WALITA®
- Moinho de bolas -FABBE®

- Moinho de facas-TECNAL®

- Mufla-FORLABO®

- Potencidmetro -MICRONAL®

- Sstema defiltracdo - MILLIPORE®

- Tamisador vibratério -PRODUTEST®

4.1.5. Softwares
- Excd - MICROSOFT®
- Satigtica- STAT SOFT®

- Minitab - MINITAB INC®
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4.2. Métodos
4.2.1. Preparo e secagem do material
Os frutos frescos colhidos foram submetidos a secagem em estufa com a circulante, a

temperatura de 45 °C, até a estabilizacdo do peso.

4.2.2. Obtencado do p6 do fruto seco de S. cumini
4.2.2.1. Moagem

A metodologia utilizada para moagem foi 0 seccionamento aravés de moinho de facas
seguidas pelo emprego de moinho de bolas. Este processo duplo objetivou reduzir o tamanho das

particulas de modo a aumentar, posteriormente, seu contato com o liquido extrator.

4.2.3. Caracterizacdo fisica, fisico-quimica e microbiologica do p6 do fruto deS. cumini
4.2.3.1. Analise granulométrica

Com o objetivo de padronizar a granulometria do p6 do fruto moido foi submetido a
passagem forcada por \Jbracdo, aravés de tamises com abertura de malhas correspondentes e o
coletor, 0,125; 0,177; 0,420; 0,840; 2,00 mm, utilizando tamisador vibratorio, na escala dez do
gpareho, durante trinta minutos. Apds este processo, as fragdes foram retiradas dos tamises e do

coletor e quantificadas quanto as suas proporcoes.

4.2.3.2. Densidade aparente do p6

Para determinar a densidade aparente do po, foram amostrados 50 g do po, os quais foram
digribuidos em encapsulador contendo 25 cpsulas de tamanho 00. Em seguida, o peso foi
determinado e a densidade calculada pela relacdo massalvolume do po. Este procedimento foi

repetido trés vezes com trés amodiras distintas.
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4.2.3.3. Controle da qualidade dos frutos frescos e do p6 seco do fruto S. cumini

Os métodos de avaliagdo da droga vegetd foram desenvolvidos segundo normas
farmacopéicas Farmacopéia Bradlera, 1988; Farmacopéia Brasleira, 1996, Farmacopéa
Brasileira, 2000; USP 26, 2003; e outras técnicas nao farmacopéicas GLASL, 1983;

HARBORNE, 1998; CARTURAN, 1999; MELLO & PETROVICK, 2000; PINTO et al., 2003.

4.2.3.3.1. Andlises fisico-quimicas
4.2.3.3.1.1. Perda por secagemdo fruto fresco

Cerca de 10,0 g, exatamente pesados, da droga vegetal fresca foram colocados a secar a
temperatura ambiente, com auséncia de luminosdade. Foram pesados diariamente aé peso
constante. Os resultados foram expressos em perda de substéncias voléateis e/ou égua percentud,

pela média de cinco determinagdes.

4.2.3.3.1.2. Determinacdo da perda por dessecacdo em balanca com infravermeho do pé do
fruto

Amodiras de 4,0 g de droga vegetd moida, exatamente pesada, foram submetidas a0
aguecimento (110 °C) por raios infravermelhos pelo periodo de aproximadamente 1 h. Apds este
periodo foi feita a leitura do peso. Este procedimento foi redizado de hora em hora aé que o
peso ndo variasse mais do que 0,25%. Os vaores foram expressos em porcentagem (p/p), pea

média de trés determinacles.

4.2.3.3.1.3. Deter minagéo do pH

Uma solucdo a 1% (p/v) do pd do fruto em agua dedtilada foi aquecida até ebulicio em

chapa-déricapor 5 min.
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Peo processo extrativo de infusdo, foi vertida imediatamente a agua fervida sobre a
droga, foi tampado o recipiente e foi deixado em infusdo por 15 min. Ap6s ese tempo foi
reelizada a filtraco utilizando agodao.

ApGs o resfriamento, foi medido o pH da solucdo obtida em mtenciémetro previamente

cdibrado. Os resultados foram expressos pelamédia de trés determinacoes.

4.2.3.3.1.4. Deter minagao do teor de cinzas

Foi cacinado previamente o cadinho de porcelana em mufla a 450 °C por 30 min. O
mesmo foi resfriado em dessecador (15 min) e seu peso foi determinado em baanca anditica
Foram pesados exatamente 3,0 g do materid vegetd triturado, os quais foram incinerados e,
posteriormente, submetidos a cacinacd em mufla a temperatura de 450 °C por duas horas. Foi
deixado em dessecador para arefecimento durante 15 min e pesagem posterior. Foi repetida a
técnica até peso congtante. O resultado foi expresso em porcentagem em peso de cinza na droga

(%, p/p) e representando a média de trés determinagles.

4.2.3.3.1.5. Determinacéo do teor de extrativos

Cerca de 1,0 g da droga vegetd moida, exatamente pesado, foi submetido a decoccéo
com 100,0 mL de &gua, durante 10 min. Apds resfriamento, o volume foi completado a 100,0
mL. A solugéo restante foi filtrada em papel de filtro e os primearos 20,0 mL foram desprezados.
Do restante do filtrado, pesou-se uma diquota equivdente a 20,0 g, em pesa-filtro previamente
tarado e evaporou-se até secura em banho de &gua, sob agitacdo congtante. O residuo foi
colocado em estufa, a temperatura de 105 °C por 3 h. Hn seguida, resfriado em dessecador e

pesado. O teor de extrativos foi caculado em massa percentud, pea média de trés

determinagtes segundo a equacao:
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TE=g.FD.100
m
Onde:

TE = teor de extrativos (%; m/m)
g = massa de residuo seco (g)
m = massa da amostra (g)

FD =fator de diluicdo (5)

4.2.4. Analises quimicas do p6 do fruto
4.2.4.1. Analisefitoquimica preiminar

Essas andlises objetivaram estabelecer 0 conhecimento de grupos quimicos por reactes
quimicas segundo Harbone (1998): 1) cumarinas; 2) heterosideos fendlicos smples; 3)
sgponinas, 4) antracénicos, 5) taninos; 6) dcadides,; 7) iriddides, 8) gomaresing; 9) flavonbides,

10) anel esteroidal/ triterpénicos; 11) metil-xantinas, 12) antocianidines.

4.2.4.2. Determinagéo do teor detaninostotais

Uma amostra de 0,750 g de droga pulverizada, exatamente pesada, foi transferida para
erlenmeyer com 150,0 mL de agua, foi deixado durante 30 min em banho-maria a temperatura de
80-90 °C. Apds, o elenmeyer foi resfriado em &gua corrente sendo transferido, seu contelido,
para bado volumétrico de 250,0 mL, sendo lavado e completando-se o volume com &gua. Sendo
80,0 mL do extrato filtrado, desprezado os primeros 50,0 mL. O filtrado foi denominado
solucéo-mée (SM).

Para a determinacdo de polifendis totais (PT), 50 mL da SM foram diluidos com &gua em
bado volumétrico de 25,0 mL. Dois mililitros dessa solugdo foram tranderidos e adicionados de
1,0 mL de solucéo de acido fodfotungstico R (Reagente fendlico de Folin-Ciocateu 2/N) e 10,0

mL de &ua para badd volumérico de 25,0 mL, sendo completado o volume com solucdo de
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carbonato de sodio a 14,06%. Apos a adicdo da dltima solucdo foram esperados 15 min e foi
medida a absorvancia a 691 nm, sendo empregada a &gua como branco. Para determinacdo de
polifendis ndo adsorventes (PNA), 10,0 mL de SM foram transferidos e adicionados de 0,100 g
de pbé-de-pee R para béguer e agitados durante 60 min. Apds, a solucdo fai filtrada Cinco
mililitros do filtrado foram diluidos com &gua para 25,0 mL em bddo volumérico. Dois
mililitros do filtrado desta solugdo foram transferidos e adicionados de 1,0 mL de solucdo de
&cido fodfotlngstico R (Reagente fendlico de Folin-Ciocdteu 2/N) e 10,0 mL de &gua para baédo
volumétrico de 25,0 mL sendo completado o volume com solucdo de carbonato de sodio a
14,06%. Apds a adicdo da ultima solugdo foi esperado 15 min e foi medida a absorvancia a 691
nm, sendo empregada a dgua como branco. O conjunto de operagdes (extragdes e diluicdes) foi
realizado sob protecéo da acdo daluz direta.

A porcentagem de taninos totais foi calculada segundo as formulas.

PT= 15625 x Abs. PNA= 15625 x Abs.
1000 X m 1000 X m
TT=PT — PNA
Onde:
PT = Polifendistotais (%)

PNA = Polifendis ndo adsorventes (%)
Abs. = Absorvanciamedida
m =massadadrogaemg

T = teor de taninos totais (%)

4.2.5. Analise microbiolégica do pé do fruto deS. cumini

4.2.5.1. Contagem total de microrganismos

Foram transferidos, assepticamente, 10,09 da droga vegetd para 90,0 mL de solugdo
tampdo fosfato pH 7,2, paa a contagem dos microrganismos totais. A amostra 1:10 foi

submetida & agitacdo durante 10 min. Apés a homogeneizacéo, foi pipetado 10 mL da amostra
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1:10 e adicionados 20,0 mL &gar tioglicolato para bactérias e agar Sabouraud para leveduras, a
47 °C em placa de Petri, que foram colocadas em estufa a 35 °C por 24 h e 25 °C por 7 dias, para
a pequisa de bactérias e fungos, respectivamente. Apos este periodo, foi redlizada a contagem
do nimero de colbnias com o auxilio de contador de col6nias, calculando 0 nimero de unidades

formadoras de col6nia (UFC/mL).

4.2.5.2. Pequisa de Salmonella sp e Escherichia coli

Foram trandferidos, assepticamente, 10,0 g da droga vegeta para 90,0 mL de cado
lactosado, para pesquisa de Salmonella e E. coli, incubados a 35 °C durante 24 a 48 h. Apds este
periodo, 1 mL do cddo lactosado foi transferido para 2 tubos contendo cado tetrationato e caldo
sdenito cistina, que foram incubados a 35 °C por 24 h. Apds este periodo, a amostra foi semeada
do caldo tetrationato para 1 tubo contendo agar verde brilhante e duas placas de Petri contendo
agar xilose-lisna-desoxicolato (XLD) e agar bisnuto sulfito. Foi redizado da mesma forma com
a amodra inoculada no cado sdenito ciding, transferindo para os trés meios, os quais foram
incubados a 35 °C por 24 h. O crescimento e as caracteristicas das col6nias foram observados.
As colbnias suspeitas foram semeadas com aca reta em tubo contendo agar triplice agUcar-ferro
(TSl) eincubado a 35°C por 24 h. A confirmacgo da Salmonella foi feita pelo método de Gram.

Na pesquisa de E. coli, 1,0 mL do cddo lactosado foi transferido para placa contendo égar
Mac Conkey e incubado a 35 °C por 24 h. As col6nias suspeitas foram semeadas em &gar eosina-
azul de metileno (EMB) e incubadas a 35 °C por 24 h. A confirmacdo da E. coli foi redizada

através de método de Gram.

4.2.5.3. Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Foram transferidos, assepticamente, 10,0 g da droga vegetal para 90,0 mL de cado soja

caseina, para a pesguisa de S aureus e P. aeruginosa e incubados a 35 °C por 24 a 48 h. Apés
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este periodo, foi semeado em &gar Vogel Johnson, para a pesquisa de S aureus e &gar cetrimida,
para a pesquisa de P. aeruginosa a 35 °C por 24 h. As caracteristicas das col6nias foram

observadas e a confirmacéo foi redizada através de méodo de coloracdo de Gram.

4.2.6. Preparacao do extrato
A preparacéo de 100,0 mL do extrato, em triplicata, executada por trés métodos, turbdlise
(turbo-extracdo), maceracéo e percolacdo. Utilizowse 10% (p/V) do fruto em relacdo ao liquido

extrator que foi, etanol:agua 50 °GL, 70 °GL e 96 °GL, de acordo com o fluxograma 1.

4.2.6.1. Turbdlise (turbo-extracao)

Para 0 méodo de turbdlise o aparelho redizou a extracéo através da agitacdo em dta
velocidade por 15 min, tomando o cuidado para que a temperatura do liquido extrator néo
excedesse a 40 °C. Apos a filtracdo, o filtrado foi concentrado em evaporador rotatério sob
pressdo reduzida com temperatura maxima de 40 °C até completa eiminacdo do solvente

organico (TOLEDO, 2002) e depois fai liofilizado até eliminacdo da &gua

4.2.6.2. Macer acéo

Para 0 processo de maceracdo o materia vegeta ficou em repouso junto com o liquido
extrator foi mantido em contato por um periodo de tempo de 5 dias e a outra amostra por um
periodo de tempo de 10 dias, sob agitagbes constantes. Apos este periodo foi feita a filtracéo e
concentrado em evaporador rotatério sob pressdo reduzida com temperatura maxima de 40 °C até

completa iminacdo do solvente organico e depoisfai liofilizado até eiminacdo da agua
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A percolacio foi redlizada por araste os condtituintes quimicos foram esgotados da droga

vegetal. ApGs este periodo foi concentrado em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida com

temperatura maxima de 40 °C aé completa diminacdo do solvente organico e depois foi

liofilizado até diminagéo da &gua

Drogavegetal
(fruto)
10g

Turbolise

Maceracdo

5dias

10dias

Percolacéo

50°GL

70°GL

96°GL

50°GL

70°GL

96°GL 50°GL

70°GL

96°GL

50°GL

70°GL

96°GL

Fluxograma 1- Preparacdo de extratos a partir dos frutos de S cumini em véios métodos e

vérias concentragoes de solventes.

4.2.7. Plang amento fatorial

Um plangamento fatorid completo com 2 fatores (processo de extracéo e solventes) foi

executado a atimizagdo pelos 4 nivels sendo os processos de extracdo (turbdlise, maceracdo 5

dias, maceracdo 10 dias e percolacdo) e 3 niveis sendo os solventes (50 °GL, 70 °GL e 96 °GL em

etanol:dgua), conforme indicaa Tabela 6.
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Tabela 6. Plangamento fatorial completo para os experimentos

Fator 1
Fator 2 SOLVENTE
TECNICASDE 50°GL 70°GL 96 °GL
EXTRACAO

Turbdlise X X X

Maceragcdo 5 dias X X X

Maceracdo 10 dias X X X

Percolacdo X X X

X= 3 repeticdes

4.2.7.1. Controle da qualidade do extrato de Syzygium cumini
4.2.7.1.1. Determinacdo do teor deresiduo seco

Uma amostra de 20,0 g da solucdo extrativa (extratos preparados pelos 4 processos de
extracdo e peos 3 solventes) foi exatamente pesada em pesafiltro previamente tarado e
evaporada até secagem em banho de &gua, sob agitacdo constante. O pesa-filtro foi colocado em
estufa por 3 h a temperatura de gproximadamente 105 °C, resfriado em dessecador e pesado. O
resultado foi expresso em relacdo a 100,0 g do extrato, pela média de trés determinacles. Estes

experimentos foram realizados, observando o plang amento experimental conforme Tabela 7.
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Tabela 7. Plangamento experimenta para determinacdo do teor de residuo seco

ORDEM ORDEM PROCESSO SOLVENTE
PADRAO EXECUCAO
1 19 1 1
2 1 1 2
3 12 1 3
4 32 2 1
5 4 2 2
6 22 2 3
7 35 3 1
8 18 3 2
9 20 3 3
10 25 4 1
11 8 4 2
12 14 4 3
13 13 1 1
14 34 1 2
15 36 1 3
16 24 2 1
17 17 2 2
18 5 2 3
19 23 3 1
20 10 3 2
21 6 3 3
22 7 4 1
23 3 4 2
24 31 4 3
25 33 1 1
26 11 1 2
27 26 1 3
28 2 2 1
29 29 2 2
30 28 2 3
31 15 3 1
32 9 3 2
33 27 3 3
34 30 4 1
35 16 4 2
36 21 4 3

Ordem padrao: nimero de extratos preparados
Ordem execucdo: distribuicdo aleatéria para o preparo dos extratos
Processo: 1: Turbdlise; 2: Maceracdo 5 dias; 3: M aceragéo 10 dias; 4: Percolagdo
Solvente: 1. etanol 50 °GL; 2. etanol 70°GL; 3. etanol 96°GL
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4.2.7.2. Avaliacdo da atividade antimicr obiana
4.2.7.2.1. Método de difusdo em agar

A aividade antimicrobiana do extrato de S. cumini foi avdiada pdo méodo de difusio
em agar, observando o plangamento experimental conforme a Tabela 8.

Tabela 8. Plangamento experimentd para a aividade antimicrobiana

ORDEM ORDEM PROCESSO SOLVENTE
PADRAO  EXECUCAO
1 19 1 1
2 1 1 2
3 12 1 3
4 3R 2 1
5 4 2 2
6 2 2 3
7 35 3 1
8 18 3 2
9 20 3 3
10 25 4 1
1 8 4 2
12 14 4 3
13 13 1 1
14 A 1 2
15 36 1 3
16 24 2 1
17 17 2 2
18 5 2 3
19 23 3 1
20 10 3 2
21 6 3 3
2 7 4 1
23 3 4 2
24 31 4 3
25 33 1 1
26 1 1 2
27 26 1 3
28 2 2 1
29 29 2 2
30 28 2 3
31 15 3 1
3P 9 3 2
33 27 3 3
A 30 4 1
35 16 4 2
36 21 4 3

Ordem padr&o: nimero de extratos preparados
Ordem execucdo: distribuicdo aleatéria para o preparo dos extratos
Processo: 1: Turbdlise; 2: Maceragdo 5 dias; 3: Maceragdo 10 dias; 4: Percolacéo
Solvente: 1. etanol 50°GL; 2. etanol 70°GL; 3. etanol 96°GL
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4.2.7.2.1.1. Preparo doindculo
4.2.7.2.1.1.1. Padronizagdo da suspensio bacteriana

O inbculo de bactérias fo adaptado e padronizado segundo Murray et al. (2003) e
segundo documento do NCCLS (2000). Cultura de colonias isoladas foram obtidas em cado
Mueller Hinton (MH) por 24 h, até a obtencdo de turvacdo igua a escada 0,5 de Mc Farland que

equivale a goroximadamente 1,5 x 10° UFC/mL.

4.2.7.2.1.1.2. Padronizacdo da suspensdo fungica

O indeulo de leveduras foi adaptado e padronizado segundo NCCLS (1997-M27A), pelo
cultivo durante 24 h em placas de &gar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (250 mg/L) a 30 °C,
onde uma alcada das leveduras, de colbnias isoladas, foi suspensa em solucéo sdina, sendo

gustada a contagem de leveduras em 1 x 10° — 5 x 10° UFC/mL em camara de Neubauer.

4.2.7.2.1.2. Teste de sensbilidade
4.2.7.2.1.2.1. Padr&o de sensibilidade de bactérias - controle

Para os ensaios de verificacdo da senghbilidade bacteriana, foi utilizado o méodo da
difusfio em &gar por discos contendo 5 pg/mL de ciprofloxacino para todas as bactérias com
excecdo do E. faecalis que foi utilizado discos contendo 15 pg/mL de eritromicina. Os noculos
preparados na escala 0,5 de Mc Farland foram semeados através de “swabs’ em placas de Petri
contendo agar Mueller Hinton e apds secagem foram colocados os discos de antibidticos sobre a

superficie. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa durante 24 h.
4.2.7.2.1.2.2. Padr&o de sensibilidade de leveduras - controle

Para 0s ensaios de verificacdo da senshilidade das leveduras foi utilizado o método da

difusio em &gar por discos contendo 16 pg/mL de anfotericina B. Indculos contendo 10°
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UFC/mL leveduras, foram preparados como anteriormente descrito e foram semeados através de
“swabs’ em placas de Petri contendo &gar RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de
sodio acrescido de 2% de glicose tamponado em MOPS 0,165 M. ApOs secagem, foram
colocados os discos contendo antifingico sobre a superficie e as placas incubadas a 37 °C em

estufadurante 24 a48 h.

4.2.7.2.1.3. Padronizagdo e adaptacdo dos testes de verificagdo da atividade antibacteriana
dos extratos vegetais pelo méodo da difusio com discos

Para os ensaios de verificagcdo da atividade antibacteriana dos extratos vegetais (turbdlise,
maceracdo 5 dias, maceracdo 10 dias e percolacdo) foi utilizado o méodo da difusdo em agar
Mueller Hinton com discos que foram padronizados quanto aos seus tamanhos (15 mm de
didmetro) e concentracdo dos extratos vegetais (1000 ig extrato seco/ 50 iL de dimetilsulfoxido
5%) impregnado individuamente, ou sga, concentracdo find nos discos. O preparo do indeulo
foi redizado pedo guste da suspensio bacteriana na escada 0,5 de McFarland, semeada por
“awvab” edtéril. Os discos impregnados com os extratos foram colocados sobre as placas e estas
foram incubadas a 37 °C durante 24 h.

Para esta metodologia foram utilizadas as seguintes bactérias S. aureus, S epidermidis, P.

aeruginosa, E. faecalis e E. coli.

4.2.7.2.1.4. Padronizacdo e adaptacdo dos testes de verificacdo da atividade antifungica dos
extratos vegetais pelo método da difusdo com discos

Para 0s ensdos de verificagdo da aividade antifingica dos extratos vegetais (turbdlise,
maceracdo 5 dias, maceracdo 10 dias e percolacdo) foi utilizado o méodo da difusio em &gar
RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sodio acrescido de 2% de glicose tamponado

em MOPS 0,165M com discos que foram padronizados quanto aos seus tamanhos (15 mm de
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diametro) e concentracdo dos extratos vegetais (2500 ig extrato seco/ 50 iL de dimetilsulfoxido
5%) impregnado individuamente, ou sga, concentracdo fina nos discos. O preparo do indculo
foi redizado pelo guste da suspensio (1 x 10° — 5 x 10° UFC/mL) por contagem em camara de
Neubauer, que foi semeado através de “swab” estéil. Os discos impregnados com 0s extratos
foram colocados sobre as placas e estas foram incubadas a 37 °C durante 24 h.

Para esta metodol ogia foram utilizadas as seguintes leveduras C. albicans e C. krusei.

4.2.7.2.1.5. Letura
A letura foi realizada depois de 24 h aravés da medida do hado de inibicdo com auxilio

de régua (mm).

4.2.8. Determinagéo da concentragéo inibitéria minima (CIM)
4.2.8.1. Preparo do inéeculo
4.2.8.1.1. Padronizacéo da suspensdo bacteriana

O procedimento foi redizado conformeoitem 4.2.7.2.1.1.1.

4.2.8.1.2. Padronizacdo da suspensdo fungica
O procedimento foi redizado conforme o item 4.2.7.2.1.1.2., poderiormente foi
redizada, uma diluicgo 1/10 em tubo, de modo que foi obtida uma suspensio de 10* UFC/mL,

cujo indeulo foi empregado no ensaio.

4.2.8.2. Andlise de sensibilidade asdrogas
Paa eda metodologia foram utilizadas drogas antibecterianas e antifingicas
(ciprofloxacino para bactérias e anfotericina-B para leveduras), utilizadas sob a forma de p6, e

cdculadas quanto a suas poténcias seguindo recomendactes de Murray et al. (2003) e segundo
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documentos do NCCLS (2000) para bactérias e NCCLS (1997- M27A) para leveduras.
Ciprofloxacino e anfotericina-B foram dissolvidos individudmente em 1 mL de dimetilsulfoxido
para obtencdo de solucdo estoque a 3200 ig/mL (obro da concentracéo de uso). A partir desta
solucdo foram preparadas 10 concentragdes, para emprego nos testes redlizados em microplacas
de 96 pogos com fundos chatos.

Paa o tese de microdiluicio, ciprofloxacino e anfotericina-B foram diluidos para se

obter um gradiente de 16 a 0,031 ig/mL a ser adicionado a placa de microdiluigéo.

4.2.8.3. Padronizacéo e adaptacdo dos testes de verificacdo da atividade antibacteriana dos
extratos vegetais pelo méodo da microdiluicdo

Foram preparadas solucdo estoque a 100 mg/mL em DMSO a 5% e solucéo estoque a
100 mg/mL em propilenoglicol a 80% do extrato, que foi a solucdo teste (ST).

Em placa de 96 pocos com fundos chatos, pipetou-se 100 iL de cado Mudler Hintonem
cada poco utilizado, de acordo com o nimero de diluigdes redizadas. No experimento foram
redlizadas 8 diluicdes do extrato.

Na primeira coluna fol pipetado meio de cultura como controle negativo (controle de
edterilidade). Na segunda coluna foram pipetados 100 iL de meio e 100 iL de extrato. A partir
da ST, foram pipetados 200 iL para a terceira coluna do primeiro pogo, foi obtido uma
concentragdo inicia de 10000 ig/100 iL. Foi redizada diluicdo seriada 1:2, homogeneizando e
transferindo 100 iL do primeiro pogo para 0s pogos subseqlientes, obtendo-se concentracfes de
5000; 2500; 1250; 625; 312,5; 156,25; 78,12; 39,06 ig/100 IiL (Tabela 9. A Ultima coluna foi
utilizada como controle das bactérias, sem a ST. A Ultima coluna condituiu-se de meio de
cultura e indculo 10° UFC/mL, correspondente ao controle de 100% de crescimento. Foram
pipetados 100 iL da suspensio 10° UFC/mL de bactéria em cada poco com excegdo da primeira

e segunda coluna. A microplacafoi incubada em estufaa 37 °C, sob agitagdo por 24 h.
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Para esta metodologia foram utilizadas as seguintes bactérias S, aureus, S epidermidis e

P. aeruginosa.

4.2.8.4. Padronizacdo e adaptacdo dos testes de verificacdo da atividade antifungica dos

extratos vegetais pelo método da microdiluicdo

O mesmo procedimento foi redizado conforme o item 4.2.8.3., porém o cado utilizado

para leveduras foi RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sodio acrescido de 2% de

glicose tamponado em MOPS 0,165 M. A concentragdo de inéculo utilizado foi 10° UFC/mL,

correspondente ao controle de 100% de crescimento.

Para eta metodologia foram utilizadas as seguintes leveduras C. albicans, C. krusei e C.

parapsiloss.

Tabela 9. Distribuicéo da concentracdo da amostra e seus respectivos microrganismos

ORDEM DECRESCENTE DE CONCENTRAGAO

>
Amostra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
*
1xx * C- Meio+ 10000 5000 2500 1250 625 3125 15625 7812 39,06 C+
Extrato ig/ ig/ ig/ ig/ ig/ ig/ ig/ ig/ ig/
) 100iL  100iL 100iL 100iL 100iL  100iL  100iL  100iL 2100iL
2)\'*
Jrx #
5 * #
6** #
7% #

* 1, 2 e 3 Extrato de frutos de jambol&o solubilizado com propilenoglicol 80%; 5,6 e 7 Extrato de frutos de
jambol&o solubilizado com DM SO 5%.

** 1 eb: Staphylococcus aureus 2 e 6: Pseudomonas aeruginosa; 3 e 7: Staphylococcus epidermidis.

#1e5: Candida albicans, 2 e6: Candida krusei; 3 e7: Candida parapsilosis.

C- meio de cultura

C+ meio deculturaeinéculo

4.2.85. Latura

Foram redlizadas |eturas visud e espectrofotométrica em 655 nm depois de 24 h.
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4.2.9. Deter minacdo da concentracéo bactericida (CBM) e fungicida minima (CFM )
4.2.9.1. Padronizagcdo e adaptacdo dos testes de verificagdo da concentragdo bactericida
minina dos extr atos vegetais

A CBM foi redizada em todos os pocos da microplaca. Para cada poco foi redlizada uma
subcultura, foi trandferido de cada poco da microplaca em placa com &gar Mueller Hinton. A
semeadura foi redizada por meio de hastes estéreis para cada poco. As placas foram incubadas
em estufa a 37 °C por 24 h. A CBM foi definida como a menor concentracio da droga que

gpresentou inibi¢do do crescimento.

4.2.9.2. Padronizacdo e adaptacdo dos testes de verificacdo da concentracdo fungicida
minina dos extr atos vegetais

A CFM foi redizada em todos os pocos. Para cada pogo foi realizada uma subcultura, foi
transferido por melo de hastes edtéreis de cada poco da microplaca, em placa com agar
Sabouraud. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. A CFM foi definida como a

menor concentracdo da droga que gpresentou inibi¢do do crescimento.

4.2.10. Sabonete liquido
4.2.10.1. Formulacdo
Para a incorporacéo do extrato foi preparada uma formulagdo de sabonete liquido (Tabela

10).

Ketylin Fernanda Migliato 91




Material e Métodos

Tabela 10. Composi¢do da formulacdo de sabonete liquido

COMPONENTES nome INCI PORCENTAGEM ACAO
Lauril éer sulfato de Sodium laureth 35,0% Detergente
sodio sulfate
Cocoamido Cocamidopropyl 6,0% Detergente
propilbetaina betaine
Dietanolamida de Cocamide dea 4,0% Espessante,
&cido graxo de coco estabilizador de
espuma, solubilizante
e sobreengordurante
Cocoato de glicerila PEG 7 glyceryl 1,0% Sobreengordurante
PEG7 cocoate
Acido citrico Citric acid gspH=6,0 Corretor do pH
Agua destilada qsp 100 mL Veiculo

4.2.10.2. Preparacdo do sabonete liquido

Em um béguer com capacidade adequada foram pesados o lauril é&er sulfato de sodio,
cocoamido propilbetaina, dietanolamida de acido graxo de coco, cocoato de glicerila PEG 7.

Sob 0s materiais previamente pesados e homogeneizados, verteu-se a agua e a migtura foi
submetida a adequada agitacdo (manual).

O pH da preparacdo foi corrigido com adequada quantidade de solugéo de &cido citrico a

10%.

4.2.10.3. Obtencao do extrato dos frutosde Syzygium cumini em propilenoglicol
Com o objetivo de facilitar a solubilizacdo do extrato seco de Syzygium cumini foi

preparada uma mistura de propilenoglicol:dgua na proporcéo de 4:1.

4.2.10.4. Incor poragdo do extrato ao saboneteliquido proposto
O extrato glicdlico de S cumini foi incorporado ao sabonete em concentracéo eevada
para que fosse possivel encontrar a CIM, portanto foi trabadhado a 300 ig/ 100 iL do extrato

SECO.
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4.2.11. Avaliacéo da atividade antimicrobiana do sabonete liquido
4.2.11.1. Método de difusdo em &gar
A dividade antimicrobiana do sabonete com extrato de S. cumini foi avdiada peo

método de difusio em é&gar.

4.2.11.1.1. Preparo doinéculo
4.2.11.1.1.1. Padronizacdo da suspensao bacteriana

O mesmo procedimento foi realizado conforme o item 4.2.7.2.1.1.1.

4.2.11.1.1.2. Padronizacao da suspensdo fungica

O mesmo procedimento foi realizado conforme o item 4.2.7.2.1.1.2.

4.2.11.1.2. Testesde sensibilidade
4.2.11.1.2.1. Padr&o da sensibilidade de bactérias - controle

Para os ensaios de verificacdo da sensbilidade bacteriana, foi utilizado o méodo da
difusso em agar por discos contendo 1000 pg/100 pL de solucdo de triclosan. Inoculos
preparados na escda 0,5 de Mc Farland foram semeados através de “swabs’ em placas de Petri
contendo &gar Mudler Hinton Apo6s secagem do meio, foram colocados os discos de triclosan

sobre a superficie e as placas incubadas a 37 °C em estufa durante 24 h.

4.2.11.1.2.2. Padréo da sensibilidade de levedur as - controle
O mesmo procedimento foi redizado conforme o item 4.2.11.1.2.1., porém o &gar
utilizado para leveduras foi RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sodio acrescido de

2% de glicose tamponado em MOPS 0,165M.
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4.2.11.1.3. Padronizacdo e adaptacdo dos testes de verificacdo da atividade antibacteriana
do sabonete liquido com triclosan pelo método da difusdo com discos

Paa os ensaos de veificacdo da aividade antibacteriana do sabonete liquido com
tricdosan foi utilizado o méodo da difusio em &ar Mueller Hinton com discos que foram
padronizados quanto aos seus tamanhos (15 mm de didmetro) e concentracdo do sabonete com
triclosan (500 ig/50 L de sabonete) impregnada individuamente, ou sga, concentracdo fina
nos discos. O preparo do indculo foi redizado através do guste da suspensdo bacteriana na
escaa 05 de Mc Farland, semeada através de “swab’ estéril. O disco impregnado com o
sabonete foi colocado sobre as placas, que foram incubadas a 37 °C durante 24 h.

Para esta metodologia foram utilizadas as seguintes bactérias S, aureus, S epidermidis e

P. aeruginosa.

4.2.11.1.4. Padronizacéo e alaptacdo dos testes de verificacdo da aividade antibacteriana
do sabonete liquido com extrato vegetal pelo método da difusdo com discos
O procedimento foi redizado conforme o item 4.2.11.1.3., porém a concentracdo do

sabonete com extrato vegeta utilizado foi de 2500 ig de extrato seco/50 iL de sabonete.

4.2.11.1.5. Padronizacéo e alaptacédo dos testes de verificacdo da atividade antifungica do
sabonete liquido com triclosan pelo método da difusdo com discos

O procedimento foi redizado conforme o item 4.2.11.1.3., utilizando 0 método da difusdo
em aa RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sodio acrescido de 2% de glicose
tamponado em MOPS 0,165 M.

Para esta metodol ogia foram utilizadas as seguintes leveduras C. albicans e C. krusai.
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4.2.11.1.6. Padronizacdo e adaptacdo dos testes de verificacdo da atividade antifungica do
sabonete liquido com extrato vegetal pelo méodo da difusdo com discos

O procedimento foi redizado conforme o item 4.2.11.1.4., utilizando o0 método da difusdo
em &a RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sodio acrescido de 2% de glicose
tamponado em MOPS 0,165 M.

Para esta metodol ogia foram utilizadas as seguintes leveduras C. albicans e C. krusai.

4.211.1.7. Letura
A letura foi redizada depois de 24 h através da medida do hado de inibicdo com auxilio

de régua (mm).

4.2.12. Determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) do sabonete liquido
contendo triclosan e extrato dos frutos de S. cumini

4.2.12.1. Preparo doinéculo

4.2.12.1.1. Padronizagdo da suspensio bacteriana

O procedimento foi redizado conformeoitem 4.2.7.2.1.1.1.

4.2.12.1.2. Padronizacdo da suspensdo fungica
O procedimento foi redizado conforme o item 4.2.7.2.1.1.2.. Poderiormente foi
redizada, uma diluicdo 1/10 em tubo, de modo que foi obtida uma suspensdo de 10* UFC/mL,

cujo inoeulo foi empregado no ensaio.
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4.2.12.2. Padronizacdo e adaptacdo dos testes de verificacdo da atividade antibacteriana do
sabonete liquido com triclosan pelo méodo da microdiluicdo

Foi preparado o sabonete com 10000 ig/mL de extrato bruto, que foi a solugdo teste
(ST). O procedimento foi redizado conforme o item 4.2.8.3., porém a concentracdo inicid
utilizada foi de 1000 ig/100 iL de tricdosan. Foi redizada uma diluicdo seriada 1.2 e
transferidos, de maneira homogénea 100 iL do primeiro pogco para 0S pPocos subsequentes,

obtendo concentracdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 ig/100 iL (Tabela1l).

4.2.12.3. Padronizacdo e adaptacéo dos testes de verificagdo da atividade antibacteriana do
sabonete liquido com extrato vegetal pelo méodo da microdiluicdo

Foi preparado o sabonete com 25000 ig/mL de extrato bruto, que foi a solugdo teste
(ST). O procedimento foi redizado conforme o item 4.2.8.3., porém a concentragdo inicid
utilizada foi de 2500 ig/ 100 iL. Foi redizada uma diluicdo seriada 1.2 e tranderidos, de
manera homogénea 100 iL do primeiro pogo para 0s pogos subseqlientes, obtendo

concentracfes de 1250; 625; 312,5; 156,25; 78,12; 39,06 ig/100 iL (Tabela 11).

4.2.12.4. Padronizacdo e adaptacdo dos testes de verificagdo da atividade antifungica do
sabonete liquido com triclosan pelo mé&odo da microdiluicdo

O procedimento foi redizado conforme o item 4.2.12.2., utilizando para leveduras o
caddo RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sbdio acrescido de 2% de glicose
tamponado em MOPS 0,165 M.

Para esta metodologia foram utilizadas as seguintes leveduras C. albicans, C. krusei e C.

parapsiloss.
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4.2.12.5. Padronizacdo e adaptacdo dos testes de verificacdo da atividade antifungica do
sabonete liquido com extrato vegetal pelo método da microdiluicdo

O procedimento foi redizado conforme o item 4.2.12.3., utilizando para leveduras o
cddo RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sddio acrescido de 2% de glicose
tamponado em MOPS 0,165 M.

Para esta metodologia foram utilizadas as seguintes leveduras C. albicans, C. krusei e C.

parapsiloss.

Tabela 11. Distribuicdo da concentragcéo da amostra e seus respectivos microrganismos

ORDEM DECRESCENTE DE CONCENTRAGAO

>

Amostra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

*

1***  C- Meio Meio 2500 1250 625 3125 15625 7812 39,06 Meo C+
Sabonete Sabonete  ig/ ig/ ig/ ig/ ig/ ig/ ig/  Sabonete

P Extralo  100iL 100iL 100iL 100iL 100iL  100iL  100iL Mcg
2**

3**#
4
gr*#  C- Meio Meio 1000 500 250 125 625 31,25 15625 Meio C+
Sabonete Sabonete ig/100 ig/100 ig/100 1ig/100 1ig/100 1ig/100 1ig/100 Sabonete
. Triclosan  iL iL iL iL iL iL iL Mcg
6**
7**#

8

* 1,2 e 3: Sabonete liquido com extrato vegetal dos frutos de jambol &o; 5,6 e 7: Sabonete liquido com Triclosan.
** 1 e5: Staphylococcus aureus 2 e 6: Pseudomonas aeruginosa; 3 e 7: Staphylococcus epidermidis.

#1e5: Candida albicans, 2 e6: Candida krusei; 3 e7: Candida parapsilosis.

C- meio de cultura

C+ meio deculturaeinéculo

4.2.12.6. Letura

Foram redlizadas |eituras visud e espectrofotométrica em 655 nm depois de 24 h.

Ketylin Fernanda Migliato 97




Material e Métodos

4.2.13. Determinacdo da concentracdo bactericida (CBM) e fungicida minima (CFM)
sabonete liquido com extrato do fruto de S. cumini e com triclosan
4.2.13.1. Padronizacdo e adaptacéo dostestes de verificacdo da CBM

A CBM foi redizada em todos os pogos. Para cada poco foi redizada uma subcultura, foi
trandferido de cada poco da microplaca em placa com &ar Mudler Hinton A semeadura foi
redizada por meio de hastes estéreis para cada pogo. As placas foram incubadas em estufa a 37
°C por 24 h. A CBM foi definida como a menor concentragdo da droga que apresentou inibicdo

do crescimento.

4.2.13.2. Padronizacéo e adaptacao dos testes de verificacdo da CFM

A CFM foi redizada em todos os pocos. Para cada pogo foi realizada uma subcultura, foi
trandferido por meio de hastes edtéreis de cada pogo da microplaca, em placa com &gar
Sabouraud. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. A CFM foi definida como a

menor concentragcdo da droga que apresentou inibi¢do do crescimento.
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

Os estudos de extratos vegetais em busca de novas opcdes terapéuticas, ou mesmo 0s
estudos que objetivem gpenas a mehoria e garantia da qudidade dos extraos vegeas ja
caracterizados farmacologicamente, representam uma &ea em  expansdo tanto no  setor
académico como no indudrid. O imenso uso popular e a eficacia tergpéutica, muitas vezes
bascadas apenas em evidéncias, sem a conotagdo cientifica necess&ria, tem colaborado e
estimulado novas pesguisas neste campo.

Ainda, prevalece em nivel popular a idéa de que “planta, se ndo fizer bem, md também
ndo faz’, porém ta conceito Nd0 somente é errdneo como também perigoso. E fato bastante
conhecido nos meios cientificos que dependendo da dose, pode-se ter plantas com atividade
tergpéutica ou toxica Como exemplo podemos citar: Digitalis purpurea L. (dedadeira), espécie
vegetd que contém glicosideos cardioténicos, utilizada em casos de insuficiéncia cardiaca, com
dose tergpéutica muito proxima a dose téxica. Uma dose um pouco mais elevada pode causar
intoxicacao, provocando a morte por parada cardiaca.

A forma e a organizacd0 s80 0s agpectos fundamentais para identificacdo de uma espécie
vegetal ou parte dessa, e podem ser reconhecidas aravés de vérias caracteristicas especificas a
cadauma delas.

Na redidade existe uma necessdade bastante evidente de estudos cada vez mais
detahados destes vegetais, para que se possam garantir os trés aspectos basicos e fundamentais
para um medicamento: eficacia, seguranca e qudidade. Preceitos importantes para que se possa
oferecer garantia e credibilidade necess&ria ao seu uso (SANCHES, 2004).

No Brasl, embora exisam normas para garantir a qualidade dos fitotergpicos (WHO,
1998; ANVISA - RDC n. 48/2004; 88/2004), essas nem sempre sdo cumpridas, podendo gerar

produtos sem qualidade, sem eficacia e sem seguranca.
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Uma das dificuldades encontradas no estudo dos vegetais diz respeito aos diversos nomes
populares que um mesmo vegetal pode apresentar. Colabora, anda, para dificultar, o fato de un
mesmo vegetd com diversos nomes populares, apresentar também, mais de uma denominacéo
cientifica. Syzygium cumini (L.) Skeels € conhecido no norte e nordeste do Brasil por azeitona
roxa, e por jamboldo em outras regides do pais. Por outro lado, este mesmo vegetd, gpresenta
outras snonimias cientificas, como Syzygium jambolanum (L.), Syzygium caryophylifolium L.
entre outros.

Foram amostrados ramos da &vore de jambol&o para o processo e preparacdo de exsicata
que esta deposita sob 0 nimero SIRP 19586 no herb&io do Departamento de Boténica do
IBILCE-UNESP, Campus de S&o José do Rio Preto.

Todos os frutos de Syzygium cumini (L.) Skells (jambol&o) foram coletados nos meses de
dezembro de 2003 a janeiro de 2004, no Horto de Plantas Medicinais e Toxicas da FCF/UNESP,
em Araraquara — SP. Este processo de coleta envolveu aguns cuidados necessarios. 0 emprego
de lonas para coleta evitando-se, desta forma, que os frutos caissem no solo, e tendo-se, também,
0 cuidado de que todo o materia fosse recolhido logo pda manhd diminando-se assim, a
possibilidade de que aiirradiacdo solar viesse adterar a sua condtitui¢do quimica.

Seguindo as exigéncias da resolucdo ANVISA - RDC n. 48/2004, e a auséncia de estudos
de controle da qudidade, foi tragcado o pefil da droga vegetd Syzygium cumini (L.) Skeels em
consonancia com as exigéncias legidativas, e de td forma, que pudesse colaborar com preceitos
daqudidade paraadrogavegetd proposta.

Apos a identificacdo, etapa importante no controle da qudidade do fitotergpico, o
materia boténico foi submetido a secagem. Os frutos e sementes foram secos em estufa com ar
circulante a temperatura de 45 °C, até estabilizagdo do processo de secagem que ocorreu apds

ste dias. Esta secagem tem por findidade a conservacdo da droga vegeta, uma vez que a
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retirada de &gua impede possiveis reacdes de hidrdlise e o crescimento microbiano (SIMOES et

al., 2003).

5.1. Caracterizacdo fisica, fisico-quimica, quimica e microbiol6gica do p6 dos frutos de S.
cumini

A moagem posshilitou reduzir mecanicamente o materid vegetd a fragmentos de
pequenas dimensdes, preparando-o, assim, para a proxima etapa, a extracdo. Particulas com
pequenas dimensdes aumentam a &ea de contato entre o materid solido e o liquido extrator,
tornando, desta forma, mais eficiente a operacio de extracio (DAR, 1981; SIMOES et al., 2003).
Para os frutos de Syzygium cumini (L.) Skeds foi utilizada moagem em moinho de facas e
moinho de bolas. Deve-se sdientar que gpesar deste procedimento duplo, certa dificuldade foi
encontrada para a reducdo do material em particulas diminutas. A presenca das sementes nos
frutos dificultaram a reducéo das particul as.

A avdiagdo granulométrica do materid moido é um pardmetro imprecindivdl a ser
estabelecido, pois representa uma influéncia direta sobre a eficiéncia no processo extrativo. Os

resultados da avaliacdo da granulometria estéo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Andise granulométrica do pé dos frutos de S. cumini

TAMANHO DA AMOSTRA
MALHA (mm) 1(g) 2(g) 3(0)
2 0 0 0
0,840 7,06 5,33 5,93
0,420 13,33 12,47 11,79
0,177 3,38 4,49 4,50
0,125 0,72 0,80 1,23
Coletor 0,48 1,59 1,15
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A aplicacdo de andlise edtatistica dos resultados expressos na Tabela 10 e demonstrada na

figura 14 permitiu detectar um didmetro médio de particulas de 0,302 mm.
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Figura 14. Tamanho da particula médiado p6 dos frutos de S. cumini

A densdade aparente para as particulas obtidas foi de 0,86 g/mL. Vde resstar que ta
ensalo condtitui-se numa exigéncia estabelecida pela RDC n. 48/2004-ANVISA.

Vaios ensaios foram redizados com o objetivo de controlar a qudidade do materia
boténico. As andises fisico-quimicas envolveram a perda por secagem (utilizando-se do materia
fresco), a determinacdo da perda por dessecacdo, determinacéo do pH, determinacéo do teor de
cinzas e determinacdo do teor de extrativos. Com relacdo a andise quimica, redizou-se andise
fitoquimica preliminar e posteriormente andise quimica quantitativa para a determinacéo do teor

detaninostotais (Tabela 13).
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Tabela 13. Andise fisca, fisco-quimica, quimica e microbiologica

PARAMETROS VALORES OBTIDOS
Didmetro médio das particulas 0,302 mm
Densdade aparente 0,86 g/mL
Perda por secagem 86,5%
Perda por dessecacéo 6,01%
pH 4,09
Teor de cinzas 9,56%
Teor de extrativos 2,37%
Ftoquimica preliminar Heterosideos fendlicos smples, taninos,
dcddides, iridoides, flavondides,
antocianidinas
Teor de taninos 4,2%
Andise microbiolégica Auséncia de microrganismos patogénicos e

presencainferior ao aceito parafungos

A determinagdo da perda por secagem condituiu-se num ensaio dificil de ser redizado.
Os frutos de jamboldo apresentam polpa carnosa e, quando maduros, contém aclcar ligado as
substancias presentes, sendo os responsavels pelas dificuldades que surgem durante a secagem
do materid a temperatura ambiente (ALBERTON et al., 2001). No presente trabalho ocorreu a
perda de 86,5% de agua, porém ocorreu 0 desenvolvimento de fungos. Em funcéo das
dificuldades encontradas, entende-se ndo ser recomendavel a redizacdo deste tipo de andise
como metodologia para secagem do fruto em grande quantidade, por isso foi utilizada a secagem
em estufa de ar circulante, que impede o desenvolvimento de microrganismos e também diminui
0 tempo de secagem, pois ao redizar a perda por secagem houve demora de trinta dias para que
ocorresse a estabilizacdo enquanto a secagem em estufa ocorreu por sete dias.

A determinacd0 da perda por dessecacdo do pd do fruto de S. cumini foi redizada em
baanca de infravermelho a temperatura de 110 °C por um periodo de oito horas apresentado uma
perda de 6,01%, quando ocorreu estabilizacdo do processo.

Edte tipo de andise € importante uma vez que pode oferecer informagBes importantes

com referéncia a0 armazenamento da droga vegetd. A &gua residua encontrada na droga vegeta
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seca edta diretamente relacionada com 0 seu correto armazenamento, que pode acarretar na perda
do materid por contaminacd microbiana ou degradacdo dos condituintes quimicos. Pode-se
afirmar que os vdores caracteristicos da perda por dessecacdo, dém de informacdo importante
do ponto de viga tecnoldgico, servem também como parametro de controle da qudidade do p6
do fruto de S. cumini.

O vaor de pH b extrato da droga vegetal foi 4,09 utilizando &gua com pH de 6,25, o que
sugere a presenca de substancias &cidas no farmacogeno estudado .

Quanto a determinacdo do teor de cinzas, utilizou-se 0 hamamelis Hamamelis virginiana
L.) (cascas), como um parametro comparativo, e os teores encontrados foram: 9,56% para o
jamboldo e 9,14% para a hamamdis. Em se tratando de drogas vegetais, o principa objetivo
deste tipo de ensaio € a veificagd de impurezas inorganicas néo-volaels que podem estar
presentes como contaminantes (Farmacopéia Brasileira, 2000; SIMOES et al., 2003).

Com o objetivo de avdiar-se a quantidade de substancias extraiveis, denominado de teor
de extrativos, e de acordo com a Organizacdo Mundiad da Salde (WHO, 1998), empregou-se a
decoccdo em agua. O rendimento encontrado foi de 2,37%. No entanto, € importante levar em
consideracdo a substéncia que se desga extrair. Por exemplo, para taninos, Santos & Mdlo
(2003), demonstram ser necess&rio 0 emprego de misturas de solventes como 0 metanol: &gua ou
acgtona &gua. Refere-se, indudve, que a extracdo com 0 Sstema acetonadgua, apesar de
sgnificativamente maior, representa um Sstema com menor edtabilidade para os taninos
presentes. Quando se considera a extragdo cujo solvente € somente a &gua, a estabilidade do
extrato torna-se anda mas comprometida, uma vez que 0 risco de contaminagdo microbiolOgica
aumenta Sgnificativamente.

Pantas medicinais produzem diferentes substéncias quimicas (dcadides, taninos,
flavondides, sgponinas, entre outros) e o fazem em diferentes proporgdes, dependendo do habitat,

do regime de chuvas, da insolacdo, do solo, enfim, das caracteristicas climéticas-edaficas.
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Entretanto, algumas substancias quimicas sd0 bastantes caracteristicas para um  determinado
vegeta, e destaforma podem servir como parametro para sua caracterizacao e identificacéo.

Os dados das andlises fitoquimicas preliminares, redizadas com os frutos de jambol&o,
referidos na Tabela 14, mostram grupos de substéncias quimicas que podem ser empregadas para
a caracterizacd da matéria-prima. E o caso dos taninos, flavondides, acadides, heterosideos
fendlicos smples, iridoides e antocianidines.

A presenga de taninos, por exemplo, no barbatimdo, Stryphnodendron adstringens
(Mat.) Coville, € uma caacteritica de identificacd do vegetd, vido ser esse grupamento
quimico o responsdvel pela atividade farmacoldgica (TOLEDO, 2002). O maracujg, Passiflora
alata Dryander, é caracterizado, dentre outras andlises, pela presenca de flavondides e dcaoides
(SOULIMANI et al., 1997).

Consderando que o presente trabaho propds-se a buscar e comprovar o efeito anti-
séptico do extrato de frutos do jambol&o e consderando ainda, a ja bem documentada atividade
antimicrobiana apresentada pelos taninos, judifica-se a redizacd do doseamento deste grupo de

substéndias presentes no po do fruto de S cumini (Tabela 14).
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Tabela 14. Andise fitoquimica preiminar do p6 dos frutos de S. cumini

SUBSTANCIA ATIVA RESULTADO
Cumarinas -
Heterosideos fendlicos smples +
Saponinas -
Antracénicos -
Taninos +
Alcddides +
[riddides +
Gomaresna -
Flavonoides +

And esteroidal/ triterpénicos -
Métil-xantinas -
Antocianidines +

+ presenca do grupo quimico; - auséncia do grupo quimico

O doseamento redizado para a avdiagdo do teor de taninos presentes nos frutos de
jambol&o, detectou a presenca de 4,2% desta substancia. Td vaor pode ser consderado baixo
quando comparado com o teor de taninos encontrado no Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, conhecido popularmente como barbatiméo, cujo teor minimo é de 20%, porém, o vaor
encontrado pode ser considerado razoavel, quando comparado, por exemplo, com a Krameria
triandra Ruiz e Pavon, conhecida como ratania, cujo teor € de aproximadamente 10%. Apesar
de apresentar vaores ndo muito elevados em taninos, a posshilidade de se encontrar efeto
antimicrobiano n& pode ser descartada, pois este efeito pode ser resultado da contribuicdo de
outros grupos quimicos presentes.

Condderando os diversos aspectos impostos para a garantia da quaidade do material
botanico, que englobam nd somente o0s aspectos fisco-quimicos, mas também o
microbiolégico, e condderando-se ainda, o fato dos materias vegetais conterem um grande
nimero de fungos e bactérias, pertencentes a sua microflora naturd ou mesmo introduzidas

durante a manipulacéo, contaminacdo esta que pode s intensficada com o tempo e ndo
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somente comprometer 0 materid em g9, mas também o usuario, procurou-<e redizar um controle
microbiol6gico do po do fruto de S. cumini (SIMOES et al., 2003).

Os resultados obtidos através do controle microbiologico do pé do fruto de jamboldo
(Tabela 15) permitiram observar que ndo houve crescimento microbiano de Salmonella sp.,
Escherichia coli, Saphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, consderados
microrganismos  patogénicos nas amodiras andisadas, porém ocorreu crescimento de fungos. Na
contagem do nuimero total de bactérias do po do fruto, houve crescimento inferior a 10 UFC/g e
para fungos ocorreu o crescimento de 40 UFC/g.

O controle microbioldgico tem como funcéo determinar 0 nimero tota de microrganismos
presentes em preparacbes ndo edtéreis, cosméicos e drogas vegetals, dém de visar a
identificacdo dos patogénicos, tas como Salmonella sp., Escherichia coli, Saphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, que ndo devem estar presentes (Tabela 15). Como visto, este
tipo de andise visa assegurar 0 consumo de produtos de boa quaidade; ou sga, isentos de
microrganismos patogénicos ou potencidmente preudiciais, permitindo um nimero limite de
microrganismos aceitaveis, assegurando qualidade microbiol égica do pd do fruto.

Tabela 15. Andise microbiologica do pd dosfrutos de S. cumini

Microrganisnos Recomendagéo * Resultado
Microrganismos aerobios <10° UFC/g Inferior 10 UFC/g
viadves
Fungos <10* UFC/g 40 UFClg
Enterobactérias/ Bactérias <10® UFC/g Ausente
Gram-negetivas
Escherichia coli Austndia Ausente
Salmonella sp. Austnda Ausente
Saphyl ococcus aureus Austncia Ausente
Pseudomonas aeruginosa Austncia Ausente

* Fonte: CARTURAN, 1999; PINTO et al ., 2003; SIMOES et al ., 2003; USP 26, 2003.
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Ao redizar o controle microbiolégico o resultado encontrado torna-se interessante, uma
vez que ndo foi encontrado nenhum tipo de microrganismo patogénico, 0 que pode ser resultado
cuidado na coleta, manipulacéo seguida de boas préticas, bem como pode ser devido a presenca
de taninos condensados, os quais vem sendo pesquisados por suas propriedades farmacoldgicas e
fisologicas. Devido apropriedade de se combinarem com as proteinas das plantas, protegemnas
contra o ataque de herbivoros, microrganismos, dém de gpresentarem inibicdo enziméica em

humanos (GALLOWAY, 1989).

5.2. Preparacéo do extrato do p6 do fruto de S. cumini

ApGs a redizacdo do controle de qudidade da droga vegetd, a etgpa sequinte do trabalho
foi redizar apreparacdo dos extratos. Pelo fato de ndo exigtir padronizacdo do melhor método de
extracdo e o mehor solvente, a otimizacdo das condicbhes de extragdo foram redizadas
empregando-se  plangamentos fatoriais completos, metodologia de superficie de resposta e
andlise edtatigtica dos resultados, utilizando a andlise da varidncia (ANOVA), para o residuo seco
(Anexo 1), e dividade antimicrobiana frente a Saphylococcus aureus (Anexo 2), Staphylococcus
epidermidis (Anexo 3), Pseudomonas aeruginosa (Anexo 4) e Candida krusel (Anexo 5).

Plangamento fatorid é uma classe de desenhos experimentais que permitem uma grande
quantidade de informacdo a partir de um pegueno nimero de experimentos. O plangamento
fatorid completo envolve um certo nimero de niveis de cada um dos fatores de interesse
(MASSART, 1988). Dedta forma, 0 plangamento fatorid utilizado foi do tipo misto com vaores
codificados das variavels,

Segundo Massart (1988) os fatores podem ser divididos em duas categorias, quantitativa
e quditativa. Portanto nosso estudo a concentragdo do etanol € um fator quantitativo, uma vez
que é o valor numérico e expressa a quantidade deste fator. Ja o tipo de processo utilizado para a

extracdo (turbdlise, maceracdo e percolacdo) consste em fatores qualitetivos.
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Os plangamentos experimentais podem ser usados de modo a explorar a superficie de
resposta.

Foram preparados, em triplicata, extratos a 10% de droga vegetal, por meio de quatro
procedimentos diferentes. (1) turbdlise; (2) maceracdo 5 dias, (3) maceracdo 10 dias, e (4)
percolagdo. Para cada procedimento foram testados os seguintes solventes: (1) etanol a 50 °GL;
(2) etanol a 70 °GL; e (3) etanol a 96 °GL. Como parametros de avaiacio foram utilizados o
méodo de determinacdo do teor de residuo seco (Tabela 16) e determinacdo da atividade
antimicrobiana pelo método de difusio em &gar (Tabelas 18, 19, 20 e 21).

Para todos os métodos de extracdo, o solvente escolhido foi baseado na polaridade do
grupo de substancias que se procurou extrair, portanto para os taninos foram utilizadas misturas
etanol:dgua de modo a obter-se etanol 50 °GL, 70 °GL e 96 °GL.

O método de extracdo por turbdlise foi um dos métodos escolhidos, devido a eficiéncia da
técnica, amplicidede, rapidez e versatilidede, permitindo sua facil utilizacG em processamento
de pequena e média escaa (GALINA, 2003).

Ese méodo de extracdo apresenta aguns inconvenientes. A reducdo dragtica nos
tamanhos das paticulas da droga vegetd normamente dificulta a poderior filtracdo pela
compactacdo do material. Além disto, a possivel elevacdo da temperatura durante 0 processo de
agitacdo cria a necessdade de controle adequado. Em funcdo dos peguenos tamanhos de
particulas, na ordem de 0,302 mm, obtidas para os frutos de jamboldo durante o processo de
moagem, foram bastante evidentes as dificuldades encontradas durante o processo de filtracdo. A
escolha de papd de filtro, com objetivo de impedir a passagem das particulas, tornou a filtracéo
bastante lenta. Com relacdo aos problemas relativos ao aumento de temperatura do solvente junto
com a droga vegeta, o inconveniente foi contornado, estabelecendo-se um procedimento onde
dternou-se agitacdo e repouso. Agitou-se 0 materid durante 5 minutos seguida por repouso de

10 minutos. Repetiu-se este procedimento por trés vezes.
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O méodo de extracdo por maceracd0 € um processo no qua a droga vegetd,
adequadamente reduzida a particulas diminutas, é embebida no solvente aé que a estrutura
ceular amoleca e sga penetrada pelo solvente de tal forma que os componentes solivels sgam
dissolvidos (ANSEL et al., 2000).

Para este processo foram utilizados recipientes de vidro ambar, hermeticamente fechados,
sendo o contetido agitado véarias vezes ao dia, durante um periodo de 5 e 10 dias.

Edta técnica gpresenta o inconveniente de nd conduzir ao esgotamento da matéria-prima
vegetd, devido a possivel saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento do equilibrio
difusond entre 0 meio extraor e o interior da cdula A agitacdo objetiva contornar estes
inconvenientes (SIMOES et al., 2003).

O método de extracdo por percolacdo, diferentemente do processo de maceracdo, trata-se
de uma operagcéo dinamica, capaz de esgotar a droga vegeta em fungdo da constante renovacdo
do solvente. Para esta metodologia os inconvenientes referemse a0 empacotamento da droga
vegeta no percolador e ao didmetro das particulas da droga vegeta. O empacotamento deve ser
redizado de forma homogénea e nd compacta Com redacdo ao tamanho das particulas do
vegeta, propde-se que ndo sga inferior a 1 mm, uma vez que particulas menores que este
tamanho podem produzir uma compactagao excessva, reduzindo a velocidade de fluxo.

Paa ete trabdho foi utilizada a pecolacdo dmples, que s iniciou com o
intumescimento prévio da droga com o liquido extrator, durante 2 h. Apesar do empacotamento
homogéneo, a grande dificuldade encontreda dizia respeito ao tamanho das particulas obtidas
com a moagem dos frutos. Como ja referido, as particulas com vaores médios de 0,302 mm,
dificultaram 0 processo de lixiviagdo do solvente, tornando O processo extrativo bastante moroso.
Vade resdtar que esse comportamento ndo se repetiu para os diferentes solventes. Os

procedimentos de percolacdo que envolveu a utilizacdo de dcool 96 °GL e 70 °GL como liquido
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extrator, foram menos morosos, quando comparados aos solventes com maiores quantidades de
agua.

A Tabela 16 apresenta a ordem de execucdo para a redlizacdo do preparo do processo
com as respectivas concentragdes e os resultados obtidos para residuo seco.

Tabela 16. Determinacdo em triplicata do residuo seco do extrato de frutos de S cumini
utilizando plang amento experimental completo

ORDEM ORDEM RESULTADO
PADRAO  EXECUCAO PROCESSO SOLVENTE - (§2;) -
1 19 1 1 0,7561 0,7415 0,7412
2 1 1 2 0,6893 0,6652 0,6626
3 12 1 3 0,4950 0,4916 0,5020
4 32 2 1 0,8165 0,8098 0,8021
5 4 2 2 0,7289 0,7662 0,7196
6 22 2 3 0,5399 0,5528 0,5474
7 35 3 1 0,7666 0,7502 0,7571
8 18 3 2 0,7493 0,6759 0,6760
9 20 3 3 0,4990 0,5140 0,5060
10 25 4 1 0,9560 0,9771 0,9760
11 8 4 2 0,8496 0,8511 0,8437
12 14 4 3 0,6063 0,6059 0,6212
13 13 1 1 0,7556 0,7555 0,7574
14 34 1 2 0,7054 0,6970 0,7150
15 36 1 3 0,5374 0,5343 0,5461
16 24 2 1 0,8369 0,8214 0,8175
17 17 2 2 0,7507 0,7390 0,7425
18 5 2 3 0,5420 0,5452 0,5477
19 23 3 1 0,7398 0,7539 0,7632
20 10 3 2 0,6502 0,6703 0,6756
21 6 3 3 0,4876 0,5164 0,4967
22 7 4 1 0,7985 0,7924 0,7962
23 3 4 2 0,8251 0,8519 0,8129
24 31 4 3 0,6008 0,6225 0,6448
25 33 1 1 0,7579 0,7626 0,7663
26 11 1 2 0,6301 0,6127 0,6460
27 26 1 3 0,4814 0,4859 0,4841
28 2 2 1 0,8276 0,8203 0,8072
29 29 2 2 0,7296 0,7297 0,7486
30 28 2 3 0,5302 0,5352 0,5339
31 15 3 1 0,8060 0,7338 0,7435
32 9 3 2 0,7326 0,6836 0,7181
33 27 3 3 0,5508 0,5160 0,5647
34 30 4 1 0,7631 0,7621 0,7645
35 16 4 2 0,8980 0,9171 0,9050
36 21 4 3 0,6013 0,6075 0,6083

Ao consderar-se os resultados obtidos de forma independente (Tabela 16 e figura 15)
condui-se que o melhor procedimento para a determinacdo do residuo seco, a partir da solugéo

extrativa 10%, foi a percolacéo, e 0 mehor solvente o etanol 50 °GL. Isto pode ocorrer devido ao
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maior tempo de contato e a diminuicgo do fluxo, que podem influenciar na obtencdo de um
maior rendimento. Porém, consderando-se a interacdo processo extrativo-solvente, percebe-se
claramente pda figura 16, que o eanol 50 °GL conditui-se no mehor solvente ou liquido
extrativo para 0s processos redizados por turbdlise, maceracdo 5 dias e maceracdo 10 dias, o
mesmo ndo ocorrendo porém, em relacdo a percolacdo. Para este procedimento o melhor

solvente foi 0 etanol 70 °GL.

Processos Solventes
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Resposta média
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Figura 15. Andlise independente de valores médios quantitativos de residuo seco, em
gramas, obtidos pelos diferentes métodos extrativos. 1- turbdlise, 2 -
maceracdo 5 dias, 3 — maceracdo 10 dias, 4 — percolagdo e empregando-se
diferentes solventes: 1— etanol 50 °GL, 2 — etanol 70 °GL, 3 — etanol 96 °GL
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Figura 16. Analise gréfica considerando a interagcdo entre os
processos extrativos — solventes — residuos secos
obtidos em grama
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O mehor rendimento é apresentado pela coloracéo intensa observada nas representac~eos

gréficas nes figuras 17 e 18. Degsta forma, observa-se que o mehor rendimento ocorre utilizando-

Se apercolacdo como Processo extrativo.

Desta mesma maneira, as figuras 17 e 18 o etanol 50 °GL apresentou-se como o melhor
solvente extrator.

2 paa -g‘lnr\.r\ coarh

Figura 17. Residuo seco obtido em relagdo ao processo extrativo e solvente
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Processos

Solventes

Figura 18. Residuo seco obtido em relagdo ao processo extrativo e solvente

A andlise dos resultados de residuo seco mostrou, ainda, a existéncia ce uma distribuicéo

norma como bem demondra as figuras 19 e 20, onde a maior freqliéncia ocorre entre mais ou

menos duas vezes 0 desvio padréo.
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Figura 19. Histograma demonstrando a distribui¢do dos resultados
deresiduo seco em relagéo afreqliéncia e desvio padréo
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Desvio padréo
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Resultado do residuo seco

Figura 20. Desvio padrao das médias quantitativas dos residuos
secos obtidos pelos diferentes métodos extrativos e
diferentes solventes

De acordo com determinacdo do tor de residuo seco, foi possivel identificar o melhor

processo extrativo e o melhor solvente ou liquido extrator, conforme demonstraa Tabela 17.

Tabela 17. Representacéo do melhor método de extracéo e liquido extrator

ANALISE PROCESSO SOLVENTE
Residuo seco 4 1
Processo 4 - percolacdo
Solvente 1- etanol 50 OGL

Como evidencia a Tabela 17 e, baseados na determinacdo do teor de residuo seco, o
processo de percolacd empregando-se como solvente o etanol 50 CIGL condtit uiv-se no melhor
procedimento. Uma andlise mais profunda deste comportamento se torna bastante complexa ao
consderar-se a complexidade quimica exisente nos extratos vegetais de forma gerd e o
resultado obtido.

A andise da dividade antimicrobiana do jamboldo foi redizeda utilizando-se o extrato
seco Olubilizado em dimetilsulfoxido 5% (DMSO). O ensaio ocorreu frente as bactérias Gram-

positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis), Gram-
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negativas Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) e leveduras Candida albicans, Candida
krusei).

Com o objetivo de se determinar 0 melhor processo extrativo e o mehor solvente na
obtencdo do extrato seco com maor aividade antimicrobiana, utilizou-se da andise faorid. Para
eda andise, redizou-se ensaio antimicrobiano peo método de difusio em &gar. Os extratos e 0s
testes para a avdiacéo da atividade antimicrobiana foram realizados em triplicata

Para a avdiacdo da dividade pdo método de difusdo em &gar foi utilizada concentracéo
de 1000 ig/50 iL de extrato para bactérias e 2500 ig/50 IL paraleveduras,

Conjuntamente com as andises referentes aos extratos secos a serem avaiados, e com o
objetivo de se ter um controle pogtivo, inseriu-se nas placas referentes a cada microrganismo um
padréo de sensbilidade. Para as bactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, o padréo de sensibilidade foi o ciprofloxacino e para
0 microrganismo Enterococcus faecalis empregou-se a eritromicina. Para as leveduras Candida
albicans e Candida krusei foi utilizada a anfotericina B.

Outra condderacdo importante, diz respeito a utilizacdo de DMSO como materid para a
solubilizacdo do extrato seco. Ta materid apresenta atividade antibacteriana e desta forma, foi
necessrio Utilizacd de uma concentracdo que ndo interferisse no crescimento dos diferentes
microrganismos. Para tanto, diluiu-se o DMSO em agua de modo a obter-se solucéo a 5% do
referido materid, que fol utilizado nas placas como controle com o0 objetivo de certificar-se de
gque esta solucdo ndo apresentasse quaquer  aividade (CHANDRASEKARAN &
VENKATESALU, 2004).

Néo foi encontradas atividade antimicrobiana frente a concentracdo utilizada de extrato
para 0s microrganismos Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Candida albicans.

Para cada microrganismo estudado foi gerando uma tabela com auxilio de programa de

computador, que mostrava a ordem padrdo que saria a quantidade de extratos que seria
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preparado, a ordem de execucdo, pois 0s extratos ndo poderiam ser preparados numa sequéncia,
portanto gerou-se uma numeracdo aeatoria, que por sua vez seria digtribuida nas placas e néo
tendo uma seqiiéncia, assm evitando forcar resultados e trabalhou-se com dois fatores sendo o
primeiro processo que apresentava quatro nivels: turbdlise, maceracdo 5 dias, maceracdo 10 dias
e percolacdo e 0 segundo fator sendo os solventes utilizados etanol 50 °GL, 70 °GL e 96 °GL..

A seguir (Tabelas 18, 19, 20 e 21) estdo representadas as ordens de execucdo e 0s
resultados obtidos na redizacdo da atividade antimicrobiana do extrato de S cumini frente aos

microrganismos ja citados.
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Tabela 18. Determinacéo da aividade antimicrobiana pela medida do halo de inibicdo produzido
pela presenca do extrato de fruto de S cumini sobre o crescimento de Staphylococcus aureus,

utilizando plangamento experimental completo

ORDEM ORDEM RESUL TADO
PADRAO  EXECUCAO PROCESSO SOLVENTE (mm)
1 2 3
1 19 1 1 49 44 43
2 1 1 2 39 3,8 3,8
3 12 1 3 0,0 0,0 0,0
4 32 2 1 36 3,6 3,8
5 4 2 2 37 3,8 34
6 22 2 3 0,0 0,0 0,0
7 35 3 1 47 44 4.6
8 18 3 2 32 30 33
9 20 3 3 0,0 0,0 0,0
10 25 4 1 42 48 44
11 8 4 2 33 3,2 35
12 14 4 3 0,0 0,0 0,0
13 13 1 1 28 29 30
14 A3 1 2 33 39 35
15 36 1 3 0,0 0,0 0,0
16 24 2 1 34 3,2 33
17 17 2 2 36 3,8 2,8
18 5 2 3 0,0 0,0 0,0
19 23 3 1 29 21 23
20 10 3 2 34 31 30
21 6 3 3 0,0 0,0 0,0
22 7 4 1 36 3,7 3,6
23 3 4 2 32 3,6 3,2
24 31 4 3 0,0 0,0 0,0
25 33 1 1 36 39 41
26 11 1 2 37 35 3,8
27 26 1 3 0,0 0,0 0,0
28 2 2 1 41 44 48
29 29 2 2 32 29 25
30 28 2 3 0,0 0,0 0,0
31 15 3 1 36 40 3,7
32 9 3 2 37 40 3,6
33 27 3 3 0,0 0,0 0,0
A4 30 4 1 42 52 52
3B 16 4 2 35 3,7 3,6
36 21 4 3 0,0 0,0 0,0
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Tabela 19. Determinagéo da atividade antimicrobiana pela medida do hao de inibicdo produzido
pela presenca do extrato de frutos de S cumini sobre o crescimento de Staphylococcus
epidermidis utilizando plangamento experimenta completo

RESULTADO

ORDEM ORDEM (mm)

PADRAO EXECUCAQ PROCESSO  SOLVENTE ) , ]
1 19 1 1 48 48 41
2 1 1 2 4.6 45 46
3 12 1 3 0,0 0,0 0,0
4 32 2 1 37 3,6 39
5 4 2 2 33 31 35
6 22 2 3 0,0 0,0 0,0
7 35 3 1 57 59 58
8 18 3 2 49 47 46
9 20 3 3 0,0 0,0 0,0
10 25 4 1 6,2 48 49
11 8 4 2 57 54 6,0
12 14 4 3 0,0 0,0 0,0
13 13 1 1 6,0 57 53
14 A 1 2 44 3,2 43
15 36 1 3 0,0 0,0 0,0
16 24 2 1 6,5 58 6,7
17 17 2 2 36 31 36
18 5 2 3 0,0 0,0 0,0
19 23 3 1 6,2 52 6,5

20 10 3 2 32 42 33
21 6 3 3 00 0,0 0,0
2 7 4 1 50 51 57
23 3 4 2 44 40 41
24 31 4 3 0,0 0,0 0,0
25 33 1 1 55 6,0 55
26 11 1 2 43 49 46
27 26 1 3 0,0 0,0 0,0
28 2 2 1 6,4 52 58
29 29 2 2 35 34 32
30 28 2 3 0,0 0,0 0,0
31 15 3 1 50 4.6 48
32 9 3 2 54 54 6,1
33 27 3 3 0,0 0,0 0,0
A 30 4 1 6,4 6,1 6,3
35 16 4 2 44 42 46
36 21 4 3 0,0 0,0 0,0
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Tabela 20. Determinacéo da atividade antimicrobiana pela medida do hao de inibicdo produzido
pela presenca do extrato de frutos de S. cumini sobre o crescimento de Pseudomonas aeruginosa

utilizando plang amento experimental completo

RESULTADO
(mm)

ISAITZ)DREAMO E)?EFEZDU%\,/EI\O PROCESSO SOLVENTE ] ) .
1 19 1 1 39 37 35
2 1 1 2 37 36 36
3 12 1 3 00 00 00
4 R 2 1 31 32 32
5 4 2 2 34 32 34
6 2 2 3 00 00 00
7 5 3 1 42 00 39
8 18 3 2 28 2,7 30
9 20 3 3 00 00 00
10 25 4 1 2,3 30 29
11 8 4 2 38 38 30
12 14 4 3 00 00 00
13 13 1 1 36 34 36
14 A 1 2 30 31 33
15 36 1 3 00 00 00
16 24 2 1 36 32 34
17 17 2 2 00 00 00
18 5 2 3 00 00 00
19 23 3 1 33 29 30
20 10 3 2 35 31 31
21 6 3 3 00 00 00
2 7 4 1 34 21 31
23 3 4 2 00 00 00
24 31 4 3 00 00 00
25 ce) 1 1 2,9 00 00
2% 11 1 2 30 34 34
27 26 1 3 00 00 00
28 2 2 1 37 35 33
29 29 2 2 35 00 00
30 28 2 3 00 00 00
31 15 3 1 36 37 37
P 9 3 2 38 34 33
B 27 3 3 00 00 00
34 30 4 1 36 36 32
€S 16 4 2 34 30 32
% 21 4 3 00 00 00
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Tabela 21. Determinacéo da atividade antimicrobiana pela medida do halo de inibicdo produzido
pela presenca do extrato de frutos de S. cumini sobre o crescimento de Candida krusei utilizando
plang amento experimental completo

RESULTADO
mm
F(,)ARDDREAMO E)? ERCDUEC'\'/EI‘O PROCESSO SOLVENTE ( )

1 2 3
1 19 1 1 20 40 40
2 1 1 2 40 50 50
3 12 1 3 00 00 00
4 R 2 1 40 30 50
5 4 2 2 40 50 30
6 22 2 3 00 00 00
7 35 3 1 50 50 30
8 18 3 2 30 40 40
9 20 3 3 00 00 00
10 25 4 1 20 30 40
1 8 4 2 50 40 30
12 14 4 3 00 00 00
13 13 1 1 30 30 30
14 A 1 2 30 50 40
15 36 1 3 00 00 00
16 24 2 1 00 00 00
17 17 2 2 40 50 40
18 5 2 3 00 00 00
19 23 3 1 50 30 50
20 10 3 2 00 00 00
21 6 3 3 00 00 00
22 7 4 1 50 40 40
23 3 4 2 20 30 30
24 31 4 3 10 30 30
25 R 1 1 40 30 40
26 1 1 2 50 50 50
27 26 1 3 00 00 00
28 2 2 1 40 40 40
29 29 2 2 50 40 40
30 28 2 3 00 00 00
31 15 3 1 30 40 30
R 9 3 2 50 40 40
R 27 3 3 00 00 00
A 30 4 1 50 40 30
35 16 4 2 30 40 40
36 21 4 3 00 00 00
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As figuras 21, 22, 23 e 24 ilustram uma placa teste e sua distribuicéo, tanto dos extratos,

como do controle positivo e da solucdo de DM SO a 5%, para cada microrganismo.

Figura 21. Atividade antimicrobiana do extrato de frutos de S. cumini sobre Staphylococcus aureus
C + (ciprofloxacino); D (DM SO 5%);
1 (Ext. 27); 2 (Ext. 8); 3 (Ext.26); 4 (Ext. 2); 5 (Ext. 4); 6 (Ext. 6); 7 (Ext. 30); 8 (Ext. 34); 9 (Ext. 25).

Figura 22. Atividade antimicrobiana do extrato de frutos de S. cumini sobre Staphylococcus epidermidis
C + (ciprofloxacino); D (DM SO 5%);
1 (Ext. 3); 2 (Ext. 7); 3 (Ext.20); 4 (Ext. 31); 5 (Ext. 16); 6 (Ext. 21); 7 (Ext. 30); 8 (Ext. 35); 9 (Ext. 24).
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Figura 23. Atividade antimicrobiana do extrato de frutos de S. cumini sobre Pseudomonas aeruginosa
C + (ciprofloxacino); D (DM SO 5%);
1 (Ext. 7); 2 (Ext. 23); 3 (Ext.17); 4 (Ext. 13); 5 (Ext. 27); 6 (Ext. 22); 7 (Ext. 34); 8 (Ext. 20); 9 (Ext. 33).

Figura 24. Atividade antimicrobiana do extrato de frutos de S. cumini sobre Candida krusei
C + (Anfotericina B); D (DM SO 5%);
1 (Ext. 30); 2 (Ext. 16); 3 (Ext.20); 4 (Ext. 11);5 (Ext. 7); 6 (Ext. 4).
Os vdores médios de inibicio referentes & Tabda 21, rdativas a avdiacdo frente a
Saphylococcus aureus, encontram-se didtribuidos e expressos pela figura 25. A andise gréfica

permite uma avdiagcdo da inibico bacteriana consderando 0s processos extrativos de forma

independente da variacdo dos solventes. Em tal Stuacdo, observa-se minima variacdo na inibicdo

Ketylin Fernanda Migliato 123




Resultados e Discussao

em relacdo ans processos, porém ao considerar-se a variacdo nos solventes propostos, pode-se

visudizar Sgnificativa diferenca entre des. O mehor solvente condtituiu-se o etanol 50 LIGL.

Processos Solventes

Resposta média
N

0 -

T T T T T T T
~ v > V N v )

Figura 25. Analise independente de valores médios quantitativos da
atividade antimicrobiana de frutos de S. cumini frentea S
aureus, em milimetros, obtidos pelos diferentes métodos
extrativos: - turbdlise, 2 — maceragdo 5 dias, 3 — maceracdo 10
dias, 4 — percolagcdo e empregando-se diferentes solventes: 1-
etanol 50 °GL, 2 — etanol 70 °GL, 3— etanol 96 °GL

Considerando-se a andise de interacdo inibicdo bacteriana frente a Staphylococcus
aureus, melhor processo extrativo e melhor solvente, pode-se consderar como mehor sstema
extrativo, a percolacd empregando-se o etanol 50 °GL como solvente. A figura 26 demonstra td

afirmacdo de forma bastante evidente.

Processos

o 1-turbdlise

4 — . 2-mac.5dias
3-mac. 10 dias
4 - percolagdo

.

Resposta média

2
Solventes

Figura 26. Andlise gréfica considerando a interagéo entre os
processos extrativos — solventes — atividade
antimicrobiana para S. aur eus obtidos em milimetro
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A mehor atividade antimicrobiana para S aureus € agpresentada pela coloracdo intensa
observada nas representacBes gréficas nas figuras 27 e 28. Desta forma, observa-se que a melhor

aividade ocorre utilizando-se percolagdo como processo extraivo, no entanto 0s outros

processos ndo apresentam grandes diferencas.

Da mesma mandra, as figuras 27 e 28 destacam o etanol 50 °GL como o mehor solvente
extrator.

e dRa

oAl Ty

P NWS

o

Figura 27. Atividade antimicrobianade extrato de frutosde S. cumini frente a S. aureusobtidaem relagéo ao
processo extrativo e solvente
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Solventes

OFRr NWAHA

Processos

Figura 28. Atividade antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini frente & S. aureusobtida em relagdo ao
processo extrativo e solvente

O higograma referente a figura 29 demonstra uma digtribuicdo normal, dos resultados

obtidos, situados entre mais ou menos duas vezes 0 desvio padréo.
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Frequéncia
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Figura29. Histograma demonstrando adistribuicéo dos resultados da
atividade antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini

frentea S. aureusem relagéo afreqiiéncia e desvio padréo

Congderando-se os resultados de inibicdo frente a0 S epidermidis e observando-se as

figuras 30 e 31, pode-se inferir que, apesar da pequena variacdo em relacdo aos métodos
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extrativos, a percolacdo condtitui-se no melhor processo seguida dos outros processos em que 0s

vaores est8o bastante préximos. Novamente, o melhor solvente congtitui-se no etanol 50 CIGL.

4.8

3,6

24

Resposta média

1.2

0,0

Figura

Processos Solventes
] B —
T T T T T T T
N Vv ) ™ N v >

30. Analise independente de valores médios quantitativos de
atividade antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini frente
S. epidermidis, em milimetros, obtidos pelos diferentes métodos
extrativos: k turbdlise, 2 — maceracdo 5 dias, 3 — maceragdo 10
dias, 4 — percolag@o e empregando-se diferentes solventes: 1 -
etanol 50 °GL, 2 — etanol 70 °GL, 3 — etanol 96 °GL

Processos

Resposta média
w
I

« 1-turbdlise
2-mac. 5 dias

. 3-mac. 10 dias
4 - percolagéo

[ [
2 3
Solventes

Figura 31. Andlise gréfica considerando a interagcdo entre os processos
extrativos — solventes — atividade antimicrobiana de extrato de
frutos de S. cumini frente a S epidermidis obtidos em

milimetro
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A medhor aividade antimicrobiana para S epidermidis € apresentada pela coloracéo
intensa observada nas representactes gréficas na figura 32 e 33. Desta forma, observa-se que a
melhor atividade ocorre utilizando-se a percolacdo como processo extrativo, seguida dos outros

processos extrativos em que os valores estdo bastante proximos.

Da mesma maneira as figuras 32 e 33 destaca 0 etanol 50 °GL como o mehor solvente

extrator.

2pan RS ey

I 5
B 4
(13
]2
[l
B o
Figura 32. Atividade antimicrobianade extrato de frutos de S. cumini frente a S. epidermidis obtidaem relacéo ao
processo extrativo e solvente
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Solventes

Processos

Figura 33. Atividade antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini frente a S. epidermidis obtida em relacdo ao

processo extrativo e solvente

A andise edtatistica dos resultados observados para 0 S epidermidis expressa pela figura

34, também apresentou uma distribuicdo norma, estando os resultados Stuados entre mais ou

menos duas vezes o desvio padréo.

Frequencia
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Desvio padrao

Figura 34. Histograma demonstrando a distribuicdo dos resultados da
atividade antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini frente
a S. epidermidis em relagéo afreqliéncia e desvio padréo
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Considerando-se os resultados de inibicdo de extrato de frutos de S cumini frente aP.
aeruginosa, e observando-se a figura 35, pode-se verificar que os extratos produzidos aravés dos
processos turbdlise e maceracdo por 10 dias resultaram em mehores atividades antibacterianas.

O mdhor solvente condtitui-se no etanol 50 OGL

Processos Solventes
32 -
824 1
£ '\\/ —
8 16 -
7]
o)
a
8
v 08 -
0,0 o
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~ Vv ) ™ ~ v )

Figura 35 Andlise independente de valores médios quantitativos da atividade
antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini frente aP. aeruginosa, em
milimetros, obtidos pelos diferentes métodos extrativos: % turbdlise, 2 —
maceracdo 5 dias, 3 — maceracdo 10 dias, 4 — percolag@o e empregando-se
diferentes solventes: 1 — etanol 50 °GL, 2 — etanol 70 °GL, 3— etanol 96 °GL

A interpretacdo, consderando a inter-relacdo dos resultados, expressa uma repeticdo das
informacbes verificadas dravés da figura 36, ou sga, 0s mehores processos extrativos
congtituem-se na turbdlise e maceracdo 10 dias, porém ao consderar-se 0s solventes, observa-se
pea figura 36 resultados muito bons para o solvente etanol 70 °GL frente a tais processos.
Chama aencdo, ainda, o fao de s veificar uma equivdente cgpacidade inibitoria frente a

bactéria proposta, do extrato obtido por maceracéo 5 dias e tendo como solvente o etanol 50 °GL..
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Processos

o 1-turbdlise
3 . 2-mac.5dias
] . 3-mac. 10 dias
© 4 - percolagdo
°
\QE') 2 _
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Solventes
Figura 36. Andlise grafica considerando a interagcdo entre os
processos extrativos — solventes — atividade

antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini
frente aP. aeruginosa obtidos em milimetro

A mdhor aividade antimicrobiana para P.aeruginosa é apresentada pela coloracdo
intensa observada nas representacles graficas nas figuras 37 e 38. Desta forma, observa-se que a
melhor dividade ocorre utilizando-se a percolacdo, porém 0s outros processos estdo bastante
proximos.

Da mesma maneira, as figuras 37 e 38 destaca 0 etanol 50 °GL como o mehor solvente

extrator.
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Figura 37. Atividade antimicrobianade extrato de frutos de S. cumini frente a P.aeruginosa obtidaem relagdo ao
processo extrativo e solvente

Solventes

Processos

Figura 38. Atividade antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini frente aP. aeruginosa obtidaem relagéo ao
processo extrativo e solvente
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A frequéncia de digtribuico de resultados de atividade antibacteriana de extrato de frutos
de S cumini frente a P. aeruginosa, ilustrada na figura 39, apresenta perfil de ditribuicdo

normdl.

204
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Figura 39. Histograma demonstrando a distribuicéo dos resultados da
atividade antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini

frente aP. aeruginosa, em relacdo a freqiiéncia e desvio
padréo

Com relacdo as culturas de C. kruse, a figura 40 demongra ndo s dgnificiva a
diferenca em relacdo ao processo e indica a turbdlise e a percolacdo como os procedimentos que
resultam em extratos mais ativos frente a eda levedura Ja em relacdo a0 solvente, a mesma
figura40, indica o etanol 70 CIGL como o mais indicado.

Uma andie envolvendo a inter-relagdo dos parémetros estabelecidos (figura 41),
evidenciam a turbdlise e a maceragdo 5 dias, juntamente com o solvente etanol 70 CJGL como os
procedimentos extrativos mais indicados. Apesar disto, a maceracdo 10 dias, com 0 solvente
etanol 50 [JGL oferece respostas quantitati vas proximas aos resultados obtidos com a maceracéo
5 dias e turbdlise — etanol 7000GL. Considerando-se agora, a percolacdo-etanol 50 [IGL, como

procedimento extrativo, verifica-se resultados aproximados a maceracao 10 dias.
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Figura 40. Andlise independente de valores médios quantitativos da atividade
antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini frente aC. krusei,
em milimetros, obtidos pelos diferentes métodos extrativos: 1-
turbdlise, 2 — maceragdo 5 dias, 3 — maceragdo 10 dias, 4 —
percolacdo e empregando-se diferentes solventes: 1 — etanol 50 °GL,
2—etanol 70°GL, 3- etanol 96 °GL

Processos

1 - turbdlise

- 2-mac. 5dias
3-mac. 10 dias
4 - percolacéo

Resposta média

2
Solventes

Figura 41. Andlise gréfica considerando a interago entre os
processos extrativos — solventes — atividade
antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini
frenteaC. krusei obtidos em milimetro

A mehor aividade antimicrobiana para C. krusei € apresentada pela coloracdo intensa
observada nas representagBes gréficas nas figuras 42 e 43. Dedta forma, observa-se que os
mehores rendimentos ocorrem  utilizando-se a percolacdo e a turbdlise como processos
extrativos.

Da mesma maneira as figuras 42 e 43 destacam o etanol 50 °GL e 70 °GL como melhores

s0lventes extratores.
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Figura42. Atividade antimicrobianade extrato de frutos de S. cumini frente aC. krusei obtida em relacéo
ao processo extrativo e solvente

Solventes

Processos

Figura 43. Atividade antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini frente aC. krusei obtidaem relagéo ao
processo extrativo e solvente
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A andie eddidica, mas uma vez, indica a vaidade da metodologia aplicada e
demondra, através do histograma relativo a figura 44 a distribuicBo norma dos resultados, com

desvios padréo dentro do esperado.
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Figura 44. Histograma demonstrando a distribuicdo dos resultados da
atividade antimicrobiana de extrato de frutos de S. cumini
frentea C. krusei em relacéo afrequiéncia e desvio padréo

De acordo com a avdiacdo antimicrobiana redizada, foi possivel identificar o mehor

processo extrativo e 0 melhor solvente ou liquido extrator, conforme demonstra a Tabela 22.

Tabela 22. Representacéo do melhor método de extracéo e liquido extrator

MICRORGANISMO | PROCESSO SOLVENTE
S aureus 4 1
S epidermidis 4 1
P. aeruginosa le3 1
C. krusel led le2
Processo 1- turbdlise 3-maceracdo 10dias 4 - percolagdo
Solvente 1- etanol 500GL 2- etanol 700GL

Como evidencia a Tabela 22, e baseado na atividade antimicrobiana, 0 processo de
percolacd empregando-se como solvente o etanol 50 [JGL condtituiu-se no melhor ou se Stuou
entre os melhores procedimentos extrativos. Uma andise mais profunda deste comportamento se

torna bastante complexa a0 consderar-se a condituicdo quimica exisente nos extratos vegetas
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de forma geral. No caso especifico do extrato de frutos de S, cumini, a presenca de taninos pode
judtificar os resultados positivos em relacéo a atividade antimicrobiana.

Taninos s2o toxicos para fungos e bactérias, e edta atividade € devida a agumas de suas
propriedades como a inibicdo de enzimas extracelulares, deprivacdo de substrato, inibigdo da
fodforilacdo oxidativa, dém de mecanismos que envolvem deprivecéo de ferro (SANCHES,
2004). Alem digto, a literatura revela a amilaridade de acéo dos taninos em comparacdo ao
apresentado  pelos compostos fendlicos e bi-fendlicos sntéticos, materials estes largamente
empregados como anti- sépticos na atualidade.

Apesar disto, estas propriedades antimicrobianas apresentadas pelos taninos, parecem
goresentar um espectro de agdo limitado. Scalbert (1991) relata que muitos microrganismos
podem crescer em presenca de materiais ricos em taninos. Nossos resultados de certa forma néo
contradizem este tipo de afirmagdo, uma vez que ndo foi encontrada atividade antimicrobiana,
frente aos microrganismos Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Candida albicans. A
reduzida atividade frente a P. aeruginosa, também bactéria Gram negativa, pode, também, ser
judificada a0 se condderar uma possivel acdo dos taninos frente a membrana dos
microrganismos e a complexidade da membrana celular apresentada por este tipo de
microrganismo.

O impacto das doencas infecciosas, na evolucdo humana, é de dificil avaliacdo, tanto pela
sua complexidade em s, como pela escassez de dados e pontos obscuros.

O interesse em conseguir novos famacos com aividede antibacteriana e antifungica
levou a redizacdo de testes em busca desta atividade com o extrato seco de frutos de S cumini.
Td interesse é diretamente relacionado com 0s usos populares descritos para o jambol&o. A
planta desta familia s destaca por ser rica em vaios condituintes, sendo, portanto, muito

empregada na medicina popular.
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ApGs ter sdo avaliado como melhor procedimento extrativo a percolacdo-etanol 50 °GL,
procedeu-se a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) oferecida pelo extrato que
goresentou 0 mehor rendimento de residuo seco e a mehor dividade antimicrobiana
Obsarvando a dificuldade de metodologias para a determinacd0 da concentracdo inibitéria
minima tentou-se utilizar uma técnica padronizada seguindo as normas do NCCLS e adaptando
para a aplicacdo com extratos vegetais.

Um ensaio com agentes antibacterianos e antifingicos de referéncia serviu de controle do
processo, de modo a s confirmar que as cepas dos microrganismos utilizados ndo eram
resstentes. Os vaores obtidos foram comparados com a CIM dos antimicrobianos descritos pela
literatura (MURRAY et al., 2003; NCCLS, 1997; NCCLS, 2000) permitindo condderar a
metodol ogia empregada adequada para a avaliacéo e adaptacéo da CIM para o extrato vegetal.

Os resultados dos ensaios redizados para verificagdo do perfil de senshilidade das
bactérias e leveduras utilizando como controle o ciprofloxacino para as bactérias S aureus, S
epidermidis e P. aeruginosa e a anfotericina B para as leveduras, C. albicans, C. krusei e C.
parapsilosis, indicaram as concentragbes inibitdrias minimas, respectivamente de 1 ig/mL e
0,25 ig/mL.

Os ensaios para redizar a CIM do extrato vegetd tanto para bactérias como para
leveduras, iniciaram empregando-se concentracdo de 10000 ig/100 iL de extrato, seguidas por
diluigbes adequadas. A CIM do extrato foi testada tanto empregando-se a solucdo aquosa de
DMSO a 5% (viv), como também, propilenoglicol diluido em &gua a 80% (v/v). Como j& citado
no item anterior, o DMSO foi diluido para que n&o interferisse na amodtra testada e o
propilenoglicol foi diluido com o objetivo de reduzir sua viscosdade e desta forma facilitar a
solubilidade.

Esta metodologia foi adaptada como citada anteriormente e os resultados inicias néo

puderam ser avdiados. O caldo empregado recebeu o extrato e 0 indculo, e apds aincubacdo ndo
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fol possivd interpretar os resultados obtidos pela latura visud e pela espectrofotometria. O
extrato avaiado apresentou coloracdo muito intensa € mesmo gpds sofrer as diluigdes propostas,

continuou ainterferir nainterpretacdo dos resultados (figuras 45 e 46).

Figura 45. Concentragdo inibit6ria minima de extrato de frutos de Syzygium cumini (L.) Skeels para bactérias

Figura 46. Concentragdo inibitoria minima de extrato de frutos de Syzygium cumini (L.) Skeels paraleveduras

Em razéo a0 exposto, foi proposto empregar a metodologia para a determinacéo da
concentragdo  bactericida minima (CBM) e a concentragdo fungicida minima (CFM), redizadas

em placas, cujainterpretacdo dos resultados foi possivel de ser redizada.
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Os resultados obtidos do extrato percolagdo-etanol 50 °GL da concentragdo bactericida e
fungicdda minima estdo apresentados na Tabela 23. Estes resultados estéo descritos tanto para o

extrato solubilizado em DM SO como em propilenoglicol.

Tabela 23. Concentracéo bactericida e fungicida minima para o extrato de frutos de Syzygium
cumini (L.) Skeds

CONCENTRACOES (ig/ 100iL)

Microrganismos 10000 5000 2500 1250 625 312,5 156,25 78,12 39,06 19,53
S. aureus - - - - + + + + + +
P.aeruginosa - - - + + + + + + +
S. epidermidis - - - - - + + + + +
C. albicans - - - + + + + + + +
C. krusei - - - + + + + + + +
C. parapsilosis - - - + + + + + + +

+ crescimento do microrganismo; - auséncia de crescimento de microrganismo

A ilustracdo dos resultados referidos na Tabela 23 encontra-se dispostos nas figuras 47 e

48.

Figura 47. Concentracao bactericida minimado extrato de frutos de Syzygium cumini (L.) Skedls
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Figura 48. Concentracédo fungicidaminima do extrato de frutos de Syzygium cumini (L.) Skeds

Para as bactérias S. aureus, P. aeruginosa e S. epidermidis, e para os solventes (DMSO
5%, propilenoglical) utilizados, foi possivel observar a agdo bactericida numa concentragdo igud
ou superior a 1250 ig/100 iL para S aureus e 625 ig/100 iL para S. epidermidis. Ja paraa P.
aeruginosa a CBM encontrada foi de 2500 ig/100 iL, mostrando que as bacté&rias Gram
negativas s8o mais dificeis de serem inibidas conforme demongtra afigura 47.

Para as leveduras C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis, e para os dois tipos de
solventes utilizados foi possivel observar acdo fungicida somente em concentragbes igua ou

superior a2.500 ig/100 iL.

5.3. Prepar agéo do sabonete liquido e avaliagéo da atividade antimicrobiana

ApGs a etapa de obtencdo da concentracdo inibitoria minima, concentracdo bactericida e
fungicida minima do extrato foi estudada a incorporacéo deste extrato a um sabonete liquido.

O interesse em incorporar o extrato vegetd a uma formulagdo de sabonete liquido et na
preocupacdo de ressténcia microbiana, pois 0 nimero de microrganismos ressentes vem
aumentando muito e o nimero de infecgdes hospitdares torna-se preocupante. E importante
ressdtar que atudmente o anti-séptico mais utilizado € o triclosan, que ndo possui acdo sobre

microrganismos Gram-negetivos, como Pseudomonas aeruginosa (MEADE et al., 2001).
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Os sabonetes liquidos apresentam como principd carecteristica o fato de serem
composicies semelhantes aos xampus, com elevadas concentracOes de detergentes. Estes
produtos podem ser transparentes ou perolados.

A evolucdo dos sabonetes liquidos permitiu que tais produtos adquirissem vaores mais
amplos, como a veiculagdo de aditivos com funcgbes diversas e especificas como  anti- sépticos,
antiinflamatdrios, entre outros.

Na formulagdo do ssbonete foi utilizado lauril éer sulfato de sddio que € um dos
detergentes sintéticos mais utilizados no preparo de sabonetes liquidos. Foi associado outro tipo
de detergente, 0 cocamido propilbetaina, que é normamente associado a formulagdo, pois
melhora a qudidade espumdgena e auxilia na viscosdade da composicdo. Para proporcionar
adequado sobreengorduramento e maior sSuavidade a0 sabonete liquido, foi  utilizada
dietanolamida de &cido graxo de coco que dém de sobreengordurar, € um importante auxiliar de
viscosdade, um solubilizante e estabilizador de espuma. Além disso, para drandar o efeto
desengordurante, propds-se enriquecer a preparacdo com um emoliente hidrossollive como o
cocoato de glicerila PEG 7 e 0 dleo de améndoas etoxilado. Para que o sabonete tenha o pH
proximo a0 pH da pele, estabeleceurse o0 vaor de pH 6,0 para a preparacdo proposta. Para isto
empregou-se o &cido citrico.

Em uma formulacdo normd deveria ser utilizado conservante, porém como a funcdo do
ssbonete foi avdiar a aividade antimicrobiana, este foi preparado sem a presenca de
conservantes para que ndo interferisse na avaiagdo seguindo as boas préticas de manipulagéo e
sendo analisado no mesmo dia.

A andise da aividade antimicrobiana do sabonete liquido contendo extrato de frutos de
S cumini fo redizada utilizando-se 0 extrato seco solubilizado em propilenoglicol 80%, para
que ndo perdesse a propriedade espumbgena do sabonete liquido. O ensaio ocorreu frente as

bactérias Gram-podtivas (Staphylococcus aureus e Saphylococcus epidermidis), Gram:
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negativas (Pseudomonas aeruginosa) e leveduras (Candida albicans, Candida krusei e Candida
parapsiloss).

O méodo empregado foi difusio em &gar e a concentracdo de extrato empregada
correspondeu a 5000 ig/50 iL. Foi considerado para esta escolha, os valores de CIM obtidos
durante a avaiacdo do extrato, que determinou serem necessrias as concentragbes minimas de
625 ig/100 iL e 1250 ig/100 iL frente as bactérias e 2500 ig/ 100 iL frente as leveduras.
Apesar da concentragdo escolhida estar bem acima do indicado, seu vaor fol estabelecido
dedtoriamente, e procurou garantir que a proposta do sabonete liquido anti-séptico fosse
positiva. Outro fator a ser considerado, diz respeito aos problemas técnicos em reacdo ao
sabonete liquido. ConcentragBes superiores a escolhida podem afetar a estrutura da formula e
comprometer a capacidade espumogena da preparacdo e desta forma, interferir negativamente
sobre sua viscosdade. A manutencdo destes parémetros € fator determinante para a boa
aceitacdo do produto, de tal forma que ndo devem ser desprezados.

Com o objetivo de se ter um controle positivo, inseriu-se nas placas referentes a cada
microrganismo, um padréo de senghilidade. O triclosan foi 0 anti-séptico escolhido para
funcéo, e a concentracdo estabelecida seguiu a determinacdo usua para este tipo de materia em
preparacOes que sofrem enxaglie. A concentracdo estabelecida foi de 500 ig/50 IL  em solugéo
de propilenoglicol 80% e no sabonete liquido.

Outra consderacdo importante diz respeito a utilizacdo do propilenoglicol (80%) como
material para a solubilizacdo do extrato seco. Na escolha deste materid para 0s ensaios
referentes a avdiacdo antimicrobiana do extrato, procurou-se prever a possivel incorporacéo do
extrato solubilizado no sabonete liquido. Em ta sStuagdo, deve-se estabelecer um maerid que

permita a adequada suspensdo e até solubilizacdo do extrato, e que apresente a menor influéncia
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possivel sobre as propriedades do sabonete liquido, ou sga, ndo deve interferir sobre a
viscosdade, poder espumogeno e fundamentdmente sobre a capacidade de limpeza ou
detergéncia. O propilenoglicol  (80%), escolhido quditativamente e quantitativamente para
olubilizar o extrato dos frutos de S. cumini que apresentou melhor atividade percolagéo-etanol
50 °GL, também foi utilizado nas placas como controle. Ta procedimento objetivou certificar-se
gue a presenca deste material ndo apresentasse qualquer atividade antimicrobiana.

Como controle negetivo, empregou-se 0 sabonete liquido isento de triclosan e de extrato.

Os reaultados obtidos da avdiacdo da atividade pedo méodo de difusfo em é&gar estdo

apresentados na tabela 24.

Tabela 24. Determinacéo da atividade antimicrobiana pela medida do hao de inibicdo produzido
pela presenca do sabonete com extrato de frutos de S. cumini, sabonete, sabonete com triclosan,
solugéo de triclosan, propilenoglicol e extrato sobre o crescimento dos microrganismos

Sabonete Propilenoglicol ~ Sol. Extrato Sabonete Sol. Triclosan  Sabonete Triclosan

Microrganismos Extrato
S. aureus 0,0+0,0 0,0+0,0 11,0+1,0 11,0+1,12 216+04 23,6 + 0,87
S. epidermidis 0,0+0,0 0,0+0,0 50+ 1,04 56+ 0,74 25,0+ 1,38 23,6 +0,78
P.aeruginosa 0,0+0,0 0,0+0,0 80+05 80+ 1,04 0,0+0,0 0,0+0,0
C. albicans 4,0+ 0,57 0,0+0,0 0,0+0,0 4,0+094 8,6 +0,61 8,0+0,5
C. krusei 30+041 0,0+0,0 1,3+0,6 2,7+114 12,0+ 05 0,0+0,0
C. parapisilosis 0,0+0,0 0,0+0,0 1,3+08 30+041 6,6 + 0,57 0,0+0,0
Vaores expressos emmm
Desvio padréo +

Ao observarmos os resultados apresentados na Tabda 24 verificase que quando seu
vaor for nulo dgnifica que houve auséncia de atividade antimicrobiano na substéncia proposta e
por outro lado quando os resultados apresentaramse em vaores maiores sgnifica que houve um

aumento da atividade antimicrobiana na substancia ou produto proposto.
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As ilugtragbes dos resultados referidos na Tabela 24 encontram-se dispostos nas figuras

49 ab4.

SE.

S.T.

Figura 49. Atividade antimicrobiana do saboneteliquido com extrato defrutos de S. cumini e com triclosan sobre
Staphylococcus aureus

S (Sabonete); T (Sol. de Triclosan); P (Sol. Propilenoglicol)

SE. (Sabonete com extrato); S.T. (Sabonete com Triclosan), E (Sol. Extrato)

S.T. SE

Figura 50. Atividade antimicrobiana do sabonete liquido com extrato de frutosde S. cumini e com triclosan
sobre Staphylococcus epidermidis

S (Sabonete); T (Sol. de Triclosan); P (Sol. Propilenoglicol)

S.E. (Sabonete com extrato); S.T. (Sabonete com Triclosan), E (Sol. Extrato)
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SE.
S.T.

Figura 51. Atividade antimicrobiana do sabonete liquido com extrato de frutos de S. cumini e com triclosan sobre
Pseudomonas aer uginosa

S(Sabonete); T (Sol. de Triclosan); P (Sol. Propilenoglicol)
S.E. (Sabonete com extrato); S.T. (Sabonete com Triclosan), E (Sol. Extrato)

SE.

S.T.

Figura 52. Atividade antimicrobiana do sabonete liquido com extrato de frutos de S. cumini e com triclosan sobre
Candida albicans

S (Sabonete); T (Sol. de Triclosan); P (Sol. Propilenoglicol)

S.E. (Sabonete com extrato); S.T. (Sabonete com Triclosan), E (Sol. Extrato)
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SE

S.T.

Figura 53. Atividade antimicrobiana do sabonete liquido com extrato de frutos de S. cumini e com triclosan sobre
Candida krusei

S (Sabonete); T (Sol. de Triclosan); P (Sol. Propilenoglicol)
S.E. (Sabonete com extrato); S.T. (Sabonete com Triclosan), E (Sol. Extrato)

SE.
S.T.

Figura 54. Atividade antimicrobiana do sabonete liquido comextrato de frutosde S. cumini e com tricdlosan sobre
Candida parapsilosis

S (Sabonete); T (Sol. de Triclosan); P (Sol. Propilenoglicol)
S.E. (Sabonete com extrato); S.T. (Sabonete com Triclosan), E (Sol. Extrato)

A avdiacéo dos resultados visudizados numericamente através da Tabela 24, mogtrou a
mehor atividade antibacteriana do extrato frente as bactérias testadas, porém demonstrou pouca
aividade frente &s leveduras, demonstrando, incdusive nenhuma eficiéncia frente a C. albicans. E
importante observar que este aspecto negativo, de certa forma, € contornado quando este materia

€ incorporado ao sabonete liquido. Os resultados demonstram que o sabonete liquido contendo
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extrato de jamboldo agpresenta atividade frente as bactérias S aureus, S. epidermidis, P.
aeruginosa, e levedurastestadas C. albicans, C. krusei e C. parapsiloss.

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) utilizou-se uma técnica
padronizada seguindo as normas do NCCLS e adaptada para a aplicacdo do sabonete liquido
contendo extrato vegetd e sabonete liquido contendo triclosan. Para isto empregaram-se as
técnicas de microdiluicio e a concentragdo bactericida e fungicida minima (CBM/ CFM). A
técnica de microdiluicdo, apesar de ser considerada importante para este tipo de avdiagdo, néo
permitiu redizar leturas nos ensaios tanto visuais como espectrofotométricas Desta forma,
optou-se novamente por redizar a técnica da determinacdo da concentracdo bactericida e
fungicida minima, de modo a garantir confiabilidede nas |eituras redlizadas.

Os resultados referentes a este ensaio estéo expressos nas Tabedas 25 e 26, sdientando-se
que as concentragcbes tomadas como ponto de patida para as diluiches subseqlentes e
necessarias foram de 2500 ig/100 iL (2,5%) @m relacdo ao extrato seco e 1000 ig/100 iL para
o triclosan. Estas concentragbes sd0 consideradas elevadas, mas judificamse pela necessdade
de se coletar concentragbes em microlitro para a redizacdo da técnica de microdiluicdo. Desta
forma, a0 tranderir 100 iL do sabonete contendo a concentragdo de extrato seco acima descrita,
trabalhou-se com a concentracdo inicid de 2500 ig/100 iL e a patir dela promoveuse as
demais diluicdes. O mesmo procedimento foi redizado com o sabonete liquido contendo

triclosan e resultou na concentracdo inicial de 1000 ig/100 iL.
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Tabela 25. Concentracéo bactericida e fungicida minima para 0 sabonete com extrato de frutos
de Syzygium cumini (L.) Skedls

CONCENTRAGOES (ig/ 100iL)

Microrganismos 500 1250 625 3125 156,25 78,12 39,06
S. aureus - - - + + + +
S. epidermidis - - - - + + +
P.aeruginosa - - + + + + +
C. albicans - - + + + + +
C. krusei - - + + + + +
C. parapsilosis - - + + + + +

+ crescimento do microrganismo; - auséncia de crescimento de microrganismo

Tabela 26. Concentragéo bactericida e fungicida minima para o sabonete com triclosan

CONCENTRACOES (ig/mL)

Microrganismos 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
S. aureus - - - + + + +
S. epidermidis - - - + + + +
P.aeruginosa - - + + + + +
C. albicans + + + + + + +
C. krusei - - - + + + +
C. parapsilosis - - - + + + +

+ crescimento do microrganismo; - auséncia de crescimento de microrganisamo

As figuras 55 e 56, ilustram os resultados obtidos da CIM para bactérias e leveduras do
sabonete contendo extrato vegetal de frutos de S cumini e sabonete contendo o anti-séptico

sntético triclosan.

Figura 55. Concentraco inibitéria minima do sabonete com extrato de frutos de Syzygium cumini (L.) Skedsedo
sabonete com triclosan para bactérias
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Figura 56. Concentrac&o inibitdria minimado sabonete com extrato de frutos de Syzygium cumini (L.) Skedse
sabonete com triclosan paraleveduras

As figuras 57 e 58 ilusram os resultados obtidos da CBM e CFM para bactérias e
leveduras do sabonete contendo extrato vegetal de frutos de S. cumini e sabonete contendo o

anti- séptico sintético triclosan.

Figura 57. Concentrago bactericidaminima do sabonete com extrato de frutas de Syzygium cumini (L.) Skedse
sabonete com triclosan
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Figura 58. Concentracdo fungicidaminima do sabonete com extrato de frutos de Syzygium cumini (L.) Skedse
sahonete com triclosan

No presente trabalho comparourse 0 efeito antimicrobiano do extrato de frutos de S
cumini (L.) Skeds na concentracdo de 2,5%, com o efeito antimicrobiano do triclosan na
concentracéo de 1,0%, ambos incorporados ao sabonete liquido.

A andise dos resultados obtidos revelou que o sabonete liquido contendo extrato vegeta
de frutos de S. cumini apresentou atividade frente as bactérias e as leveduras testadas.

A determinacdo da CBM para as bactérias testadas demonstrou a necessidade de
concentracbes mais elevadas de extraio vegetal em relacdo aos resultados obtidos com triclosan,
porém os valores obtidos revelaram- se bastante promissores.

A diferenca quantitativa do extrato de frutos de S cumini (L.) Skeels necesséria para um
efeto smilar ao triclosan, ndo ultrapassa a trés vezes a quantidade deste dltimo materid. Td
preocupacdo revela-se bastante importante a0 consideraremrse  aspectos farmacotécnicos e
tecnologicos, uma vez que, elevadas concentracies de extrato vegetd interferem em importantes
caracteristicas como viscosidade e capacidade espumdgena, dém do fator referente ao custo find
da preparacdo que obviamente torna-se bastante atrativa a0 empregar-se a menor concentracao
efetiva possivel do materia proposto.

Outro aspecto importante diz respeito a crescente necessdade de novos materias com
aividade antimicrobiana a serem empregados como anti-séptico. Td afirmativa basda-se no fato
do aumento de res sténcia microbiana frente aos produtos auais.

Ao consderar-se, porém, a CFM frente as leveduras testadas, observa-se que o sabonete
liquido contendo triclosan é cinco vezes mais potente, com excecdo a C. albicans, onde o
sabonete liquido com extrato de frutos de S cumini (L.) Skedls mostrou-se mais efetivo que o
sabonete liquido contendo triclosan. Vae ressdtar que nos testes redizados o sabonete liquido

contendo triclosan mostrou-se ineficiente no combate ao desenvolvimento desta levedura
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6. CONCLUSOES

Seguindo as exigéncias da resolucdo ANVISA - RDC n. 48/2004 e dada a auséncia de
estudos de controle da qualidade, foi tracado o perfil da droga vegetd S. cumini (L.) Skedls, em
consonancia com as exigéncias legidaivas

Condigdes Otimas para a extracdo foram obtidas empregando-se a percolagdo como
método extrativo, e utilizando-se do etanol 50 °GL como liquido extrator.

O extrato obtido por percolagdo utilizando etanol 50 °GL dos frutos de Syzygium cumini
apresentou concentracdo bactericida minima de 1250 ig/100 iL para S aureus, 625 ig/100 iL,
para S epidermidis e 2500 ig/ 100iL para P. aeruginosa. A concentracdo fungidda minima
obtidafoi de 2500 ig/100 iL para asleveduras C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis.

A incorporacdo do extrato de frutos de S cumini & formulagdo de sabonete liquido com
aividade anti-séptica mostrot-se promissora em funcdo dos resultados postivos obtidos. A
formulago proposta apresentou atividede baectericida frente & S aureus na concentracdo de
625 ig/100 iL, S epidermidis na concentracdo de 3125 ig/100 iL e P. aeruginosa na
concentracéo de 1250 ig/100 iL. A aividede fungicida frente as leveduras citadas anteriormente

necessitou de concentragdes de 1250 ig/100 iL.
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Anexo

ANEXO 1

Tabela 27: Determinagdo em triplicata do residuo seco, média dos resultados e desvio padréo do extrato
defrutosde S. cumini utilizando plangamento experimenta completo

MEDIA DESVIO
ORDEM ORDEM RESULTADO (g) DOS PADRAO
PADRAO  EXECUCAO PROCESSO SOLVENTE RESULTADOS
1 2 3

1 19 1 1 0,7561 0,7415 0,7412 0,7463 0,0085
2 1 1 2 0,6893 0,6652 0,6626 0,6724 0,0147
3 12 1 3 0,4950 0,4916 0,5020 0,4962 0,0053
4 32 2 1 0,8165 0,8098 0,8021 0,8095 0,0072
5 4 2 2 0,7289 0,7662 0,7196 0,7382 0,0247
6 22 2 3 0,5399 0,5528 0,5474 0,5467 0,0065
7 35 3 1 0,7666 0,7502 0,7571 0,7580 0,0082
8 18 3 2 0,7493 0,6759 0,6760 0,7004 0,0423
9 20 3 3 0,4990 0,5140 0,5060 0,5063 0,0075
10 25 4 1 0,9560 0,9771 0,9760 0,9697 0,0119
11 8 4 2 0,849 0,8511 0,8437 0,8481 0,0039
12 14 4 3 0,6063 0,6059 0,6212 0,6111 0,0087
13 13 1 1 0,7556 0,7555 0,7574 0,7562 0,0011
14 34 1 2 0,7054 0,6970 0,7150 0,7058 0,0090
15 36 1 3 0,5374 0,5343 0,5461 0,5393 0,0061
16 24 2 1 0,8369 0,8214 0,8175 0,8253 0,0103
17 17 2 2 0,7507 0,7390 0,7425 0,7441 0,0060
18 5 2 3 0,5420 0,5452 0,5477 0,5450 0,0029
19 23 3 1 0,7398 0,7539 0,7632 0,7523 0,0118
20 10 3 2 0,6502 0,6703 0,6756 0,6654 0,0134
21 6 3 3 0,4876 0,5164 0,4967 0,5002 0,0147
22 7 4 1 0,7985 0,7924 10,7962 0,7957 0,0031
23 3 4 2 0,8251 0,8519 0,8129 0,8300 0,0200
24 31 4 3 0,6008 0,6225 0,6448 0,6227 0,0220
25 33 1 1 0,7579 0,7626 0,7663 0,7623 0,0042
26 11 1 2 0,6301 0,6127 0,6460 0,6296 0,0167
27 26 1 3 0,4814 0,4859 0,4841 0,4838 0,0023
28 2 2 1 0,8276 0,8203 0,8072 0,8184 0,0103
29 29 2 2 0,7296 0,7297 0,7486 0,7360 0,0109
30 28 2 3 0,5302 0,5352 0,5339 0,5331 0,0026
31 15 3 1 0,8060 0,7338 0,7435 0,7611 0,0392
32 9 3 2 0,7326 0,6836 0,7181 0,7114 0,0252
33 27 3 3 0,5508 0,5160 0,5647 0,5438 0,0251
34 30 4 1 0,7631 0,7621 0,7645 0,7632 0,0012
35 16 4 2 0,8980 0,9171 0,9050 0,9067 0,0097
36 21 4 3 0,6013 0,6075 0,6083 0,6057 0,0038
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Anexo

ANALISE DE VARIANCIA

FON]’E DE GRAUDE SOMA DOS
VARIANCIA LIBERDADE QUADRADOS
FATOR 2 0,0002
ERRO 105 1,6727
TOTAL 107 1,6729
NIVEL NUMERO DE
ENSAIOS
RESULTADO 1 36
RESULTADO 2 36
RESULTADO 3 36

MEDIA DO DESVIO PADRAO =0,1262

VALOR
QUADRADO DO VALOR DA
MEDIO TESTEF PROBABILIDADE
0,0001 0,01 0,993
0,0159
MEDIA DESVIO PADRAO
0,6942 0,1285
0,6908 0,1274
0,6934 0,1227

1,0

0,9

0,8

0,7 .

0,6 -

0,5

I
-
o

R2 —

R3

Figura 59: Média dos resultados do residuo seco obtido em
relacéo a0 processo extrativo e solvente redizado

em triplicata
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Anexo

ANEXO 2

Tabela 28: Determinagdo da dividade antimicrobiana pela medida do hado de inibicdo, média dos
resultados e desvio padrdo produzido pela presenca do extrato de fruto de S. cumini sobre 0 crescimento
de Saphyl ococcus aureus, utilizando plangamento experimenta completo

MEDIA DESVIO
RESULTADO DOS PADRAO
St ESERC%EQN/{O PROCESSO  SOLVENTE © RESULTADOS
1 2 3

1 19 1 1 49 4,4 4.3 451 0,31
2 1 1 2 3,9 3,8 3,8 3,81 0,07
3 12 1 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
4 32 2 1 3,6 3,6 3,8 3,66 0,09
5 4 2 2 3,7 3,8 34 3,63 0,23
6 22 2 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
7 35 3 1 47 4.4 4.6 455 0,13
8 18 3 2 3,2 3,0 3,3 3,13 0,17
9 20 3 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
10 25 4 1 472 4.8 44 4,48 0,33
11 8 4 2 3,3 3,2 35 3,34 0,12
12 14 4 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
13 13 1 1 2,8 2,9 3,0 2,88 0,12
14 34 1 2 3,3 3,9 35 3,56 0,31
15 36 1 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
16 24 2 1 34 3,2 3,3 3,28 0,12
17 17 2 2 3,6 3,8 2,8 3,73 0,11
18 5 2 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
19 23 3 1 29 2,1 2,3 3,06 0,22
20 10 3 2 3,4 31 3,0 3,14 0,20
21 6 3 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
22 7 4 1 3,6 3,7 3,6 3,65 0,08
23 3 4 2 3,2 3,6 3,2 3,32 0,22
24 31 4 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
25 33 1 1 3,6 3,9 41 3,85 0,30
26 11 1 2 3,7 35 3,8 3,66 0,14
27 26 1 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
28 2 2 1 4,1 4,4 4.8 443 0,35
29 29 2 2 3,2 29 2,5 2,85 0,34
30 28 2 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
31 15 3 1 3,6 4.0 3,7 3,75 0,19
32 9 3 2 3,7 4.0 3,6 3,74 0,20
33 27 3 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
34 30 4 1 42 5,2 52 487 0,55
35 16 4 2 3,5 3,7 3,6 3,58 0,11
36 21 4 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
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Anexo

ANALISE DE VARIANCIA

FON‘[E DE GRAU DE SOMA DOS
VARIANCIA LIBERDADE QUADRADOS

FATOR 2 0,11
ERRO 105 349,43

TOTAL 107 349,54

NIVEL NUMERO DE
ENSAIOS

RESULTADO 1 36
RESULTADO 2 36
RESULTADO 3 36

MEDIA DO DESVIO PADRAO = 1,824

QUADRADO
MEDIO

0,06
3,33

MEDIA

2,415
2,492
2,466

VALOR
DO VALOR DA
TESTEF PROBABILIDADE
0,02 0,983

DESVIO PADRAO

1,780
1,855
1,836

R1C —

R2C -

R3C -

Figura 60: Média dos resultados da atividede antimicrobiana
frente & S aureus obtido em relagdo ao processo
extrativo e solvente redlizado em triplicata
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Anexo

ANEXO 3

Tabela 29: Determinacdo da atividede antimicrobiana pela medida do hao de inibicdo, média dos
resultados e desvio padrdo produzido pela presenca do extrato de fruto de S cumini sobre o
crescimento de Staphylococcus epidermidis, utilizando plangamento experimenta completo

MEDIA DESVIO
lSARDE;'%MO ESEFE:%EGNAO PROCESSO  SOLVENTE RESULTADO© RESU?_?ipos PADRAG
1 2 3

1 19 1 1 4,8 4,8 4,1 4,55 0,36
2 1 1 2 4,6 4,5 4,6 4,54 0,03
3 12 1 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
4 32 2 1 3,7 3,6 3,9 3,71 0,17
S 4 2 2 3,3 31 3,5 3,29 0,18
6 22 2 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
7 35 3 1 5,7 59 58 5,78 0,09
8 18 3 2 4,9 4,7 4,6 4,74 0,12
9 20 3 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
10 25 4 1 6,2 4,8 4,9 5,29 0,75
11 8 4 2 5,7 54 6,0 5,73 0,31
12 14 4 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
13 13 1 1 6,0 5,7 53 5,66 0,35
14 34 1 2 4,4 3,2 4,3 3,95 0,63
15 36 1 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
16 24 2 1 6,5 5,8 6,7 6,35 0,48
17 17 2 2 3,6 31 3,6 3,42 0,30
18 S 2 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
19 23 3 1 6,2 5,2 6,5 5,96 0,68
20 10 3 2 3,2 4,2 3,3 3,55 0,59
21 6 3 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
22 7 4 1 5,0 51 5,7 5,27 0,38
23 3 4 2 4,4 4,0 4,1 4,16 0,21
24 31 4 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
25 33 1 1 5,5 6,0 5,5 5,63 0,29
26 11 1 2 4,3 4,9 4,6 4,57 0,30
27 26 1 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
28 2 2 1 6,4 52 58 5,80 0,58
29 29 2 2 3,5 3,4 3,2 3,36 0,17
30 28 2 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
31 15 3 1 50 4,6 4,8 4,78 0,20
32 9 3 2 5,4 5,4 6,1 5,63 0,41
33 27 3 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
34 30 4 1 6,4 6,1 6,3 6,26 0,17
35 16 4 2 4,4 4,2 4,6 4,40 0,24
36 21 4 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
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Anexo

ANALISE DE VARIANCIA

FON'I:E DE GRAUDE SOMA DOS
VARIANCIA LIBERDADE QUADRADOS
FATOR 2 0,54
ERRO 105 636,12
TOTAL 107 636,66
NIVEL NUMERO DE
ENSAIOS
RESULTADO 1 36
RESULTADO 2 36
RESULTADO 3 36

MEDIA DO DESVIO PADRAO = 2,461

QUADRADO
MEDIO

0,27
6,06

MEDIA

3,298
3,135
3,265

VALOR
DO VALOR DA
TESTEF PROBABILIDADE

0,04 0,957

DESVIO PADRAO

2,515
2,372
2,494

R1C —

I
Q
N
o

I
Q
@
o

Figura 61: Média dos resultados da atividade antimicrobiana
frente & S epidermidis obtido em redacdo a0
processo  extraivo e solvente

triplicata

redizado em
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Anexo

ANEXO 4

Tabela 30: Determinacdo da atividede antimicrobiana pela medida do hao de inibicdo, média dos
resutados e desvio padréo produzido pela presenca do extrato de fruto de S cumini sobre o
crescimento de Pseudomonas aeruginosa, utilizando plangamento experimental completo

MEDIA DESVIO
lSARDE;'%MO ESEFE:%EGNAO PROCESSO  SOLVENTE RESULTADO© RESU?_?,EDOS PADRAG
1 2 3

1 19 1 1 3,9 3,7 3,5 3,70 0,21
2 1 1 2 3,7 3,6 3,6 3,62 0,06
3 12 1 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
4 32 2 1 31 3,2 3,2 3,16 0,08
S 4 2 2 3,4 3,2 3,4 3,32 0,11
6 22 2 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
7 35 3 1 4,2 0,0 3,9 2,72 2,36
8 18 3 2 2,8 2,7 3,0 2,83 0,13
9 20 3 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
10 25 4 1 2,3 3,0 29 2,76 0,36
11 8 4 2 3,8 3,8 3,0 3,51 0,47
12 14 4 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
13 13 1 1 3,6 3,4 3,6 3,52 0,09
14 34 1 2 3,0 31 3,3 3,12 0,14
15 36 1 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
16 24 2 1 3,6 3,2 3,4 3,41 0,20
17 17 2 2 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
18 S 2 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
19 23 3 1 3,3 2,9 3,0 3,06 0,18
20 10 3 2 3,5 31 31 3,24 0,22
21 6 3 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
22 7 4 1 3,4 2,1 31 3,17 0,17
23 3 4 2 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
24 31 4 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
25 33 1 1 2,9 0,0 0,0 0,97 1,67
26 11 1 2 3,0 3,4 3,4 3,27 0,21
27 26 1 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
28 2 2 1 3,7 3,5 3,3 3,48 0,20
29 29 2 2 3,5 0,0 0,0 1,17 2,03
30 28 2 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
31 15 3 1 3,6 3,7 3,7 3,64 0,07
32 9 3 2 3,8 3,4 3,3 3,53 0,27
33 27 3 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
34 30 4 1 3,6 3,6 3,2 3,47 0,21
35 16 4 2 3,4 3,0 3,2 3,17 0,20
36 21 4 3 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
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Anexo

ANALISE DE VARIANCIA

FON'I:E DE GRAUDE SOMA DOS
VARIANCIA LIBERDADE QUADRADOS
FATOR 2 2,36
ERRO 105 300,07
TOTAL 107 302,43
NIVEL NUMERO DE
ENSAIOS
RESULTADO 1 36
RESULTADO 2 36
RESULTADO 3 36

MEDIA DO DESVIO PADRAO = 1,691

VALOR
QUADRADO DO
MEDIO TESTEF
1,18 0,41
2,86
MEDIA
2,085
1,733
1,835

VALORDA
PROBABILIDADE

0,663

DESVIO PADRAO

1,718
1,677
1,676

R1C —

I
Q
N
o

R3C -

Figura 62. Média dos resultados da atividede antimicrobiana
frente & P. aeruginosa obtido em relacdo a0

processo extrativo e solvente

triplicata

redizado em
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Anexo

ANEXO 5

Tabela 31: Determinacdo da atividade antimicrobiana pela medida do hado de inibicdo, média dos
resultados e desvio padrdo produzido pela presenca do extrato de fruto de S cumini sobre o
crescimento de Candida krusel, utilizando plangamento experimenta completo

MEDIA DESVIO
RESULTADO DOS PADRAO
ISARDDRI%&MO E)? ERCDUEQ'\%O PROCESSO SOLVENTE © RESULTADOS
1 2 3

1 19 1 1 3,9 3,7 3,5 3,3 1,53
2 1 1 2 3,7 3,6 3,6 4,7 0,58
3 12 1 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
4 32 2 1 31 3,2 3,2 4,0 1,00
5 4 2 2 34 3,2 34 4,0 1,00
6 22 2 3 0,0 0,0 0,0 0,0 2,31
7 35 3 1 4,2 0,0 39 4,3 2,52
8 18 3 2 2,8 2,7 3,0 3,7 0,58
9 20 3 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
10 25 4 1 2,3 3,0 29 3,0 1,00
11 8 4 2 3,8 3,8 3,0 4,0 2,08
12 14 4 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
13 13 1 1 3,6 34 3,6 3,0 0,00
14 34 1 2 3,0 31 3,3 4,0 1,00
15 36 1 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
16 24 2 1 3,6 3,2 34 0,0 0,00
17 17 2 2 0,0 0,0 0,0 4,3 0,58
18 5 2 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
19 23 3 1 3,3 2,9 3,0 4,3 1,15
20 10 3 2 35 31 31 0,0 0,00
21 6 3 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
22 7 4 1 34 2,1 31 4,3 0,58
23 3 4 2 0,0 0,0 0,0 2,7 0,58
24 31 4 3 0,0 0,0 0,0 2,3 1,73
25 33 1 1 2,9 0,0 0,0 3,7 0,58
26 11 1 2 3,0 34 34 50 0,00
27 26 1 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
28 2 2 1 3,7 35 3,3 4,0 0,00
29 29 2 2 3,5 0,0 0,0 4,3 0,58
30 28 2 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
31 15 3 1 3,6 3,7 3,7 3,3 0,58
32 9 3 2 3,8 34 3,3 4,3 0,58
33 27 3 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
34 30 4 1 3,6 3,6 3,2 4,0 1,00
35 16 4 2 34 30 3,2 3,7 0,58
36 21 4 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
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Anexo

ANALISE DE VARIANCIA

FON'I:E DE GRAUDE SOMA DOS
VARIANCIA LIBERDADE QUADRADOS
FATOR 2 0,35
ERRO 105 424,42
TOTAL 107 424,77
NIVEL NUMERO DE
ENSAIOS
RESULTADO 1 36
RESULTADO 2 36
RESULTADO 3 36

MEDIA DO DESVIO PADRAO = 2,010

QUADRADO
MEDIO

1,18
4,04

MEDIA

2,389
2,528
2,444

VALOR
DO VALOR DA
TESTEF PROBABILIDADE
0,04 0,957

DESVIO PADRAO

2,060
2,021
1,949

R1C -

R2C

R3C -

Figura 63. Média dos resultados da atividede antimicrobiana
frente a C. krusei obtido em relacdo a0 processo
extrativo e solvente redlizado em triplicata
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