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RESUMO

Os extratos vegetais sdo muito usados para fins fitoterpicos, onde no qual vem se
demonstrando como mais uma alternativa medicinal com atividade antimicrobiana e
antioxidante, juntamente com sua composicao fendlica, mas além disso € comprovado em
alguns estudos a presenca de toxicidade nas plantas. Portanto o presente trabalho tem
como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana, toxicidade, o teor da composicao fendlica
total e o potencial de antioxidante do extrato metandlico das folhas de hortela (Mentha
piperita L.), erva cidreira (Melissa officinalis) e capim lim&o (Cymbopagon citratus). As folhas
de Horteld, Capim limao e Erva cidreira foram coletadas e identificadas em agosto de 2019
no Herbario da Universidade Federal do Maranhado. Os extratos foram obtidos pela técnica
de maceragdo. Para a avaliagdo do potencial antimicrobiano foi aplicada o Método de
Difusdo de Disco (MDD), na verificagéo de toxicidade foi empregada a técnica de bioensaio
com Artemia salina Leach, na determinacdo dos teores de fendlicos totais, por meio do
método espectrofotométrico com o radical ABTS. O melhor rendimento foi observado no
extrato de erva cidreira onde teve um rendimento de 6,10%, quanto a atividade
antimicrobiana extrato C. citratus presentou a melhor atividade inibitéria frente as cepas
testadas tal extrato também apresentou a toxicidade mais moderada, o extrato metanolico
de Mentha piperita L obteve a maior composic¢éo fendlica total enquanto na amostra Melissa
oficinalis teve a menor composi¢do fendlica total, na atividade antioxidante o extrato C.

citratus presentou a melhor potencial antioxidante.

Palavras-chave: Mentha piperita L., Melissa officinalis L., Cymbopagon citratus,
extratos vegetais



ABSTRACT

Plant extracts are widely used for phytotherapic fins, where they are not shown to be another
medicinal alternative, with economical values, and without chances of great risks of
environmental contamination. No work was evaluated on antimicrobial activity, degree of
toxicity, theoretical content of total phenolic composition and antioxidant potential of
methanolic extract of mint leaves (Mentha piperita L.), lemon balm (Melissa officinalis) and
lemon grass (Cymbopagon citratus). of Mint, Lemongrass and Herb were collected and
identified in August 2019 at Herbarium of Maranhdo. The extracts were selected by the
marceration technique. For the evaluation of the antimicrobial potential applied to the Disc
Diffusion Method (MDD), in the verification of the degree of toxicity, a Leach Artemia saline
bioassay techniqgue was used to determine the total phenolic contents by the
spectrophotometric method using the Folin-Ciocalteau reagent. The best yield was observed
in the lemongrass extractor, where it had a yield of 6.10% while the lemon limit showed twice
the lowest yield, while the antimicrobial activity extract C. citratus showed the best inhibitory
activity against strains tested as well. shows the lowest degree of toxicity, or methanol
extract of Mentha piperita L, which captures the largest total phenolic mixture, while in the
sample Melissa officinalis had the lowest total phenolic composition, antioxidant activity or C.

citratus extract, presenting the best antioxidant activity.

Key-words: Mentha piperita L., Melissa officinalis, Cymbopagon citrates, Plant extracts



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt 8
P O 1= N L N LY 1 11
2.1 GEIAl i 11
P20 S o =T od o 1 11
3.2 CymbDOPOGON CIIFATUS ....ccevviiiiiiiiiiiiiiieieee ettt 12
3.3 Melissa OffiCINAIIS .......uueiiie e 13
4.0 METODOLOGIA ...ttt e e e e e e s e e e e e e e e e e e nnnnenees 17

4.1 Preparo dos extratos metanolicos Mentha piperita L. (Horteld),
Cymbopagon citratus (Capim liméao) e Melissa oficinalis L. (Erva cidreira)...17
4.2 Avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos metandlicos
(V72T 0 1= = VRSP 17
4.4. Avaliacdo da composicao de fendis totais dos extratos metandlicos.....19

4.5 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos metandélicos pelo

MELOAO AB TS . i 20
BIRESUITAAOD e 21
5.1. Rendimento dos extratos metanOliCOS ........ccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 21
5.2 . Atividade antimicrobiana.........cccccccviiiiiiiii 21
5.4. Composicao de fenGis totaiS .......cccueiiiiiiieee e 22
5.5. Atividade antioXidante ...........uuuiiiiiieiiiiiir e 23
6.0 DISCUSSAD ...ttt sttt ettt e st se st e s e s e nenens 27
7. CONCLUSAOD ...ttt 33

8. REFEREN CIAS ..ot 34



1. INTRODUGCAO

Durante a histéria da humanidade as plantas medicinais sempre fizeram parte do
aspecto cultural desde os primeiros povos as grandes civilizacdes, estes perceberam
que algumas plantas poderiam auxiliar no combate em algumas doencas®. No
cenario contemporanea, a utilizacdo de praticas complementares voltadas a saude é
notorio com plantas medicinais empregadas para aliviar ou até mesmo curar
algumas enfermidades. Sendo assim, o Ministério da Saude instituiu o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que garante a populacao brasileira o
acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e dos fitoterapicos™.

Planta medicinal é toda planta que administrada ao homem ou animal, por
qualquer via ou forma, exerca alguma acéao terapéutica. O tratamento feito com uso
de plantas medicinais € denominado de fitoterapia, e os fitoterapicos sédo os
medicamentos produzidos a partir dessas plantas. Sendo assim, a fitoterapia é
caracterizada pelo tratamento com o uso de plantas medicinais e suas diferentes
formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de principios ativos isolados (Lopes e
SChiz)*.

Pertencente a familia Lamiaceae o horteld (Mentha piperita L.) € uma planta
herbacea com inimeras variedades cultivadas, originaria da Asia e atualmente é
cultivada em todo o mundo sendo bastante utilizada como tempero em inimeros
pratos, em infusdes como o cha. E muito indicada informalmente como estimulante
gastrico nas atonias digestivas, flatuléncias, vémitos, vermifugo, entre outras
enfermidades”.

Melissa officinalis, chamada de erva-cidreira, pertencente a familia Lamiaceae
suas folhas sdo comumentes utilizadas para fins terapéuticas no tratamento de
distarbios do sono e controle das emogﬁesG. Cymbopagon citratus, pertencente a
familia Poaceae, originaria da india, essa espécie se dispersou e aclimatou por todo
o territério brasileiro conhecida popularmente como capim-liméo, capim cidreira
entre outros nomes, suas folhas s&o comumente utilizadas na medicina popular
para o tratamento de distlrbios do sistema nervoso e gastrointestinal.®

Os extratos vegetais sdo muito usados para fins fitoterapicos, onde no qual
vem se demonstrando como mais uma alternativa medicinal, com possiveis valores
econdmicos e baixos risco de contaminacdo do ambiente®. A crescente procura por

plantas medicinais, aromaticas e condimentares, é observada em diversos paises



devido a tendéncia dos consumidores em utilizarem, preferencialmente, produtos
farmacéuticos ou alimenticios de origem natural?.

A maior parte da populagdo mundial tem confianga na fitoterapia onde cerca
de 80% dessa populacgdo, principalmente dos paises em desenvolvimento, confiam
nos derivados de plantas medicinais para seus cuidados com a saude.
Aproximadamente 25% de todas as prescricbes médicas sao formulacdes baseadas
em substancias derivadas de plantas ou analogos sintéticos derivados destas®.

As plantas possuem varias vias metabdlicas secundéarias dando surgimento a
diversos compostos como alcaldides, flavondides, isoflavondides, taninos,
cumarinas, glicosideos terpenos, poliacetilenos, que por vezes, sdo especificos de
determinadas familias, géneros ou espécies, e cujas funcdes, até pouco tempo,
eram desconhecidas. Com o0 avan¢o das pesquisas, foram atribuidas as referidas
substancias importancias relevantes no mecanismo de defesa das plantas contra
seus predadores, sejam fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos, moluscos ou
animais superiores®?

As plantas possuem principios ativos devido a grande riqueza quimicas das
moléculas constituida em sua estrutura, tem motivado o desenvolvimento de
pesquisas envolvendo o uso de extratos brutos vegetais, no intuito de explorar suas
propriedades quimicas e fitoterapicas no combate a doencas e contaminacdes,
sendo uma possivel alternativa menos perigosa sem grande comprometimento a
saude. No entanto, o uso oficial dessas fontes terapéuticas nos servicos de saude
requer o conhecimento cientifico para a transformacdo dessas plantas em fonte
terapéutica de uso seguro, racional e benéfico'®**

Um dos principais grupos de antioxidantes encontrados nas plantas sdo o0s
compostos fenolicos, com destaque para a classe dos flavonoides. Esses compostos
demonstraram, além do potencial antioxidante, atividades anti-inflamatoria,
antialérgica, antimicrobiana e anticancerigena'?. Podendo ser uma alternativa de
substituicdo dos compostos que sdo utilizados pela industria para garantir um
aumento da vida util aos alimentos, tais constituintes sédo antioxidantes sintéticos,
embora sendo muitos estaveis, possuem comprovagdes de causarem efeitos
indesejaveis nas células do corpo humano*,

Apesar das plantas possuirem muitos usos terapéuticos que sdo conhecidos
popularmente pelas pessoas, o0 ser humano desconhece o fato de que elas podem

apresentar toxicidade tanto para o0 homem quanto para os animais. De acordo com
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dados do Sistema Nacional de InformagBes Toxicologicas (SINITOX), no ano de
2010, no Brasil foram registrados 1132 casos de intoxicacdo humana por uso de
plantas sendo que desses, 5 foram a 6bito°.

Diante ao que foi exposto, 0 presente artigo tem por objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana e antioxidante, bem como analisar sua composi¢ao fendlica
total e avaliar a toxicidade dos extratos metanoicos das folhas frescas das plantas
Mentha piperita L., Melissa officinalis e Cymbopagon citratus.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana, grau de toxicidade dos extrato metandlico

folhas de hortela (Mentha piperita L.), erva cidreira (Melissa officinalis) e capim liméao

(Cymbopagon citratus).

2.1 Especificos

>

A\ 4

Verificar o rendimento dos extratos metanolicos obtidos das folhas frescas do
Mentha piperita L., Melissa officinalis e Cymbopagon citratus;

Avaliar a atividade antimicrobiana frente aos diferentes tipos dos extratos das
folhas frescas de horteld, erva cidreira e capim liméao;

Verificar a toxicidade dos extratos obtidos;

Identificar a composicao de fendis totais a partir dos extratos vegetais obtidos;
Avaliar o potencial antioxidante do radical ABTS.
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3.0 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1Mentha Piperita L

A horteld pimenta (Mentha piperita L.) € uma planta hibrida entre M. aquatica
e M. spicata e pertence a familia Labiatae. E uma espécie produtora de terpenoides,
sendo muito explorada comercialmente e uma rica fonte de mentol. Extratos
origindrios de M. piperita L. tém evidenciado propriedades antifungicas,
demonstrando efetividade no controle do crescimento de patdgenos de plantas. Seu
0leo essencial médo apresenta toxicidade para os humanos, tendo propriedades
antifingicas, propriedade antiviral e antibacteriana®.

A horteld esta registrada como fitoterdpico simples na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e esta classificada de acordo com suas propriedades
terapéuticas como antiespasmaédico e expectorante®®. A Mentha piperita L. faz parte
da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de
Saude/RENISUS que tem por finalidade orientar pesquisas e estudos de
desenvolvimento e inovacdo em fitoterapia garantindo a seguranca no acesso e no
uso de plantas medicinais e fitoterapicos*>**.

Entre os principais componentes encontrados em folhas de horteld estdo os
acidos graxos de massa molecular alta tais como: acido linoleico, linolénico e
palmitico. Uma variedade de compostos volateis, principalmente mentol, mentona e
isomentona, também foram identificados, juntamente com B-caroteno, clorofila, a- e
c-tocoferol e &cido ascérbico. .Existem estudos que confirmaram relatos prévios
sobre a importancia da horteld como antioxidante natural e seu possivel papel na
protecdo da salude humana possuindo a proporcdao de compostos fendlicos
encontrados em folhas de horteld pimenta é aproximadamente 19-23% de peso
seco, dos quais 12% pertence ao grupo dos flavonoides, incluindo eriocitrina, acido

rosmarinico, hesperidina e luteolina-7-O rutinosidio, entre outros®*’.

3.2 Cymbopogon citratus

No Brasil a espécie botanica C. citratus € considerada subespontéanea,
aparecendo em todos os estados como uma planta facil de cultivar, por se adaptar
facilmente ao clima nacional e conhecida como capim-limdo, capim-santo, capim
cheiroso, capim-cidreira, capim-marinh. O ch& preparado a partir das suas folhas é

muito utilizado como antiespasmadico, analgésico, anti-inflamatério, ansiolitico,
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hipnético, anticonvulsivante, antipirético, diurético e sedativo®®*®.

Em estudos,
constata que o capim-cidreira apresentou capacidade de remocgdo de anion
superoéxido e radical hidroxila, revelando que estes compostos possuem um efeito
protetor contra as espécies reativas que estdo envolvidas em doencas inflamatorias
e degenerativas®®.

E importante salientar que esta graminea se destaca entre as espécies
aromaticas do género devido as folhas apresentarem alto teor de constituintes
quimicos de interesse industrial, principalmente em relacdo ao citral, seu
componente majoritario, o qual é constituido por uma mistura dos isdmeros neral e
geranial®®. Existem estudos que comprovam a atividade antioxidante e
antimicrobiano do capim limdo, onde alguns autores ja& demonstraram. Reis*
também obteve resultados eficazes na avaliacdo da oxidacéo lipidica de seu extrato
hidro etanolico de capim limao em bifes bovinos.

O uso de diversas espécies para a avaliacdo de potenciais alelopéaticos vem
se tornando cada vez mais comum. Dentre estas plantas o capim limao destaca-se
por possuir efeitos alelopaticos, que uma vez identificados podem ser utilizados para
a extracdo de moléculas de interesse agron6mico pois sao precursoras de
herbicidas, inseticidas, fungicidas e outra moléculas com potenciais de uso,

Ferreira'®.

3.3 Melissa officinalis
A Melissa officinalis L., € uma planta medicinal e aromatica pertencente a

familia Lamiaceae, popularmente conhecida como erva-cidreira, mas que também é
chamada por outros nomes como: cidrila, cha-da franca, erva-luisa, melissa romana,
cha-de-tabuleiro entre outros'®. Possui um odor agradavel, semelhante ao do liméo,
principalmente quando a folha estd seca, isso se deve ao fato da planta possuir
citral, um composto pertencente a classe dos 0leos volateis, considerado um
metabdlito secundario™®.

Dentre as propriedades terapéuticas de Melissa officinalis destacam-se
principalmente sua utilidade no tratamento de disturbios do sono e controle das
emocdes. A erva cidreira € uma fonte potencial de taninos, pode ser considerada
uma fonte de substituicdo de taninos inorganicos que sao tradicionalmente utilizados

na etapa de coagulacgéo no tratamento de agua e/ou efluente®®.
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Na alimentagdo, servem como aromatizantes, como condimento para
temperar carnes e para tempero nas saladas devido o seu odor e sabor agradavel.
Em cosmeéticos, a planta auxilia ho combate a inflamacdes como alergias, herpes
labial e espinhas, também pode ser utilizado para alivio de dores relacionados a

picadas de insetos*®*°.

3.4 Composicao fendlica

Os compostos fendlicos ou polifendis constituem uma das familias de
antioxidante mais abundantes na dieta alimentar humana. A sua classificacdo em
grupos é feita pelo nimero de anéis fendlicos que possuem e pelo tipo de elementos
estruturais que ligam esses mesmos anéis conforme a figura 1. Assim, de acordo
com o seu esqueleto de atomos de carbono, os compostos fendlicos podem ser
classificados em diversas categorias que incluem os flavonoides, acidos fendlicos,

estilbenos, cumarinas e taninos?? .

HO

Figura 1: Estrutura quimica fendlica

Estudos realizados com compostos fendlicos e, especialmente, com o0s
flavonoides demonstram sua capacidade antioxidante e sua significativa contribuicdo
na dieta, assim como seu efeito na prevencéo de diversas enfermidades, tais como:
enfermidades cardiovasculares, cancerigenas e doencas neurolégicas®.

Os compostos fendlicos agem como antioxidantes ndo somente pela sua
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também por causa de seus radicais
intermediarios estaveis, que impedem a oxidacao de varios ingredientes do alimento,
particularmente de 4acidos graxos e de o6leos®. Atualmente, pesquisas tém
demonstrado que os compostos fendlicos séo fitoquimicos que apresentam grande
interesse nutricional por contribuir para a saude humana, devido a capacidade

anticarcinogénica e antimutagénica®>.
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3.5 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo um grupo de substancias que, quando presentes em
concentracdes ideais em relacdo aos substratos oxidaveis, reagem com os radicais
livres impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo. Podem ser divididas em
sintéticos, substancias utilizadas na industria alimenticia, destacando-se o
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato de propila (GP),
tercbutilhidroquinona (TBHQ) ou naturais tais como: a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostos fendlicos (flavonoides e acidos
fenodlicos) os quais s&o os 8 responsaveis pela remocdo dessas espécies reativas?.

Os compostos ativos mais comumente encontrados em frutas e hortalicas sdo
as substancias fendlicas, as quais sdo conhecidas como potentes antioxidantes e
antagonistas naturais de patégenos. Estas substancias encontram-se nos vegetais
na forma livre ou ligadas a acucares e proteinas. Como antioxidantes naturais, além
de serem compostos alternativos com finalidade de evitar a deterioragdo oxidativa
dos alimentos, também podem exercer um importante papel fisiolégico, minimizando
os danos oxidativos no organismo animal®®?’.

Os antioxidantes provenientes da dieta sdo bastante variados e incluem,
como grupos majoritérios, os polifendis e os carotenoides. Estes tém funcbes
diferentes e s@o produzidos pelas plantas para proteger as células contra danos
produzidos por herbivoria, por patégenos e pela radiacdo ultravioleta. Muitos desses

compostos (&cido ascorbico, tocoferéis, carotendides, polifendis?®.

3.6 Atividade antimicrobiana

Os testes de avaliacdo antimicrobiana sdo padronizados pela NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards) e desenvolvidos para
analisar agentes antimicrobianos convencionais como os antibiéticos®.

De uma forma geral, a atividade antimicrobiana de extratos vegetais é
avaliada através da determinagdo da quantidade minima de substancia necesséaria
para inibir o crescimento do microrganismo, sendo esse valor conhecido como
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI). Na determinacdo da CMI, o método vem
sendo bastante utilizado, principalmente devido a sua sensibilidade e quantidade
minima de reagentes, o que possibilita um maior numero de réplicas, aumentando a

confiabilidade dos resultados®.
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Um aspecto bastante relevante na determinacdo da CMI de extratos vegetais
€ a preocupacdo em relacdo a aspectos toxicoldgicos, microbiolégicos e legais

pertinentes aos compostos naturais ou suas combinacées>!

3.7 Bioensaio de toxicidade frente a Artemia salina Leach

Uma forma de complementar os estudos fitoquimicos é associa-los a
bioensaios, por esta razdo muitos laboratérios de Produtos Naturais tém inserido
dentro de suas rotinas ensaios biologicos simples, no intuito de selecionar e
monitorar a pesquisa de extratos de plantas na procura de substancias bioativas®'.

Dentre esses bioensaios, encontrase a toxicidade sobre Artemia salina
Leach, que € um microcrustaceo de agua salgada comumente usada como alimento
para peixes. A simplicidade com que pode ser manuseado, a rapidez dos ensaios e
0 baixo custo favorece a sua utilizacéo rotineira em diversos estudos, além do que,
tais ensaios de letalidade sdo muito utilizados em analises preliminares de
toxicidade geral®.

A. salina tem sido utilizada como um organismo alvo para detectar compostos
bioativos em extratos de plantas , a toxicidade para este crustaceo tem demonstrado

uma boa correlacéo com a atividade citotéxica contra tumores humanos>!%2.
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4.0 METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Agua e Fisico-Quimica de Alimentos e Agua do Programa Controle de
Qualidade de Alimentos e Agua do Pavilhdo Tecnoldgico da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA).

4.1Preparo dos extratos metanolicos Mentha piperita L. (Horteld),
Cymbopagon citratus (Capim liméo) e Melissa oficinalis L. (Erva cidreira)

As folhas de Mentha piperita L. (Horteld), Cymbopagon citratus (Capim limao)
e Melissa oficinalis L. (Erva cidreira) foram coletadas e identificadas em agosto de
2019 no Herbario do Maranhdo (2°33’'12,8"S 44°18'22"W) do departamento de
biologia da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Estas foram transportadas
para o laboratdrio de Microbiologia de Agua e Alimentos do pavilhdo tecnolégico da
Universidade Federal do Maranhdao (UFMA), onde entdo foram triturados ainda
frescos em particulas pequenas e em seguida armazenadas para o preparo do
extrato. Para o extrato metanolico foram pesadas 10 g das folhas picotadas,
transferiu-se o material vegetal para um recipiente adequado onde foram
acrescentados 150 mL de metanol P.A, até a completa submersdo do material. O
recipiente foi vedado para o agitador magnético com agitacdo constante por um hora
e deixou-se em repouso por 24 horas a temperatura ambiente. Ao final do prazo, o
material foi filtrado, primeiramente, sobre gaze e depois sobre papel filtro.
Concentrou-se o filtrado em evaporador para, depois, transferir para um frasco.
Depois de secos, 0s extratos tiveram suas massas medidas para posterior calculo
dos rendimentos. O rendimento foi calculado total a partir da equagéo 1:

Eq. 1:

Re = (Pext /Pfolhas) x 100.

Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (g);

Pfolhas = Peso das folhas frescas ou secas (g).

4.2 Avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos metandlicos vegetais
Para a avaliacdo do potencial antimicrobiano foi aplicada o Método de Difusédo
de Disco (MDD) descrito por Bauer et al®® adaptada por Clinical and Laboratory

Standards Institute,*® que padroniza o método dispensando os discos impregnados
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com extatos metanolicos sobre o centro da placa de Agar Mueller Hinton, a
semeadura do inoculo bacteriano e o ensaio de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) empregando-se a técnica de diluicdo em caldo TSB.

Foram utilizadas cinco cepas de bactérias provenientes da “American Type
Culture Collection” (ATCC) doadas pelo Laboratério de Microbiologia do Controle de
Qualidade de Alimentos e Agua da Universidade Federal do Maranhdo (PCQA-
UFMA), sendo trés Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Sallmonela sp
(ATCC 14028) e Pseudomonas Aeroginosas (ATCC 27853) e duas Gram-positiva:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Enterococcus (ATCC 29212).

As culturas microbianas puras mantidas em agar TSA foram repicadas para
caldo de infusédo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas a 35°C até atingirem fase
exponencial de crescimento (4-6h). ApOs esse periodo, as culturas tiveram sua
densidade celular ajustada em solucao salina 0,85% estéril, de modo a se obter uma
turbidez comparavel a da solucdo padrdo de Mc Farland 0,5, o que resulta em uma
suspensdo microbiana contendo aproximadamente 1,5x10% UFC.mL™ de acordo com
as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute.*

A técnica de difusédo de disco foi realizada conforme a Clinical and Laboratory
Standards Institute*® que padroniza os testes de sensibilidade de antimicrobianos
por disco-difusdo. Primeiro foram preparadas as placas com o meio de cultura Agar
Mueller Hinton (AMH) apo6s sua solidificacdo foi distribuido a suspensdo microbiana
na superficie do agar e deixado em repouso a temperatura ambiente por 30 min.
Apods o tempo de repouso foram preparados os pogos e os discos contendo 50 yL de
extratos metanolicos. Utilizando-se a pinca esterilizada, os discos foram distribuidos
sobre a superficie do agar, enquanto os pocos feitos na placa foram preenchidos
com os extratos. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C por 24
horas. Os didmetros dos halos de inibicdo dos discos e dos pocos foram
mensurados, incluindo o diametro do disco e do poco, na medida dos pocos foi feita
em triplicada e para o valor final foi feito a média das trés medicdes.

A concentracdo inibitéria minima foi realizada segundo a metodologia da
diluicdo em caldo proposta pela National Committee for Clinical LaboratoryStandard
37 com as bactérias utilizadas nas técnicas de difusdo em caldo TSB.

Primeiramente foram preparadas solu¢gbes na concentracdo de 5000 dos
extratos metanolicos Mentha piperita L., Cymbopagon citratus e Melissa oficinalis L.

As solucBes foram preparadas utilizando-se dimetil sufoxido (DMSO) a 1%. Em
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seguida foram realizadas diluicbes seriadas em caldo TSB, resultando nas
concentracdes de 2500, 1250, 625, 312,5, 156,25 e 78,12ug.mL™. A suspensao
microbiana contendo 1,5x10°UFC.mL™ das cepas (Sallmonela sp, Enterococcus, P.
aeroginosa, E. coli e S. aureus) foram adicionadas a cada concentracédo. Realizou-se
o controle constituido apenas da solucdo de DMSO nas mesmas concentracdes
testadas. Foram reservados tubos para controle de esterilidade do caldo e de
crescimento bacteriano. Os tubos foram incubados a 35°C por 24 horas. Apds o
periodo de incubacéo, foi verificada a concentragdo inibitoria minima dos extratos,
sendo definida como a menor concentracdo aquela na qual visivelmente conseguiu

inibir o crescimento bacteriano (auséncia de turvacgao visivel).

4.3 Bioensaio com Artemia salina Leach

Para a avaliacdo da letalidade em A. salina, foram preparadas solucdes
estoques com 0s extratos vegetais, e solugdo salina sintética de DMSO a 0,1%, de
onde serdo retiradas aliquotas para a preparacao de solu¢cdes de 10 mL em cinco
concentracfes, que variaram de 10 a 1.000 pg/mL seguindo a metodologia descrita
por estabelecida por Meyer®® adaptada por Ruiz**. Dez larvas na fase metanauplio
foram transferidas para cada um dos frascos. O controle negativo foi realizado com
salina sintética acrescido solu¢cdo de DMSO 0,1%, ja o controle positivo foi realizado
com dicromato de potassio (K.Cr,O7). ApGs 24 horas de incubacéo, foi realizada a
contagem das larvas sobreviventes, considerando-se mortos aqueles
microcrustaceos que nao se movimentarem durante a observagdo e nem com a leve
agitacdo do frasco. A concentracado letal (CLsp) foi obtida por andlise de regresséo

linear.
4.4. Avaliacdo da composicdo de fendis totais dos extratos metanolicos

Os extratos vegetais metanondlicos obtidos foram utilizados para a
determinacdo dos teores de fendlicos totais, por método espectrofotométrico,
utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (Merck). As concentragdes de 100.000 ug/mL
foram obtidas de cada extrato, onde foram retirada de cada extrato uma aliquota
10uL (em triplicada) foram adicionados ao reagente de Folin Ciocalteau 2N e 1mL de
agua. Agitou-se e apdés um periodo de 2 minutos adicionou-se aos tubos 0,5mL de
carbonato de sédio (Na2CO3) a 10%. Apds 30 minuto de incubacgéo, a temperatura
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ambiente e em lugar escuro, a absorbancia foi mensurada em espectrofotbmetro a
754 nm, usando agua destilada como branco. Para a construcdo da curva de
calibragéo foi construida com padrdes de acido tanico (10 a 120 ug/mL) e expressos

como mg de EAG (equivalentes de acido gélico) por g de extrato.

4.5 Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos metandlicos pelo método
ABTS

A determinacado da atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] foi adaptada conforme a metodologia sugerida por
Del Re*. O radical catidnico do ABTS foi preparado pela reacéo de 5,0 mL de uma
solugdo 3840 pug.mL™ de ABTS com 88 uL da solucdo de persulfato de potassio
37.840 ug.mL™?, a mistura foi deixada em ambiente escuro, por 16 horas. Ap6s a
formacéo do radical, a mistura foi diluida em etanol (1:30 v/v aproximadamente) até
se obter uma absorbancia de 0,7 a 734 nm. A partir das concentracdes dos extratos
e dos 6leos essenciais (5 a 150 pug.mL™) preparou-se a mistura reacional com o
cation radical do ABTS. Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 30 pL
de cada concentracdo dos extratos e dos Oleos essenciais em 23 tubos de ensaio
contendo 3,0 mL do cation radical do ABTS e homogeneizou-se em agitador de
tubos. ApGs 6 minutos, realizou-se a leitura da absorbéncia da mistura reacional em
espectrofotbmetro em comprimento de 734 nm. As analises foram realizadas em
triplicata e a captura do radical livre foi expressa em porcentagem de inibicdo (%l) do
cation radical do ABTS de acordo com a equacao abaixo.

Eq. 2

(Absg-Abs, )

%lnibigdo (%)= Ab
58

Onde: 1%: Porcentagem de inibigcdo do radical ABTS; Abs,: absorbancia da amostra
(extratos ou 6leos essenciais) apds 6 min; Absg: absorbancia em 734 nm da solucéo do
radical ABTS.
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5.RESULTADO
5.1. Rendimento dos extratos metanélicos

Os extratos das folhas frescas foram obtidos pelo processo de maceragao foi
verificado o rendimento de Mentha piperita L. (Horteld), Cymbopagon citratus (Capim
liméo) e Melissa oficinalis L. (Erva cidreira) que estdo apresentados na Tabela 1. O
melhor rendimento foi observado no extrato de erva cidreira em que 10g do extrato
das folhas frescas teve um rendimento de 6,10% enquanto que o capim limao

demonstrou rendimento menor com 3,48%.

Tabela 1. Rendimento dos extratos metandlicos obtido pelo processo de maceracgao.

Espécie vegetal % m/m
Mentha piperita L. (Horteld) 5.85
Melissa oficinalis L. (Erva cidreira) 6,10
Cymbopagon citratus (Capim lim&o) 3,48

Fonte: Autor, 2019.

5.2. Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana através da técnica de pocgos, foi
possivel observar que todos os extratos apresentaram inibicdo frente a todas as
bactérias testadas. No entanto, pode se nota nos resultados da tabela, o extrato de
C. Citrus apresentou melhores halos de inibicdo com valores 20,5 a 33,3 mm,
engquanto o extrato de M. piperita L. obteve os menores halos de inibicdo com halos
de 4,6 4 20,3 mm.

Também foi possivel observa no teste de Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) concentracdes baixas de inibicdo bacteriana de 1250,0 a 78,13 78 ug/ mL.
Conforme a tabela 2, notou —se que o extrato de Melissa oficinalis L. foi observado

a menor concentragdo de 78,13 78 pg/ mL. frente a bactéria Sallmonela sp.
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Tabela 2. Atividade antimicrobiana de Mentha piperita L. (Horteld), Cymbopagon citratus (Capim
limdo) e Melissa oficinalis (Erva cidreira) frente as cepas de E. coli, S. aureus, Salmonella sp,

Enterococcus e Pseuddémonas aeroginosa.

Halos de inibigdo (mm) (100.000ug.mL)

Bacteria M. piperita L. M.oficinalis L. C. citratus
E.coli 10,9 20,5 20,9
S. aureus 20,3 20,5 20,5
Salmonella sp. 19,3 27,6 25,0
Enterococcus 17,0 26,0 33,3
P. aeroginosa 4.6 17,6 26,0
Concentracéo Inibitéria Minima (ug/mL)
E.coli 312,5 625,0 625,0
S. aureus 625,0 312,5 625,0
Salmonella sp. 625,0 78,13 156,2
Enterococcus 3125 1250,0 312,5
P. aeroginosa 3125 3125 1250,0

Fonte: Autor, 2019.

5.3. Bioensaio de toxicidade com Artemia salina Leach

A ClLs foi calculada por regresséao linear, sendo obtido valores entre 120,5 a
286,5 pg/mL. No intervalo de confianca de 95%, ndo foram observadas larvas
mortas no controle negativo em todos os extratos testados, composto por 0,1% de
solucdo de DMSO, enquanto o controle positivo composto de solugéo de dicromato
de potassio (K.Cr,05), exibiu 100% de mortalidade.

Tabela 3. Concentragbes letais dos extratos metandlicos frente a 50% dos organismos nao alvo
(Artemia salina Leach).

Artemia salina

Espécie vegetal CLsgo (ug/mL) I.C. 95%

Melissa oficinalis 120,5 118,1-123,9
Mentha peperita 134,2 126,6 — 142,2
Cymbopogon citratus 286,5 285,2 - 287,4

Fonte: Autor, 2019.

5.4. Composicao de fendis totais

Para o calculo dos resultados da composi¢cdo do teor fendlico dos extratos
obtidos foi usado a equacéo da reta da curva de calibragdo do acido tanico da figura
2 abaixo.
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Fonte: Autor 2019.
Figura 2: Curva de calibragéo do &cido tanico.

Na composicdo do teor fendlico foi observado na tabela 4 que a maior
qguantidade foi apresentada no extrato de Mentha piperita L. tendo como valor de
319, 9 ug.mL Equivalente de Acido Tanico (EAT), enquanto o menor valor teorico foi

observado no extrato de Melissa oficinalis com 189,4 ug.mL EAT.g™%.

Tabela 4: Valores tedricos do teor de fendis totais dos extratos metandlicos de Mentha piperita L.
(Horteld), Cymbopagon citratus (Capim lim&o) e Melissa oficinalis (Erva cidreira) valores expressos

em pg.mL EAT.g™

Espécie vegetal pg.mL EAT.g*
Mentha piperita L. 319,9
Melissa oficinalis L. 189,4
Cymbopagon citratus 213,5
*EAT: Equivalente de Acido Tanico Fonte: Autor, 2019.

5.5. Atividade antioxidante

O valor de inibicdo do radical catibnico do ABTS foi obtido através da equacao da
reta y= 0,0758x + 64,478 (R’= 0,948) do grafico de inibicdo do radical ABTS do
extrato metandlico de Mentha piperita L. (horteld) da figura 3, sendo obtida o valor
da concentracdo efetiva (CEsg) de 40,80402 ug/mL™. Também pode se observar ao

lado a figura 4 do gréafico de decaimento da inibicdo do radical ABTS.
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Fonte: Autor 2019.
Figura 3: Gréfico da concentracdo em mg/mL™ versus
a inibic&o (%) do radical ABTS para o extrato
de hortel& (Mentha piperita L.).
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Fonte: Autor 2019.
Figura 4: Gréfico do decaimento da absor¢éo do
a inibicdo do radical ABTS versus a concentracdo para o extrato
de hortel& (Mentha piperita L.)

A partir da equacgao do primeiro grau y= 0,657x — 3,54 ( R?= 0,972) do gréfico
da figura 5, foi calculado o CEsy da concentracdo do extrato metanodlico de Melissa
oficinalis L. (Erva Cidreira) mg/mL™, sendo obtido o CEs; com resultado de
70,71081 pg/mL. O grafico de decaimento de absorcdo de inibicdo de ABTS pode
ser notado na figura 6 que o decaimento comegou a partir da concentracéo de 50

pg/mL.
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Figura 5: Grafico da concentracdo em mg/mL™ versus a inibicdo (%) do radical
ABTS para o extrato de erva cidreira (Melissa oficinalis L).
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Fonte: Autor 2019.
Figura 7: Gréfico do decaimento da absor¢éo do
a inibicdo do radical ABTS versus a concentracdo para o extrato
de erva cidreira (Melissa oficinalis.)

Na figura 6, pode —se analisar o grafico da concentracdo do extrato
metandlico de Cymbopagon citratus (Capim lim&o) e o potencial de inibicdo do
radical catidbnico ABTS, sendo obtido a equac¢do do primeiro grau y= 0,1477x +
64,638 (R?= 0,9042), onde a partir dessa foi possivel calcular a concentracéo

maxima de inibicdo com seu CEsp de 14,98339 pg/mL.
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Figura 7: Gréfico da concentracdo em mg/mL™ versus a inibicdo (%) do radical
ABTS para o extrato de capim lim&o (Cymbopagon citratus).
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Figura 7: Gréfico do decaimento da absor¢éo do
a inibicdo do radical ABTS versus a concentracdo para o extrato
de erva cidreira (Melissa oficinalis.)
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6.0 DISCUSSAO

O rendimento do extrato metandlico de Mentha piperita L. (Horteld),
Cymbopagon citratus (Capim lim&o) e Melissa oficinalis L. (Erva cidreira) séo
apresentados na Tabela 1. Os melhores rendimentos foi observado no extrato de
erva cidreira e com menor rendimento ficou com o extrato de capim limdo com
diferencas de 2,62%.

O rendimento da producdo do extrato de horteld observado por Chagas*,
verificou experimentalmente a partir de diferentes quantidades de adubacdo das
plantas foi maior quando ocorreu doses maiores na cobertura do solo. Dessa forma
pode se inferir que a qualidade de nutrientes disponivel no solo esta diretamente
relacionada com o rendimento dos extratos.

O extrato de capim limao obteve o menor rendimento dentre os trés extratos

metandlicos. Buriol*?

afirma em seus trabalhos de extracdo de proépolis que o
rendimentos dos extratos in natura obtidos com etanol 30% v/v,é menor que o
rendimento dos extratos secos obtidos da mesma forma, sendo que essa proporgao
vai diminuindo a medida que se aumentou a propor¢cdo de etanol no solvente
extrator. No entanto, em Sousa*® o rendimento de erva cidreira foi praticamente o
dobro quando comparado ao capim limdo realizado em seu trabalho, o que
apresenta similaridade ao presente comparativo dos resultados obtidos.

O rendimento do extrato do caule da erva cidreira encontrado por Aguiar** foi
trés vezes maior que no extrato obtido das folhas. A diferenca desses valores pode
estd relacionado com as diferentes épocas da colheita, o tipo do solo, clima da
regido, tempo de secagem e umidade relativa do ar. O metabdlicos secundarios tais
como os taninios, os fendis, as catequinas, entre outros também podem influenciar
na quantificacdo desses rendimentos*.

Os resultados do teste antimicrobiano apresentado na tabela 2, mostraram
didmetros de halos de inibicdo e Menor Concetragéo Inbidora CIM dos trés extratos
de metanolicos frente a acdo de cinco bactérias, pode ser discutido diante a uma
classificacdo da ordem de sensibilidade dessas bactérias frente a acdo dos extratos
estudados. Marcondes® classificou a sensibilidade dessas bactérias em resistentes
sendo considerados resistentes os halos de inibicdo que apresentarem diametro
inferior a 8 mm e sensiveis para halos de 9 a 14 mm. Nestes extratos, a maioria das

bactérias testadas se mostraram sensiveis frente aos trés extratos e somente no ce
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somente na cepa bacteriana de P. Aeroginosa mostrou —se resistente, em halo de
inibicdo de 4,5 mm de diametro.

O extrato C. citratus presentou a melhor atividade inibitéria frente as cepas
testadas, principalmente frente as cepas de P.aeroginosa, 1250 pg.mL*
confirmando seu potencial bactericida apontado por outros autores. Como nos
estudos de Sousa® em que os melhores halos de inibicdo foi evidenciado pelo
extrato aquoso de capim liméo frente as bactérias S. aureus, E. coli, Salmonella sp.
e P.aeroginosa, o extrato de erva cidreira apresentou resultados de inibicdo
intermediario para as mesmas cepas, sendo sucinto afirma no trabalho realizado que
as bactérias gram- negativas surtiram maior sensibilidade aos dois extratos aquosos.

Em Boeira*® o extrato aquoso de C. citratus apresentou inibicdo as cepas S.
aureus, E. coli e Salmonella sp. com efeito moderado de halos entre 8mm & 13mm
na técnica de infusdo de discos, sendo notorio o efeito de maior sensibilidade na
bactéria Gram- positiva S. aureus. Contrariado em Alvarenga*’- Os extratos aquosos
e alcolicos da mesma planta a 10% obtiveram efeito de resinténcia em bactérias de
Gram- positivas testadas (S. aureus e Listeria monocytogene), entretanto, seu efeito
de inibicdo foram superiores ao solvente de etanol. Essa capacidade antimicrobiana
do capim limdo é descritiva pela presenca do citral (composto formado pelos
isbmeros geraniale e neral).*’

Os halos com maiores comprimento de inibicdo do extrato de erva cidreira
foram frente as bactérias Gram- negativa Salmonella sp. e Ps.aeroginosa. Entretanto
isso difere do trabalho de Aguiar** em que o extrato metanolico e etandlico das
raizes da planta de M. oficinalis tiveram efeito de inibicdo com maior éxito em
bactérias Gram-positivas, tendo halos de inibicdo significativas a bactéria S. aureus
com tamanho de 22,3mm a 20,6 mm. A resisténcia apresentada por bactérias
Gram-negativas se deve a existéncia de uma membrana externa a parede celular,
composta de polissacarideos que dificultam a permeabilidade de compostos
hidrofébicos**.

No trabalho realizado por Freitas*® o extrato etanolico de M. piperita houve
inibicdo de 40% nas cepas de S. aureus e E. coli representando dessa forma eficaz
tanto a bactérias Gram — positivas e negativas, tal efeito de inibicdo também foi
obtido no presente estudo para as mesma bactérias, entretanto os maiores halos de

inibicdo foram para as cepas de S. aureus e Salmonella.sp. Em Alvarenga®’ os
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extratos de horteld a 20% apresentaram halos de inibicdo superiores ao observado
pela vancomicina.

Os resultados nos ensaios de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) sé&o
apresentados na Tabela 2. Aligianis*’ propuseram uma classificacdo da atividade
antimicrobiana para materiais vegetais, relacionada aos resultados da CIM, sendo:
forte inibicdo: CIM até 500 pg.mL™; inibicdo moderada: CIM entre 600 e 1000 pug.mL’
! e fraca inibicdo: CIM acima de 1000 pg.mL™.

O valor da CIM do extrato metanolico de M. piperita as cepas de E. coli,
Enteroccocus e Ps. aeroginosa foram de 312,5 ug.mL™® e 625 pg.mL* para
Salmonella sp. e S. aureus, enquanto para o extrato de M. oficinalis a menor CIM foi
de 78 pg.mL™ para Salmonella sp. e obteve maior CIM de 1250 pg.mL™* para
Enteroccocus, no extrato de C. citratus o CIM com maior concentracdo também foi
de 1250 pg.mL™ para Ps. Aeroginosa e sua menor concentracdo foi de 156,2
pg.mL™.

A CIM dos extratos vegetais testados para inibir o crescimento dos micro-
organismos testados variou de forte a moderada inibicdo na maior parte das cepas
testadas, o extrato metandlico de horteldo apresentou inibicdo forte e moderada,
engquanto os extratos de erva cidreira e capim limdo apresentaram inibicdo forte e
moderada para a maior parte das bactérias e fraca apenas para uma cepa
respectivamente.

Todos os extratos metandlicos obtiveram resultados satisfatorios quanto as
atividades antibacterianas no controle da maioria das bactérias patogénicas
testadas, no entanto, sua eficiéncia em muitos trabalhos ndo comprovada com
resultados poucos expressivos quanto ao controle bacteriano de concentracdo
minimas inibitérias de espécies idénticas usadas na forma de extratos vegetais
aquosos, confirmando a capacidade destas plantas como controle antimicrobiano
natural.

Como no caso de Sousa®, ao avaliar sua atividade antimicrobiana do extrato
etandlico de capim limdo e erva cidreira o CIM de inibi¢do foi = 1250 ug.mL™ e 1250
ng.mL™* respectivamente, no primeiro extrato o efeito de inibigcéo foi notério para as
cepas patogénicas de S. aureus, E. coli, Salmonella sp. e Ps.aeroginosa, enquanto
para o segundo extrato teve atividade apenas para a bactéria Gram- positiva S.
aureus. No trabalho realizado por Dias* a CIM foi = 1024 pug.mL™ do extratos de erva

cidreira frente as bactérias S. aureus e E. coli, tal concentracdo sdo consideradas
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fracas ndo sendo satisfatérias. As concentracdes com inibicdo mais forte foram do
extrato de horteld, entretanto seus estudo ainda € preliminar ndo houve literatura
para o comparativo dos resultados.

Quanto ao bioensaio de toxicidade dos extratos testados frente a larva de
Arthemia salina foram observado valores de concentracdo letal de 120,0 a 288,6
ug/mL nos trés extratos metanolicos. Considerando a classificacdo de Meyer®® e
adaptada por Amarante*’ foi estabelecido uma classificacdo na qual, na qual
estabelece que valores de CLsp acima de 1000 ug/mL, estes, sdo considerados
atoxicos, baixa toxicidade quando a CLsofor superior a 500ug/mL; moderada para
ClLso entre 100 a 500ug/mL e muito tdéxico quando a CLso for inferior a 100
pMg/mL.Portanto, referente aos resultados da tabela 4, é possivel definir que todos os
extratos apresentaram toxicidade moderada, o extrato C. citratus (capim liméo),
obteve o melhor CLsp com menor toxicidade entre os demais extratos testados.

Na literatura ndo foram encontrados estudos realizados com os extratos do
presente estudo frente a microcrustdceos de Artemia salina Leach. Entretanto,
estudos realizados com a mesma técnica como em Silva*, que houve resultado
semelhante em seu extrato de X. America, onde no qual apresentou toxicidade baixa
com CLso de 380 pg/mL, em Hyacientih® o extrato P. cuspidata também apresentou
baixa toxidade para Artemia salina L. tendo o seu CLsode 605,92 ug/mL, tal valor em
seu estudo foi apontado com causa possivel, a presenca de alcaloides e compostos
fendlicos.

Os resultados da composicdo fendlica dos extratos metabdlicos vegetais
estdo na tabela 3 expressdes em g de equivalente de acido tanico por gramas de
amostra. O extrato metanolico de Mentha piperita L obteve a maior composicdo
fendlica total enquanto na amostra Melissa oficinalis teve a menor composicéo
fendlica total. Os resultados da composicdo de fendis totais do extrato etandlico de
M. piperita L. foram superior ao extrato de Coleus amboinicus dos estudos de
Freitas*®, mostrando dessa forma semelhanca ao presente estudo.

No trabalho de Dinis®, dentre as plantas testadas a Mentha piperita fresca
possuiu a maior porcentagem de fendis totais em pg.mL EAT.mg™, seu valor chegou
a ser o dobro em relagdo a mesma planta apds secagem com 178 pug.mL EAT.mg" e
66 pg.mL EAT.mg . Na composicéo fendlica total do chas do estudo de Carvalho®
foi observada que o cha de hortela obteve uma composicdo fendlica de

aproximadamente 78 mg EAG/g, em relacdo ao solvente, sabe-se que o uso do
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etanol aumenta a extracado dos compostos fendélicos dos chas, mas, a 4gua foi usada
l.nkpara simular o uso cotidiano desse produto.

Semelhante ao presente trabalho em Sousa*®, foi observada também que a
composicado fendlica total do extrato C. citratus foi superior quando comparada com
a de erva cidreira, com valores de 275,62 mg.mL EAT.g" e 102 mg.mL EAT.g"
respectivamente. Resultados discordantes da composi¢do de fendis totais de capim
limao foram encontrados em Boeira*® foram obtidas quantidades de 133 mg.GAE.g*
equivalente & acido galico a 60 °C, em temperaturas entre 20 °C e 40 °C foram
obtidos valores inferiores, comprovando dessa forma a influéncia da temperatura na
capacidade oxidativa natural da planta. Em Azevedo®? também foram obtidos valores
de fendis totais proximos ao presente estudo para o capim- limdo com 0,4305
mg.GAE.g " resultados.

Nos descrito de Dias>, a quantidade fendlica de erva cidreira foi superior nos
periodos da manha com 2,01lmg/g quando comparada com a do periodo da tarde
com 1,16 mg/g, seus valores baixos conduzem com o presente estudo desenvolvido.
Em Moraes® encontrou valores discordantes em seu trabalho de infusdes de ervas
constatou que a erva que possuiu maior teor fendlico entre as estudadas, foi a
Melissa officinalis, a qual apresentou 46,46+0,44 mg/g quando processada e 17,97+
0,11mg/g da infusdo da erva fresca. Moraes*? atribuiu o baixo valor de fendlicos da
erva fresca a concentracdo de umidade, visto que as processadas passam por
processo de secagem, concentrando seus constituintes.

Considerando a classificacdo de Del Re’, para as amostras terem efeito
oxidativo, deve possui efeito de inibicdo a partir de 50% com a concentracéo efetiva
CEso, sendo considerado com a melhor oxidacdo aquele que possui o0 menor CEsy.
Portanto todos os extratos vegetais possuem atividade antioxidante acima de 50%
de inibicdo com o método ABTS, conforme os resultados dos graficos da figura 1,2 e
3. No entanto, o extrato metanoico de C. citratus apresentou a menor CEs, com
concentracdo de 14,93 pg.mL*.demostrando dessa com a melhor capacidade
antioxidante, discordantes dos resultados do extrato Melissa officinalis com 70,7
ng.mL™ para seu CEso.

Resultados semelhantes foi encontrado por Avezedo® em seu extrato
etanoico de C. citratus o valor de ECs, foi equivalente a 0,73 pg/mL e a Melissa
officinalis aprese ntou o CE50 de 3,22 pyg/mL. Em Silva, seus resultados

demonstraram —se contraditérios ao presente estudos, o ECsy do extrato Melissa
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officinalis L. apresentou maior porcentagem de inibicAo quando comparado com o
valor inibicdo efetiva do capim limao através do meétodo de captura do radical livre
de DPPH sendo obtido valores de 78,12% 75,06% * 0,49 e 72,23% + 2,00
(porcentagem de inibicdo + desvio padrdo) e para o capim cidreira os valores de
20,90% + 1,14; 16,86% * 0,66 e 11,43% £ 1,15 de inibicdo para as concentracdes
de 1000, 500 e 250 ug/mL respectivamente.

Quanto ao extrato Mentha piperita L. sua atividade antioxidante se
demonstrou mediana com CEsp de 40,8 pg.mL™, nos estudos de Freitas®® o extrato
etanoico de hortela da folha grossa (M. x villosa) testado obteve CEs é de 3,08 pg/
para 0 método do radical DDH, em Azevedo® o CEs do extrato Mentha piperita L.
também apresentou um valor de mediano igual a 3,70 yg/m, em comparacdo com
aos demais extratos do seu estudo. Ao contrario da publicacéo de Dinis® foi notado
que o extrato da Mentha spicata, planta da mesma familia da Mentha Piperita L.,
possui o melhor perfil antioxidante, necessitando apenas de 16.82 pg/mL para inibir
em 50% de ABTS.

E de interesse ressaltar que ndo se consegue tracar uma correlacio
totalmente direta entre a quantidade de fendis presente e a atividade antioxidante
dos extratos etanolicos de Dinis>*, tal afirmacdo pode ser conferida ao ser
comparados os resultados de fendis totais com a atividade antioxidante do presente
estudo desenvolvido, o extrato de Capim limdo obteve melhor inibicdo do radical
livre, entretanto a melhor composicéo de fendis totais ficou para o extrato de hortela.

Os fatores externos como solo, clima e temperatura podem ter influenciado
diretamente na interferéncia do resultado obtido nesta pesquisa. Contudo, ndo pode
existir um padréo de quantidade ideal para a antioxidante. Segundo Soares*® alguns
vegetais sdo capazes de produzir substancias polifendlicas os quais, tem-se
apresentado como importantes substancias que promovem sequestro de radicas
livres atuando no combate do mesmo, por sua capacidade redutora e estrutura

quimica.
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7. CONCLUSAO

Os extratos aquoso das folhas frescas das plantas Mentha piperita L.
(Horteld), Cymbopagon citratus (Capim lim&o) e Melissa oficinalis L. (Erva cidreira)
obteve quantidades baixas na obtenc&o final dos extratos, tendo extrato de erva
cidreira como o melhor rendimento. Quanto a atividade antimicrobiana, os resultados
foram satisfatorios, todos os extratos vegetais conseguiram halos de inibicdo das
bactérias Gram-negativas e Gram negativas na técnica dos pocos, a inibicao
também apresentou bons resultados com quantidades minimas de concentracéo do
extrato em todos as bactérias que tiveram halos de inibig&o.

Em relacdo a toxicidade, todos os extratos demonstraram toxicidade
moderada conforme, onde o extrato de Capim limdo demostrou a menor toxicidade
entre os demais extratos. Na composicdo fendlica total seus resultados
apresentaram de forma mediana. Tendo o maior valor verificado na amostra do
extrato de horteld. No potencial antioxidante, todos o0s extratos vegetais
apresentaram atividade de inibicdo do radical ABTS, sendo a amostra do extrato de
capim lim&o com a melhor ag&o oxidativa.

Diante aos resultados, os extratos demonstraram potencial antimicrobiano,
antioxidante, teores de fendlicos totais e baixa toxicidade, sendo sugerido estudos

posteriores para a aplicacdo de outros testes.
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