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Resumo

A utilizagao de antibioticos vem aumentando gradativamente com o passar dos
anos, fazendo com que a sociedade busque métodos alternativos de antimicrobianos como
as plantas medicinais, principalmente métodos eficientes que garantam a melhoria na
saude. O presente trabalho buscou analisar as caracteristicas fisico-quimicas e verificar a
existéncia de atividade antimicrobiana do extrato etandlico liofilizado de Aloe vera. Na
avaliagcdo fisico-quimica da planta foi determinado o pH, cinzas totais, agua por
dessecagdo (umidade) e solubilidade. As caracteristicas fisico-quimicas obtidas para o
vegetal em estudo foram pH de 4,35+0,7; 1,42%=0,15 de cinzas totais; 91,62%=+1,72 de
umidade; e solubilidade em 4gua destilada e alcool etilico. A metodologia empregada
para verificar a capacidade antimicrobiana do extrato vegetal foi por difusdo em éagar e
microdilui¢do em caldo para determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) do
extrato liofilizado de Aloe vera. Para a capacidade antimicrobiana do extrato, os
resultados obtidos para difusdo em 4dgar demonstraram que os microrganismos sensiveis
foram Kocuria rhizophila, Staphylococcos aureus e Staphylococcos epidermidis na
concentracdo de 20 mg.mL! e 50 mg.mL"!. Na microdiluicio em placas a maioria dos
microrganismos foram sensiveis ao extrato apresentando CIM < 12,5 mg.mL"! (Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Kocuria rhizophila, Salmonella typhi,
Staphylococcos aureus e Staphylococcos epidermidis). Desta forma, foi possivel concluir
que os resultados obtidos foram satisfatorios quando comparados a outras pesquisas
relacionadas e futuros trabalhos devem ser direcionados no sentido de isolar os compostos

antimicrobianos do extrato de Aloe vera.

Palavras-chave: Babosa. Compostos bioativos. Bacteriostatico.



Abstract

The use of antibiotics has gradually increased over the years, causing society to
seek alternative methods of antimicrobials such as medicinal plants, especially efficient
methods that ensure improvement in health. The present work aimed to analyze the
physical-chemical characteristics and verify the existence of antimicrobial activity of the
lyophilized ethanol extract of Aloe vera. In the physical-chemical evaluation of the plant,
pH, total ash, water by desiccation (humidity) and solubility were determined. The
physical-chemical characteristics obtained for the study plant were pH of 4.35+0.7;
1.42%=+0.15 total ash; 91.62%=1.72 humidity; and solubility in distilled water and ethyl
alcohol. The methodology used to verify the antimicrobial capacity of the plant extract
was by diffusion in agar and microdilution in broth to determine the minimum inhibition
concentration (MIC) of the lyophilized extract of Aloe vera. For the antimicrobial
capacity of the extract, the results obtained for diffusion in agar showed that the sensitive
microorganisms were Kocuria rhizophila, Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis at the concentration of 20 mg.mL™! and 50 mg.mL"!. In plate microdilution,
most microorganisms were sensitive to the extract presenting MIC < 12.5 mg.mL!
(Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Kocuria rhizophila, Salmonella
typhi, Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis). Thus, it was possible to
conclude that the results obtained were satisfactory when compared to other related
studies and future studies should be directed towards isolating antimicrobial compounds

from Aloe vera extract.

Keywords: Aloe. Bioactive compounds. Bacteriostatic.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais e seus beneficios ja eram conhecidos pelas antigas
civilizagdes. As plantas medicinais vém sendo aplicadas a diversos métodos de
tratamento de doencas e procedimentos estéticos. Geralmente, no extrato da planta fica
localizado o ativo, de forma que a extragdo deve ser realizada a partir das folhas, flores,
caule ou raizes da planta, utilizando solug¢des com solventes apropriados. E possivel a
utilizagdo das plantas in natura, seca, liofilizada ou o extrato (PARENTE et al. 2013).

Atualmente, o Sistema Unico de Saude (SUS) oferece fitoterapicos como
alternativa de tratamento, em destaque a Aloe vera (babosa) que ¢ fornecida para uso no
tratamento de psoriase e queimaduras. Isso demonstra que investimentos em pesquisas
para a producao de medicamentos a partir da flora brasileira, contribuem para o acesso a
populacdo e seu uso racional, sendo de interesse publico pesquisas voltadas para este
ramo da industria farmacéutica (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Existem mais de 400 espécies de "babosa", nome popular das espécies de Aloe
vera. Quando descoberta pelas antigas civilizagdes, eram utilizadas em tratamentos de
queimaduras, devido ao alto teor de umidade da planta e a resposta imunologica rapida.
Sua caracteristica principal ¢ a mucilagem ou "baba" no interior de suas folhas. Na
composicao da Aloe vera ha grande concentracdo de antraquinonas, que da o potencial
antimicrobiano e anti-inflamatdrio da planta, fazendo com que pesquisas sejam voltadas
a determinacdo da concentracdo de antraquinonas na babosa (ALMEIDA, 2011).

A capacidade antimicrobiana do extrato de Aloe vera pode ser comparada com
diversos antibidticos sintéticos, na qual os mesmos tém a funcdo de eliminar
microrganismos como bactérias e fungos do organismo vivo. Sendo uma possivel
alternativa para uso, quando os antibidticos sintéticos ndo realizarem seu efeito devido a
resisténcia bacteriana, que se da por exemplo, devido ao uso irregular durante o
tratamento. H4 testes, nos quais utilizam antibidticos sintéticos para controle positivo,
sendo visto como uma comparacdo em relacdo aos extratos vegetais, os antibacterianos
extraidos de plantas sao considerados como benéficos para a sociedade (ZIMERMAN,

2010)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar as caracteristicas fisico-quimicas e verificar a existéncia de atividade

antimicrobiana do extrato etanodlico liofilizado de Aloe vera.

2.2 Objetivos especificos

Realizar a identificagdo da planta por laboratorio especializado;

Avaliar as propriedades fisico-quimicas da planta in natura como: umidade, pH,
cinzas totais e solubilidade;

Elaborar o extrato etandlico de Aloe vera;

Realizar o processo de liofilizagao;

Verificar a capacidade antimicrobiana do extrato por metodologia de difusdo em
agar e microdiluicdo em caldo para determinacdo da Concentragdo Minima Inibitoria

(CIM) em microplacas.
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3  JUSTIFICATIVA

Devido ao alto consumo de medicamentos antimicrobianos, muitas bactérias se
tornam resistentes quando tomados incorretamente, principalmente quando ocorre a
automedicagdo. As plantas medicinais podem ser fontes alternativas de antimicrobianos,
quando formulados por laboratorios especializados ou utilizados in natura, sendo
incentivo para novos estudos. Assim, podem ser aplicados em formulagdes de pomadas,
cremes, capsulas, elixires, comprimidos, géis, entre outros. Além de colaborar com o
meio ambiente, no qual os medicamentos sintéticos devem cumprir processos de descarte
rigorosos, os antimicrobianos gerados a partir de extratos naturais se tornam
ecologicamente apropriados. Atualmente, diversos estudos e pesquisas voltados a plantas
medicinais demonstram que a populagdo estd buscando métodos menos agressivos para

o tratamento primario a saude, fazendo com que ocorram avangos na area cientifica.
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4  REVISAO DE LITERATURA

4.1 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais tem longo histdrico e sdo reconhecidos como eficazes
e seguros, além de ser amplamente utilizado em prevengao, diagnostico e tratamento de
doengas, sendo conhecida também como fitoterapia. As plantas sao capazes de produzir
diversas substincias que auxiliam em sua defesa e protecdo, sendo chamados de
metabolitos secundarios. Com isso, € possivel que essas substancias estejam ligadas ao
efeito antioxidante, produ¢do de hormonios vegetais e a defesa contra bactérias, virus e
fungos (BUENO et al., 2016).

Plantas medicinais sdo todas as espécies vegetais que sdo utilizadas para algum
proposito terapéutico. Sendo usado seu derivado vegetal que pode ser o extrato, 6leo
essencial, tintura, entre outras formas de obten¢do. No Brasil, a flora se torna almejada
por muitos, mas o aproveitamento e descoberta para estudos relacionados a aplicacao de
plantas em tratamentos de saude sdo escassos. Ha diversas plantas medicinais conhecidas
popularmente, nas quais nao ha estudos quimicos, farmacolédgicos ou toxicoldgicos sobre

as mesmas (ALMEIDA, 2011).

4.2 Aloe vera

Pertence a familia Aloaceae, a qual possui mais de 15 géneros e 800 espécies, a
Aloe vera é uma espécie de planta nativa do norte da Africa e cresce em locais com baixa
umidade. As folhas sdo as principais partes da planta utilizada para fins terapéuticos.
Todas as espécies deste género possuem caracteristicas semelhantes como folhas verdes
carnosas, espinhosas e alongadas contendo gel em seu interior (Figura 1) que ¢ composto
por polissacarideos. E considerada uma planta perene, no qual seu ciclo de vida é longo
e as folhas ndo caem (PARENTE et al., 2013). Esta planta demora cerca de quatro a cinco
anos para chegar a maturidade e suas folhas sdo divididas em duas partes: a parte externa,
onde € possivel extrair um suco amarelado, no qual tem um forte odor caracteristico e €
composto de aloinas como a barbaloina e isobarbaloina; a parte interna, que possui a

mucilagem (gel) com alta viscosidade e incolor, no qual ¢ composto por dgua e
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polissacarideos, além de diversos componentes como vitamina A, B, C e E, célcio,

magnésio e zinco, aminoacidos e enzimas (FREITAS et al., 2014).

Figura 1: Aloe vera in natura
Vot |

Fonte: <http://www.unirio.br/ccbs/ibio/herbariohuni/aloe-vera-1-burm-f>

As propriedades farmacologicas da Aloe vera sdo discutidas hé séculos, de forma
que eram utilizadas como laxantes, cicatrizantes e anti-inflamatorios. Uma das
substancias que tem essa propriedade ¢ um polissacarideo encontrado na polpa da folha.
Esse polissacarideo tem a funcdo de induzir o sistema imunologico e outras células de
defesa do corpo humano, aumentando a resposta inflamatéria e imunoldgica. Aloe
também tem caracteristicas antimicrobianas que inibem o crescimento de diversas

bactérias (AQUINO et al., 2018).

4.3 Caracterizacao fisico-quimica
A caracterizagdo fisico-quimica de uma amostra de planta, descreve a

identificacao da espécie determinando as principais caracteristicas presentes na amostra

vegetal em questao.

4.3.1 pH

A determinacao do pH ¢ a quantidade de ions hidrogénio atuando na amostra. A

agua ¢ um eletrolito fraco, fazendo com que a ioniza¢do forme hidronio (hidrogénio
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hidratado) e ion hidroxido, sendo assim a escala de pH ¢ invertida em rela¢do a quantidade
de ion hidronio, ou seja, quanto menor a concentragdo de hidrogénio na amostra maior o
valor do pH. Para determinacdo do pH, ¢ utilizado um pHmetro um equipamento

potenciométrico (ANVISA BRASIL, 2019).

4.3.2 Cinzas totais

As cinzas totais € a quantidade de impurezas inorganicas presentes na amostra,
eliminando durante o processo, todas as substancias organicas e inorganicas sensiveis a
altas temperaturas. O residual apds a incineragdo em mufla sdo cinzas ou impurezas

inorgénicas presentes na amostra que a compdem (ANVISA BRASIL, 2019).

4.3.3 Perda por dessecacao (umidade e compostos volateis)

A determinacdo de quantidade de 4gua na amostra demonstra a concentragdo de
agua total da planta e compostos volateis presentes. Sendo utilizado o método por
dessecacdo e apos realizado, calcula-se em porcentagem a quantidade de dgua presente

no vegetal (ANVISA BRASIL, 2019).

4.3.4 Solubilidade

E a capacidade de uma substancia se dissolver em determinados solventes, onde
os demais componentes acrescentados ao solvente para teste de solubilidade sdo
chamados de solutos. Essa dissolu¢do se da por conta da polaridade entre o solvente e o

soluto (ANVISA BRASIL, 2019).

4.4 Atividade antimicrobiana

O conceito de antimicrobiano se da a toda substancia de minima concentragao,
que tem o poder de inibir ou exterminar um microrganismo vivo, sendo esse
antimicrobiano sintetizado em laboratorio ou extraido de plantas (BURATTO, 2013).

Geralmente, a atividade antimicrobiana de extratos originados de plantas ¢

determinada a partir da menor concentragdo de extrato que consiga inibir o crescimento
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de um microrganismo. Existem diversas metodologias para determinar a agdo
antimicrobiana de um extrato vegetal em microrganismos, sendo alguns deles: métodos
de difusdo em agar e métodos de diluicao em caldo (OSTROSKY et al., 2008).

Estudos realizados com a Aloe vera demonstraram que o extrato seco por
metodologia em difusdo em agar por discos inibe o crescimento de Staphylococcus
aureus, na concentragdo de 0,94 mg.mL!' (BURATTO, 2013). Outro estudo feito com o
extrato etandlico a 70%, demonstrou bons resultados para inibi¢do de Staphylococcus
aureus, na concentracio de 0,25 e 0,125 mg.mL™! (OSTROSKY et al., 2008). Testes
realizados com Escherichia coli mostraram que ndo houve atividade antimicrobiana do
extrato frente a essa bactéria (REIS, 2016). Pesquisas sobre o efeito do extrato glicolico
de Aloe vera em Candida albicans demonstraram inibigdo em baixas concentragdes do
extrato, de modo que o de 5% inibiu o crescimento fingico em 60% na metodologia de

microdilui¢cdo (OLIVEIRA, 2008).

4.4.1 Metodologia de difusao em agar

Os testes realizados por difusdo em agar sdo métodos de avaliacao de atividade
antimicrobiana de extratos vegetais, onde um microrganismo ¢ testado frente ao extrato
e ¢ verificada a zona de inibicdo de crescimento, sendo analisada a menor concentracao
do ativo presente na substancia do antimicrobiano. E utilizado um padrio conhecido para
comparacdo do halo de inibi¢do como antibidticos sintéticos dependendo de cada
microrganismo-teste em questdo. Neste caso, sdo medidos as margens do halo e os
microrganismos podem ser considerados: sensiveis, onde o diametro do halo de inibigdo
¢ maior ou igual a 3 mm comparado ao controle positivo; moderadamente sensiveis, o
halo de inibi¢ao € maior que 2 mm quando comparado ao controle positivo; e resistentes,
quando o halo de inibi¢do ¢ menor que 2 mm (OSTROSKY et al., 2008).

Frequentemente, nesta metodologia sdo utilizados discos estéreis feitos de papel
filtro de 6 mm de diametro e o meio dgar Muller Hilton (AMH), e ¢ realizada a aplicagao
da solucdo em diferentes concentracdes a serem testadas nos discos de papel filtro. Como
controle positivo ¢ utilizado um antibidtico sintético determinado para cada
microrganismo-teste € como controle negativo apenas o solvente organico utilizado para

o preparo do extrato vegetal (OSTROSKY et al, 2008).
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4.4.2 Metodologia de microdilui¢do em caldo

A microdilui¢do em caldo ¢ uma técnica barata e segura, geralmente realizada em
microplacas contendo 96 pocos com volume de meio de cultura que variam de 0,1 a 0,2
mL. (OSTROSKY et al., 2008).

Normalmente o meio de cultura em caldo utilizado nesta metodologia ¢ o caldo
Mueller Hinton (MH), pois promove boa reprodutibilidade com diversos patogenos. O
caldo MH ¢ pipetado nos pocos das microplacas, contendo ao menos um controle
negativo e um controle positivo. Apds o preparo das microplacas, deve-se inserir o
microrganismo e a concentracao a ser analisada do extrato vegetal. Para verificar se houve
crescimento microbiano ou ndo, ¢ possivel observar a turbidez do meio. Quando turvo, o
microrganismo ¢ resistente ao antibacteriano; e quando o meio se encontra limpido, o
microrganismo ¢ sensivel. Desta forma, este teste ¢ considerado quantitativo, sendo
possivel a andlise da turvacdo do meio o qual o extrato foi inserido (ANVISA BRASIL,
2003).

4.5 Bactérias

As bactérias sdo microrganismos unicelulares e procariontes, apresentam tamanho
médio de 1 a2 um por 1 a 4 pm, sendo visiveis apenas microscopicamente. Sua forma
depende de como a membrana plasmatica ou a parede celular foi formada pela camada
de peptideoglicano, sendo encontradas isoladas ou em coldnias. Sdo subdivididas em
Gram positivas e Gram negativas, na qual possuem caracteristicas proprias devido a
composicao e a estrutura da parede celular, que contribuem para a identificacdo de cada

grupo para a explicacdo de estudos a acao de antimicrobianos (BURATTO, 2013).

4.5.1 Bactérias Gram negativas

Este grupo possui uma camada externa composta por lipoproteinas, fosfolipidios,
proteinas e polissacarideos, além de sua camada de peptideoglicano. Na colora¢dao de
Gram, essas bactérias se encontram na coloracao rosa. Sobretudo, as bactérias que sao

Gram negativas tem a forma de bacilos, sdo da familia Enterobacteriaceae (VIEIRA et
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al., 2012). A Tabela 1 mostra exemplos de bactérias Gram negativas e seus efeitos sobre

0 0rganismo vivo.

Tabela 1: Exemplos de bactérias Gram-negativas e suas possiveis infecgdes.

Nome da espécie

Causas

Escherichia coli
Salmonella enterica

Pseudomonas aeruginosa

Infeccdo urinaria; infecgdo intestinal
Intoxicacao alimentar; febre tiféide

Infeccao auricular

Fonte: O autor (2019).

4.5.2 Bactérias Gram positivas

Este grupo possui apenas uma camada espessa de peptideoglicano, fazendo com

que durante a coloragdo de Gram se diferencie do outro grupo de bactérias pela coloracao

violeta. Geralmente, a maioria das bactérias que tem forma de cocos, sdo definidas como

Gram positivas. Bactérias da familia Micrococcaceae, que incluem quatro géneros:

Planococcus, Micrococcus, Stomatococcus e Staphylococcus sdao Gram positivas

(VIEIRA et al., 2012). A Tabela 2 demonstra exemplos de bactérias Gram positivas e

seus efeitos sobre o organismo.

Tabela 2: Exemplos de bactérias Gram-positivas e suas possiveis infecgoes.

Nome da espécie

Causas

Bacillus subtilis

Bacillus cereus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

Kocuria rhizophila

Intoxicagdo alimentar
Intoxicagdo alimentar
Infecgdo cutanea
Infeccao cutanea

Endocardite e infec¢cdes pulmonares

Fonte: O autor (2019).
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4.6 Resisténcia microbiana

A resisténcia microbiana se d4 ao uso inadequado de antimicrobianos, onde o
mesmo nao realiza o efeito de modo correto, fazendo com que o microrganismo se torne
resistente a determinado farmaco. A utilizacdo de forma excessiva de antibioticos €
considerada o maior fator para o desenvolvimento da resisténcia microbiana
(ZIMERMAN, 2010).

O estudo de antibioticos a partir de plantas medicinais vem sendo cada vez maior
na area farmacologica, agrondmica e fitoquimica. A dificuldade da aplicacdo de plantas

medicinais esta relacionada a auséncia de estudos aplicados na drea (SOUZA et al., 2013).

Os principais mecanismos de defesa microbiana, sdao a alteragdo da
permeabilidade da membrana, alteracdo no local de atuagdo do antibidtico, bombeamento
do antibidtico para fora da bactéria fazendo com que ela ndo absorva seus componentes
e a producdo de enzimas que interfere no metabolismo do microrganismo fazendo com

que destrua o antibiotico (ZIMERMAN, 2010).
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5 MATERIAL E METODOS

As andlises foram realizadas na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR) - Campus Toledo. Foram utilizados os laboratérios de quimica organica e

microbiologia, no periodo de fevereiro de 2020 a setembro de 2020.

5.1 Material vegetal

Aloe vera foi coletada in natura no municipio de Toledo-PR em janeiro de 2020
para analises e enviada ao herbario UNOP localizado na Universidade Estadual do Oeste
do Parana (UNIOESTE) - Campus Cascavel, para identificagdo da espécie coletada e
depositada com numero de identificagdo. A espécie utilizada nas presentes andlises ¢ a
Asphodelaceae Aloe vera (L.) Burm.f. e com nimero de identificagdo UNOP 10751. As
amostras foram lavadas com 4agua destilada e higienizadas com alcool etilico 70% e, na
sequéncia, utilizadas nas analises de caracterizagdo fisico-quimica e elaboracao do extrato

para avaliacdo da atividade antimicrobiana.

5.2 Microrganismos-teste

Os microrganismos utilizados para teste frente ao extrato etanolico liofilizado de
Aloe vera foram doados pelo laboratério de microbiologia da empresa Prati Donaduzzi,
sendo oito microrganismos identificados e padronizados pela ATCC. Dentre eles sdo
cinco Gram positivos: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228), Kocuria rhizophila (ATCC 9341), Bacillus cereus (ATCC 14579) e
Bacillus subtilis (ATCC 6633); trés Gram negativos: Salmonella typhi (ATCC 14028),
Escherichia coli (ATCC 8739) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027).
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5.3 Preparo do extrato etandlico liofilizado de Aloe vera

Foram pesados em uma balanca semi-analitica, aproximadamente 50,0 g das
folhas in natura e entdo, adicionaram-se com o auxilio de uma proveta, 500,0 mL de
alcool etilico a 90% (v/v). Feito isso, triturou-se em liquidificador durante 5 minutos a
25°C, para total ruptura das células e liberacdo dos ativos da planta. Apds a
homogeneizacgao, a solugdo foi filtrada a vacuo com papel filtro, envolvendo o kitassato
com papel aluminio para evitar degradacao de substancias fotossensiveis contidas no
extrato.

Apds o processo de filtragdo, o extrato foi colocado em evaporador rotativo da
marca SOLAB-126 a 45°C durante 4 horas, até evaporagao total do solvente, restando
somente a agua e o extrato. Depois, foi armazenado sob refrigeragcdo a -50°C para a
liofilizacdo do mesmo. A liofiliza¢do ocorreu durante 48 horas no liofilizador da marca
LIOTOP —-L101 e apds liofilizado foi armazenado em dessecador até a pesagem. Todos

os materiais utilizados foram limpos com alcool etilico 70% antes do uso (REIS et al.,

2016).

5.4 Caracterizacao fisico-quimica

5.4.1 Determinagao do pH

Foi utilizada somente a mucilagem da Aloe vera in natura, sendo extraida a
quantidade suficiente (aproximadamente 20 mL) para a leitura em pHmetro. Previamente,
o equipamento foi calibrado com as solucdes padrdes do fornecedor (ANVISA, 2019). A

analise foi realizada em triplicata e os dados apresentados em média e desvio padrao (DP).

5.4.2 Determinagao de cinzas totais

Foram pesados, aproximadamente 3,0 g da planta in natura e transferidos para um
cadinho de porcelana previamente calcinado por 30 minutos a 450 °C, resfriado em
dessecador a temperatura ambiente e pesado. A amostra foi distribuida por todo o cadinho
de forma uniforme e incinerado na mufla a partir de um gradiente de temperatura sendo

30 minutos a 200 °C, 60 minutos a 400 °C e 90 minutos a 600 °C. Apds o término do
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ensaio, foi resfriado em um dessecador até temperatura ambiente, sendo pesado o cadinho
com o residual (ANVISA, 2019). A andlise foi realizada em triplicata e calculada média

e desvio padrao (DP). Este parametro foi calculado de acordo com a equacao (1).

P3-P1
P2-P1

x 100 (1)

Cinzastotais(%) =

Onde:
P1=peso do cadinho;
P2=peso do cadinho + amostra;

P3=peso do cadinho + cinzas.

5.4.3 Determinagao de perda por dessecacao

Foram pesados aproximadamente 10 g da amostra in natura em triplicata, que foi
macerada em pedacos para dessecacao completa. A amostra foi transferida para um
cadinho devidamente dessecado por 30 minutos ¢ de peso conhecido. A amostra foi
submetida a uma temperatura entre 100 a 105°C por aproximadamente 12 horas até
atingir peso constante (ANVISA BRASIL, 2019). As analises foram realizadas em
triplicata e este parametro foi calculado utilizando a equacdo (2) e posteriormente,

calculada a média e desvio padrao (DP).

Umidade (%) = ———x 100 )
Onde:
P1= peso da amostra + cadinho;
P2=peso do cadinho;

P3=peso da amostra seca + cadinho.

5.4.4 Determinagao da solubilidade

Primeiramente, foi pesado aproximadamente 1 g da mucilagem das folhas para
cada tubo de ensaio, sendo realizado em triplicata. Cada tubo de ensaio recebeu 5 mL de
um dos solventes sendo os seguintes: dlcool etilico, metanol, éter etilico, 4gua destilada e

cloroformio.
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Para verificar se ocorre a dissolugao da amostra vegetal, deve haver uma solugao
homogénea e quando ficam corpo de fundo, ¢ considerada insoluvel na solu¢ao organica

(ANVISA BRASIL, 2019).

5.5 Metodologia de difusdo em agar

Foi utilizado o agar Mueller Hinton (AMH) para todas as bactérias. A quantidade
de meio de cultura nas placas de Petri descartaveis (90x15 mm) foi de 10 mL por placa.

Para a padronizagdo de cada microrganismo, este foi colocado em caldo MH e
incubado por 24 horas para utilizacdo do mesmo. Apos, foi utilizada salina a 0,85% para
padronizar os microrganismos em comparagdo com a escala 0,5 de McFarland. Com o
auxilio de um swab estéril, foram inoculados os microrganismos nos meios de cultura,
onde foi semeado em toda a placa o microrganismo com concentragdo conhecida (1:50)
(ANVISA BRASIL, 2019).

Logo apds o preparo das placas inoculadas, em uma placa de Petri esterilizada,
foram organizados 3 discos estéreis de papel filtro de 6 mm para cada concentragdo do
extrato, e com o auxilio de um pipetador automatico foram aplicados 10 pL do extrato
em duas concentra¢des (50 mg.mL! e 20 mg.mL). Também foram utilizados 3 discos
de papel filtro estéreis para o controle positivo conhecido para cada microrganismo, como
especificado na Tabela 3; e 10 pL. em 3 discos do controle negativo sendo caldo MH
estéril. Em cada placa de Petri foram colocados 6 discos equidistantes, totalizando 12
discos para cada cepa. Os testes foram realizados em triplicata, sendo calculada a média

e desvio padrado (DP).
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Tabela 3: Microrganismos e seu respectivo antibidtico.

Microrganismo Antibiotico (ug)

B. cereus (ATCC 14579) Cloranfenicol (30)

B. subtilis (ATCC 6633) Vancomicina (30)

E. coli (ATCC 8739) Gentamicina (10)

K. rhizophila (ATCC 9341) Ampicilina (10)

P. aeruginosa (ATCC 9027) Eritromicina (15)

S. typhi (ATCC 14028) Ampicilina (10)

S. aureus (ATCC 6538) Bacitracina (10)

S. epidermidis (ATCC 12228) Tetraciclina (30)

Fonte: ANVISA BRASIL (2019).

Apbs os discos serem colocados nas placas com os microrganismos inoculados,
foi aguardado 15 minutos para a solucao dos discos difundir no agar e as placas de Petri
foram incubadas invertidas em incubadora a 35°C por 24 horas (Figura 2). Depois, foi
realizada leitura do diametro do halo de inibi¢do com o auxilio de uma régua milimetrada

(ANVISA BRASIL, 2019).

Figura 2: Esquema da metodologia de difusdo em éagar.

\
) = ()
Swab \a_._,/” /

Microrganismo

; Placa de Petr1 — —
padronizado Agar MH /.’ 0 / 0 o)
= ( .) © \ Incubadas a 35°C
. O 0Oy o . 0o 24 horas
o OOO ) o Y
20 = O ..\i
Miclrf’pfm L-\];ﬁ.-' o /  Placas de Petri
Extrato NQQ/ Agar MH inoculado
(lllg.m.T_'l) Placa de Petri +

Discos estéreis

Fonte: O Autor (2020).
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5.6 Metodologia de microdilui¢do em caldo

Foram utilizadas placas de microdiluicao estéreis com 96 pogos, onde foi usado o
caldo MH para as bactérias. Foram pipetados 100 pL de meio de cultura em cada pogo
com o auxilio de uma micropipeta multicanal e ap6s foram colocados 100 uL do extrato
na concentracdo de 25 mg.mL™! nos primeiros pogos, seguido de 5 diluigdes seriadas,
obtendo-se as concentragdes de 12,50 (1:2); 6,25 (1:4); 3,12 (1:8); 1,56 (1:16); 0,78
(1:32); e 0,39 mg.mL™! (1:64), sendo descartado 100 uL da ultima diluicdo. Logo em
seguida, foram colocados 10 uLL do microrganismo-teste padronizado com a escala 0,5 de
McFarland diluido em salina a 0,85% (1:20) (ANVISA BRASIL, 2019).

Também foi feito controle positivo, utilizando o antibidtico ampicilina na
concentracio de 400 pg.mL! para todos os microrganismos-teste. Para tanto, foram
pipetados 100 pL do antibidtico, homogeneizado e retirados 100 pL para obter a
concentracdo 200 ug.mL! (1:2) do antibiético. Para o controle negativo, foram pipetados
100 uL de caldo MH, homogeneizado e retirados 100 pL para igualar a quantidade de
meio nos pocos (ANVISA BRASIL, 2019).

Apbs, a placa de microdiluicdo finalizada, foi incubada a 35°C por 24 horas, e
realizada leitura verificando a turvagao do meio de cultura. Para confirmac¢ao da turvagao
foi aplicado 10 pL de cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) diluido em agua estéril (0,5%),
para confirmar a devida inibi¢do ou crescimento microbiano nos pogos. Foi incubada
novamente nas mesmas condigdes, por aproximadamente 3 horas para realiza¢do da
leitura.

De acordo com Pacheco (2015), o TTC ¢ um corante utilizado para contagem de
bactérias, no que se apresenta em um po incolor e quando oxidado adquire a coloragao
vermelha, devido a formagado do formazano. E possivel mensurar a atividade metabélica
celular pela desidrogenase, o que por sua vez ¢ uma medida da respiragdo mitocondrial
das células viaveis, onde a quantidade de formazano produzido esta diretamente
proporcional a quantidade de células vivas. Entretanto, as células metabolicamente
inativas ndo produzem a quantidade suficiente de formazano para obter a mudanga de
coloragcdo. Desta forma, para interpretacdo apds incubagdo, qualquer mudanca na

coloragao foi considerada como indicativo de crescimento bacteriano.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram expressos como média e desvio padrao (DP) e outros
trabalhos foram utilizados como comparativos de resultados que utilizaram a mesma

metodologia.

6.1 Caracterizacao fisico quimica

A planta apresentou pH 4,35+0,07. Aciole (2019) encontrou valores de 5,44 para
o gel de Aloe vera, que é considerado um valor préoximo ao obtido neste estudo. Ja na
pesquisa de Brigida ef al. (2016), os pesquisadores encontraram valores de pH, sendo
obtido o valor de 6,36. Essa variagao de valores de pH, pode ser devido a influéncia do
periodo em que foram coletadas as folhas da planta, a idade da folha extraida, o gel ou
também o ambiente em que a planta se encontra plantada.

Para cinzas totais foi obtido o valor de 1,42%=+0,15. A Farmacopeia Brasileira
(BRASIL ANVISA, 2019) diz que deve haver valor maximo de 4,0% de cinzas totais em
Aloe vera, o que mostra uma baixa taxa de matéria inorganica presente. Ja no trabalho de
Brigida et al. (2016), foram obtidos valores mais baixos que o encontrado no presente
trabalho, sendo de 0,66% de cinzas totais.

Para perda por dessecagdo, a Aloe vera apresentou porcentagem de 91,62%+1,72,
ou seja, maior parte da planta ¢ 4gua e compostos volateis. No trabalho de Brigida et al.
(2016), o valor de umidade encontrado foi de 99,24% de umidade e compostos volateis.
Para Pedro ef al. (2020), a planta apresentou valores de 89,45%, onde o valor encontrado
no presente trabalho se encontra na média comparado aos outros autores.

Nos testes de solubilidade, a Aloe vera se apresentou soltivel em etanol e em agua
destilada. J4 em metanol, éter etilico e cloroférmio nao houve uma homogeneizacao da
amostra com o solvente (Tabela 4), ficando como corpo de fundo. Na Farmacopeia
Brasileira (BRASIL ANVISA, 2019) encontra-se dados de solubilidade, mostrando ser
soliivel em 4gua e etanol, insoltivel em éter etilico e ndo ha especificacdo sobre outros

solventes.
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Tabela 4: Resultados amostrais de analise de solubilidade.

Solucio Amostra
Metanol Insoluvel
Etanol Soluvel
Agua destilada Soluvel
Eter etilico Insoluvel
Cloroférmio Insoluvel

Fonte: O Autor (2020).

6.2 Atividade antimicrobiana

Os ensaios microbiologicos realizados para o extrato de Aloe vera mostraram, por
meio dos testes de difusdo em disco, inibicdo para as bactérias Kocuria rhizophila,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, nas concentragdes de 50 mg.mL!
e 20 mg.mL!. Como ¢ possivel observar na Tabela 5, para os microrganismos Kocuria
rhizophila, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, foram visualizados
formagao de halos de inibicao, apesar de haver crescimento de coldnias dentro do halo.

Para as outras bactérias, onde nao foi observada formacgao de halo de inibi¢ao,
devem ser avaliadas as concentragdes do extrato utilizado, podendo ser testadas
concentragdes maiores ou outra metodologia de obten¢do do extrato. Para Buratto (2013),
ndo houve nenhuma inibigdo do extrato etanodlico de Aloe vera na concentragao de 40
mg.mL! para bactérias Gram positivas e Gram negativas utilizadas, sendo elas Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, € a autora
descreve que o motivo pelo qual pode ndo ter comprovada a inibi¢ao € devido ao preparo

de seu extrato que pode ter interferido na concentragcdo reduzida de bioativos presentes.
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Tabela 5: Resultados do teste de difusdo em agar por discos do extrato de Aloe vera liofilizado.

Microrganismo 20 mg.mL! 50 mg.mL!  Controle positivo
B. cereus (ATCC 14579) 0 0 2,97+0,14
B. subtilis (ATCC 6633) 0 0 2,56+0,02
E. coli (ATCC 8739) 0 0 2,47+0,12
K. rhizophila (ATCC 9341) 0,75+0,57 0,97+0,61 1,57+0,12
P. aeruginosa (ATCC 9027) 0 0 1,02+0,02
S. typhi (ATCC 14028) 0 0 2,77+0,12
S. aureus (ATCC 6538) 0,66+0,52 0,68+0,48 2,63+0,05
S. epidermidis (ATCC 12228) 0 0,98+0,71 2,87+0,09

0 = Nao houve inibigao

Fonte: O Autor (2020)

Nos testes de microdiluicdo em caldo, os resultados para o extrato etanolico
liofilizado de Aloe vera foram observadas inibigdes em concentragdes abaixo de 12,50
mgmL! (1:2) para diversos microrganismos. Na Tabela 7 pode-se observar a
concentragdo inibitéria minima (CIM) de cada microrganismo, sendo que a maior
concentracdo testada foi de 12,50 mg.mL™!' (1:2) do extrato, e a menor concentragio

testada foi de 0,39 mg.mL™! (1:64).
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Tabela 6: Resultados da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do extrato de Aloe vera

liofilizado.
Microrganismo CIM (mg.mL")  Controle positivo
(ampicilina 200 ug
mL1)
Bacillus cereus (ATCC 14579) 6,25 Inibigao
Bacillus subtilis (ATCC 6633) 3,12 Inibigao
Eschericia coli (ATCC 8739) 12,50 Inibigao
Kocuria rhizophila (ATCC 9341) 4,17 Inibicao
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) >12,50 Sem inibi¢ao
Salmonella typhi (ATCC 14028) 12,50 Inibicao
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 12,50 Inibicao
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 1,57 Inibicao

Fonte: O autor (2020)

Para os oito microrganismos testados, apenas a Pseudomonas aeruginosa se
apresentou resistente ao extrato etandlico de Aloe vera, onde a CIM para este
microrganismo foi > 12,5 mg.mL"! e o controle positivo utilizado (ampicilina 200 pg.mL"
1) também n3o inibiu o crescimento do microrganismo. Para os demais microrganismos,
a ampicilina se mostrou eficiente, inibindo o crescimento. Para o controle negativo (caldo
MH), nao houve turvacao do meio, demonstrando a esterilidade do mesmo. Para Buratto
(2013), as bactérias Gram negativas como Klebsiella pneumoniae e Salmonella enteritidis
apresentaram-se resistentes ao extrato de Aloe vera a 30 mg.mL!' e para a bactéria
Staphylococcus aureus obteve resultados positivos, onde o extrato inibiu o crescimento
na concentragio de 0,94 a 30 mg.mL"! verificando que menores concentragdes devem ser
testadas.

Na pesquisa de Pedro et al. (2020), o extrato metandlico de Aloe vera (folhas secas
em estufa e em ambiente) ndo inibiu microrganismos como Bacillus cereus,

Pseudomonas aeruginosa e Candida glabrata, utilizando a concentragao de 500 pg.mL"
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¢ 250 pg.mL"". Realizando o teste com as folhas verdes, obteve a inibi¢do de Bacillus
cereus na concentragdo de 500 pg.mL! e de Candida glabrata em 250 pg.mL'. Na

pesquisa citada, Pseudomonas aeruginosa também foi resistente ao extrato de Aloe vera.
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7  CONCLUSAO

Com o desenvolvimento desta pesquisa foi possivel verificar as caracteristicas
fisico-quimicas e a atividade antimicrobiana do extrato liofilizado de 4loe vera. Com a
caracterizacdo fisico-quimica, conclui-se que os valores obtidos para pH, cinzas totais e
umidade estdo de acordo com valores apresentados por outros autores e com a legislacao,
e para solubilidade ha falta de pesquisas relacionadas a esse teste.

Para a atividade antimicrobiana, os resultados encontrados foram satisfatorios
comparado a outras pesquisas relacionadas ao extrato de Aloe vera, onde na difusdo em
agar, os microrganismos Kocuria rhizophila, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis se apresentaram sensiveis, apesar de haver crescimento microbiano dentro
dos halos. Na determinacdo da concentracdo inibitoria minima, os resultados obtidos
foram satisfatorios, pois 88% dos microrganismos testados apresentaram sensibilidade ao
extrato liofilizado de 4Aloe vera nas concentragdes testadas.

Desta forma, conclui-se que futuros trabalhos devem ser direcionados no sentido
de isolar os compostos antimicrobianos do extrato de Aloe vera, com a finalidade de

otimizar sua utilizagdo no combate aos microrganismos.
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