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Resumo

A pesquisa de medicamentos a base de plantas surge como uma alternativa
promissora a medicina sintética, destacando-se por sua eficacia terapéutica. Extratos
vegetais, obtidos por técnicas como a alcoolatura, tém potencial farmacolégico
significativo. Frente ao desafio crescente da resisténcia bacteriana, que compromete
a efichcia dos antibidticos, a relevancia deste estudo estd na investigacdo de
principios ativos da flora litorAnea do estado de S&o Paulo, com foco na Colénia
(Alpinia zerumbet), uma planta amplamente utilizada pela populagéo local para fins
terapéuticos, visando contribuir para a inovacdo em compostos antimicrobianos de
origem natural. O trabalho avalia a atividade antibacteriana da espécie A. zerumbet
frente as cepas de Escherichia. coli e Staphylococcus aureus. Foram utilizadas cepas
padrdes, onde houve a submissdo a diferentes concentracfes de extrato etandlico de
diferentes partes da A. zerumbet. Foram semeadas cepas em Agar Infuso Coragéo e
incubadas durante por 24 h a 37°C em estufa bacteriolégica. Essas culturas foram
semeadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de agua peptonada que foram
incubados por 24 h a 37°C. As culturas foram ajustadas para 1,5 x 108 UFC/mL. O
extrato etandlico dos materiais vegetais foi preparado com folhas, flores e rizomas
com concentracdo de 1%. Foram realizados o0s testes de microdiluicdes em
microplacas com 96 pocos com incubacéo 24h a 37°C. Por meio de semeadura em
estrias em placas de petri com Agar Infuso Corac&o pudemos realizar a verificacéio da
Concentracdo Bactericida Minima. Observamos que houve inibicdo de crescimento,
tanto para S. Aureus quanto para E. coli, em diferentes concentracées de extrato
etandlico.
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IN VITRO EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF
ETHANOLIC EXTRACT OF Alpinia zerumbet AGAINST Escherichia coli
AND Staphylococcus aureus STRAINS

Abstract

The search for plant-based medicines emerges as a promising alternative to synthetic
medicine, standing out for its therapeutic efficacy. Plant extracts, obtained through
techniques such as tincturing, have significant pharmacological potential. In the face
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of the growing challenge of bacterial resistance, which compromises the effectiveness
of antibiotics, the relevance of this study lies in the investigation of active compounds
from the coastal flora of the state of Sao Paulo, focusing on “Colbnia” (Alpinia
zerumbet), a plant widely used by the local population for therapeutic purposes, aiming
to contribute to innovation in natural-origin antimicrobial compounds. This study
evaluates the antibacterial activity of the species Alpinia zerumbet against Escherichia
coli and Staphylococcus aureus strains. Standard strains were used and exposed to
different concentrations of ethanolic extracts from various parts of the Colbnia plant.
Strains were inoculated on Heart Infusion Agar and incubated for 24 hours at 37°C in
a bacteriological incubator. These cultures were then transferred to test tubes
containing 5 mL of peptone water and incubated for another 24 hours at 37°C. The
cultures were adjusted to 1.5 x 108 CFU/mL. The ethanolic extracts were prepared
from leaves, flowers, and rhizomes at a 1% concentration. Microdilution tests were
conducted in 96-well microplates and incubated for 24 hours at 37°C. Through streak
seeding on petri dishes with Heart Infusion Agar, we determined the Minimum
Bactericidal Concentration (MBC). Growth inhibition was observed for both S. aureus
and E. coli at different ethanolic extract concentrations.

Keywords: Alpinia zerumbet, Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

INTRODUCAO

Diversas pesquisas tém sido conduzidas com foco na descoberta de novos
agentes antimicrobianos derivados de extratos vegetais e outros produtos naturais,
visando identificar compostos que apresentem eficacia comparavel a dos
antimicrobianos convencionais, porém com menor toxicidade, maior efetividade frente
a resisténcia de micro-organismos patogénicos e impacto ambiental reduzido (Bona
et al., 2014).

A resisténcia bacteriana € um crescente desafio para a eficacia dos antibioticos,
considerados avancos fundamentais na medicina. E evidente a necessidade de
aumentar a quantidade de pesquisas e descobertas relacionadas a novas plantas
produtoras de compostos antimicrobianos (Almeida et al., 2023).

Staphylococcus aureus caracteriza-se como um dos principais microrganismos
patogénicos para o homem, embora faca parte da microbiota humana, este coco
gram-positivo pode atuar causando desde infeccbes simples a potencialmente fatais,
além disso, o patdgeno se mostrou capaz de desenvolver fatores de resisténcia aos
antibiéticos convencionais, constituindo uma ameaca persistente e relevante a saude
publica (B6telho et al., 2022).
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A Escherichia coli € um bacilo gram-negativo comensal do trato gastrointestinal
de humanos e animais homeotérmicos, amplamente distribuida no ambiente.
Enquanto cepas probidticas podem conferir beneficios ao hospedeiro, variantes
patogénicas estdo associadas a infec¢bes entéricas e extraintestinais (Erjavec, 2023).

Destaca-se a necessidade da busca de compostos de origem vegetal, visto que
ha uma gama de plantas com potencial farmacoldgico apresentando grande variedade
em metabodlitos secundarios, portanto caracteriza-se de suma importancia a
realizacdo de estudos com métodos de extracdo variados e concentracbes dos
extratos de diferentes vegetais (Oliveira, 2024).

Portanto, o intuito deste trabalho é avaliar a atividade antimicrobiana presente
no extrato etandlico produzido a base de Alpiniazerumbet frente a cepas de Eschericia

coli e Staphylococcus aureus.

METODOLOGIA

O material foi coletado no municipio de llhabela, estancia balnearia pertencente
ao litoral norte do estado de Séo Paulo (figura 1). O local possui clima tropical umido
com temperatura média entre 22° e 23°c e pluviosidade anual entre 1300 e 1500mm,
com um solo composto principalmente por rochas alcalinas, caracterizando terras
acidas.

Figura 1 — Mapa de localizacdo do municipio de Illhabela — SP
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Elaborado pelas autoras no Rstudio (2025)
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MATERIAL VEGETAL

A Alpinia zerumbet, popularmente cultivada como planta ornamental e utilizada
para fins terapéuticos na cultura popular, € uma espécie vegetal originada das indias
Orientais e naturalizada nas regides tropicais e subtropicais da América do Sul,
Oceania e Asia. De acordo com PET-Farmacia (2023), esta planta medicinal compde
a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), bem
como o Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, 22 edicdo, além disso,
faz parte da composicdao de um medicamento registrado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como medicamento fitoterapico.

A. zerumbet € uma planta herbacea, perene, com cerca de 2 a 3 m de altura,
rizomatosa, com caule aéreo curto, apresenta folhas dispostas ho mesmo plano, em
forma de lanca e flores em forma de sino de coloracéo rosea e esbranquicada. Seus
frutos se caracterizam por uma média de dois centimetros de diametro, possuindo trés
l6culos com mais de dez sementes em cada l6culo dispostas frouxamente e pericarpo
branco-amarelado a castanho-amarelado (Lorenzi e Souza, 2001).

Foram coletados folhas, flores e rizomas da espécie, levados ao laboratorio

multidisciplinar do Centro Universitario Modulo para quantificar parametros
morfométricos (figura 2).

Figura 2 — Material botanico de Alpinia zerumbet
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Legenda: A) Folha; B) Flor e C) Rizoma.

O método utilizado para produzir as tinturas foi a extracdo por alcoolatura. Os
extratos foram feitos com material fresco (folhas, flores e rizomas) utilizando alcool de
cereais em uma proporcao de 10%, depositados em frascos ambar e mantidos no

abrigo de luz por 20 dias com agitacdo diaria, filtrados e armazenados sobre
refrigeracao.
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MATERIAL MICROBIOLOGICO

Para o ensaio de suscetibilidade antimicrobiana, utiizamos o meio de cultura
Agar Mueller Hinton. Os in6culos das bactérias foram preparados em meio de cultura
liqguido. Utilizaram-se cepas de referéncia de S. aureus (LB25923) e E. coli
(NEWP0022) para a realizacdo dos ensaios. As bactérias foram inicialmente
cultivadas em meio Agar Infusdo Coracéo e mantidas em incubacdo a 37°c por 24
horas. Em seguida, aliquotas dessas culturas foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 5 ml de 4gua peptonada estéril, sendo novamente incubadas nas mesmas
condi¢gdes por mais 24 horas, a fim de se obter as culturas iniciais (culturas-méae).

A densidade celular dessas culturas foi aferida por espectrofotometria,
utilizando-se o comprimento de onda de 660 nm. A absorbancia foi ajustada entre 0,08
e 0,13 A, o que corresponde a uma concentracéo bacteriana de aproximadamente 1,5
x 108 unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/ml). O inéculo resultante foi
padronizado de acordo com a turbidez equivalente ao padréo 0,5 da escala de
McFarland, conforme os critérios estabelecidos pelo NCCLS (2003).

TESTES DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para os testes microbioldgicos foram semeadas cepas padrdo de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli em microplacas para testes de micro
diluicdes com 96 pocos. A agua peptonada atuou como meio liquido para o cultivo
bacteriano e o teste contou com duplicatas com trés repeti¢cdes. Utilizou-se extratos
etandlico nas seguintes concentracdes: 10mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml,
0,625 mg/ml, 0,313 mg/ml e 0,156 mg/ml. além disso o teste contou com controles de
esterilidade, de crescimento e de toxicidade.

Com o intuito de determinar qual a concentracdo bactericida minima
prosseguimos com um ensaio de semeadura em estrias utilizando o meio de cultura

Agar Infuso Coracéo e incubando a 37°c por 24 h.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Para os ensaios desenvolvidos com a S. aureus, conforme descrito na Tabela
1, utilizando extrato etandlico das folhas de A. zerumbet pudemos observar uma Con-
centracdo Bactericida Minima (CBM) de 10 mg/mL, além disso, quando utilizado o
extrato de rizomas do vegetal, a CBM foi avaliada em 0,625mg/mL. N&ao houve registro

de CMB com extratos etandlico da flor.
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Tabela 1 —-Andlise antibacteriana para S. aureus com extratos etandlico de Alpinia zerumbet

Concentracéo Alpinia zerumbet Alpinia zerumbet Alpinia zerumbet
Folha Rizoma Flor
10mg/mL I | NI
5mg/mL NI | NI
2,5mg/mL NI | NI
1,25mg/mL NI | NI
0,625mg/mL NI | NI
0,313mg/mL NI NI NI
0,156mg/mL NI NI NI
Controle de - - -
esterilidade
Controle de NI NI NI
crescimento
Controle de NI NI NI
toxicidade

Legenda: NI: ndo inibiu; I: inibiu.
Fonte: Elaborada pelo autor.
Durante avaliagcdo dos resultados obtidos frente a E. coli, em contrapartida, ndo

obtivemos inibicdo de crescimento em nenhuma das concentracfes de extratos tes-

tados, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Andlise antimicrobiana para E. coli com extrato etandlico de Alpinia zerumbet.

Concentracéo Alpinia zerumbet Alpinia zerumbet Alpinia zerumbet
Folha Rizoma Flor
10mg/mL NI NI NI
5mg/mL NI NI NI
2,5mg/mL NI NI NI
1,25mg/mL NI NI NI
0,625mg/mL NI NI NI
0,313mg/mL NI NI NI
0,156mg/mL NI NI NI
Controle de - - -
esterilidade
Controle de NI NI NI
crescimento
Controle de NI NI NI
toxicidade

Legenda: NI: nao inibiu; I: inibiu.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em estudo realizado por Tavichakorntrakool et al. (2019) com extratos etandlico
a 50% de A. zemrumbet, a CBM foi de 8 mg/mL para S. aureus e de 16mg/mL para
E. coli. O valor apresentado é similar ao obtido por este estudo, cujo valor de CBM
observado para extrato etandlico de folha a 10% foi de 10mg/mL.

Wu et al. (2022) verificaram que os extratos de raiz e rizoma de A. zerumbet
83,23% e 79,62%. Quando comparados a este estudo, os valores apresentados por
Wu et al. (2022) mostraram-se superiores pois foi utilizada uma concentracdo de
extrato etandlico superior, destacando-se que pode existir um limiar minimo para a
CMB.

Diferentes compostos bioativos podem estar relacionados a atividade
antibacteriana. Castro el al. (2016) destacam a presenca de flavondides e acido
elargico presentes na folha de A. zerumbet que propiciaram uma inibicdo total de S.
aureus. Oleos essenciais das folhas e rizomas s&o ricos em monoterpenos como 1,8-
cineol, terpinen-4-ol, y-terpineno, p-cimeno e linalol, associados a inibicdo de diversas
bactérias, apresentando amplo espectro de acdo e podem potencializar a acao de
antibiéticos convencionais (Elzaawely et al., 2007; Mendes et al., 2015; Victério et al.,
2020).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o extrato etandlico de A.
zerumbet apresentou atividade antimicrobiana significativa frente as cepas de S. au-
reus, especialmente nos extratos provenientes dos rizomas, que exibiram CBM de
0,625 mg/mL. Por outro lado, ndo foram observados efeitos inibitérios sobre o cresci-
mento de E. coli nas concentracdes avaliadas, indicando que a acéo do extrato pode
variar de acordo com o tipo de microrganismo e a parte vegetal utilizada na extracao.

Esses achados reforcam o potencial da A. zerumbet como fonte de compostos
bioativos com propriedades antimicrobianas, especialmente contra bactérias gram-
positivas. Além disso, os resultados contribuem para o avangco das pesquisas envol-
vendo a utilizacdo de plantas medicinais como alternativas naturais no combate a re-

sisténcia bacteriana, apontando para a necessidade de estudos complementares que
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avaliem outras fracdes e métodos de extracdo, bem como a elucidacdo dos principios

ativos responsaveis pela atividade observada.
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