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RESUMO

Issa, F.I.C. Avaliagao das atividades antioxidante e antimicrobiana de extratos
de Apoclada simplex McClure & Smith (Poaceae: Bambusoideae). 2015. 71 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A substituicdo dos conservantes sintéticos em cosméticos por produtos naturais €
uma tendéncia, direcionando as pesquisas para a busca de novas alternativas de
compostos antimicrobianos naturais. Extratos de bambus asiaticos tém ampla
aplicacédo na industria cosmeética, sendo muito utilizados em diversas formulagdes.
No Brasil, a triagem quimica de espécies nativas de bambus para futuras aplicagbes
na industria ainda é incipiente. O objetivo do trabalho foi avaliar as atividades
antioxidante e antimicrobiana de extratos e fragées de folhas e colmos de A. simplex
McClure & Smith. Extratos brutos de folhas e colmos foram obtidos por percolagéo
com etanol 60%, liofilizados, e fracionados com solventes de polaridade crescente. A
capacidade antioxidante foi quantificada pelo método de reducao do radical DPPH,
sendo a fragéo cloroférmica dos colmos a que apresentou melhor atividade (ICso=
24,02 pg/mL). A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de
microdiluicdo frente Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Candida albicans (ATCC 10231) e
Apergillus brasilensis (ATCC 16404). Os extratos brutos e fragcdes de folhas e
colmos de A. simplex apresentaram baixa atividade antimicrobiana com
concentragao inibitoria minima (CIM) > 1mg/mL para todos os micro-organismos. O
efeito sinérgico dos extratos com parabenos foi realizado utilizando o delineamento
experimental centroide simplex para uma mistura de metilparabeno, propilparabeno
e extrato. As misturas foram testadas frente aos micro-organismos utilizados no
ensaio de atividade antimicrobiana. O sinergismo foi observado em maior
intensidade em S. aureus e C. albicans. Adicionalmente, os resultados da
quantificacdo de flavonoides e compostos fendlicos totais sugeriram que o
sinergismo entre esses compostos e os parabenos poderia ser responsavel pela

atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Apoclada simplex. Atividade antioxidante. Atividade

antimicrobiana. Sinergismo. Produto cosmético.
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ABSTRACT

Issa, F.I.C. Evaluation of antioxidant and antimicrobial activities of Apoclada
simplex McClure & Smith (Poaceae: Bambusoideae) extracts. 2015. 71 f.
Dissertacédo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

The replacing synthetic preservatives in cosmetics with natural products, is a
tendency, research to investigate new natural antimicrobial compounds. Although
Asian bamboo extracts have wide application in the cosmetics industry and are
widely used in various formulations, Brazilian native species were not yet been
investigated for future industrial applications. Thus, the purpose of this study was to
evaluate the antioxidant and antimicrobial activities of extracts and fractions from A.
simplex McClure & Smith leaves and culms. Crude leaf and culm extracts were
obtained by percolation with 60% ethanol, lyophilized and fractionated with
increasing polarity solvents. Antioxidant capacity was measured by the DPPH radical
scavenging method in which the culm chloroform fraction presented the highest
activity (1C50=24.02 ug/mL). Antimicrobial activity was determined by the microdilution
method against Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Candida albicans (ATCC 10231) and
Apergillus brasiliensis (ATCC 16404). All the extracts and fractions from A. simplex
showed low antimicrobial activity with Minimal Inhibitory Concentration (MIC) > 1
mg/mL for all microorganisms. The synergistic effect of the extracts mixed with
methyl and propyl parabens was tested using a simplex centroid design. The
mixtures were tested against the same microorganisms used for extracts evaluation.
A stronger synergic effect was observed for S. aureus and C. albicans. Additionaly,
the quantification results of flavonoids and total phenolic compounds suggested that
the synergism among these compounds and the parabenos could be responsible for

the antimicrobial activity.

Key Words: Apoclada simplex. Antioxidant activity. Antimicrobial activity.

Synergism. Cosmetic product.
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1. Introducgao e Justificativa

A incorporagdo de ativos naturais no desenvolvimento de produtos
cosméticos, principalmente ativos de origem vegetal, € uma das tendéncias do
mercado nacional e internacional (FERRARI, et al., 2007; FRANQUILINO, 2006).
Estudos apontam uma importante atividade antioxidante para os extratos vegetais
contendo compostos fendlicos e flavonoides, sugerindo sua utilizacdo em
formulacgbes topicas para prevengao e tratamento dos danos causados por radicais
livres (FRIES; FRASSON, 2010). A utilizagdo de produtos naturais ao invés de
sintéticos como conservantes em produtos cosméticos constitui uma tendéncia, a
qual direciona as pesquisas para a busca de alternativas de compostos
antimicrobianos naturais (SEO et al.,, 2002). Alguns O6leos essenciais e extratos
vegetais demonstraram uma boa atividade antimicrobiana e ja foram testados
sozinhos ou em combinagdo com conservantes sintéticos para a preservagao de
produtos cosméticos (MANGENA; MUYIMA, 1999; MANCCIONI et al., 2002).

Entre as espécies vegetais mundialmente exploradas, o bambu se destaca
por ser utilizado como matéria-prima em diversas partes do mundo para os mais
variados fins (PRESZNHUK, 2004). Atualmente, a diversidade de aplicagcbes e a
pesquisa estdo, em sua maioria, restritas aos paises orientais, onde extratos, oleos
essenciais e compostos isolados a partir de espécies de bambu asiaticas, estao
sendo estudados tanto no que se refere a composigéo quimica, quanto as atividades
bioldgicas. Adicionalmente, extratos glicolicos de brotos de bambu de origem
asiatica tém sido utilizados em diversas aplicacbes na industria cosmética em
formulagdes como, shampoos, condicionadores de cabelo e mascaras capilares,
devido a suas propriedades emolientes, entre outras formulagbes cosméticas
(SEMMLER, 2011).

No mundo, a area total ocupada por bambus €& de aproximadamente 36
milhées de hectares, o que representa cerca de 3% da area total de florestas
(CHAOWANA, 2013). O Brasil possui uma das maiores florestas de bambu nativo do
mundo (JUDZIEWICZ et al., 1999), assim como detém o maior numero de espécies
no continente americano (LONDONO, 1996). O bambu é um vegetal relativamente
comum na flora de todas as regides do Pais, contudo, seu uso ainda é incipiente em

comparagao ao seu potencial, seja pelo desconhecimento de suas centenas de



espécies, caracteristicas e aplicagbes, seja devido a falta de pesquisas e
informagdes (PEREIRA, 2001), e por isso permanece subutilizado como matéria-
prima (PRESZNHUK, 2004). Desta forma, é imprescindivel o conhecimento quimico
e biolégico de espécies nativas de bambu, com vistas a futuras aplicagdes na

industria cosmética.



2. Revisao bibliografica

2.1.Caracteristicas gerais e usos dos bambus

Os bambus estdo incluidos na familia Poaceae (gramineas) e subfamilia
Bambusoideae, a qual abrange 116 géneros e 1.439 espécies (BPG, 2012), e
habitam em ampla diversidade de condi¢des climaticas e topograficas (JUDZIEWICZ
et al.,1999). Sao registrados a partir de latitudes mais ao Norte, como 46° N, e
distantes ao Sul, 47° S, em elevagdes que variam desde o nivel do mar até 4.300m,
crescem naturalmente em todos os continentes, exceto na Europa (SODERSTROM,;
CALDERON, 1979; ZHANG; CLARK, 2000). Constituem a unica linhagem de
Poaceae com grande diversificagdo em habitats florestais (JUDZIEWICZ; LYNN;
CLARK, 2007).

Na subfamilia Bambusoideae sdo reconhecidas trés tribos: Olyrae, que
compreende os bambus herbaceos, Arundinarieae, que inclui os bambus lenhosos
naturais de regides de clima temperado, e Bambuseae, que contempla os bambus
lenhosos de clima tropical (SUNGKAEW et al., 2009).

Os bambus herbaceos apresentam comprimento geralmente de 2 metros,
com ramificagbes simples, colmos n&o lignificados, auséncia de folha do colmo e
ligula externa, flores unissexuais e florescimento continuo (policarpico)
(FILGUEIRAS; SANTOS-GONCALVES, 2004). Segundo os autores citados, os
bambus lenhosos apresentam comprimento de 1 a 35 metros, com ramificagdes
complexas, colmos lignificados, presenca de ligula externa e folha do colmo, flores

bissexuais e florescimento sazonal (monocarpico).

A morfologia vegetal dos bambus lenhosos assemelha-se a das arvores, com
parte area composta de colmo, galhos e folhas, e uma parte subterranea composta
por rizomas e raizes (PEREIRA; BERALDO, 2007). As ramificagdes, segundo os
autores citados, dividem os bambus em leptomorfos (bambus monopodiais) que se
desenvolvem de forma alastrante, e paquimorfos (bambus simpodiais), que se
desenvolvem de forma entouceirante. A Figura 1 apresenta a disposi¢gao morfolégica

de um bambu lenhoso do tipo simpodial.
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Figura 1. Morfologia do bambu lenhoso simpodial. Fonte: McClure, 1993.

Segundo Pereira (1999), o bambu é uma cultura predominantemente tropical,
renovavel, perene, de producdo anual, de rapido crescimento, com centenas de
especies espalhadas por todo o planeta. Pela caracteristica peculiar de crescimento
acelerado, o bambu se distingue como um sequestrador rapido de carbono da
atmosfera, tornando-se o recurso natural e florestal que menos tempo leva para ser
renovado (LIESE, 1985). Estudos tém sido conduzidos para avaliar a fixagao
bioldgica de carbono em florestas de bambu (RIANO et al., 2002; CAO et al., 2011).
Grombone-Guaratini et al. (2013) demonstraram que, concentragdes atmosféricas
de CO;, mais elevadas, resultou no aumento da biomassa acumulada em colmos e

folhas de Aulonemia aristulada (DOll) McClure.

O bambu representa um material ecoloégico, com excelentes caracteristicas
fisicas, quimicas e mecanicas, que possibilitam milhares de aplicagdes na sua forma
natural ou processada, e por produzir colmos assexuadamente ano apds ano sem
necessidade de replantio, possui grande potencial agricola, podendo ser utilizado

em reflorestamentos e como regenerador/protetor ambiental (PEREIRA, 2001).

No Oriente, o bambu €& culturalmente reconhecido como “a planta dos mil
usos”, e tém sido utilizado nos paises do sudeste asiatico, desde a Antiguidade, com
o0 emprego dos colmos na armazenagem de graos (YANG, 1997), como material de
construgdo, na irrigagcao de solos, na confecgao de produtos artesanais, e como

carvédo (SHIBATA et al., 1975); os brotos sdo usados para aromatizar alimentos e



bebidas (NAGAI et al., 2009), e as folhas, no acondicionamento de alimentos com a
finalidade de impedir a sua deterioragdo (TAKAHASHI; MIZUI; MIYAZAWA, 2010).
Na medicina tradicional, as folhas eram utilizadas no tratamento de doencas
cardiovasculares, hipertensdo, arteriosclerose e certas formas de cancer
(KUROKAWA et al.,, 2006), assim como as aparas dos colmos, utilizadas
principalmente para diminuir ou remediar dor de estdbmago, diarreia ou vOmito,
inquietacdo ou sede excessiva, e sua eficacia tem sido registrada na histéria das

dinastias chinesas (LU et al., 2010).

Atualmente, a China é o pais que mais produz bambu, possuindo uma area
plantada de 7 milhdes de hectares para aplicagdes industriais, como broto
comestivel, celulose e papel, material para engenharia, construgao, quimica, moveis
e painéis (PRESZNHUK, 2004). Adicionalmente, o antioxidante das folhas de
bambu, abreviado como AOB, é um extrato rico em polifendis, produzido a partir das
folhas de espécies de Phyllostachys Siebold & Zucc. (HU et al., 2000). Este extrato
foi aprovado em pesquisas preliminares, pela Comissdo da Republica Popular da
China, para uso como antioxidante em alimentos (LU et al., 2005). O vinagre de
bambu é um produto obtido durante as fases preliminares do processo de producao
do carvao a partir dos colmos. Este € amplamente utilizado no Japao e China na
agricultura, medicina, industria quimica e de protecdo do ambiente (WONG, 1995
apud MEJIA, 2009). No Japao, é conhecido por suas propriedades antiinflamatérias,
antibidticas e antifungicas, e tem sido utilizado no tratamento de dermatite atdpica e
outras doencgas de pele (NISHIMURA, 2003).

O Brasil possui uma das maiores florestas de bambu nativo, e detém a maior
diversidade de espécies entre os paises das Américas (FILGUEIRAS et al., 2013).
Contudo, a produgao de papel é a maior utilizagdo industrial do bambu entre as
aplicagdes tradicionais, como artesanato, vara de pescar, méveis, ou broto para
alimentacdo (PEREIRA, 2001). No Nordeste brasileiro s&o cultivados 40 mil hectares
de Bambusa vulgaris Schrad. ex J.C. Wend|. para a producédo de pasta celuldsica,
cuja capacidade instalada é de 72.000 toneladas/ano (GUIMARAES; NOVACK;
BOTARO, 2010). No pais, n&o se aproveita todo o potencial dessa graminea devido
a uma resisténcia cultural a aceitagdo do bambu como material duravel e confiavel,
além da ideia errbnea de associa-lo a obras temporarias e também a miséria,
diminuindo o seu interesse cientifico e tecnolégico (BERALDO; AZZINI, 2004).



2.2.Distribuicao dos bambus

A tribo Olyreae € composta por 21 géneros e 122 espécies, distribuidas em
trés subtribos, Buergersiochloinae, Parianinae e Olyrinae, e ocorre nas florestas
tropicais e subtropicais do planeta, especialmente na América Tropical, nos
Neotrdpicos entre 29°N a 34°S, ndo alcangando as regides temperadas e frias, ou
altitudes acima de 1.000m (CALDERON; SODERSTROM, 1980; JUDZIEWICZ et al.,
1999; ZHANG; CLARK, 2000). No Brasil, pais com maior diversidade da tribo, esta
representado por 16 géneros e cerca de 90 espécies (FILGUEIRAS et al., 2013).
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Figura 2. Distribuicao dos bambus herbaceos (Olyrae). Disponivel

em:<http://www.eeob.iastate.edu/research/bamboo/maps/Olyreae.gif>. Acesso em: 3
maio 2015.

Arundinarieae compreende 28 géneros e 533 espécies, nenhuma delas é
nativa do Brasil, e seus representantes sdo predominantemente naturais da Asia.
Nas Américas, ha trés espécies nativas do género Arundinaria Michx. endémicas
dos Estados Unidos (TRIPLETT; WEAKLEY; CLARK, 2006; TRIPLETT,;
OLTTROGGE; CLARK, 2006; TRIPLETT; CLARK, 2010).

Bambuseae € a tribo mais numerosa e com ampla distribuicdo
(SODERSTROM; CALDERON, 1974), inclui 66 géneros e 784 espécies, distribuidas
quase equitativamente nos paleotropicos e na América Tropical (BPG, 2012). Seus
individuos crescem em habitats abertos e s&o polinizados pelo vento
(SODERSTROM; CALDERON, 1974). Abrange as subtribos: Bambusinae,
Hickelinae, Melocanninae e Racemobambosinae, nativas da Asia e Africa, e



Arthrostylidiinae, Chusqueinae e Guaduinae, naturais do continente americano
(BPG, 2012).

A subtribo Arthrostylidiinae possui o maior numero de géneros de Bambuseae
nativos do Brasil (JUDZIEWICZ et al., 1999; BPG, 2012), enquanto a Chusqueinae
compreende apenas o género Chusquea Kunth (o mais bem representado da
familia, com cerca de 160 espécies). Ja a tribo Guaduinae abrange além do
importante género Guadua Kunth, os géneros endémicos do Brasil Apoclada
McClure e Eremocaulon Soderst. & Londono, e outros dois géneros sem
representantes para o pais (JUDZIEWICZ et al., 1999).

Figura 3. Distribuicao dos bambus lignificados naturais de regides de clima tropical
(Bambuseae).Disponivel em:<http://www.eeob.iastate.edu/research/bamboo/maps/world-
total-woody.qgif>. Acesso em: 3 maio 2015.

Do total de 116 géneros e 1439 espécies de bambus conhecidos no mundo, a

América Latina possui 31% dos géneros e 39% das espécies (BPG, 2012).

O Brasil é considerado um dos principais centros de biodiversidade de
espécies de bambu do mundo (SODERSTROM et al.,, 1988). Ao todo sdo 33
géneros e cerca de 250 espécies, entre as quais 160 sdo endémicas (FILGUEIRAS
et al.,, 2013). Os estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Bahia e
Parand, possuem a maior diversidade de florestas de bambu (LONDONO, 1999). A
Mata Atlantica concentra a maior diversidade de bambus nativos (aproximadamente
65%), grande parte deles endémicos deste bioma (FILGUEIRAS; SANTOS-
GONGCALVES, 2004).



No sudoeste da Amazonia esta localizada uma das maiores florestas de
bambu nativo, somando aproximadamente 180.000 km? (18 milhdes de hectares)
(JUDZIEWICZ et al., 1999). Além de espécies nativas, o Brasil conta com mais de 20
espécies exoticas introduzidas (FILGUEIRAS et al., 2013).

Figura 4. Distribuicdo dos bambus da regido Neotropical. Disponivel em:
<http://www.eeob.iastate.edu/research/bamboo/maps/neotropical.gif>. Acesso em 14 jan.
2014.

2.3.Apoclada simplex McClure & L.B.Sm.

A. simplex (Figura 5), comumente chamada de “taquaracgu” (GUALA, 1995), é
um bambu perene; cespitoso, com rizomas curtos; paquimorfo, os colmos erigidos
medem de 5 a 8 metros de comprimento e cerca de 25 a 50 mm de diametro;
lenhoso, as folhas s&o lineares, convolutas, com 5 a 8 cm de comprimento, e 1 a 2
mm de largura (CLAYTON et al., 2006). A estimativa de floragdo ocorre a cada 20
anos no periodo de outubro a janeiro, e a frutificagdo em fevereiro (GUALA, 1995).

Espécie nativa e endémica do Brasil, ocorre nos estados de Sao Paulo e
Santa Catarina (FILGUEIRAS, 2011), exclusivamente em Floresta Ombrofila Mista
(GUALA, 1995). As populagbes conhecidas encontram-se dentro de unidades de
conservagao; e no estado de S&o Paulo, a unica subpopulacido esta localizada no
Parque Estadual Rio Turvo, ao passo que no Estado de Santa Catarina é
encontrada na Reserva Genética Florestal de Cacador (Figura 6) (GUALA, 1995;
CENTRO NACIONAL DA CONSERVACAO DA FLORA- CNCflora, 2012).



Ha evidéncias de exploragéo ilegal, o que ndo garante a perpetuacdo da
espécie na natureza, considerada em risco de extingao (SECRETARIA DE ESTADO
DE MEIO AMBIENTE — SMA-SP, 2004).

Figura 5. Apoclada simplex (1), Folhas (2) e Colmos (3). Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 6. Mapa da distribuicdo da A. simplex no Brasil. Disponivel
em:<http://cncflora.jbrj.gov.br/ portal/pt-br/profile/Apoclada%20simplex>. Acesso em: 10
maio 2015.
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2.4. Atividades bioldgicas e composicao quimica dos bambus

O bambu é uma das plantas naturais mais valiosas do mundo, com diversos
compostos ja identificados em diferentes partes do vegetal (RAJEBHOSALE et al.,
1998). No extrato obtido das folhas de P. nigra var. henonis, compostos fendlicos
foram identificados e quantificados, incluindo acido cafeico (0,1%), acido clorogénico
(1,6%) e luteolina 7-glucosideo (2,8%), e a concentragao de 20 uyg/mL desse extrato
foi capaz de eliminar 40,9% do radical DPPH, e de neutralizar o radical superdxido
em diferentes modelos, que incluem DNA, lipoproteina, e sistemas de lipideos
complexos (HU; ZHANG; KITTS, 2000). Também apresentou atividade larvicida, ao
reduzir 85% das larvas de Culex pipens pallens em 24 horas (CAO et al., 2004).

NISHINA e UCHIBORI (1991) isolaram e identificaram o composto 2,6-
dimetoxi-p-bezoquinona no extrato obtido das folhas de Phyllostachys heterocycla
(Carriére) S. Matsum., o composto exibiu fraca atividade antimicrobiana diante de
bactérias Gram positivas, e nenhuma atividade em relacdo a de bactérias Gram
negativas. Posteriormente, o teor de compostos fendlicos quantificado foi de 242,8
mg/L em equivalentes de acido galico e os principais compostos identificados foram
sesquiterpenos (39,5%), ciclo-hexanona (29,0%) e etoxiquina (24,7%), sendo a
hidroquinona e benzoquinona identificadas no residuo apds submeté-lo a extragao
em alta temperatura (QUITAIN; KATOH; MORIYOSHI, 2004).

O extrato do broto das espécies Phyllostachys nigra (Lodd. ex Lindl.) Munroe
e Phyllostachys pubescens Mazel ex J. Houz., foi fracionado com solventes de
polaridade crescente, e a fracdo acetato de etila apresentou 0 maior numero de
compostos fendlicos, entre eles os acidos cafeico, siringico, p-cumarico, ferulico,
protocatecuico e p-hidroxi-benzoico, a melhor atividade antioxidante com [Csy=0,4
mg/mL, e a melhor capacidade de inibir a enzima conversora da angiotensina (ACE),
sendo essas atividades correlacionadas com os fenodlicos encontrados. Contudo,
nenhuma das fracdes inibiu o crescimento de Escherichia coli, Enterococcus
faecium, Enterococcus faecalis e Staphylococcus mutans em concentragdes que
variaram de 1 a 10 mg/mL (PARK; JHON, 2010).

Em um estudo posterior, o guaiacol foi identificado como o principal composto
nos produtos obtidos da pirdlise de P. nigra, P. pubescens e Phyllostachys

bambusoides Siebold & Zucc., os quais apresentaram um efeito positivo no
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tratamento de lesdes neuronais, em que a viabilidade celular foi restaurada quando
comparada com células nio tratadas. Verificou-se, ainda, um efeito anti-apoptético,
e, segundo os autores, estes produtos podem ser utilizados como suplemento no

tratamento de lesdes isquémicas cerebrais (HONG et al., 2010).

Diversos compostos volateis foram identificados a partir do processo de
fermentacdo dos brotos de P. pubescens, no total foram 70 compostos, e 29
apresentaram aroma ativo, sendo os odores mais intensos atribuidos as seguintes
substéancias: p-cresol (medicamento), 2-heptanol (cogumelo), acido acético (vinagre)
e 1-octen-3-ol (cogumelo) (FU; YOON; BAZEMORE, 2002). No 6leo volatil extraido
dos colmos foram detectados 89 compostos, principalmente acidos graxos (29,3%),
entre os quais o (E)-nerolidol (10,2%) e o acido palmitico (16,5%) foram os mais
abundantes. Entre os 18 compostos responsaveis pelo aroma, os mais intensos
foram: eugenol (doce-cravo-da-india), (E)-2-nonenal (verde), fenilacetaldeido (floral),
(E,E)-2,4-decadienal e (E,E)-2,4-nonadienal (oleoso, ceroso), (E,Z)-2,6-nonadienal
(pepino) e indol (naftalina) (TAKAHASHI; MIZUI; MIYAZAWA, 2010).

Da solugcdo recuperada do processo de carbonizagdo dos colmos (P.
pubescens), comumente chamada de “vinagre de bambu”, identificaram-se 28
compostos orgéanicos volateis, e os principais odores ativos incluiam acido acético
(azedo), 3-metil-1,2-ciclohexadiona (doce e medicinal), guaiacol, p-cresol, siringol
(defumado e medicinal) (AKAKABE et al., 2006).

O extrato obtido das folhas de espécies de Phyllostachys Siebold & Zucc.,
geralmente Phyllostachys nigra var. “henonis” (Mitford) Stapf ex Rendle, conhecido
como antioxidante das folhas de bambu (AOB), contém como principais
componentes funcionais flavonoides (32,4%), lactonas (15,6%) e acidos fendlicos
(7,9%), que incluem acido cafeico, acido clorogénico, acido p-cumarico, quercetina,
naringina, luteolina, rutina, apigenina,além de alguns C-glicosideos, considerados os
principais compostos funcionais, orientina, iso-orientina, vitexina, isovitexina (Figura 7)
(ZHANG et al., 1995; 2002; ZHANG et al., 2005).
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Figura 7. Estrutura quimica dos flavonoides C-glicosideos do antioxidante das folhas de

bambu (AOB). (A) Orientina; (B) Isoorientina; (C) Vitexina; (D) Isovitexina. Fonte: ZHANG
et al., 2007

A toxicidade e segurancga foram estudados no AOB, e nenhuma evidéncia de
mutagenicidade foi detectada, ao mesmo tempo em que a administragdo de 4,30
g/kg desse produto ndo apresentou qualquer efeito adverso. Concluiu-se que o
preparado AOB néao é téxico, portanto, seguro para uso como aditivo alimentar (LU
et al., 2005, LU et al., 2006).

O estudo do metabolismo dos flavonoides C-glicosideos e do acido p-
cumarico do AOB foi conduzido em ratos, e este demonstrou que o tempo efetivo
desses compostos no colon foi longo o suficiente para que exercessem sua
atividade antioxidante. Consequentemente, o floroglucinol, acido cafeico, acido
florético (acido 3-(4-hidroxifenil) propiénico) foram detectados e identificados como

produtos do metabolismo dos flavonoides C-glicosideos (ZHANG et al., 2007).

O extrato das aparas dos colmos, denominado EBS, é obtido da camada
intermediaria dos colmos das espécies Bambusa tuldoides Munro, Sinocalamus
beecheyanus var. pubescens P.F. Liou e P. nigra var. henonis. Esse extrato contém
diversos componentes biologicamente ativos, como triterpenoides, saponinas e
esterdis (CHEN et al., 2002a, 2002b).
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No EBS de B. tuldoides foram identificados os triterpenoides (friedelina,
lupeol, lupenona) (Figura 8), assim como a-amirina e B-amirina. Segundo o autor,
esse extrato prolongou a resisténcia dos ratos em natagdo, apresentando uma
atividade antifadiga atribuida aos triterpenoides (ZHANG et al., 2006).

Figura 8. Estrutura quimica dos principais triterpenoides encontrados em espécies de
bambu. (A) friedelina; (B) friedelanol; (C) lupenona; (D) lupeol. Fonte: LU et al., 2010

No EBS de P. nigra var. henonis foi identificado um total de 73,6% de
triterpenoides, entre os quais citam-se friedelina (24,9%), friedelanol (22,3%),
lupenona (6,1%), lupeol (5,0%) (Figura 8), a-amirina (7,1%), oleanan-3-one (8,2%),

esqualeno (15,3%), e alguns compostos nitrogenados (9,2%) (ZHANG et al., 2004).

Este extrato apresentou atividade hiperlipidémica e anti-hipertensiva
simultaneamente, e o principal composto isolado (friedelina) exerceu fungéo
vasodilatadora, em conformidade com o efeito anti-hipertensivo do extrato,
sugerindo que este ultimo poderia atuar como agente quimiopreventivo em doencgas
cardiovasculares (JIAO, et al, 2007). O extrato apresentou baixa toxicidade (ZHANG
et al., 2004) e fraca atividade antitumoral foi observada em comparagdo com outros
medicamentos, contudo, segundo os autores,o extrato possui potencial para o

desenvolvimento e a aplicagdo em sistemas alimentares ou em alimentos funcionais
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com atividade antitumoral e na medicina natural (LU et al., 2010). A concentragéo
inibitéria minima do EBS foi determinada pelo método de difusdo em agar e os
resultados frente a bactérias (S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli) e fungos
(Penicillium citrinum e Saccharomyces cerevisiae) variaram de 4,9 a 16,0 mg/mL, os
quais foram correlacionados com a concentragdo total de antraquinonas (2,59
pg/mL) (ZHANG et al., 2010).

Os extratos obtidos de folhas, rizomas e colmos de Chusquea meyeriana
Rupr. ex DOoll, Merostachys magellanica Send. e Apoclada simplex foram avaliados
para a atividade antioxidante na concentragdo de 100 ug/mL, em que os extratos
das folhas de M. magellanica e A. simplex foram capazes de suprimir o radical
DPPH em 66% e 78%, respectivamente, contudo, todos os extratos na concentracao
de 2,5 mg/mL exibiram fraca ou nenhuma atividade antimicrobiana frente a S.
aureus, E. coli e Candida albicans (MORENO et al., 2011).

Alguns estudos descrevem que a presenga de fendlicos em espécies de
bambu atuaria como aleloquimicos (CHOU; HOU, 1981; CHOU, 2010). Os
compostos fendlicos (quercetina, rutina e acido ferulico) presentes nos extratos das
folnas de Aulonemia aristulata (Doll) McClure inibiram a germinagao de Lactuca
Sativa L., indicando que esses compostos quimicos atuariam como aleloquimicos
(GROMBONE-GUARATINI et al., 2009).
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3. Objetivos

O presente estudo tem como objetivo o estudo das atividades antimicrobiana
e antioxidante de Apoclada simplex McClure & Smith, visando uma futura aplicagéo

como um ativo natural em formulagdes cosméticas.
S&o objetivos especificos:

e determinar o perfil cromatografico em Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) das fragoes;

e quantificar a presenca de fendlicos totais e flavonoides;
e avaliar a capacidade antioxidante utilizando o método de DPPH;
e avaliar a atividade antimicrobiana utilizando o método de microdilui¢ao;

e avaliar o efeito da associacdo dos extratos brutos com os conservantes

sintéticos parabenos (metilparabeno e propilparabeno).
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4. Material e métodos

4.1.Material

O material vegetal, folhas e colmos de A. simplex, foi coletado em abril de
2012 no Parque Estadual do Rio Turvo, no municipio de Barra do Turvo
(24°53'S48°22'W), em Sao Paulo, SP. Exsicata do material foi depositada no
Herbario do Instituto de Botanica de Sao Paulo, sob o numero SP454412. A espécie

foi identificada pelo Dr. Tarcisio S. Filgueiras.

4.2.Métodos

4.2.1. Preparo do material vegetal

As folhas e colmos da A. simplex foram secos a temperatura ambiente em
casa de vegetagao. Folhas foram trituradas em liquidificador industrial (SIRE), e os
colmos foram triturados em moinho de faca (TECNAL TE-580), e acondicionados em

sacos de papel.

4.2.2. Obtencao dos extratos brutos

Para a obtencdo dos extratos brutos, as folhas e colmos pulverizados de A.
simplex foram submetidos a percolagdo com etanol 60% até a exaustdo
(FARMACOPEIA DOS ESTADOS UNIDOS DO BRASIL, 22 Ed., 1959). O etanol foi
eliminado por evaporacéo a 40 °C em rotaevaporador (Rotavapor R-114 BUCHI). A
agua residual foi eliminada por liofilizacdo (Edwars, modelo L4 KR), com
temperatura de congelamento de -40 °C e pressao reduzida de 0,1 mbar, por 48
horas. Os rendimentos dos extratos brutos em relagdo as drogas foram calculados,
em seguida, os extratos foram acondicionados em frascos de vidro ambar e

mantidos em dessecador a vacuo.
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Os extratos brutos de folhas e colmos da A. simplex foram solubilizados na

propor¢cao de 10 g de folhas e 20 g de colmos para 500 mL de solvente (solugao

MeOH:H,O 10:90 v/v) separadamente. Apds a dissolugdo, os mesmos foram

fracionados por extracdo com porgdes de 100 mL dos seguintes solventes, em

ordem crescente de polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol, até

exaustdo. As fragdes organicas foram coletadas separadamente, secadas com

sulfato de sdédio anidro e, apds filtragdo, os solventes foram eliminados em

evaporador rotatorio (Rotavapor R-114 BUCHI), a pressao reduzida a 40 °C (Figura 9).

Extrato bruto
MeOH+H,0

(10:90)

|

Extragdo hexano

(até a exaustdo)

Fase . Fase Extragao cloroformio
Hexano hidroetandlica
(até a exaustao)
Concentragao
Fase Fase Extragdo com acetato
Fragdo Cloroférmica hidroetanélica de etila (até a exaust&o)
Hexano |
| ]
Concentragao Fase Ac¢.etato _ Fase - Extragio n-butanol
de etila hidroetandlica
Fracdo (até exaustao)
Cloroférmica
Concentracgéo Fase Fase
- n-butanol hidroetandlica
Fragao Acetato
de etila
Concentracao Concentracao
Fracao Fracao
n-butanol hidroetandlica
Figura 9. Fluxograma do fracionamento dos extratos brutos de folhas e colmos de A.

simplex.
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4.2.4. Determinacao do perfil cromatografico das fracoes de A. simplex

4.2.41. Cromatografia em Camada Delgada

As fragcbes dos extratos brutos das folhas e colmos (hexano, cloroférmio,
acetato de etila e n-butandlica) foram analisadas por cromatografia em camada
delgada comparativa empregando como fase estacionaria cromatofolhas de aluminio
60 F254 (Merck®) com os sistemas eluentes descritos a seguir.

Sistema A (fragdes hexanicas) — Tolueno:éter (1:1 v/v); substéncias de
referéncia foram cumarina e umbeliferona a 10% (p/v) em metanol; visualizagao: luz
UV 366nm.

Sistema B (fragcdes cloroférmio e acetato de etila) — Fase movel contendo
cloroféormio: metanol (9:1 v/v), substancias de referéncia foram quercetina, rutina,
acido clorogénico, acido ferulico, acido galico, acido cindmico a 10% (p/v) em

metanol, visualizagao: luz UV 366nm, reagente cromatico NP/UV 366 nm.

Sistema C (fracdo n-butandlica) — Fase moédvel contendo tetrahidrofurano:
tolueno: acido férmico: agua (16:8:2:1v/v), substancias de referéncia foram rutina,
quercetina, orientina, iso-orientina, vitexina e isovitexina a 10% (p/v) em metanol (WANG

et al., 2010), visualizagao: luz UV 366 nm, reagente cromatico NP/UV 366 nm.

O reagente cromatico NP consistia de uma solugao de difenilborilexietilamina
a 1% (p/v) em metanol, que foi usada para aspersao das placas cromatograficas.

4.2.5. Determinagao de fendlicos totais

A quantificagdo de fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteau (AINSWORTH; GILLESPIE, 2007).

Os extratos brutos de folhas e colmos e suas fragdes cloroférmica, acetato de
etila e n-butandlica foram dissolvidos em solu¢gao de metanol/agua 80:20 (v/v) nas
concentragdes de 500 e 1000 pg/mL para os extratos brutos, e de 250 e 500 ug/mL

para as fracoes.
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O acido galico foi utilizado como padréo externo, nas concentragbes de 25,
35, 45, 55, 65, 75, 85 e 100 pg/mL, para construgdo de uma curva de calibragdo.

Em microplaca de 96 pogos, 20 pyL das amostras e do padrdo, foram
adicionados em 30 pL de agua destilada, e em seguida, 50 ul do reagente de Folin-
Ciocalteau e 100 pyL de solucdo de carbonato de sodio a 700 mmol/L foram
acrescentados e homogeneizados. Apdés 2 horas de reagdo no escuro, as
absorbancias foram determinadas em um comprimento de onda de 760 nm em
espectrofotdbmetro Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader Biotek®. O branco
consistia em 20 yL de metanol 80% (v /v), em vez da amostra, e os controles com 20
ML da amostra e 180 pL de agua destilada foram realizados para corrigir (descontar)

a absorbancia a 760 nm.

O conteudo de fendlicos totais foi expresso em microgramas equivalentes de
acido galico (EAG) por miligrama de amostra (ug de EAG/mg). Todas as analises
foram realizadas de forma triplicada, e os resultados expressos como média seguida

do seu respectivo erro padrao.

4.2.6. Determinagao de flavonoides totais

Para a quantificagdo, foi empregado o meétodo colorimétrico utilizando o
cloreto de aluminio (AICI3) como agente complexante. A metodologia utilizada foi

adaptada da Farmacopeia Francesa (POZZI, 2007).

Os extratos brutos de folhas e colmos e suas fragdes cloroférmica, acetato de
etila e n-butandlica foram dissolvidos em solu¢gao de metanol/agua 80:20 (v/v) nas
concentragdes de 10, 7,5 e 5,0 mg/mL para os extratos brutos, e de 5, 3,5 e 2,5
mg/mL para as fragbes. A quercetina (Sigma Aldrich®) utilizada como padrao
externo, nas concentragdes de 25, 50, 75, 100, 125 e 150 ug/mL, para a construgéo
da curva de calibragao.

Em microplacas de 96 pocgos foram adicionados 20 uL das amostras e do
padrdo em 210 uL da solugdo de metanol 80%; em seguida, 20 uL da solugédo de
cloreto de aluminio a 2% em metanol 80% foram acrescentados e homogeneizados.
Apods 30 minutos de reag&o no escuro, as absorbancias foram determinadas em um

comprimento de onda de 427 nm em espectrofotdmetro Synergy HT Multi-Mode
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Microplate Reader Biotek®. A solugdo de metanol 80% foi utilizada como branco, e
os controles com 20 yL da amostra em 210 yL de metanol 80% foram realizados

para corrigir (descontar) a absorbancia a 427 nm.

O conteudo de flavondides totais foi expresso em microgramas equivalentes
de quercetina por miligrama de amostra (ug de quercetina/mg). Todas as analises
foram realizadas de forma triplicada, e os resultados expressos como média seguida

do seu respectivo erro padrao.

4.2.7. Determinagao da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método de sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995).

A solugado estoque do radical DPPH foi preparada na concentracdo de 150
pmol/L em metanol/agua 80:20 (v/v). O DPPH radical foi solubilizado em metanol e
ap6s a sua completa solubilizagdo foi adicionada agua destilada para realizar a
proporcao de metanol 80%, e conservada em temperatura ambiente ao abrigo da luz

(no escuro).

Os extratos brutos e fracbes cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica
foram dissolvidos em solugdo metanol/agua 80:20 (v/v) nas concentragbes de 100,
200, 300, 400 e 500 pg/mL. A quercetina utilizada como padrdao externo nas
concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 ug/L. O extrato de Ginkgo biloba (EGB 761)
da Abbott foi utilizado como referéncia em atividade antioxidante. O comprimido de
80 mg foi triturado e dissolvido primeiramente em metanol, o sobrenadante foi
pipetado para o baldao e completou-se com agua destilada para realizar a proporgao

de metanol 80%.

Em microplacas de 96 pocos, 50 yL das amostras solubilizadas em solugao
de metanol 80% e 150 pL da solugdo de DPPH radical foram acrescentados e
homogeneizados. O branco consistia de 200 yL de metanol 80%, e o controle foi
preparado com 50 uL da solucdo de metanol 80% e 150 pyL da solucdo de DPPH
radical. Controles com 50 uL das amostras em 180 pL da solucdo de metanol 80%
foram realizados para corrigir (descontar) a absorbancia a 517 nm. Apo6s 30 minutos
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de reacdo na auséncia de luz, as absorbancias foram determinadas em um
comprimento de onda de 517 nm em espectrofotometro Synergy HT Multi-Mode

Microplate Reader Biotek®. As amostras foram processadas em ftriplicatas.

A capacidade sequestradora do radical foi expressa como porcentagem de

reducao e calculada usando a seguinte equacgéo:

% reducado DPPH- = [(Absc - Absa) / Absc] x 100

Onde:
Absc = Absorbancia controle

Absa= Absorbancia amostra e ou quercetina

Os valores médios da capacidade antioxidante (CEsp) (concentragdo da
amostra necessaria para reduzir a concentragdo do radical DPPH em 50%) foram
calculados através da regresséao linear, plotando-se a porcentagem de atividade
antioxidante em funcao de diferentes concentragdes das amostras. Os valores foram

expressos como média + erro padrao.

4.2.8. Determinacgao da atividade antimicrobiana

4.2.8.1. Micro-organismos testados

Os micro-organismos testados foram: Staphylococcus aureus (ATCC 6539),
Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Candida
albicans (ATCC 10231) e Aspergillus brasilensis (ATCC 16404).

As cepas microbianas foram adquiridas da Sec¢ao de Coleg¢ao de Culturas do
Instituto Fiocruz. As cepas liofilizadas foram ressuspendidas em solugdo salina
0,85% (p/v) estéril, em seguida, ativadas, transferindo a suspensdo para caldo
nutritivo, com incubacdo adequada. A partir de cada cepa foram realizadas no

maximo cinco subculturas, renovadas mensalmente.
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4.2.8.2. Meios de cultura utilizados

Os meios de cultura (Difco®) utilizados foram preparados de acordo com as
instru¢des do fabricante, caldo e agar de caseina soja (TSB e TSA) e agar e caldo
de Sabouraud dextrose a 4% (p/p) (SDA e SDB).

4.2.8.3. Preparacao e avaliagao da viabilidade do inéculo

A partir de culturas estoques, as bactérias foram transferidas em estrias na
superficie do meio de cultura inclinado agar caseina de soja e incubadas a 35-37 °C

por 24 horas. C. albicans foi cultivada em SDA e incubada a 20-25 °C por 48 horas.

Para A. brasilensis foram necessarios trés tubos cultivados em SDA e
incubados a 20-25 °C por sete dias. A massa celular resultante do crescimento foi
recolhida em 9 mL de solugdo salina estéril 0,85% (p/v) contendo 1% (p/v) de
polissorbato 80, a suspenséo obtida foi padronizada através de diluicbes decimais
seriadas.

A partir das suspensdes padronizadas de cada micro-organismo, foram
efetuadas as diluicbes necessarias com solugdo salina estéril para obter uma

concentracdo de 10 UFC/mL, para bactérias e fungos.

No final de cada experimento foi realizado o plaqgueamento da diluicdo

microbiana para confirmacgao da viabilidade do in6culo.

4.2.8.4. Controle positivo

Solugbes de 1 mg/mL foram preparadas com os padrées secundarios de
ciprofloxacino para bactérias, ou nistatina para fungos. Para cada controle positivo
tomaram-se 10 uL dessa solugdo para que a concentracido final fosse de 0,05

mg/mL em cada réplica.
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4.2.8.5. Ensaio da atividade antimicrobiana

Para determinagdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de
microdiluicdo com técnicas assépticas, empregando microplacas de fundo chato
estéreis, adaptando-se os volumes de indculo, amostra e meio de cultura para 200 uL
(ELOFF, 1998).

Os extratos brutos de folhas e colmos e suas fragdes cloroférmica, acetato de
etila e n-butandlica foram dissolvidos em solugdo DMSO:MeOH 50:50 (v/v) na

concentragao de 1 mg/mL.

A microplaca utilizada possui 96 pocos divididos em 12 colunas com 8 pogos
cada. As duas primeiras colunas da microplaca foram utilizadas para os controles do
teste, que foram: 200 yL de TSB ou SDB (controle do meio de cultura), 200 uL de
meio de cultura inoculado com o micro-organismo teste (controle de crescimento),
190 yL de meio de cultura inoculado com o micro-organismo teste e 10 pyL de
solvente (DMSO:MeOH 50:50 v/v) (controle do solvente), e 10 yL da solugdo de
antibiético e 190 pyL de meio de cultura inoculado com o micro-organismo em estudo
(controle positivo ou de atividade antimicrobiana). As colunas restantes foram
destinadas ao ensaio propriamente dito, e os controles com 10 yL das amostras e
190 uL de meio de cultura (sem indculo) foram realizados para corrigir (descontar) a
absorbancia das proprias amostras. Apos a incubagao de 24 horas a 35 °C, para
bactérias, ou 48 horas a 25 °C, para leveduras, foram realizadas as leituras a 630

nm utilizando-se o leitor de microplacas (LGC Biotecnologia®).

Para A. brasilensis o ensaio foi semelhante, no entanto, com incubagao por
72 horas a 25 °C e néo foi realizada a leitura no leitor de microplaca. A determinagcao

da inibigao foi visual, considerando presenga ou auséncia de crescimento.

Para cada micro-organismo em teste, foram realizadas no minimo trés
réplicas, com trés repeticdes consecutivas, e os resultados expressos como média

seguida do seu respectivo erro padrao.
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4.3.Ensaio da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao

Bactericida e Fungicida Minima (CBM/CFM) dos parabenos

CIM, CBM e CFM do metilparabeno e propilparabeno foram determinadas
usando o protocolo do ensaio da atividade antimicrobiana descrito anteriormente,
porém, utilizando o metilparabeno e propilparabeno em concentragdes que variaram
segundo escala pré-determinada para cada bactéria e fungo (DAVIDSON, SOFOS,
BRANEN, 2005). Segundo o mesmo critério de avaliagao, considera-se a CIM como
a menor concentragado na qual ndo se observou crescimento, mas apds subcultura
observou-se crescimento bacteriano, e CBM e CFM como a menor concentragao

onde nao ha crescimento bacteriano apds subcultura em meio caldo triptose.

Para cada micro-organismo em teste, foram realizados no minimo trés

replicas com trés repeticdes consecutivas, e os resultados expressos como média.

4.4.Delineamento experimental para avaliar o efeito da associagao dos

extratos brutos com parabenos

Foi utilizado o planejamento experimental centroide simplex com pontos
adicionais (Figura 10) para avaliar o efeito da associagdo dos extratos brutos de A.
simplex com os parabenos, composto por dez ensaios diferentes para determinar os
valores de todos os seus coeficientes, com resultados apresentados na forma de
graficos de superficie resposta. As variaveis independentes selecionadas neste
estudo foram a CIM do metilparabeno (x4), a CIM do propilparabeno (xz), e o extrato
bruto de folhas ou colmos na concentragdo de 1 mg/mL (x3).

Em experimentos envolvendo uma mistura, a soma das propor¢cdes das
variaveis (componentes) € sempre igual a 100% (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007).

O espaco experimental para misturas de trés componentes limita-se aos
pontos pertencentes a um triangulo equilatero (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007).
Os vértices correspondem aos componentes puros e as laterais, as misturas
binarias, enquanto os pontos situados no interior do tridngulo representam as

misturas dos trés componentes (misturas ternarias) (MONTGOMERY, 2013).
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Metilparabeno
1

Ce

1 1
Propilparabeno Extrato

Figura 10. Representacido Grafica do planejamento experimental centroide simplex com
pontos adicionais para misturas ternarias. Fonte: Minitab®

As dez composigbes foram preparadas de acordo com o planejamento
centroide simplex com pontos adicionais para misturas de trés componentes. A

Tabela 1 apresenta as composi¢des estudadas.

Tabela1. Composi¢des obtidas através do planejamento centroide simplex com pontos
adicionais.

Proporgdes do extrato bruto de folhas ou colmos nas composigées™ (%)

Composicoes Metilparabeno Propilparabeno Extrato
1 100,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 0,0
3 0,0 0,0 100
4 50,0 50,0 0,0
5 50,0 0,0 50,0
6 0,0 50,0 50,0
7 33,3 33,3 33,3
8 50,0 25,0 25,0
9 25,0 50,0 25,0
10 25,0 25,0 50,0

* O delineamento considerou o valor da CIM dos parabenos para cada micro-

organismo e 1,0 mg/mL para os extratos.
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A atividade antimicrobiana das composic¢des foi testada usando o protocolo do
ensaio da atividade antimicrobiana de acordo com o que foi descrito anteriormente
(tem 4.2.8.5), utilizando ainda como ensaio controle o solvente (DMSO:MeOH

50:50) ao invés das solugdes dos extratos nas composigdes.

ApOs a incubagao de 24 horas a 37 °C para as bactérias e de 48 horas a 25°C
para leveduras foi realizada a leitura a 630 nm utilizando-se o leitor de microplacas
(LGC Biotecnologia®).

Para A. brasilensis o ensaio foi semelhante, no entanto, com incubagao por
72 horas a 25 °C e néo foi realizada a leitura no leitor de microplaca. A determinagcao

foi visual, considerando presenga ou auséncia de crescimento.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata para cada micro-organismo

em teste.

4.4.1. Analise estatistica

Para obter o melhor ajuste da resposta, modelos matematicos devem ser
ajustados aos dados do planejamento experimental. Foram testados modelos
lineares, quadraticos, cubicos e quarticos, e a adequacao destes foi avaliada pela
analise do valor de p, a soma dos quadrados devido ao erro puro (Seq SS), a soma
dos quadrados de predigdo (PRESS), e o coeficiente de regresséo predito (R’pred).
A interpretacdo do modelo gerado pbde ser feita a partir da projegao de sua curva de

nivel em um grafico bidimensional.

Realizada a analise de variancia, e obtido um modelo polinomial ajustado a
resposta, sua otimizacao foi realizada pela técnica proposta por Derringer e Suich
(1980). Esta se baseia na fungdo de desejabilidade restrita no intervalo de [0,1], para
a qual se adotaram como limites inferior, médio e superior os valores de 0; 0,5; e
1,0, respectivamente. Foi utilizada a ferramenta grafica de otimizagao do Minitab®
para obter o conjunto de resposta otimizada, ou seja, uma composi¢ao contendo a
mistura dos trés componentes (metilparabeno, propilparabeno e extrato de folhas ou
colmos de A. simplex) que atingisse a desejabilidade global (inibicdo de 100% de um

micro-organismo).
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5. Resultados e discussao

5.1.0Obtenc¢ao dos extratos brutos e fragoes

As quantidades empregadas na extracdo e os rendimentos dos extratos

brutos de folhas e colmos de A. simplex sao descritos na Tabela 2.

Tabela2. Rendimento dos extratos brutos de folhas e colmos de A. simplex

Parte da Material seco moido Massa do extrato bruto Rendimento
planta (9) (9) (%)
Folhas 386,6 24.05 6,2
Colmos 1.290,0 67,50 52

O fracionamento dos extratos brutos de folhas e colmos de A. simplex foi
executado com solventes de polaridade crescente até a exaustao, e os rendimentos
sdo mostrados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela3. Rendimento das diferentes fragbes preparadas a partir de 10g de extrato
bruto de folhas de A. simplex.

Fracao Massa da fragao (g) Rendimento (%)
Hexanica 0,14 1,4
Cloroférmica 0,75 7,5
Acetato de etila 1,41 14,1
n-butandlica 2,39 23,9

Tabelad4. Rendimento das diferentes fragbes preparadas a partir de 20g de extrato
brutos de colmos de A. simplex.

Fracao Massa da fragao (g) Rendimento (%)
Hexanica 0,13 0,6
Cloroférmica 2,04 10,2
Acetato de etila 3,24 16,2

n-butandlica 434 21,7
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Normalmente, o uso do n-butanol nos fracionamentos permite a obtengao dos
heterosideos (flavonoides ligados a agucares) (YUNES; CALIXTO, 2001). As fragbes
n-butandlicas, tanto de folhas como de colmos, apresentaram o0s maiores
rendimentos em relagdo as demais fragdes, indicando que A. simplex possui maior
quantidade de compostos mais polares, provavelmente compostos fendlicos
glicosilados. O fracionamento do extrato bruto de brotos de P. pubescens e P. nigra
também apresentou maior rendimento com os solventes mais polares, butanol e

agua, como observado para A. simplex (PARK; JHON, 2010).

5.2.Determinacgao do perfil cromatografico

5.2.1. Cromatografia em Camada Delgada

Com o intuito de analisar os compostos das fragbes de folhas e colmos de A.
simplex, realizou-se a analise fitoquimica preliminar. A determinacdo do perfil
cromatografico foi realizada para as fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila
e n-butandlica de folhas e colmos de A. simplex, utilizando trés diferentes sistemas
solventes. Como substancia referéncia, para cada classe de principio ativo, utilizou-
se acido cindmico, acido galico, acido ferulico, acido clorogénico, rutina, quercetina,
vitexina, isovitexina, orientina, iso-orientina, umbeliferona e cumarina, como descrito

anteriormente (item 4.2.4).

Os perfis cromatograficos obtidos a partir da Cromatografia em Camada
Delgada sao ilustrados nas Figuras 11 (cromatoplaca das fragées hexénica), 12-13
(cromatoplacas das fragdes cloroformica e acetato de etila), e 14 (cromatoplaca das

fragdes n-butandlicas):
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Figura11. Cromatoplaca das fracdes hexanicas de folhas e colmos de A. simplex. 1.
Cumarina; 2. Umbeliferona; 3. Fragao hexanica de folhas; 4. Fragao hexanica de colmos.
Fase Movel (FM): tolueno: éter (1:1). Visualizagéo sob a luz UV 366 nm.

Figura12. Cromatoplaca das fragbes cloroférmica e acetato de etila das folhas e colmos
de A. simplex. 1. Acido cinamico; 2. Acido galico; 3. Acido ferulico; 4. Acido clorogénico;
5. Rutina; 6. Quercetina; 7. Umbeliferona; 8. Cumarina; 9. Fracao cloroférmica de folhas;
10. Fracao acetato de etila de folhas; 11. Fragao cloroférmica de colmos; 12. Fragéo
acetato de etila de colmos. Fase Moével (FM): cloroférmio e metanol (9:1). Visualizagéao
sob a luz UV 366 nm.
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Figura13. Cromatoplaca das fragbes cloroférmica e acetato de etila das folhas e colmos
de A. simplex. 1. Acido cinamico; 2. Acido galico; 3. Acido ferulico; 4. Acido clorogénico:;
5. Rutina; 6. Quercetina; 7. Umbeliferona; 8. Cumarina; 9. Fracao cloroférmica de folhas;
10. Fracao acetato de etila de folhas; 11. Fracao cloroférmica de colmos; 12. Fragao
acetato de etila de colmos. Fase Movel (FM): cloroférmio e metanol (9:1). (A)
Visualizagdo sob a luz UV 366 nm. Relagao com NP e visualizagdo sob a luz UV 366 nm.

Figura14. Cromatoplaca das fragcdes n-butandlica das folhas e colmos de A. simplex. 1.
Fracdo n-butandlica das folhas; 2. Fragdo n-butandlica dos colmos; 3. Orientina; 4. Iso-
orientina; 5. Vitexina; 6. Isovitexina. Fase Mdével (FM): tetrahidrofurano: tolueno: acido
férmico: agua (16:8:2:1). (A) Visualizagao sob a luz UV 366 nm, (B) Revelagdo com NP,
seguida da visualizagao sob a luz UV 366 nm.
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A comparacao do perfil cromatografico das fragdes hexénica, cloroférmica e
acetato de etila de folhas e colmos com os padrbes utilizados de compostos

fendlicos, flavonoides e cumarinas n&o indicou a presencga destes nessas fragoes.

Analisando as fragées mais polares (Figura14), nota-se uma mancha amarela
apos a revelagdo com NP com o fator de retengao (Rf= 0,21), similar ao padréo de
iso-orientina (Rf=0,22), resultado que pode sugerir a presenca dessa flavona C-
glicosilada em A. simplex. Nos extratos comerciais obtidos de folhas de P. nigra var.
henonis foram identificadas as principais flavonas C-glicosiladas, como vitexina,
isovitexina, orientina e iso-orientina (WANG et al., 2010). Outras manchas reagiram
com o NP, as quais podem ser sugestivas de flavonoides, mas seriam diferentes

daqueles encontrados em espécies de bambus asiaticos.

5.3.Determinagao de substancias fendlicas

A quantificagdo de substancias fenolicas foi realizada para os extratos brutos
de folhas e colmos e fragdes cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica de A.
simplex. O acido galico foi utilizado como padrao externo para a construgao da curva
de calibragdo (Figura 15). Os resultados finais foram expressos como equivalentes

de acido galico (Mg/EAG) por miligrama de amostra (Tabela 5).
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Figura 15. Curva de calibragdo do acido galico utilizado para a determinagdo da

concentragdo de substancias fendlicas nos extratos brutos de folhas e colmos e as
fragdes cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica de A. simplex.
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Tabela 5. Quantificacdo de substancias fendlicas de A. simplex utilizando a metodologia
de Folin-Ciocalteau.

Amostras (g) Fendlicos totais
(ng *EAG/mg)

Folhas

Extrato bruto 58,36+1,69
Fracao Cloroférmica 108,0+2,37
Fragcao acetato de etila 100,5£1,90
Fragcao n-butandlica 70,67+3,15
Colmos

Extrato bruto 131,4+45,97
Fracdo Cloroférmica 117,011,16
Fracao acetato de etila 103,9+2,10
Fracao n-butandlica 92,0+0,92

*EAG: equivalente acido galico. Nota: Os resultados estdo expressos como média seguida
do erro padréo

Os resultados obtidos indicam maior quantidade relativa de compostos
fendlicos totais no extrato bruto dos colmos (131,415,97 ug EAG/mg) em
comparagao com aquele das folhas (58,4+1,69 ug EAG/mg). Entretanto, observa-se
que as concentragdes de compostos fendlicos nas fragcdes cloroférmica e acetato de
etila de folhas (108,0+2,37 e 100,5%£1,90 ug EAG/mg) e nas mesmas fragbes de
colmos (117,0+£1,16 e 103,9+2,10 mg EAG/g) sao muito préximas (Tabela 6).

O extrato de folhas de P. nigra var. henonis (AOB) apresenta uma diferenca
de 2% a mais no teor de compostos fendlicos em comparacido ao extrato de folhas
A. simplex (ZHANG, 2002). Teores de compostos fendlicos inferiores foram
relatados em outras espécies. Nos extratos de folhas e colmos de Sasa palmata
(hort. ex Burb.), o teor de compostos fendlicos foi respectivamente 6 e 40 vezes
menor em comparagdo ao encontrado em folhas e colmos de A. simplex
(KUROSUMI et al., 2007). Em estudos conduzidos por Macwan, Patele Kalia (2010),
demonstrou-se que o extrato metandlico de folhas de Bambusa arundinacea (Retz.)
Willd apresentou o maior teor de compostos fendlicos entre a extragcdo com outros

solventes, mas foi 4 vezes menor ao encontrado no extrato de folhas de A. simplex.
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5.4.Determinacgao de flavonoides totais

Os flavonoides sdo os compostos de maior interesse cientifico entre os
fendlicos, sdo quimicamente classificados de acordo com a presenga ou nao de um
anel central, de uma dupla ligagdo no anel e de um grupo hidroxila a ele ligado
(MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998).

A quantificagao de flavonoides foi realizada para os extratos brutos e fragcoes
de folhas e colmos A. simplex de acordo com o descrito anteriormente (item 4.2.6),
empregando quercetina como padrdo externo para a constru¢cdo da curva de
calibracdo (Figura 16). Os resultados foram expressos como equivalentes de

quercetina (pg/por miligrama de amostra) (Tabela 6).

0.6 - Curva de Calibragao (Média * Erro padrao)
€
c 0,5
n
S 04 -
=
o 0,3 A
c
«C
2 0,2 -
o y = 0,043x + 0,002
2 01 - R? = 0,997
<
0,0 . . .
0 5 10 15
Concentragao de quercetina (ug/mL)

Figura16. Curva de calibragdo do padrdao externo quercetina, utilizada para a
quantificagdo de flavonoides totais contidos nos extratos brutos de folhas e colmos e as
fragdes cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica de A. simplex.
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Tabela 6. Quantificacao de flavonoides totais de A. simplex com utilizagdo de cloreto de
aluminio como agente complexante.

Amostras Flavonoides totais
(Mg de quercetina/mg)

Folhas

Extrato bruto 12,40+0,39
Fracao cloroférmica 16,72+0,50
Fragcao acetato de etila 27,31+£1,22
Fracao n-butandlica 24,05+0,37
Colmos

Extrato bruto 4,44+0,08
Fracao cloroférmica 7,9940,05
Fracao acetato de etila 6,01+0,06
Fragcao n-butandlica 5,11+0,25

Nota: Os resultados de flavonoides totais e porcentagem estdo expressos como média

seguida do seu erro padréo.

Os teores de constituintes totais em derivados vegetais dependem do
processo de extracdo e suas variaveis, como o solvente utilizado. Os dados
mostraram que o maior teor de flavonoides totais foi concentrado na fragao acetato
de etila de folhas com 27,31%£1,22 ug de quercetina/mg, seguida pela fragcao n-
butandlica com 24,05+0,37 pg de quercetina/mg. Nota-se que entre as fragdes dos
colmos, o teor de flavonoides se concentra na fragao cloroférmica com 7,99+0,05 ug
de quercetina/mg, seguida pelas fragbes acetato de etila, com 6,01+0,06 ug de
quercetina/mg, e n-butandlica, com 5,11+0,25 ug de quercetina/mg. Dessa forma, os
solventes menos polares (cloroférmio e acetato de etila) permitiram recuperar mais
agliconas livres pouco polares, como flavonas, flavondis e flavononas, e solventes
mais polares permitiram recuperar flavonoides glicosilados (YUNES; CALIXTO,
2001). O teor de flavonoides no extrato de folhas de A. simplex foi duas vezes maior
ao encontrado no extrato de folhas B. arundinacea (MACWAN; PATEL; KALIA, 2010).
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5.5.Determinagao da capacidade antioxidante

Muitas substancias naturais, obtidas especialmente de plantas, tém sido
identificadas como captadoras de espécies reativas de oxigénio. A capacidade
antioxidante dos extratos e fracbes de A. simplex foi avaliada pelo método de
sequestro de radicais livres, utilizando o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila),
conforme descrito anteriormente (item 4.2.7). Este método é baseado na reducdo do
radical DPPH na presencga de substancias antioxidantes, ocasionando na solugao
uma mudancga de cor do violeta ao amarelo (MENSOR et al., 2001). Os resultados
do ensaio com DPPH foram apresentados como valor de CEsy (Tabela 7), definida
como a concentragdo efetiva de antioxidante necessaria para diminuir a

concentragao inicial de DPPH em 50%.

Tabela7. Concentragdo efetiva (CEsy) dos extratos brutos e fragdes cloroférmica,
acetato de etila e n-butandlica de A. simplex obtida no ensaio de determinacdo de
atividade antioxidante.

Amostras CEso (ug/mL) R?
Quercetina 3,98+0,01 0, 994
Extrato G. biloba EGb 761® 36,57+0,17 0, 987
Folhas
Extrato bruto 67,54+0,14 0, 990
Fracao cloroférmica 63,13+0,22 0, 983
Fragcao acetato de etila 26,3410,33 0, 984
Fracao n-butandlica 61,32+0,21 0, 984
Colmos
Extrato bruto 60,73+0,41 0, 993
Fracao cloroférmica 24,02+0,68 0, 985
Fracao acetato de etila 30,55+0,66 0, 988

Fracao n-butandlica 64,55+0,50 0, 983




36

A mudanga de coloragdo do violeta para amarelo mostrou o declinio na
absorbancia do radical DPPH em 517 nm causado pela reacdo entre os
antioxidantes presentes nos extratos e fragdes e o radical livre, dessa forma, pode-
se dizer que esses extratos e fragdes de folhas e colmos de A. simplex podem atuar
como doadores de elétrons ou hidrogénio para o sequestro de radicais livres e
converté-los para produtos mais estaveis. A analise dos resultados considera como
valor de referéncia a CEsy do G. biloba (36,57+0,17 pg/mL) para comparar a
atividade antioxidante dos extratos brutos e fragdes de folhas e colmos de A.
simplex, por este ser considerado um extrato com alta atividade antioxidante ja
sendo empregado em fitoterapicos devido a essas propriedades (MENSOR et al.,
2001). As maiores atividades antioxidantes, ou seja, os menores valores de CEsg
foram obtidos para a fragdo cloroférmica de colmos (24,02+0,68 ug/mL), seguida
pela fragao cloroférmica de folhas (26,34+ 0,33 ug/mL), e pela fragdo acetato de etila
de colmos (30,55+0,66 ug/mL). Observou-se que essas atividades antioxidantes
foram mais intensas do que aquela obtida para o extrato de G. biloba (EGB 761).
Esse fato se deve provavelmente ao teor de compostos fendlicos e principalmente

de flavonoides presentes nessas fragdes.

Contrariamente isso ndo ocorre nas fragdes n-butandlica de folhas e colmos.
A acgao antioxidante dos flavonoides depende da estabilidade do radical flavonol
formado, dada a sua habilidade em deslocalizar o elétron desemparelhado, no
entanto, a presenga de grupos glicosideos interfere na planaridade do radical € na
deslocalizagao do elétron, o que diminui a possibilidade de transferéncia de elétrons
para o radical DPPH (AGUIAR et al., 2009), o que poderia explicar a baixa atividade
encontrada nas fragbes n-butandlicas onde sao esperados os compostos
glicosilados, isto pode ser observado na Figura 17. Na quercetina, esse
comportamento ndo € observado, pois os fatores que auxiliam na estabilizagdo do
radical flavonol da quercetina sdo a presenca de hidroxilas orto no anel B,
insaturagao e hidroxila na posig¢ao 3 do anel C (AGUIAR et al., 2009).
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Figura17. Comparativo do teor de flavonoides (ug de quercetina/mg de amostra) com,
CEs (ug/mL) obtido no ensaio de sequestro do radical DPPH.

Algumas espécies de bambu asiaticas foram estudadas quanto a capacidade
antioxidante. Em folhas do género Chimonocalamus J.R. Xue & T.P. Yi foi
observada uma forte atividade antioxidante, com CEsy= 30,50 mg/L (WANG et al.,
2012).

Em outros estudos, os valores da CEsy n&o foram menores que 100 ug/mL. A
fragcdo acetato de etila obtida dos brotos de P. nigra exibiu a melhor capacidade
antioxidante entre o extrato bruto e as fragdes cloroformica e butandlica, com
CEs50=0,4 mg/mL. Essa atividade foi diretamente correlacionada com a quantidade
de compostos fendlicos encontrados nessa fracao (PARK; JHON, 2010). O extrato
metanolico obtido de folhas de B. arundinacea apresentou um valor de CEs5y = 273
pg/mL (MACWAN; PATEL; KALIA, 2010), ou seja, 5 vezes maior a encontrada no
extrato das folhas de A. simplex.

Contudo, para considerar o potencial antioxidante de novos extratos, faz-se
necessaria uma comparacao simultanea da atividade antioxidante destes com um
extrato referéncia em atividade antioxidante. Dessa forma, os extratos e fragdes de
A. simplex podem ser considerados candidatos com potencial antioxidante quando

comparado ao potencial antioxidante do extrato de G. biloba.
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5.6.Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos e fragcbes de A. simplex foi
determinada frente aos micro-organismos utilizados na avaliagdo de qualidade
microbiana de produtos cosméticos (CTFA, 2001) utilizando-se o método de
microdiluicdo de acordo com o item 4.2.8.5. Este requereu quantidades minimas de
amostra, possibilitou utilizar mais réplicas, tornando o método mais preciso e
diminuindo o custo (ELOFF, 1998). Os resultados foram expressos em porcentagem
de inibicdo de crescimento dos micro-organismos em relagdo ao controle de
crescimento (Tabela 8). Em relagcdo ao A. brasilensis, a analise foi qualitativa
(visual), devido a caracteristica deste micro-organismo n&o apresentar crescimento

homogéneo, dificultando a leitura da absorbancia.

Tabela 8. Porcentagem de inibicdo dos extratos brutos e fracdes de A. simplex
(1mg/mL) em comparagao com antibidtico (1mg/mL) frente a Escherichia coli ATCC
8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, e
Candida albicans ATCC 10231 a 10° UFC/mL.

Amostras e % Inibicao dos extratos brutos e fragoes de A. simplex
controles
(1mg/mL) E. coli P. aeruginosa S. aureus C. albicans
(ATCC 8739) (ATCC 9027) (ATCC 6538) (ATCC 10231)
C(+) 89,1+0,10° 99,23+0,11° 93,19+0,18° 100°
Solvente 4,4+0,22 4,32+0,07 0,00 2,87+0,09
Folhas extrato 22,63+0,21 13,82+0,17 18,67+0,33 9,24+0,16
F. cloroférmica 16,9410,40 13,76+0,23 5,0040,31 14,21+0,21
F. acetato etila 49,1040,25 13,8110,24 10,2040,74 21,04+0,13
F. n-butandlica 13,07+0,31 9,60+0,38 22,88+0,69 24,27+0,19
Colmos extrato 24,07+0,55 13,58+0,24 31,26+0,41 61,89+0,23
F. cloroférmica 22,00+0,50 10,66+0,47 31,50+0,34 62,87+0,42
F. acetato etila 16,06+0,21 12,4310,20 9,4410,17 69,27+0,38
F. n-butandlica 23,69+0,35 17,47+0,15 6,03+0,12 54,54+0,25

Nota: C(+) = antibiético 1 mg/mL; Solvente = DMSO:MeOH (1:1); °Ciprofloxacina; °Nistatina
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Os resultados demonstraram que a atividade antimicrobiana dos extratos
brutos e fragcbes de A. simplex na concentragcdo de 1 mg/mL n&o apresentaram
inibicdo maior que 50% em nenhuma cepa de bactéria na concentracéo de 10°
UFC/mL. Para a levedura C. albicans a porcentagem de inibicdo para o extrato bruto

e fracdes de colmos variou de 54,54% a 69,54%.

Nenhuma amostra apresentou inibicdo para A. brasilensis. Dessa forma, nao
foi determinado a CIM para os extratos e fracdes de A. simplex devido a essa ser

maior que 1 mg/ml.

Na literatura, os estudos que envolvem extratos e compostos isolados a partir
de espécies de bambu exibiram uma fraca ou nenhuma atividade antimicrobiana. O
composto antimicrobiano 2,6-dimetoxi-p-bezoquinona isolado das folhas de P.
heterocycla exibiu uma atividade fraca para bactérias Gram positivas, e nenhuma
atividade para bactérias Gram negativas (NISHINA; UCHIBORI, 1991).

O extrato metandlico e as fracdes cloroférmica, acetato de etila e butandlica
obtidas dos brotos de P. nigra ndo indicaram inibicdo diante de E. coli, E. faecium, E.
faecalis e S. mutans em concentragdes que variaram de 1 a 10 mg/mL. Estes
resultados estdo de acordo com o trabalho de Abu-Shanabet al. (2004), que
relataram que a resisténcia das bactérias Gram negativas néo é rara, considerando
que essa classe de bactérias pode oferecer barreira na permeabilidade, devido a

composi¢cao quimica da parede celular.

A concentragao inibitéria minima de aparas de bambu (espécie indefinida) foi
determinada no método de difusdo em agar frente a micro-organismos causadores
de deterioracdo em alimentos como S. aureus, E. coli, Bacillus subtilis, A.
brasilensis, Penicillium citrinum e Saccharomyces cerevisiae, e nos resultados as
CIMs variaram de 4,9 a 16,0 mg/mL. O efeito inibitério do extrato foi considerado
muito baixo em relagdo ao controle positivo de benzoato de sédio, no entanto, foi
reportado como um agente antibacteriano, demonstrando atividade antimicrobiana
contra os micro-organismos que causam deterioracdo em alimentos (ZHANG et al.,
2010).

A melhor maneira para comparar a atividade antibacteriana in vitro de extratos
de plantas é através de seus valores de CIM, mas a maioria dos estudos com

extratos vegetais apresenta uma atividade fraca, com valores de CIM para extratos
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brutos superiores a 100 ug/mL, e muitas vezes na ordem de mg/mL (MORENO, et
al., 2013). Com isso, os resultados obtidos em espécies de bambu, incluindo A.
simplex, que apresentaram atividade antimicrobiana > 1 mg/mL, n&o podem ser
considerados com potencial antimicrobiano. Contudo, direcionou-se o trabalho para
investigar a associagcao dos extratos brutos com conservantes sintéticos, na tentativa

de propor um novo sistema conservante.

5.7.Determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao
Bactericida e Fungicida Minima (CBM/CFM) dos parabenos

A atividade antimicrobiana dos parabenos tem sido avaliada frente uma ampla
variedade de bactérias Gram positivas e Gram negativas. Diversos estudos sao
realizados com diferentes cepas de bactérias, condigbes de incubagao (pH, tempo,
temperatura), meio de cultura, técnicas de ensaio e analise de dados. Por causa
dessas diferencas, é dificil comparar resultados de diferentes estudos. Dessa forma,
a concentragdo minima inibitdria foi realizada para o propilparabeno e metilparabeno
com as cepas utilizadas na avaliagdo de qualidade microbiana de produtos
cosmeéticos (CTFA, 2001), utilizando o método de microdiluicdo de acordo com o
item 4.2.8.5, e os resultados sdo descritos na Tabela 9.

Tabela9. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Bactericida e Fungicida
Minima (CBM/CFM) do metilparabeno e propilparabeno frente a Escherichia coli (ATCC
8739), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) a
10° UFC/mL e Candida albicans (ATCC 10231) e Aspergillus brasilensis (ATCC 16404)
a 10° UFC/mL.

Micro-organismo Metilparabeno (ug/mL) Propilparabeno (ng/mL)

CIM CFM/CBM CIM CFM/CBM

S. aureus 2000 3500 500 700
P. aeruginosa 1000 1250 500 600
E. coli 1000 2500 350 400
C. albicans 550 800 125 150
A. brasilensis 700 ND 200 ND

ND = Nao determinada
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Os resultados da concentragdo minima inibitéria mostraram que quanto maior
a cadeia alquilica do éster, maior a atividade antimicrobiana. O aumento desta
relaciona-se com a diminui¢do da polaridade dos parabenos, sendo mais evidente
diante de bactérias Gram positivas em comparagdo com as Gram negativas
(DAVIDSON; SOFOS; BRANEN, 2005). Eklund (1980) e Freese et al. (1973) apud
Davidson (2005), relataram que as bactérias Gram negativas sdo mais resistentes
aos parabenos, provavelmente devido ao efeito de barreira pela camada de

lipopolissacarideo da parede celular.

5.8.Delineamento experimental para avaliar o efeito da associagao dos

extratos brutos com parabenos

As porcentagens de inibicdo de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, e C.
albicans em fungao das variaveis metilparabeno, propilparabeno e extrato (colmos
ou folhas), e solvente (experimento controle) obtidas pelas condigbes estabelecidas

no delineamento experimental sdo apresentadas nas Tabelas 10, 12 e 14.

Todos os ensaios das composi¢cbes contendo extrato (folhas ou colmos) e
solvente (experimento controle) foram realizados em triplicata e os valores obtidos
para a estimativa da resposta y “porcentagem de inibigdo” dos micro-organismos
foram utilizados para a obtengdo de modelos matematicos (lineares, quadraticos,
cubicos e quarticos) ajustados aos dados experimentais para predizer a relacéo da
resposta com os trés componentes do delineamento experimental. De acordo com
Montgomery (2013), termos de ordem superior (quarta ordem) s&o frequentemente
necessarios em modelos de misturas, primeiramente porque o fendmeno estudado
pode ser complexo, e sequentemente porque a regido experimental € com
frequéncia a regido de operabilidade total, portanto grande, requerendo um modelo
elaborado. As Tabelas 11, 13 e 15 mostram os fatores de variacdo obtidos pela

analise de variancia para cada um dos modelos empiricos.



Tabela 10. Porcentagem de inibicdo de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli a 10° UFC/mL e C. albicans a 10° UFC/mL com diferentes

propor¢des de metilparabeno (CIM), propilparabeno (CIM) e solvente (experimento controle).

Valores reais (X)

Respostas (Y)

% Componentes % Inibigao
Composigoes X; (M) X;(P) X;(S) S. aureus P. aeruginosa E. coli C. albicans
1 100,0 0,0 0,0 97,17+2,06 87,40+0,30  88,91+1,17 85,02+0,18
2 0,0 100,0 0,0 97,14+1,78 96,06+0,30 85,79+4,88 90,52+0,22
3 0,0 0,0 100,0 10,82+2,43  13,38+3,80 27,584+2,03 13,41+2,70
4 50,0 50,0 0,0 92,06+0,25 70,32+1,04 73,96+2,72 88,22+0,86
5 50,0 0,0 50,0 36,09+1,58 47,79+1,42  35,94+1,26 33,65+3,79
6 0,0 50,0 50,0 42,01+1,25 63,78+1,64 16,87+0,55 37,06+0,75
7 33,3 33,3 33,3 45,07+2,88 60,43+1,99  39,54+0,17 39,09+0,54
8 50,0 25,0 25,0 47,93+1,15 62,33%1,88  53,20+4,38 62,22+0,17
9 25,0 50,0 25,0 45,58+4,01 55,28+3,39  44,55+1,11 64,19+0,45
10 250 250 50,0 41,81+2,75 43,95+1,00 31,60+4,74 36,71+1,69

Nota: M = Metilparabeno, P = Propilparabeno, S = solvente DMSO:MeOH (1:1)
determinagdes, seguida dos seus respectivos erros-padrao.

. Os resultados se referem a uma média de trés

A%



Tabela 11. Fatores de variagdo para as respostas de porcentagem de inibicdo de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans nas
composi¢des contendo solvente (DMSO:MeOH 1:1) (experimento controle).

S. aureus P. aeruginosa
Regressio GL SeqSS P R? R*(pred) Press GL SeqSS P R? R?*(pred) Press
Linear 2 19838,7 0,000 84,26 79,67 4787,75 2 12413,3 0,000 86,09 82,53 2519,06
Quadratica 3 2639,3 0,000 9547 93,97 1419,10 3  1548,0 0,000 96,82 95,84 600,30
Cubico completo 2 697,2 0,000 99,51 99,06 220,31 2 208,5 0,001 98,53 97,48 363,95
Quartico especial 1 255,7 *0,000 99,51 99,06 220,31 1 38,4 0,336 98,53 97,48 363,95
Quartico completo 1 13,2 0,122 99,57 99,03 227,92 1 130,7 *0,000 99,44 98,74 182,01
E. coli C. albicans

Regressao GL SeqSS P R*> R’*pred) Press GL SeqSS P R*> R’*pred) Press
Linear 2 12016,9 0,000 70,16 58,31 7141,80 2 17650,0 0,000 90,30 87,62  2419,03
Quadratica 3 4746,4 0,000 97,87 96,67 569,91 3 1344,3 0,000 97,17 96,56 671,72
Cubico completo 2 25,0 0,069 98,96 97,83 371,60 2 29,8 0,000 97,34 95,80 821,27
Quiartico especial 1 161,4 *0,014 98,96 97,83 371,60 1 2,4 0,000 97,34 95,80 821,27
Quartico completo 1 16,0 0,176 99,05 97,86 366,52 1 467,6  *0,000 99,73 99,39 118,98

Nota: *Modelo ajustado

*Significativo com 95% de probabilidade (p < 0,05)

GL=Graus de liberdade

1974



Tabela 12. Porcentagem de inibicdo de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli a 10° UFC/mL e C. albicans a 10° UFC/mL com diferentes

proporgdes de metilparabeno (CIM), propilparabeno (CIM) e extrato bruto dos colmos (1mg/mL).

Valores reais (X)

Respostas (Y)

% Componentes % Inibigao
Composigoes X;(M) X;(P) X;(C) S. aureus P. aeruginosa E. coli C. albicans
1 100,0 0,0 0,0 96,88+2,28  86,64+0,32 84,73+1,61 82,43+0,21
2 0,0 100,0 0,0 96,84%+1,96 95,82+0,32 76,01+3,41 88,88+0,26
3 0,0 0,0 100,0 28,36+0,71  65,81+1,16  20,09+1,28 78,07+2,70
4 50,0 50,0 0,0 92,06+0,25 70,32+1,04 73,96+2,72 88,22+0,86
5 50,0 0,0 50,0 53,48+2,65 65,06£0,83 61,36+1,21 87,49+0,87
6 0,0 50,0 50,0 67,44+0,90 70,83+1,14  26,42+6,03 61,29+1,32
7 33,3 33,3 33,3 6539+0,80 76,76+2,74 62,75+1,59 87,90+0,27
8 50,0 25,0 25,0 93,10+2,16  76,36+0,48 66,31+0,83 89,44+1,70
9 250 50,0 25,0 68,55+3,90 71,60+1,53 61,72+2,01 95,17+0,36
10 250 250 50,0 6041+1,11 72,39+1,02  58,76+3,31 65,76+1,49

Nota: M = Metilparabeno, P = Propilparabeno, C = Extrato bruto dos colmos. Os resultados
determinagdes, seguida dos seus respectivos erros-padrao.

se referem a uma média de trés
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Tabela 13. Fatores de variagdo para as respostas de porcentagem de inibicdo de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans nas
composigdes contendo extrato bruto de colmos.

S. aureus P. aeruginosa

Regressio GL SeqSS P R? Rpred) Press GL SeqSS P R? R*pred) Press
Linear 2 12182,2 0,000 8890 87,53 1708,92 2 1246,67 0,000 50,37 33,13 1655,06
Quadratica 3 148,8 0,000 89,98 87,74 1680,68 3 75539 0,000 80,89 71,77 698,61

Cubico completo 2 11229 0,000 98,21 96,95 418,07 2 84,01 0,000 98,01 96,73 80,89

Quiartico especial 1 4.0 0,005 98,21 96,95 418,07 1 339,69 0,000 98,73 96,73 80,89

Quartico completo 1 167,6 *0,000 99,43 98,71 176,20 1 17,70  *0,003 98,73 97,14 70,81

E. coli C. albicans

Regressao GL SeqSS P R? R*pred) Press GL SeqSS P R? R*pred) Press
Linear 2 9801,5 0,000 84,13 80,73 224526 2 711,87 0,000 21,64 7,11 3055,85
Quadratica 3 1090,0 0,000 9349 90,19 114311 3 124465 0,000 59,47 4855 1692,56
Cubico completo 2 216,1 0,000 98,63 97,02 346,75 2 1092,20 0,000 98,15 96,57 112,86
Quiartico especial 1 382,3 *0,000 98,63 97,02 346,75 1 180,34 0,000 98,15 96,57 112,86
Quartico completo 1 1,4 0,680 98,64 96,94 356,94 1 28,85 *0,000 99,03 97,82 71,87

Nota: *Modelo ajustado

*Significativo com 95% de probabilidade (p < 0,05)

GL = Graus de liberdade
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Tabela 14. Porcentagem de inibicdo de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli a 10° UFC/mL e C. albicans a 10° UFC/mL com diferentes

proporgdes de metilparabeno (CIM), propilparabeno (CIM) e extrato bruto de folhas (1mg/mL).

Valores reais (X)

Respostas (Y)

% Componentes % Inibigao
Composigoes X; (M) X,(P) X;(F) S. aureus P.aeruginosa E. coli C. albicans
1 100,0 0,0 0,0 97,17+2,06  87,40+0,30 88,91%1,17 85,02+0,18
2 0,0 100,0 0,0 97,14+£1,78  96,06+0,30 82,584+2,48 90,52+0,22
3 0,0 0,0 100,0 29,33+0,15 76,36+2,19  32,14+0,91 29,81+0,97
4 50,0 50,0 0,0 92,06+£0,25 70,32+1,04  72,6840,90 88,22+0,86
5 50,0 0,0 50,0 40,97+0,63 55,94+0,61  49,69+0,77 81,24+0,53
6 0,0 50,0 50,0 49,85+1,16  70,13+1,69  43,46+1,42 44,71+0,92
7 33,3 33,3 33,3  79,11+1,31  79,91+0,69  63,71+0,78 69,84+0,81
8 50,0 25,0 25,0 100,00 80,46+1,13  71,58+1,25 82,75+0,36
9 25,0 50,0 250 92,87+1,26  72,15¢1,33  57,83+0,39 87,41+0,41
10 25,0 25,0 50,0 45,81+0,86 73,58+0,93  51,33+1,11 53,75+0,79

Nota: M = Metilparabeno, P = Propilparabeno, F = Extrato bruto das folhas. Os resultados se referem a uma média de trés

determinagdes, seguida dos seus respectivos erros padrao.
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Tabela 15. Fatores de variagdo para as respostas de porcentagem de inibicdo de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans nas
composicdes contendo extrato bruto de folhas.

S. aureus P. aeruginosa
Regressio GL SeqSS P R? R*(pred) Press GL SeqSS P R? R?*(pred) Press
Linear 2 16429,0 0,000 79,30 76,14 494377 2 804,72 0,020 25,17 0,63 3177,47
Quadratica 3 601,4 0,296 82,21 75,07 516526 3 1025,32 0,003 57,23 35,48  2063,19

Cubico especial 1 17912 0,000 90,85 88,19 2446,42 1 1081,39 0,000 91,05 88,04 382,56
Cubico completo 2  1845,0 0,000 99,76 99,56 90,57 2 234,73 0,027 9839 97,03 95,09
Quartico especial 1 1791,2 0,000 99,76 99,56 90,56 1 1081,39 0,000 98,39 97,03 95,09
Quartico completo 1 23,4 *0,000 99,87 99,71 59,87 1 24,22 *0,000 99,15 98,08 61,29

E. coli C. albicans
Regressao GL SeqSS P R*> R’*pred) Press GL SeqSS P R*> R’*pred) Press
Linear 2 7655,18 0,000 88,58 84,91 1303,83 2 9522,6 0,000 77,90 73,30 3263,83
Quadratica 3 423,05 0,003 9348 90,50 821,31 3 1803,1 0,000 92,65 91,09 1089,12

—

Cubico especial 333,76 0,000 97,34 96,35 315,81 1 2,7 0,793 92,68 90,58 1151,02

Cubico completo 2 181,08 0,000 99,43 98,91 94,10 2 824,5 0,000 99,42 99,09 111,36

—

Quartico especial 333,76 0,000 99,43 98,91 94,10 1 2,7 0,000 99,42 99,09 111,36

Quartico completo 1 18,38 *0,002 99,65 99,20 68,96 1 61,7 *0,000 99,93 99,84 20,16

Nota:*Modelo ajustado *Significativo com 95% de probabilidade (p < 0,05) GL = Graus de liberdade

Ly
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A adequacgao dos modelos propostos foi avaliada pela analise do valor de p,
que foram estatisticamente significantes ao nivel estipulado < 0,05, assim como, o
menor valor de PRESS e o maior valor de R predito indicaram os modelos de maior
capacidade preditiva. A avaliacdo conjunta de PRESS e R? predito evita um ajuste
excessivo do modelo, pois usam observacgdes nao incluidas na estimativa do modelo
(Minitab®).

Dessa forma, os modelos quarticos completos se ajustaram melhor aos dados
experimentais da maioria dos ensaios realizados com extratos de folhas e colmos, e
com solvente (experimento controle), exceto para o ensaio realizado com S. aureus
e E. coli no experimento controle, e para aquele com E. coli no experimento com
extrato de colmos, em que o modelo quartico especial se ajustou melhor aos dados
experimentais. Isso ocorreu porque esses experimentos ndo necessitaram de mais
termos para predizer a relagdo da resposta com os trés componentes do

delineamento experimental.

A regiao de combinacdo entre as trés variaveis xq, X2 € X3 (metilparabeno,
propilparabeno e extrato folhas ou colmos) e solvente (experimento controle) pode
ser observada através das curvas de nivel em um grafico bidimensional, obtidas
pelos modelos matematicos ajustados aos dados experimentais e s&o apresentadas
nas Figuras 18-20, correspondentes a resposta y(x) porcentagem de inibigcdo de S.
aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans.
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Figura 18.  Graficos de contorno de nivel para a inibicdo de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, e C. albicans em funcao das proporgdes de
metilparabeno, propilparabeno e solvente (DMSO:MeOH 1:1) (experimento controle).
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Figura 19.  Graficos de contorno de nivel para a inibicao de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, e C. albicans em fungao das proporgdes de
metilparabeno, propilparabeno e extrato bruto de colmos.
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Figura 20.  Graficos de contorno de nivel para a inibigao de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, e C. albicans em fungao das proporgdes de
metilparabeno, propilparabeno e extrato bruto de folhas.
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O experimento quantitativo nao foi realizado com A. brasilensis, devido a
caracteristica deste micro-organismo de ndo apresentar crescimento homogéneo,
dificultando a leitura em absorbancia. No entanto, o ensaio qualitativo (visual) foi
realizado a fim de observar se alguma das composi¢cbes apresentava inibicdo do
fungo. A Figura 21 apresenta os resultados da inibicado de A. brasilensis em fungao
das diferentes propor¢des de metilparabeno, propilparabeno e solvente (experimento

controle).

DComposigées 1 e 2 — metilparabeno e propilparabeno (CIM)
DComposigéo 3 - extrato bruto de folhas (1mg/mL), extrato colmos (1mg/mL)
DComposigéo 4 - metilparabeno + propilparabeno (1:1) (CIM)

Composig¢des 5 ao10 - composigdes com extratos brutos de folhas ou colmos e

solvente, nessa ordem
DControIes: meio de cultura (SDB), atividade antimicrobiana (Nistatina 1mg/mL)

Controles: crescimento e solvente (DMSO:MeOH 1:1)

Figura21.  Atividade antimicrobiana das composi¢des dos extratos brutos de folhas, ou
colmos e solvente (controle) com concentragao inibitéria minima (CIM) de metilparabeno e
propilparabeno frente a Aspergillus brasilensis a 10° UFC/mL.
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As Figuras 18-20 mostram as curvas de nivel obtidas da resposta y(x)
porcentagem de inibicdo de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans em
funcao das diferentes proporgdes das trés variaveis (X1, X2, X3). Nota-se que todas as
composi¢des contendo diferentes proporgdes de extrato (folhas ou colmos) exibiram
valores de y(x) mais elevados para todos os micro-organismos quando comparadas
ao solvente na mesma propor¢ao (experimento controle). Isso indica que os extratos
colaboram para um aumento de inibigdo nos micro-organismos testados. No entanto,
essas composi¢cdes demonstraram pouca eficacia para as bactérias Gram negativas
quando comparadas aquelas Gram positivas. Isso pode ter ocorrido devido a
composicéo diferenciada da membrana das bactérias Gram negativas. Sua parede
celular possui um componente adicional, uma membrana externa, que corresponde
a uma segunda bicamada lipidica, que adere firmemente a camada de
peptideoglicano, conferindo-lhe maior rigidez. A face externa da membrana € rica em
lipopolissacarideos, o que a torna mais lipofilica em relagdo a substancias exégenas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2011).

A andlise individual das curvas de nivel obtidas para a resposta y(x)
porcentagem de inibicdo em S. aureus em fungao das trés variaveis metilparabeno
(x1), propilparabeno (xz) e extrato bruto de colmos (x3), mostrou que o maior valor de
y(x) esta associado a interagéo ternaria (composicéo 8). Em C. albicans os valores
mais elevados de y(x) estao associados a interagao binaria (x4 € x3) (composic¢ao 5),

assim como a interacao ternaria (composicoes 7, 8 e 9).

As curvas de nivel obtidas para a resposta y(x) porcentagem de inibicdo em
S. aureus e C. albicans em fungdo das trés variaveis metilparabeno (x4),
propilparabeno (x2) e extrato bruto de folhas (x3), mostraram que os valores mais
altos de y(x) estado associados as interagdes ternarias (composicdes 8 e 9), além de

uma interagao binaria (x4 € x3) (composi¢ao 5) em C. albicans.

Entre os efeitos sinérgicos associadas as interagdes ternarias em S. aureus,
as composi¢cdes contendo uma maior proporcdo de metilparabeno, promoveram
maior efeito na inibicdo em comparagcdo a composi¢ao ternaria contendo maior
proporcdo de propilparabeno. Isso ocorreu, porque a atividade inibitéria das
bactérias aumenta com a diminuicdo da polaridade dos parabenos, sendo mais
evidente em bactérias Gram positivas (DAVIDSON, 2005).
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Contudo, a composicao ternaria de metilparabeno, propilparabeno e extrato
bruto de folhas (50:25:25 v/v) demonstrou um efeito mais pronunciado na inibigdo de
S. aureus (100%), em relagdo a mesma composi¢cdo contendo extrato bruto de

colmos, em que a inibicao foi de 93,10 £ 2,16 %.

Contrariamente, as composi¢gdes que continham maior proporcdo de
propilparabeno, foram as responsaveis pelo maior efeito de inibicdo em C. albicans,
em que a composi¢gao contendo metilparabeno, propilparabeno e extrato de colmos
na proporcao de 25:50:25 v/v ocasionou 0 mais pronunciado efeito de inibi¢cao (95, 17
1+ 0,36 %), em comparagdo a mesma composi¢cdo contendo extrato bruto de folhas,
em que a inibicdo atingiu 87,41 + 2,16 %. Essas duas composi¢cdes também inibiram
em 100 % o crescimento de A. brasilensis (Figura 22). Segundo Davidson (2005),
isso ocorre porque a inibicao dos fungos intensifica com o aumento da cadeia

alquilica do éster.

A presengca de compostos fendlicos nos extratos de A. simplex também
poderia contribuir para a inibigdo dos micro-organismos. Os compostos fendlicos
compartilham a capacidade de inibir os micro-organismos, portanto, eles podem ter
um modo de agdo comum (VIGIL; PALOU; ALZAMORA, 2005). Ainda, segundo
esses autores, esses compostos exercem uma atividade antimicrobiana lesando as
membranas contendo lipideos, o que resulta no extravasamento do conteudo
celular. Tal atividade tem sido comprovada diante de diversas bactérias,

reconhecendo-se que as bactérias Gram positivas sdo geralmente mais sensiveis.

No que se refere a otimizagdo conjunta dos trés componentes, o modelo
quartico completo ajustado aos dados experimentais da porcentagem de inibigdo de
S. aureus e C. albicans foram inseridos na fungdo Optimization Plot (grafico de
otimizagcdo) do software Minitab®. Esta funcdo basicamente utiliza o modelo
ajustado para calcular o que seria a composi¢ao ideal para o parametro desejado,
ou seja, a composi¢cdo de cada componente que resultara na inibicdo desejada de
100% desses micro-organismos. As Figuras 22-25 apresentam as composicoes
otimas para inibicdo de S. aureus e C. albicans com as variaveis metilparabeno,

propilparabeno e extrato (folhas ou colmos).
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Grafico de otimizacdo da porcentagem de inibicdo de S. aureus em fungao
das proporgdes de metilparabeno, propilparabeno e extrato de colmos. Valores
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Figura 23.

Grafico de otimizacdo da porcentagem de inibicdo de C. albicans em fungao
das proporgdes de metilparabeno, propilparabeno e extrato de colmos. Valores
preditivos de desejabilidade para a composi¢ao otimizada para inibi¢ao de C. albicans.
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Grafico de otimizacdo da porcentagem de inibicdo de S. aureus em fungao
das propor¢cdes de metilparabeno, propilparabeno e extrato de folhas. Valores preditivos
de desejabilidade para a composi¢ao otimizada para inibigao de S. aureus.
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Figura 25.

Grafico de otimizacdo da porcentagem de inibicdo de C. albicans em fungao
das propor¢cdes de metilparabeno, propilparabeno e extrato de folhas. Valores preditivos

de desejabilidade para a composi¢ao otimizada para inibigao de C. albicans.
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Nas Figuras 22-25 sao apresentados os graficos fornecidos pela ferramenta
do Minitab® em que apresentam em destaque (na cor vermelha) as proporgdes de
cada componente para atingir, de acordo com o modelo, a inibicdo de 100% (em
azul nas figuras). Na parte superior da figura, temos o grafico do comportamento da
desejabilidade em fungdo das proporgbes das variaveis individualmente
(metilparabeno, propilparabeno e extrato de folhas ou colmos), e na parte inferior, o
grafico para a inibicdo do micro-organismo. Nota-se que para o valor de inibigao
desejado a desejabilidade é 1, pois o valor de inibigdo obtido para a composi¢cao em
destaque, através dos modelos, é exatamente o valor desejado, o que indica, que
para as composi¢des em destaque, segundo o modelo, os resultados desejados

foram atingidos.

Os resultados otimizados para S. aureus demonstraram que € necessaria
uma porcentagem menor de extrato de folhas do que empregado no experimento,
formando uma composi¢cao de metilparabeno, propilparabeno e extrato bruto de
folhas (13:67:20 v/v), a qual deve produzir a maior inibicdo. Com relagdo ao extrato
de colmos, foi obtida uma proporcao ideal empregando uma quantidade maior do
extrato, metilparabeno (60): propilparabeno (11): colmos (29). Outro ponto notado, é
que a quantidade de cada parabeno em particular se altera conforme o tipo de
extrato, resultados que podem sugerir diferentes mecanismos sinérgicos entre folhas

e colmos na mistura com parabenos.

Em C. albicans, as composi¢coes 6timas nao diferem muito entre os extratos,
uma vez que a composicao contendo extrato de colmos apresentou como proporgao
ideal metilparabeno, propilparabeno e extrato (25:56:19 v/v), e para as folhas a
proporcao otimizada foi de 13:65:22 v/v. Estes resultados estdo em consonancia
com a presenca de compostos fendlicos, incluindo os flavonoides, e com a forte
atividade antioxidante observada nos experimentos que podem ser responsaveis

pelo sinergismo apresentado em associagdo com parabenos.

De acordo com Herman et al. (2012), misturas de diferentes extratos e 6leos
essenciais podem efetivamente inibir o crescimento de micro-organismos e ampliar o
espectro de atividade, e reduzir significante a quantidade de conservantes sintéticos

adicionados em formulagdes cosméticas.
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Contudo, este trabalho demonstrou que a interagcdo de extratos brutos de A.
simplex com parabenos (metilparabeno e propilparabeno), mostrou-se importante
para a inibigdo de micro-organismos, principalmente em S. aureus e C. albicans,
devido ao sinergismo observado. Desta forma, esses extratos podem propiciar um
avango significativo na elaboragcdo de sistemas conservantes quando se visa a

reducdo de parabenos em formulagdes cosméticas.
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. Conclusoes

Com a realizagao deste trabalho conclui-se que:

e 0 extrato bruto de colmos possui a maior concentracdo de compostos

fendlicos;

e a maior concentracao de flavonoides foi observada no extrato bruto e fracdes

de folhas, principalmente a fragdo acetato de etila;

e 0s extratos brutos de folhas e colmos, principalmente a fracdo cloroférmica de
colmos de A. simplex, possuem capacidade antioxidante, confirmada por

ensaio in vitro por meio do sequestro do radical DPPH;

e 0s extratos e fragdes de colmos e folhas de A. simplex ndo apresentaram uma
atividade antimicrobiana consideravel frente a S. aureus ATCC 6538, P.
aeruginosa ATCC 9027, E. coli ATCC 8739, C. albicans ATCC 10231, A.
brasilensis ATCC 16404, apresentando uma concentragdo inibitéria minima >

1 mg/mL;

e o0s extratos brutos de folhas e colmos apresentaram sinergismo em
associagao com metilparabeno e propilparabeno frente a micro-organismos
testados, principalmente em S. aureus e C. albicans, permitindo calcular uma
composicao otima para atividade antimicrobiana com a diminuicdo de

parabenos.

e 0s extratos de A. simplex podem ser candidatos efetivos como conservante
natural associado aos parabenos (metilparabeno e propilparabeno) em futuros
estudos de formulagcdes cosméticas que visam a redugao de parabenos.
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