s 7
%4 OMNES LUX W

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE EDUCACAO E SAUDE
UNIDADE ACADEMICA DE SAUDE

CURSO BACHARELADO EM FARMACIA

MARCUS VINICIUS DUTRA DOS SANTOS

CARACTERIZACAO FITOQUIMICA E AVALIACAO ANTIMICROBIANA

DE Coriandrum sativum L.

CUITE — PB
2019



MARCUS VINICIUS DUTRA DOS SANTOS

CARACTERIZACAO FITOQUIMICA E AVALIACAO ANTIMICROBIANA

DE Coriandrum sativum L.

Trabalho de Conclusdao de Curso apresentado a
Coordenacdo do Curso de Bacharelado em
Farméicia do Centro de Educacdo e Satude da
Universidade Federal de Campina Grande —
Campus Cuité, como requisito para obten¢do do

titulo de bacharel em Farmacia.

Orientadora: Prof. Dra. Francinalva Dantas de

Medeiros

CUITE-PB
2019



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA NA FONTE
Responsabilidade Rosana Amancio Pereira — CRB 15 — 791

S237¢c Santos, Marcus Vinicius Dutra dos.

Caracterizacao fitoquimica e avaliagcdo antimicrobiana
de Coriandrum sativum L. / Marcus Vinicius Dutra dos
Santos. — Cuité: CES, 2019.

52 fl.

Monografia (Curso de Graduagdo em Farmacia) —
Centro de Educacéo e Saude / UFCG, 2019.

Orientadora: Dra. Francinalva Dantas de Medeiros.

1. Plantas medicinais. 2. Coriandrum sativum L. 3.
Fitoquimica. I. Titulo.

Biblioteca do CES - UFCG CDU 633.88




MARCUS VINICIUS DUTRA DOS SANTOS

CARACTERIZACAO FITOQUIMICA E AVALIACAO ANTIMICROBIANA

DE Coriandrum sativum 1.

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado 4 Coordenagio do Curso de Bacharelado
em Farmacia do Centro de Fducagiio e Saude da Universidade Tederal de Campina
Grande — Campus Cunt¢, como requisito para obtengdo do titulo de bacharel em

Farmacia.
APROVADO EM: 25/11/2019.

BANCA EXAMINADORA:

Prof* Dr * Francinalva Dantas de Medetros
(Onentadora UAS/CES/ UFCG)

{U.&-l—- 2 =¢alinag [J Ml P O“ OV jo—

(74

Prof® Dr? Juhai{cnmz Pereira de Souza

(Examinadora UAS/CES/UFCG)

JMA_CMMM]& k} ltm

Prof® Dr.* Mana Emiha da Silva Menezes

(Examinadora/UAS CES/UTCG)

CUITE - PB
2019




Nao existe montanha alta,
Nao existe vale profundo,
Nao existe rio largo o suficiente.
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RESUMO

As plantas medicinais e a fitoterapia sdo importantes fontes de acesso a saide de baixo
custo. Além disso, se fazem presentes da antiguidade aos dias de hoje, no dia a dia da
populacdo mundial e sao utilizadas para tratar diversas doencas. Por isso, o estudo das
plantas e seus metabdlitos secunddrios sdo de extrema importancia para a sadde coletiva,
uma vez que além da ampla utilizacdo, € conhecido que suas propriedades farmacoldgicas
se dao através de fitocomplexos, conjunto de substincias que podem agir em sinergismo
para exercer uma func¢ao. Essas substancias podem ser importantes aliadas no combate a
resisténcia microbiana aos antimicrobianos convencionais, uma vez que se torna mais
dificil para o microrganismo desenvolver resisténcia a diversas substincias de uma s6
vez. Como exemplo de espécie vegetal com potencial antimicrobiano, temos o
Coriandrum sativum L., popularmente conhecido como coentro. O objetivo do presente
estudo foi realizar a caracterizacdo fitoquimica e andlise microbiolégica da espécie. Para
a pesquisa, foi feito um extrato hidroetanélico da planta, além da extracdo do seu 6leo
essencial. Com o extrato, foi realizada a prospeccdo dos seus fitoconstituintes. Além
disso, foi obtido seu perfil cromatogrifico por andlise em CLAE. Os testes
microbiolégicos foram realizados pelo método de microdilui¢do em placas com 6 cepas,
sendo uma do género Cryptococcus e cinco do género Candida, e foram utilizados o
extrato hidroetandlico e o 6leo essencial. O extrato apresentou atividade inibitoria contra
a cepa de Cryptococcus e nenhuma contra as de Candida. Ja o 6leo essencial ndo
apresentou atividade contra nenhuma das cepas testadas. Desse modo, foi possivel
constatar a divergéncia dos dados apresentados na literatura para os dados obtidos no
presente estudo, o que pode ser explicado pela sazonalidade, além da questdo do estresse

oxidativo das plantas em seu cultivo e/ou armazenamento.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Coriandrum sativum L. Fitoquimica.



ABSTRACT

Medicinal plants and herbal medicine are important sources of access to low-cost health.
In addition, they are present from ancient times, in the daily life of the world population
and are used to treat various diseases. Therefore, the study of plants and their secondary
metabolites are extremely important for public health, since in addition to their wide use,
their pharmacological properties are known to occur through phytocomplexes, a set of
substances that can act synergistically to exercise a function. These substances can be
important allies in combating microbial resistance to conventional antimicrobials as it
becomes more difficult for the microorganism to develop resistance to several substances
at one time. An example of a plant species with antimicrobial potential is Coriandrum
sativum L., popularly known as coriander. The aim of the present study was to perform
the phytochemical characterization and microbiological analysis of the species. For the
research, a hydroethanolic extract of the plant was made, besides the extraction of its
essential oil. With the extract, the phytoconstituents were prospected. In addition, its
chromatographic profile was obtained by HPLC analysis. Microbiological tests were
performed by the microdilution method on plates with 6 strains, being one of the genus
Cryptococcus and five of the genus Candida, and the hydroethanolic extract and the
essential oil were used. The extract showed inhibitory activity against Cryptococcus and
none against Candida. Already the essential oil showed no activity against any of the
strains tested. Thus, it was possible to verify the divergence of the data presented in the
literature to the data obtained in the present study, which can be explained by seasonality,

besides the issue of oxidative stress of plants in their cultivation and / or storage.

Keywords: Medicinal plants. Coriandrum sativum L. Phytochemical.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) considera as plantas medicinais um
importante instrumento da assisténcia farmacéutica, tendo em vista que cerca de 70 a
90% da populacao mundial, principalmente a de paises em desenvolvimento, as utiliza
como opgdo terapéutica, apesar destes paises deterem bons sistemas de saide
(BRASIL, 2012).

A humanidade sempre fez uso de plantas por suas propriedades medicinais, na
utilizagdo como especiarias, como plantas arométicas, ou combinacdes delas, e € uma
pratica difundida mundialmente em diversas classes sociais (RATH; PADHY, 2014).

No Brasil, hd uma rica histéria de utilizagdo de plantas medicinais no tratamento
de problemas de satde, uso este construido através da experiéncia da medicina
tradicional, sendo transmitido de geracdo em geracdo, e favorecido por sua vasta
biodiversidade (BRUNING; MOSEGUI; VIANA, 2012).

A fitoterapia se baseia no uso de preparados tradicionais elaborados de plantas
medicinais, eficazes, padronizados, com inocuidade e qualidade controlada, nao
contendo substancias quimicamente definidas, isoladas, purificadas ou de estrutura
molecular determinada (ARAUJO et al., 2009).

Nos tltimos anos, a resisténcia microbiana frente aos antibacterianos vém se
tornando um sério risco a saude coletiva, dificultando o controle de microrganismos
patogénicos de interesse médico-sanitario. Tal fendmeno deriva do uso indiscriminado
de antibidticos, ou é resultado de recombinacdes entre genes ou mutacdo entre espécies
(DANTAS et al., 2010). Fato que reforca a importancia de estudos dos produtos
naturais, uma vez que a eficicia terapéutica de uma planta medicinal ndo se da através
da acdo de apenas uma substincia, mas de um grupo com diversos compostos,
denominado de fitocomplexo (CAPASSO et al., 2000; FUNARI; FERRO, 2005;
VARNA et al., 2008). Tendo em vista essa perspectiva, esse grupo de substancias é
uma importante ferramenta a ser utilizada, uma vez que os microrganismos t€ém mais
dificuldade de apresentar resisténcia contra os fitocomplexos, pois estes podem atuar
de modo sinérgico (DANTAS et al., 2010). E como exemplo de espécie vegetal com
potencial terapéutico para esse tipo de estudo temos o Coriandrum sativum L. Sendo
assim, a realizacdo de estudos fitoquimicos com plantas com potencial atividade

microbiana compreende a possibilidade de descoberta de novas opgdes terapéuticas
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aos tratamentos convencionais existentes no mercado, a valoriza¢do ecoldgica e de
saberes populares, trazendo beneficios para o desenvolvimento da ciéncia e da

sociedade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Realizar a caracterizagdo fitoquimica e andlise microbiolégica da espécie

Coriandrum sativum L.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a coleta da espécie Coriandrum sativum L.;

obter o extrato hidroalcoolico e 6leo essencial da espécie;

realizar caracterizacao fitoquimica do extrato;

obter perfil cromatrografico do extrato hidroalcoolico;

realizar screening microbioldgico nos extratos produzidos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Plantas medicinais e politicas publicas

Dentre todas as préticas difundidas culturalmente entre os povos, a utilizagcdo de
plantas, principalmente com fins terapéuticos, sempre foi destaque e se mostra
fundamental desde a antiguidade. Na década de 90, a OMS relatou que cerca de 65-80%
da populacdo dos paises emergentes utilizavam plantas medicinais como tnica fonte de
acesso aos cuidados bdsicos de satude, e apontou para uma maior difusdo dessa pratica
(BADKE et al., 2012; CAETANO et al., 2015).

Nessa perspectiva, o Brasil, sendo o pais de maior biodiversidade do planeta,
associado a sua rica diversidade cultural e étnica, possui um importante conhecimento
tradicional relacionado ao uso de plantas medicinais (BRASIL, 2006).

Diante de diversos fatores como o alto custo de medicamentos convencionais
industrializados, dificuldade de acesso a assisténcia médica e a tendéncia mundial ao uso
de produtos de origem natural, a utilizacdo de plantas como recurso terapéutico tem
aumentado gradativamente. Porém, o uso de plantas tem seus riscos em razdo de seus
constituintes quimicos os quais, dependendo da combinacdo e quantidade, podem efeitos
adversos, uso indevido, por exemplo (ISERHARD et al., 2009; CAETANO et al., 2015).

Cerca de 70-90% da populagcdo dos paises emergentes depende das plantas
medicinais no que diz respeito a atencio primadria a saide, a OMS se manifestou diversas
vezes sobre a importancia da valorizacdo desse recurso terapéutico. Com isso, em
conformidade com essas recomendacdes, em 2006 foram aprovadas a Politica Nacional
de Priéticas Integrativas e Complementares (PNPIC), com atualizacdo pela portaria n°
702, de 21 de marco de 2018, e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos
(PNPMF) (WHO, 1993; WHO, 2011; BRASIL, 2012).

Nesse sentido, as duas politicas t€m objetivos comuns voltados para a insercao
das plantas medicinais e da fitoterapia no SUS, sendo a PNPMF voltada também para o
desenvolvimento da cadeia produtiva, com o objetivo de garantir o acesso a produtos de
qualidade, seguranca e com eficicia comprovada. Além disso, objetiva também o uso
sustentdvel da biodiversidade brasileira e o desenvolvimento do complexo produtivo de
saide (BRASIL, 2016).

Com toda essa valorizacdo, houve um significativo crescimento de estudos

relacionados a plantas medicinais no Brasil, tendo em vista um grande potencial



19

inexplorado da nossa biodiversidade. Porém, por mais significativo que seja esse
crescimento, novas pesquisas continuam sendo extremamente necessdrias, a fim de
garantir o uso racional das plantas medicinais (CARNEIRO et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2014).

3.2 Metabdlitos secundarios

Os metabdlitos secundérios, extraidos a partir das plantas medicinais, sao
compostos de estrutura complexa, baixo peso molecular e sdo originados a partir de
reacoes mediadas por enzimas que utilizam como precursores substancias provenientes
do metabolismo primario, tendo como principais vias as do acido chiquimico (figura 1) e
o acetato-mevalonato (figura 2) (FUMAGALI et al., 2008; PEREIRA; CARDOSO,
2012).

Essas substancias também podem ser chamadas de produtos naturais, e sdo
conhecidas por desempenharem um papel importante na adaptacio e sobrevivéncia das
plantas aos seus ambientes, estdo presentes em baixas concentracoes € possuem
atividades bioldgicas significantes (FUMAGALI et al., 2008; PEREIRA; CARDOSO,
2012).

Figura 1 — Via metabélica do acido chiquimico.
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Fonte: proprio autor, 2019.
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Figura 2 — Via metabdlica do acetato-mevalonato.
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Fonte: proprio autor, 2019.

3.3 Alternativa terapéutica

A procura por produtos naturais com atividade bioldgica surge como uma
alternativa necessdria frente aos tratamentos convencionais, uma vez que, com O
aparecimento das resisténcias bacterianas, o tratamento de certas afeccdes se tornou
complicado e, muitas vezes, ineficaz (BARBOSA; FARIA, 2018).

Além disso, os extratos obtidos a partir de plantas, com atividade medicinal, atuam
através dos fitocomplexos, que sdo um conjunto de substincias atuando, muitas vezes,
em sinergismo. Diante disso, se torna mais dificil o aparecimento de microrganismos
resistentes a esse tipo de tratamento (CATAO et al., 2015).

Devido a isso essas substincias comecaram a estimular o interesse de
pesquisadores e tornaram-se a fonte de principios ativos apresentando alta importancia
comercial na drea farmacéutica. Esses compostos possuem diversas a¢des farmacoldgicas

que incluem atividades anti-inflamatdrias (terpenos, esteroides, flavonoides); acdo
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laxativa e expectorante (saponinas); antimicrobianas (taninos, flavonoides, saponinas,
terpenos); analgésica (alcaloides e flavonoides), entre outras (PEREIRA; CARDOSO
2012).

3.4 Fitoquimica

A fitoquimica surgiu como um instrumento de estudo desses compostos
destinando-se principalmente a caracterizagdo estrutural, avaliacdo de propriedades e
investigacdes biossintéticas de substincias naturais produzidas pelo metabolismo
secundério de organismos vivos (BRAZ FILHO, 2010).

Os estudos fitoquimicos podem compreender as etapas de isolamento, elucidacao
estrutural e identificacdo dos constituintes mais importantes do vegetal, principalmente
de substancias origindrias do metabolismo secundario, responsaveis, ou ndo, pela acao
bioldgica. Sdo utilizadas técnicas com finalidade qualitativas e quantitativas como
espectroscopia de UV, fluorescéncia e infravermelho, cromatografia, ressonadncia
magnética nuclear, espectrometria de massas, entre outras, além de reacOes de
precipitacdo e colorimétricas, de acordo com o objetivo e os compostos de interesse
envolvidos no estudo (TOLEDO et al., 2003; FALKENBERG; SANTOS; SIMOES,
2010).

3.5 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais s@o misturas complexas de substancias voléteis, lipofilicas,
geralmente com odor e liquidas, sendo também chamados de 6leos etéreos ou esséncias,
que podem conter 100 ou mais compostos organicos. Sua principal caracteristica, no
entanto, consiste na volatilidade, que o difere dos 6leos fixos, os quais sdo misturas de
substincias lipidicas obtidas mais frequentemente originadas de sementes (SARTO;
ZANUSSO JUNIOR, 2014; SIMOES, 2017).

Sao originados a partir do metabolismo secundério das plantas e podem ser
extraidos de flores, folhas, cascas, entre outras partes (SARTO; ZANUSSO JUNIOR,
2014). Apresentam compostos aromaticos volateis, como € o caso dos terpenos € seus
derivados (carvacrol, timol, eugenol, terpineno, linalol e carvona, por exemplo), os quais

sao relacionados como responsdveis pela atividade antimicrobiana dos 6leos, além dos
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fenilpropanéides, sendo as duas classes mais comumente encontradas (SANTOS et al.,
2010; SIMOES, 2017).

Esses compostos sdo capazes de interagir em diferentes alvos e funcdes das células
das bactérias, como inibicdo da sintese de acidos nucleicos, distirbios nas propriedades
da membrana citoplasmadtica e no metabolismo energético (BARBOSA et al., 2015).

Os odleos volateis sdo muito frequentemente obtidos das flores, folhas, cascas,
rizomas, caules, sementes e frutos. Encontram-se na forma de pequenas gotas entre as
células das plantas, onde agem como hormonios reguladores e catalisadores (BIZZO et
al., 2009).

Os terpendides sdao formados por um nimero varidvel de unidades de isopreno (2-
metilbutadieno) ligadas pela condensacdo cabeca-cauda. Os compostos terpénicos mais
frequentemente encontrados nos 6leos essenciais sdo 0s monoterpenos, 0s quais estao
presentes em até 90% deles, e os sesquiterpenos (SIMOES et al, 2017). J4 os
fenilpropandides se formam a partir do dcido chiquimico, que forma as unidades basicas
dos 4cidos cindmico e p-cumdrico. J4 os terpendides tem sua origem biossintética
derivada de unidades de isopreno (C5), que € originado pela via do dcido mevaldnico. As
estruturas tipicas contém o esqueleto de carbono representado por (C5)n e sdo
classificados como hemiterpenos (C5 ou 5 dtomos de carbono), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40) (DEWICK, 2002).

3.6 Coriandrum sativum L.

A espécie Coriandrum sativum L., popularmente conhecida como coentro, € uma
planta herbicea anual, membro da familia Apiaceae, origindria do Mediterraneo, mas
amplamente cultivada em diversas regies e condi¢des, como no norte da Africa, Europa
e Asia como uma erva medicinal e culindria (MANDAL; MANDAL, 2015).

O C. sativum (figura 3), apresenta potencial atividade antimicrobiana frente a
espécies como, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas syringae, Pseudomonas corrugata e
Pseudomonas mediterrdnea (KLEPSER et al., 1998; LO CANTORE et al., 2004;
WONG; KITTS, 2006; DUARTE et al., 2007; ALVES-SILVA et al., 2013).
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Figura 3 — Coriandrum sativum L.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Composto quimicamente por monoterpenos como linalol (figura 4), citronelol
(figura 5), geraniol (figura 6), mirceno (figura 7), o e B-terpineno (figura 8) e canfora
(figura 9), além de acidos graxos como linoleico, oleico, palmitico e outros (ISHIKAWA
et al., 2003), o 6leo essencial do coentro € utilizado amplamente em preparados
farmacéuticos como flavorizante e edulcorante em medicamentos, bebidas alcéolicas,

além da perfumaria (COSTA, 2002).
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Figura 4 — Estrutura quimica do linalol.

OH

Fonte: proprio autor, 2019.

Figura 5 — Estrutura quimica do citronelol.

OH

Fonte: proprio autor, 2019.
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Figura 6 — Estrutura quimica do geraniol.

OH

Fonte: proprio autor, 2019.

Figura 7 — Estrutura quimica do mirceno.

Fonte: proprio autor, 2019.
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Figura 8 — Estrutura quimica do a (esquerda) e p-terpineno (direita).

Fonte: proéprio autor, 2019.

Figura 9 — Estrutura quimica da canfora.

™~

Fonte: préprio autor, 2019.

As partes mais corriqueiramente utilizadas da planta sdo as folhas frescas e
sementes secas embora todas as partes sejam comestiveis. As folhas e sementes contém
6leo essencial rico em varios componentes, 0 que proporciona sabor caracteristico quando

adicionado a alimentos (KALEMBA ; KUNICKA, 2003).
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Além de servir como condimento e proporcionar sabor aos alimentos, o coentro
tem a capacidade de atuar como auxiliar na conservagdo dos mesmos, tendo em vista suas
atividades antioxidantes, antiftingicas e antibacterianas (LARIBI; M’"HAMD; BETTAIE,
2015).

Virios relatos da medicina popular incluem o coentro em preparacdes medicinais
utilizadas no tratamento de distirbios digestivos. Além disso, no norte do Paquistdo, €
relatado o uso da planta inteira para o tratamento de alguns problemas de satde
autolimitados como flatuléncia, disenteria, tosse e vomitos (KHAN; KHATOON, 2008).

Ainda, na medicina tradicional indiana, a planta € utilizada em distirbios
digestivos, respiratdrios e urindrios, por ter atividade diaforética, diurética, carminativa e
estimulante. A infusdo de suas sementes € utilizada, na Turquia, como agente digestivo,
carminativo e para o aumento do apetite (UGULU et al., 2009).

Em estudo realizado por Delaquis et al., 2002, foi analisada a atividade
antibacteriana do 6leo essencial e de fracdes destiladas, contra algumas bactérias gram-
positivas e gram-negativas. Além disso, foi relatado efeito inibitério sobre algumas
bactérias como Klebsiella pneumoniae, Bacillus megaterium, Pseudomonas aeruginosa,
Staphyloccocus aureus, Escherichia coli, Escherichia cloaca e Enterococcus faecalis.

Em outro estudo, o 6leo essencial de C. sativum, apresentou efeito antibacteriano
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhi. Contra S. typhi o
efeito foi bactericida, ja contra E. coli, o efeito apresentado foi bacteriostético. O principal
componente do dleo foi possivelmente o responsdvel pelo efeito, visto que sua atividade
antibacteriana contra diversas cepas ja é descrita na literatura (ATES; TURGAY, 2003).

E importante ressaltar, porém, que quando se fala de Gleo essencial hd virias
substancias juntas, por isso, nem sempre as propriedades demonstradas sdo oriundas, por

exemplo, da substincia majoritaria (BANDONI; CZEPAK, 2008).

3.7 Métodos de extracio

Para a extracdo de produtos naturais sao utilizadas diversas técnicas como por
exemplo, maceragdo, percolagdo, turbdlise, extracdo por ultrasson, extracdao por fluido
supercritico, entre outras, com variagdes no solvente utilizado, tempo de extragdo,
temperatura, agitacdo, etc. Para os Oleos essenciais, podem ser empregados a
hidrodestilacdo, extragdo por solventes organicos, extracdo por solvente organico em alta

pressdo, CO:2 supercritico, entre outros. Devido as diferentes caracteristicas de cada
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método, podem ocorrer mudangas nas propriedades do dleo essencial extraido (OKOH;

SADIMENKO; AFOLAYAN, 2010).

3.7.1 Hidrodestilagdo

O processo de extragdo mais utilizado € o de hidrodestilacdo. Tal processo
consiste em colocar a planta submersa em dgua sob aquecimento, até alcangar a fervura,
o que resulta na formacdo de vapor de dgua, o qual arrasta os componentes volateis da
planta (figura 10). Apds a condensacdo, ocorre a separacao da fase oleosa da aquosa, em

aparelho do tipo Clevenger (SERAFINE et al., 2001).

Figura 10 — Aparelho de Clevenger

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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3.8 Métodos cromatograficos

A principal técnica de andlise dos produtos naturais € a cromatografia, que permite
a separagao de componentes distintos em uma mistura através da utilizag¢ao de duas fases,
uma estaciondria e outra movel. As caracteristicas fisico-quimicas das substancias
determinam a separacdo das substincias e seu tempo de retencio (MONTOYA;
FLOREZ, 2016).

Para além da cromatografia preparativa, a qual visa o isolamento de componentes,
hd a modalidade analitica de cromatografia, que se destina para fins de andlise de
substancias em misturas e identificacdo e elucidagcdio (FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 2010). Carlos et al. (2011), evidencia a imprescindibilidade de prévia extragio
e concentrac¢io.

De acordo com os processos de separacao de componentes de uma matriz, existem
quatro modalidades de cromatografia, sendo elas: cromatografia de particdo,
cromatografia de adsorcao, cromatografia de troca idnica, cromatografia de exclusdo ou
de filtragdo molecular. Nessas categorias, divergem-se vdarias técnicas cromatograficas,
através da utilizacdo de equipamentos distintos e pela natureza da fase estaciondria. Os
exemplos mais encontrados sdo: cromatografia liquida em coluna, cromatografia liquida
de alta eficiéncia, cromatografia em camada delgada e cromatografia gasosa

(FALKENBERG:; SANTOS; SIMOES, 2010).
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta do material vegetal

A espécie Coriandrum sativum L. foi coletada no municipio de Nova Floresta —

PB, no canteiro Cheiro Verde, nas primeiras horas da manha.

4.2 Obtencao dos extratos vegetais

4.2.1 Extrato hidroetandlico

O material vegetal fresco foi coletado, rasurado e submetido a extracdo por
maceracdo utilizando etanol:agua (v/v), na propor¢do 1:1, como solvente extrator, por 7
dias, a temperatura ambiente. Foram utilizados 50 g de material vegetal para 500 mL de

solvente extrator.

4.2.2 Oleo essencial

Para a extra¢do do 6leo essencial foi utilizado aparato de Clevenger, utilizando
aproximadamente 30 g de material vegetal, que foi colocado em um baldo de fundo
redondo de 500 mL de capacidade, juntamente com 300 mL de dgua destilada. O baldo,
acoplado ao Clevenger, foi aquecido até ebulicdo e os 6leos essenciais foram arrastados
pelo vapor de dgua e condensados no corpo do Clevenger, cujas paredes estavam sendo

resfriadas por dgua gelada circulante.

4.3 Determinacio de residuo seco

Para determinar a concentracdo do extrato foi utilizado uma adaptacdo da
metodologia farmacopeica de determinacdo de residuo seco. Nesse processo, uma
aliquota de 1 mL do extrato liquido foi transferida para uma cdpsula de porcelana
previamente pesada. Em seguida, esse sistema teve seu volume reduzido a 1/3 com auxilio
de aquecimento em chapa aquecedora a 60°C. O material foi entdo submetido a secagem

em estufa por 4 horas a 100°C e transferidas ao dessecador até atingir a temperatura
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ambiente. Posteriormente, o material teve sua massa aferida em balanca analitica e foi

submetido a secagem em estufa por 1 hora para posterior pesagem até o valor constante.

4.4 Prospeccao fitoquimica

Os extratos obtidos foram avaliados quanto a sua composi¢do fitoquimica,
segundo as reacdes descritas em Cardoso (2009).

Para os flavonoides, foram adicionados pedagos de magnésio metdlico e 3 gotas
de HCI e esperou-se para verificar a coloragdo rosa a vermelha, que nao foi obtida. Essa
reacdo se baseia no fato de que os derivados flavonicos, que sdo de cor amarela, reduzem-
se adquirindo coloragdo de rosea a vermelha. Sendo assim, o extrato apresentou resultado
negativo para presenca de flavonoides.

Para os alcaloides, foram adicionadas 4 gotas do reagente de Dragendorff e
aguardou-se a formagdo ou ndao de um precipitado vermelho tijolo, fundamentada na
capacidade dos alcaloides de se combinar com metais pesados (Bismuto, Merctirio,
tungsténio e lodo). Ao fim da reacdo, o resultado foi positivo.

Para os taninos, foram adicionadas 4 gotas de Cloreto Férrico a 5%, baseada no
fato de que os fendis formam complexos coloridos com fon Fe**, e, ao fim da reagdo, de
acordo com a figura 1 (terceiro tubo), observou-se resultado positivo com a mudanga para
uma coloracao esverdeada a azulada.

Por fim, para o teste de terpenos, foram adicionadas 1 mL de anidrido acético
acidificado com 4cido sulftirico concentrado e, ao fim da reac@o, constatou-se o resultado

fracamente positivo observado pela mudanca visivel na coloracao.

4.5. Caracterizacao fitoquimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Uma aliquota de 1 mL do extrato hidroetandlico foi submetido a caracterizagao
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi utilizado detector de ultravioleta DGU-
20ASR, forno para coluna CTO-20A, amostrador automatico SIL-20AHT e o mddulo
bomba LC-20AT. As amostras foram submetidas a um tempo de andlise de 30 minutos
sob uma temperatura de 30°C. O fluxo de bombeamento foi de 1 mL/min. A fase mével
foi composta por metanol/agua (v/v), no modo gradiente iniciando em 10% de metanol e
aumentando para 70% em 20 min, com platd por 5 min, e retorno para a 10% até 30 min,

A fase estaciondria foi de fase reversa, coluna analitica C18 Shim-pack CLC-ODS (250
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x 4,6 mm DI), com tamanho da particula de 5 um. Com detec¢dao de UV com arranjo de

diodos, no comprimento de onda de 254 nm.

4.6 Cepas e Meio de cultura

As cepas de leveduras de Cryptococcus neoformans var. neoformans (ATCC
66031) utilizadas foi cedida pela Prof® Dr* Igara de Oliveira Lima (Laboratério de
Microbiologia/UAS/UFCG) e estocadas em meio Agar Saboraud Dextrose. J4 as cepas
das espécies do género Candida (C. tropicalis INCQS 40042, C. glabrata ATCC 90030,
C. albicans ATCC 76485, C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis ATCC 22019) foram
cedidas pelo Prof. Dr. Wylly de Oliveira Lima (Laboratério de Bioquimica/UAS/UFCG).

Na realizacao dos experimentos para andlise da atividade antifungica dos extratos,
foram utilizados os meios de culturas Caldo Saboraud e o Agar Saboraud Dextrose
(DIFICO® - Laboratories LTDA). O preparo destes meios seguiu as instrugcdes do
fabricante e foram distribuidos em tubos e placas de ensaio ideais para os estudos
microbioldgicos.

As cepas foram repicadas no meio de cultura Agar Saboraud Dextrose e incubadas

em estufa bacteriol6gica durante 48 horas a 37°C.

4.7 Antifangico-padrao

Para o controle padrao do teste da atividade antiftingica dos extratos, foi utilizada

a anfotericina B (Sigma Aldrich®).

4.8 Inoculo

Para o preparo do indculo, retirou-se uma aliquota da cepa de Cryptococcus
neoformans previamente semeado em ASD e suspendeu-se-a em tubo com solucao salina
a 0,85% estéril. O indculo foi ajustado de acordo com o tubo 0,5 da escala de McFarland

em suspensao do microrganismo em solucdo salina 0,85% estéril, correspondente a 5 x

10° UFC/mL.

4.9 Determinaciao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
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Para a determinacdo da Concentragao Inibitéria minima (CIM) dos extratos
vegetais, foi realizada a técnica de acordo com as normas M27-A2 do CLSI, 2002;
CLEELAND, SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998. Foram distribuidos 100 pL do caldo
Saboraud Dextrose duplamente concentrado em placas de 96 orificios e fundo em “U”.

O extrato bruto foi diluido em 4gua destilada em uma razdo de 1:1. Em seguida,
foram distribuidos 100 puL dessa solu¢do somente na primeira linha e foi realizada a
diluicdo seriada a uma razao de 2. J4 para solubilizar o 6leo essencial em 4dgua foi utilizado
o Polissorbato 80 (Tween 80) 1% da Sigma-Aldrich®. As duas ultimas linhas
corresponderam ao controle para avaliar a viabilidade das cepas (meio de cultura caldo
sabouraud dextrose mais indculo sem a substincia analisada) e a esterilidade do meio de
cultura (caldo sabouraud sem a substincia testada).

Com auxilio de uma pipeta de 10 pL, foi adicionado o in6culo em cada uma das
cavidades da placa. Foram feitos os controles com antiftingico padrio (anfotericina B) e
de esterilidade. O ensaio foi realizado em triplicata e incubado a 37°C por 48 h.

Ap6s o periodo de incubacgdo, procedeu-se a leitura da placa, visualmente, pela
auséncia ou presenga de crescimento do microrganismo através da mudanca do aspecto
limpido para turvo, indicando crescimento do fungo.

Com isso, foi determinada a CIM, a menor concentra¢do da substancia capaz de
inibir o crescimento do fungo analisado, verificado por uma ndao mudanca de aspecto

limpido da cavidade da placa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da fragdo da planta destinada a pesquisa fitoquimica, foi obtido um extrato
hidroetanélico (EHE) bruto de coloragdo verde translicido com o volume de 500 mL
(figura 11). Foi realizada a determina¢do do seu residuo seco, onde obteve-se um

resultado de 0,01%.

Figura 11 — Extrato hidroetanélico bruto de Coriandrum sativum L.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

As andlises de prospeccao fitoquimica foram feitas utilizando 5 tubos de ensaio,
nos quais foram adicionados 2 mL do extrato, deixando 1 tubo como controle.

Assim como mostra a tabela 1, o teste para flavonoides apresentou resultado
negativo. Ja para alcaloides, o resultado foi fortemente positivo. Para taninos,
moderadamente positivo. E para terpenos, fracamente positivo. Tais resultados foram

verificados por reacdes colorimétricas descritas.
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Quadro 1 — Resultado dos testes fitoquimicos do extrato hidroetanolico de

Coriandrum sativum L.

Fitoconstituintes
Droga vegetal : : :
Flavonéides Alcaléides Taninos Terpenos
Coriandrum - +++ ++ +

sativum L.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Assim como mostra a figura 12, os constituintes fitoquimicos do extrato foram
identificados a partir de reagdes colorimétricas em tubos de ensaio. Para os flavonoides,
foram adicionados pedacos de magnésio metdlico e 3 gotas de HCI e esperou-se para
verificar a coloracio rosa a vermelha, que ndo foi obtida. Essa reagdo se baseia no fato de
que os derivados flavOnicos, que sdo de cor amarela, reduzem-se adquirindo coloragdo de
rosea a vermelha. Sendo assim, o extrato apresentou resultado negativo para presenca de
flavonoides.

Para os alcaloides, foram adicionadas 4 gotas do reagente de Dragendorff e
aguardou-se a formagdo ou ndo de um precipitado vermelho tijolo, fundamentada na
capacidade dos alcaloides de se combinar com metais pesados (Bismuto, Merctrio,
tungsténio e lodo). Ao fim da reacdo, o resultado foi positivo.

Para os taninos, foram adicionadas 4 gotas de Cloreto Férrico a 5%, baseada no
fato de que os fendis formam complexos coloridos com fon Fe**, e, ao fim da reagio, de
acordo com a figura 1 (terceiro tubo), observou-se resultado positivo com a mudanga para
uma coloracao esverdeada a azulada.

Esses compostos sdo polimeros formados por mondmeros de catequina ou de
acido gdalico e, por isso, tém alta polaridade. Possivelmente por esse motivo e,
consequentemente, a afinidade com o solvente extrator, além da questio da sazonalidade,
foi o metabdlito mais prevalente, identificado a partir da visualizacdo da reacido (BRITO,
2018).

Por fim, para o teste de terpenos, foram adicionadas 1 mL de anidrido acético
acidificado com 4cido sulftirico concentrado e, ao fim da reac@o, constatou-se o resultado

fracamente positivo observado pela mudanca visivel na coloracao.
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Figura 12 — Prospeccao fitoquimica do extrato hidroalcoolico de

Coriandrum sativum L.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

O metabolismo secundério de uma planta pode ser interferido por vérios fatores,
um deles € o estresse oxidativo com consequente produgdo de radicais livres, levando a
producdo de diferentes compostos. Ou seja, as condicdes ambientais de crescimento,
levam a uma resposta diferente no metabolismo secundario e, por consequéncia, na
producdo de metabolitos (BARROS et al., 2012).

Apesar da literatura constatar a presenca de terpenos como linalol, citronelol e
canfora em extratos obtidos a partir do Coriandrum sativum L., a mudanca na composi¢ao
do extrato obtido no presente estudo se deve a sazonalidade, ou seja, mudancas na
producdo dos metabolitos secundérios ao longo do dia e/ou época do ano (ISHIKAWA
et al., 2003; RIBEIRO; BONILLA; LUCENA, 2018).

Foi obtido, ainda, através de aparelho de Clevenger, o 6leo essencial da espécie
Coriandrum sativum L (figura 13). O aparato permaneceu em extra¢do durante 5 horas e

obteve-se um volume de aproximadamente 50 mL.
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Figura 13 - Oleo essencial do Coriandrum sativum L.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Através da andlise por cromatografia liquida de alta efici€éncia foi possivel obter

o perfil cromatografico do EHE do coentro (Figura 14).

Figura 14 — Perfil cromatografico de Coriandrum sativum L.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

O ¢leo essencial (OE) do coentro foi testado contra 6 cepas, I (Cryptococcus
neoformans var. neoformans), 1l (Candida tropicalis), 11 (Candida glabrata), IV
(Candida albicans), V (Candida krusei) e V1 (Candida parapsilosis). Passadas as 24-72h,
foi observado o crescimento dos microrganismos, comprovando que o 6leo ndo teve

atividade inibitéria sobre os mesmos, ja o extrato obteve atividade apenas contra a cepa
L
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Figura 15 — Esquema de placa de microdiluicao de 96 pocos.
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Fonte: https://br.depositphotos.com/99156440/stock-illustration-plastic-plate-for-

molecular-biology.html

Os resultados encontrados ndo corroboram com os encontrados no estudo de
Queiroz (2012), que observou atividade fungicida e fungistitica do Oleo contra
Cryptococcus neoformans, apresentando uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de
64 ng/mL. O mesmo autor evidencia, ainda, que o 6leo essencial do coentro se apresenta
como uma alternativa promissora para pesquisadores que visam descobrir substancias
com potencial atividade antifiingica, necessitando-se de estudos mais aprofundados em
relagcdo aos resultados e testes que assegurem sua seguranca, como € o caso de testes in
vitro e ensaios toxicoldgicos, respectivamente.

Lo Cantore et al. (2004) utilizaram o 6leo essencial do coentro para testes em 27
espécies de bactérias, porém, em seu estudo, utilizaram 6leo proveniente das sementes da
planta. Os autores observaram atividade antibacteriana promissora e significativa, por
1Ss0, sugerem o uso como bactericidas naturais para controle de doencas fitopatogénicas.

A literatura evidencia a atividade do 6leo essencial do Coriandrum sativum L.
contra alguns microrganismos, como € o caso do estudo de Hammer, Carson e Riley
(1998), que observaram atividade contra Candida albicans, sugerindo o uso do 6leo para
tratamento topico de infec¢des superficiais.

Ja no estudo de Furletti et al. (2011) o OE do coentro isolado apresentou boa
atividade antiftiingica contra espécies de Candida. Além disso, foi observado um efeito
sinérgico entre OE e anfotericina B contra cepas de Candida albicans. Tais resultados sdo
importantes para o desenvolvimento de novas formula¢des contra candidiase.

Ja Meena e Sethi (1994), testando o O6leo essencial da mesma espécie, ndo

obtiveram resultados positivos em relacao a inibicao do crescimento de Aspergillus niger.
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Resultados estes que divergem dos de Elgayyar et al. (2001), que observaram atividade
inibitdria contra 0 mesmo microrganismo, além de Geotrichum spp. € Rhodotorula spp.

Em busca de justificar a variacdo de atividade antimicrobiana, Meena e Sethi
(1994) relatam que esse efeito do coentro parece ser altamente varidvel, dependendo de
condic¢des de cultura e espécies. Além disso, essas variagdes podem limitar aplicacoes
comerciais do 6leo.

Ja Furletti et al. (2011) justifica a variacdo de atividade antimicrobiana do coentro
com base na parte da planta utilizada. Os autores afirmam que extratos das partes aéreas
e sementes da espécie apresentam maior atividade antimicrobiana.

Como a atividade antimicrobiana estd intimamente relacionada aos componentes
quimicos produzidos, Laribi et al. (2015) afirmam que a variacdo de componentes
quimicos no OE do C. sativum € entendida quando se leva em consideracdo os fatores
que influenciam o metabolismo secundario das plantas. Condi¢des genéticas, climaticas,
sazonais e geograficas sdo alguns destes.

Além disso, mudangas na composi¢do de OE também sdo observadas devido as
técnicas de extragdo, que incluem hidrodestilacio (BENYOUSSEF; SAIBI, 2013),
extracdo por COz supercritico (KOSAR et al., 2005) e hidrodestilagdo assistida por micro-
ondas (EYRES et al., 2005).

Essas varia¢des na composi¢ao quimica de extratos e OE sdo, também, altamente
sensiveis as variagcdes no momento do armazenamento. Estudos relatam que ocorrem
mudancas na composi¢do de 6leos essenciais de coentro apds o armazenamento a luz do
dia. Essas mudangas resultam em transformag¢des quimicas nos terpenos, incluindo
processos oxidativos que sdo iniciados pela luz. Tais alteracdes podem resultar em
mudangas nas caracteristicas organolépticas do OE e até mesmo duvidas sobre a sua
utilizagdo segura em seres humanos (TUREK; STINTZING, 2013).

Matasyoh, Maiyo e Ngure (2008) explicam que as concentracdes utilizadas de
6leo essencial para inibi¢do do crescimento de microrganismos sdo bem maiores que as
de um antimicrobiano padrdo. Porém, isso se explica porque os componentes ativos do
6leo compreendem apenas uma fragdo do que € utilizado. Os autores salientam, ainda,
que se as substancias fossem isoladas e purificadas, possivelmente apresentariam
atividade compardvel aos antimicrobianos padrdes. Além disso, os autores observaram
atividade antimicrobiana do OE do coentro contra bactérias gram positivas e negativas e

afirmam que o mesmo pode ser utilizado com base na utilizacao popular da planta.
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Em seu estudo, Begnami (2008), preparou extratos hidroexanico e hidroetandlico,
e para obtencdo do ultimo, utilizou o residuo da extracdo hexanica. O extrato
hidroetandlico foi preparado com uma solugdo etanol dgua 80:20 (v/v). J4 no presente
estudo, o extrato hidroetandlico foi preparado com uma solucao etanol dgua 50:50 (v/v),
porém, foi utilizado material vegetal fresco.

O extrato hidroetandlico de C. sativum ambém foi testado nas mesmas cepas que
o OE (I, I, III, IV, V e VI). Porém, diferente do Oleo essencial, foi observada uma
atividade inibitéria contra a cepa I (Cryptococcus neoformans var. neoformans) e
nenhuma atividade contra as cepas I, III, IV, V e VI, como mostrado a seguir na tabela
2.

Wong e Kitts (2006) afirmam que o dano celular causado nos microrganismos
pelos extratos alcoolicos do Coriandrum sativum L. se da, pelo menos em parte, pela

atividade quelante do ferro e pelo cardter hidrofébico dos compostos fendlicos presentes.

Quadro 2 — Resultados dos testes microbiolégicos com extrato

hidroetandlico e 6leo essencial de Coriandrum sativum L.

Microrganismos
Extratos
I I III IV A\ VI
Extrato hidroetandlico - + + + + +
Oleo essencial (OE) + + + o + +

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
Legenda: I — Cryptococcus neoformans var. neoformans; Il — Candida tropicalis; 1l — Candida glabrata;

IV — Candida albicans; V — Candida krusei; V1 — Candida parapsilosis.

Yildiz (2016), em seu estudo, também verificou atividade antimicrobiana do
extrato etandlico das folhas do coentro, porém, contra microrganismos diferentes
(Flavobacterium indologenes, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Streptococcus pyogenes e Yersinia enterocolitica.

O mesmo autor destaca ainda que o extrato etandlico de coentro apresenta
potencial antifingico muito mais fraco do que o OE, pois em seu estudo o0 mesmo extrato
sO apresentou atividade contra Candida spp., divergindo dos resultados encontrados no
presente estudo, onde o OE ndo apresentou atividade contra nenhuma cepa testada, ja o

EHE apresentou atividade apenas contra Cryptococcus neoformans.
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No presente estudo, as cepas II, III, IV, V e VI, apresentaram resisténcia tanto
contra OE, quanto ao extrato de coentro, dados que divergem de diversos estudos ontem
tanto o OE, quanto o extrato apresentam atividade antiftingica contra diversas espécies de
Candida (HAMMER et al., 2003; HAMMER et al., 2004; SILVA et al., 2011).

Diferentes extratos foram testados no estudo de Dash, Sultana e Sultana (2011).
Os autores verificaram atividade inibitéria do extrato metandlico do coentro contra
bactérias patogénicas gram-negativas como Pseudomonas spp., Escherichia coli, Shigella
dysenteriae. Foi observado, ainda, que a espécie Salmonella typhi ndo foi sensivel ao
extrato de acetona da mesma planta.

No estudo de Begnami (2008), que testou atividade da mesma planta contra cepas
do género Candida, foi observada uma atividade contra as espécies C. parapsilosis e C.
albicans. Ja Singh et al. (2006) observaram atividade antifiingica contra Curvalaria
pallascens, Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme e Aspergillus terreus.

Em relacdo as infeccdes por espécies do género Candida, principalmente albicans,
Begnami (2008), ressalta, ainda, que pesquisadores tém estudado a inibicdo desse
microorganismo por extratos, 6leos essenciais e substincias isoladas provenientes de
vegetais. Esses estudos se iniciam, principalmente, a partir de levantamentos
etnofarmacoldgicos, os quais descreverem as plantas mais utilizadas pela populagio.

Tais estudos sd@o de extrema importancia devido ao alarmante crescimento de
infeccdes por microrganismos oportunistas (principalmente do género Candida). E,
ainda, pela dificuldade no tratamento devido a resisténcia aos multiplos medicamentos
disponiveis, principalmente desenvolvida através das contaminac¢Oes hospitalares
(BEGNAMLI, 2008).

Sendo assim, se observa que o coentro apresenta grande potencial para ser
utilizado como antimicrobiano, sendo necessdrios mais testes, tanto na variagdo da

obtencdo dos extratos, como no screening microbiolégico.
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6 CONCLUSOES

Foram obtidos os extratos hidroetandlico e 6leo essencial da espécie Coriandrum
sativum L., onde no OE obteve-se baixo rendimento, inclusive de substincias com
potencial atividade antimicrobiana, o que pode ser explicado pelo método extrativo
empregado e suas variacdes, pela sazonalidade e diferentes interferentes no cultivo e
armazenamento da planta.

Os testes fitoquimicos revelaram composi¢ao do extrato diferente do apresentado em
alguns estudos. Obteve-se resultado negativo para presenga de flavonoides, fracamente
positivo para presenga de terpenos, moderadamente positivo para presenga de taninos e
fortemente positivo para presenca de alcaloides. Esses resultados podem ser explicados
também pelo método extrativo empregado, pelo solvente e sua afinidade com os
fitoconstituintes, sazonalidade e diferentes interferentes no cultivo e armazenamento da
planta. Além disso, dos possiveis causadores de estresse oxidativo na planta, interferindo
assim na produ¢do dos metabdlitos secundarios.

Foi realizado o screening microbiologico dos extratos, os quais apresentaram
atividade antimicrobiana divergente da apresentada na literatura, onde as cepas de
Candida tropicalis, C. glabrata, C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis se mostraram
resistentes tanto ao OE quanto ao extrato. Porém, o extrato apresentou atividade contra a
cepa de Cryptococcus neoformans var. neoformans.

O presente estudo se faz importante, uma vez que a resisténcia que os microrganismos
vém apresentando frente aos antimicrobianos convencionais € crescente. Com isso, 0 uso
de produtos naturais vem sendo alvo de estudos, principalmente pelo baixo custo que os
mesmos acarretam em seu preparo. Os estudos visam, ainda, incorporar no mercado
possiveis antimicrobianos preparados a partir de material vegetal ou, ainda, determinar
possiveis associacdes entre antimicrobianos ja existentes e substancias provenientes do

metabolismo secundério de vegetais.
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