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Resumo. Zingiber officinale Roscoe, conhecido popularmente como
gengibre é uma das especiarias mais importantes e valorizadas e que
demonstra um alto potencial terapéutico em diversas patologias, por isso,
esta planta foi a escolhida para a realizacdo deste estudo, que tem como
objetivo realizar analises microbioldgicas e toxicoldgicas a partir do extrato
bruto seco in natura e cristalizado. A atividade microbiana foi entao
determinada através de: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), e sua
toxicidade foi avaliada a partir da andlise de Fragilidade Osmodtica
Eritrocitaria (FOE). A avaliacdao frente a FOE dos dois extratos foi de
praticamente atoxico, e a atividade microbiana dos mesmos foi efetiva
frente Staphylococcus aureus e Lactobacillus casei, com halos de maior
significado em sua maior concentracao. O gengibre cristalizado apresenta
potencialidade frente ao gengibre in natura, como alternativa terapéutica
antimicrobiana de baixo custo e efetiva seguranca.

Palavras-chaves: Zingiber officinale, Bactérias, Toxicidade.

Abstract. Zingiber officinale Roscoe, popularly known as ginger, is one of
the most important and valued spices that shows a high therapeutic
potential in several pathologies; therefore, this plant was the chosen one
for this study, which aims to perform microbiological and toxicological
analyses from the dried crude extract in natura and crystallized. The
microbial activity was then determined through: Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), and its toxicity was evaluated from Erythrocyte
Osmotic Fragility (EOF) analysis. The evaluation of the FOE of both extracts
was practically non-toxic, and their microbial activity was effective against
Staphylococcus aureus and Lactobacillus casei, with more significant halos
at higher concentrations. The crystallized ginger presents potentiality in
comparison with fresh ginger, as an alternative therapeutic antimicrobial of
low cost and effective safety.

Keywords: Zingiber officinale, Bacteria, Toxicity.



Resumen. Zingiber officinale Roscoe, conocida popularmente como
jengibre es una de las especias mas importantes y valoradas que muestra
un alto potencial terapéutico en diversas patologias, por lo tanto, esta
planta fue la elegida para llevar a cabo este estudio, cuyo objetivo es
realizar analisis microbioldgicos y toxicoldgicos a partir del extracto crudo
seco in natura y cristalizado. A continuacién se determind la actividad
microbiana mediante: La Concentracidén Inhibitoria Minima (CIM), y su
toxicidad se evaludé a partir del anadlisis de la Fragilidad Osmotica
Eritrocitaria (FEO). La evaluacion de la FOE de ambos extractos fue
practicamente no toxica, y su actividad microbiana fue eficaz contra
Staphylococcus aureus y Lactobacillus casei, con halos mas significativos en
su mayor concentracién. El jengibre cristalizado presenta potencialidad en
comparacién con el jengibre in natura, como antimicrobiano terapéutico
alternativo de bajo coste y eficaz seguridad.

Palabras-clave: Zingiber officinale, Bacterias, Toxicidad.



1 Introducao

O uso medicinal das plantas tem espaco nas praticas da humanidade
ha muito tempo e teve inicio antes do aparecimento da escrita, sendo
desenvolvido a partir da observacao da natureza, ou seja, a partir de
conhecimento empirico), Para Salles et. al.(?) as plantas consideradas
medicinais sdo as espécies de vegetais que possuem principios ativos, que
podem agir nos organismos humanos e animais, combatendo muitas
doencas, além de proporcionar uma forte acdo preventiva nos problemas
de saude. A partir disso e, de forma progressiva, o uso dessas plantas foi
se aperfeicoando ao longo das geragoes, e isso se tornou conhecido em
muitos contextos como medicina tradicional®),

No Brasil, o uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades
tem influéncias da cultura indigena, africana e europeia, cujas marcas foram
integradas em um conjunto de principios que visam a cura de doencas e
restituem ao homem a vida natural®. Ao que compreende o ambito de
saude publica brasileira, no ano de 2006 o Brasil, através do Ministério da
Saude langou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC), oferecendo aos usudrios do Sistema Unico de Salde (SUS),
principalmente no campo da Atencdao Primaria a Saude (APS), a
Fitoterapia(®)-

Zingiber officinale Roscoe, € uma das especiarias mais importantes e
valorizadas ao redor do mundo, uma planta de alto potencial terapéutico
em diversas patologias(®). Segundo a avaliagdo botanica de Filho et a/.(")
sabe-se, até os dias atuais, que o gengibre, como é conhecido
popularmente, ndo apresenta raizes e sim, numerosos rizomas, dos quais
sao extraidos elementos resinosos, bastante aromaticos e de gosto
picantes. Com relacao as propriedades medicinais do gengibre podem ser
relacionadas: atividade anti-inflamatoria, antiemética, antinauesante,
antimutagénica, hipoglicémica, antioxidante e antibacteriana(®,

O gengibre desidratado ou cristalizado, obtido pela desidratagao do
rizoma, com ou sem remocao prévia das cascas, a uma umidade de 12%,

€ comercializado em pecas integras de cor variavel, laminado ou ainda em



p6(?®. Segundo Oliveira et. al.(!® abordou também, que este método
permite desenvolver novos produtos, reduzir as perdas pds-colheita,
valorizar a cultura do gengibre no Brasil agregando, deste modo, elevado
valor econ6mico. Visto que apds a colheita, a qualidade dos rizomas é
reduzida devido a perda de peso, murchamento e, enrugamento da
superficie, brotacdo, deterioracao fisioldgica, ataque de patdgenos e
mudancas nos compostos fisico-quimicos como proteina e fibra bruta(11,12).

Em conformidade com os dados da Organizacao Mundial da Saude
(OMS), estima-se que a partir de 2050, mais de dez milhdes de pessoas
morrerao por ano por conta das chamadas superbactérias. Desta forma, a
busca por novas alternativas eficazes no combate de microrganismos € um
desafio para a ciéncia e tem motivado a bioprospeccdao de novos compostos
com propriedades antimicrobianas(!3). Dentre as espécies vegetais que
possuem atividade antimicrobiana, destaca-se Z. officinale, que se
apresenta nos estudos relevancia nos desenvolvimentos por novas
alternativas terapéuticas no combate a esses microrganismos, com isto,
faz-se necessario os estudos acerca da toxicidade deste rizoma.

A partir de tais pressupostos, ressaltando o aumento desenfreado da
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais, o presente teve
como finalidade determinar a atividade antimicrobiana dos extratos de
Zingiber officinale Roscoe in natura e cristalizado frente as cepas de
microrganismos, como também se verificou os potenciais toxicoldgicos

utilizando os bioensaios toxicoldgicos.

2 Material e Métodos

Elaboracao do Produto Farmacotécnico a base de Zingiber officinale
O material vegetal (rizoma) apds ter sido devidamente limpo e

pesado, foi fragmentado através um equipamento multiprocessador de aco

inoxidavel, no qual deixou o produto em tamanhos e espessuras uniformes,

em torno de 1 mm.



Posteriormente, antes do processo de cristalizacao dos fragmentos do
rizoma, houve o escaldamento realizado com agua por trés vezes, em um
periodo de vinte minutos cada. Feito isto, utilizou-se tanques giratérios de
aco inoxidavel, com a temperatura em média de 60°C por tempo de 10 a
15 minutos, onde ocorreu adicionou-se o agucar cristal para de fato obter-
se os cristais de gengibre. O produto final foi colocado em estufas para
reducdo da umidade e obtencdo de um produto resistente. A temperatura

se deu em torno de 60°C por um periodo de 2 horas.
Preparacao do extrato bruto seco

Para producao dos extratos bruto secos dos cristais da espécie e do
gengibre in natura, foram selecionadas amostras com aspectos saudaveis.
Os rizomas in natura e cristalizados foram pesados. Em seguida os materiais
vegetais foram colocados na estufa botanica a 40°C para secagem.
Posteriormente, o material seco foi reduzido a pé no moinho industrial e
encaminhado a maceracdo com solugao hidroalcodlica a 95% v/v durante 7
dias. Depois foi filtrada para obtencao do extrato bruto fluido, que teve a
solugdo alcodlica extraida em evaporador rotativo a temperatura de 60°C.
Apds a evaporacdo de 95% da solugdo, os extratos foram colocados em
uma estufa de ar circulante (B.0.D), até a secagem total, quando se obteve

o extrato bruto seco.
Calculo de rendimento do extrato bruto seco

O calculo de rendimento do extrato bruto seco de sera realizado
através da equacao: Rendimento do EBS (%) = Peso obtido do EBS
final/Peso da droga vegetal fresca x100 onde, o rendimento do extrato
bruto seco sera determinado por uma relagao entre o peso da droga vegetal
fresca e o peso do EBS. Este Ultimo sera dado em gramas pela subtracdo
do becker contendo o extrato, ao final do processo, pelo peso do Becker:

Peso do EBS (g) = (Becker + extrato bruto seco) - Becker.



Determinacao da concentracgao inibitéria minima (CIM)

A determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos
foi realizada a partir da técnica de pogos conforme metodologia
determinada por Koneman et. al.(1%) foram preparados indculos dos
respectivos patégenos em solucdo salina, a partir de semeio por
esgotamento feito anteriormente, para controlar a concentragao bacteriana
sera utilizada a escala 0,5 de Marc-Farland. Com o auxilio do swab, serdo
semeadas em tapetamento, com o indculo toda a extensao das placas de
Petri contendo Agar Mueller-Hinton (para bactérias).

Em cada placa semeada confeccionamos quatro pocos de 6 mm de
diametro e inserimos 50 pL da emulsdao em diferentes concentragdes, a
partir de diluicdes em 100%, 50%, 25%, 12,50%, com relagdao a amostra
inicial de cada extrato bruto seco das plantas, apos isso as placas foram
incubadas a 37°C com as bactérias por 24 horas, passado o tempo
necessario aferimos os halos e determinamos a Concentragdao Inibitéria

Minima.

Estudos da fragilidade osmoética de eritrocitos (FOE)

A determinacdo da fragilidade Osmdtica Eritrocitaria (FOE) objetiva
mensurar a resisténcia dos glébulos vermelhos a hemdlise, frente a extratos
de espécies vegetais, onde a metodologia foi validada por Dacie e Lewis (13,
Foram utilizados 50mg de ambos os extratos brutos secos obtidos neste
estudo, nos quais foram diluidos com soro fisioldogico e Tween 80% para
auxiliar na solubilizacao, cada EBS foi homogeneizado e teve seu volume
completado para 5 ml. Dessa solugao-matriz foram retiradas aliquotas de
500, 375, 250, 125, 50 e 25uL com o auxilio de pipetas automaticas e
colocadas em tubos de ensaio que ja continham 5mL de soro fisioldgico.
ApOds esse procedimento e homogeneizacdo foram obtidas concentracdes de
1000, 750, 500, 250, 100 e 50uL.mLt, onde, para cada amostra foram
adicionados 25uL de sangue de carneiro, realizando a analise em duplicata.

As amostras foram submetidas a centrifugacdo de 3300rpm (marca

Bioplus, modelo BIO-2000 IL) durante 15 minutos em temperatura



ambiente. Apds o processo, a absorbancia do sobrenadante de cada
amostra localizada no tubo de ensaio foi mensurada em espectrofotometro
a 545 nanometros. A determinacao da FOE de cada EBS se baseou no valor
da absorbancia média da hemoglobina do sobrenadante (obtida no
espectrofotdbmetro) multiplicada pelo percentual total (100%) e dividido
pelo valor da absorbancia média da hemdlise completa dos eritrocitos

(1,32), conforme descrito na metodologia citada.

Analise estatistica

As informacOes obtidas foram calculadas por técnicas estatisticas
descritivas através de distribuicdes absolutas, percentuais de medidas e
técnicas de estatisticas inferenciais (Teste qui-quadrado e/ou Exato de
Fisher). O software utilizado foi o Microsolft® Office Excel 2013 e Microcal
Origin® 4.1.

3 Resultados

Referente a realizacao do Extrato Bruto Seco (EBS), ao final da
técnica se obteve um peso de 9,84 gramas para o extrato in natura e 9,73
g para o cristalizado com um rendimento de residuos secos de 1,93% para
in natura e 1,22% cristalizado. Esses calculos determinam a diferenca entre
a massa da amostra antes e depois de algum processo de secagem,
determinando a massa dos componentes que volatilizam ou nao, e aquele
material restante é denominado residuo seco(16),

Em relagdo a analise da atividade antimicrobiana, na qual foi testada
frente a microrganismos Gram positivos e Gram negativos, observa-se que
o extrato cristalizado da espécie Z. officinale apresenta atividade
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus em todas as concentracoes
utilizadas no teste, evidenciando uma maior inibigao nas de 100 e 50 mg/ml
formando halos de 27 e 27 mm, respectivamente. No entanto, no extrato
in natura do rizoma, evidenciou-se formagao de halo de 14 mm somente

em 100mg/ml como mencionado na Tabela 1.



Em evidéncia aos resultados alcancados referidos na tabela 2, pode-
se constatar que os extratos cristalizados e in natura da espécie Z. officinale
ndo apresentaram potencial inibitédrio microbiano frente a cepa de
Escherichia coli em nenhuma das concentragoes utilizadas nos testes.

Ao analisar os resultados encontrados na tabela 3, é possivel
verificar que ambos EBS da espécie Z. officinale nao evidenciaram potencial
bacteriostatico para as cepas de Klebsiella pneumoniae em nenhuma das
concentragOes testadas.

Ao verificar a tabela 4, compreende-se que o extrato da espécie
cristalizado se apresenta com um potencial inibitdrio microbiano em todas
as concentracOes testadas para as cepas de Lactobacillus casei. Ja o extrato
in natura forma halos de 18 e 15mm somente nas concentragdes de 100 e
50 mg/ml, respectivamente.

No teste de fragilidade osmdtica eritrocitaria a base do extrato da
espécie vegetal Zingiber officinale na obtencao dos cristais. Foi calculado a
média aritmética dos valores da duplicata de cada concentracdo para obter-
se a média de absorbancia, os valores obtidos o experimento apresentou
hemolise de 1,43% na maior concentragcao, 1000 pg/mL, evidenciando,
desta forma, um baixo percentual de lise das hemacias diante dos
parametros e condigOes testadas mencionados na Tabela 5 e figura 1.

Sob os parametros do mesmo bioensaio, a avaliacdo de toxicidade do
extrato in natura da espécie em estudo, observa-se que ao calcular a média
aritmética dos valores da duplicata de cada concentragdao para obter-se a
média de absorbancia, os valores obtidos no experimento apresentaram
hemdlise de 1,66% na maior concentracao, 1000 pg/mL. O extrato in
natura de Zingiber officinale apresentou baixo percentual de lise das
hemacias diante dos parametros e condigdes testadas como observar-se na
Tabela 6 e figura 2.



4 Discussao

Apds a realizacdo dos experimentos compilados na tabela 1, foi
possivel observar que o extrato cristalizado de Z. officinale apresenta
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus em todas as
concentracoes utilizadas no teste, evidenciando uma maior inibicao nas de
100 e 50 mg/ml. No entanto, no extrato in natura do rizoma em estudo,
pode-se constatar um potencial inibitério baixo, visto que somente na
concentragdao maior alcangou-se atividade antibacteriana. Ao analisar a
literatura, Cutrim et.a/(!”) demonstram em seu estudo microbiolégico com
a técnica CIM, que o gengibre in natura apresenta capacidade inibitoria
relevante diante a S. aureus em todas as concentragdes.

No presente estudo os extratos bruto secos do gengibre nao
apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas de Escherichia coli
nas condigdes e concentracdes utilizadas no teste como demonstra na
tabela 2. Entretanto, em uma analise com o extrato aquoso do gengibre in
natura realizada por Jardim e colaboradores(®) demonstraram o efeito
bacteriostatico dos extratos aquosos das folhas e sobremaneira dos rizomas
de gengibre frente a isolados de E. coli oriundas de amostras de fezes
humanas.

Com a realizagao do experimento conferidos na tabela 3, observa-se
gue ambos EBS da espécie Z. officinale nao evidenciaram potencial
bacteriostatico para as cepas de Klebsiella pneumoniae em nenhuma das
concentragoes testadas. Ao buscar dados que corroborem na literatura,
Nascimento et al.(1?) realizaram uma determinagao microbiolégica através
do método de concentracdo minima inibitéria com os dleos essenciais
oriundos do gengibre, no qual também nao obteve potencial inibitorio diante
das cepas deste microrganismo.

Por fim, referente aos dados obtidos na tabela 4, compreende-se que
o extrato de Z. officinale cristalizado apresenta-se maior atividade
bacteriostatica em todas as concentracdes testadas para as cepas de
Lactobacillus casei. No entanto, ao observar o extrato in natura percebe-se

gue somente nas concentracdes mais elevadas de 100mg/ml e 50mg/ml
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houve formacao de halos, no qual pdde-se retratar um baixo potencial
antimicrobiano nas demais concentragdes utilizadas no teste. Ao buscar
dados comparativos, Soares et al.?%9 realizou uma determinacdo
antimicrobiana da tintura do gengibre frente a L. casei, na qual resultou
em baixo potencial inibitério formando uma média de halos de 2,8mm.

Em justificativa das discordancias dos resultados contidos nas
determinacdes microbioldgicos com os extratos in natura e cristalizado da
mesma espécie vegetal, Z. officinale, pode associa-las as caracteristicas
obtidas durante a formacao dos cristais do gengibre, no qual devido a
secagem apresenta baixa atividade de agua (Aw) e menor osmolaridade por
conta da adicao do acucar cristal, sendo dois fatores que dificultam o
crescimento microbiano. Como aborda Prato (1), a secagem constitui-se em
uma das alternativas de conservacao do gengibre in natura, cujo alto teor
de agua (umidade variando entre 80 e 95%) o torna suscetivel a
degradacao por agcao microbiana.

Diante da andlise toxicoldgica realizada através do bioensaio de
fragilidade osmotica eritrocitaria, onde observa-se os valores obtidos no
experimento na tabela 5 e figura 1. Com esses valores alcangados, o extrato
de gengibre cristalizado pode ser caracterizado como praticamente atdxico
visto que a literatura aponta que valores de hemdlise a partir de 40% sao
definidos como téxicos(?2), Apesar dos esforcos, ndo foi possivel verificar na
literatura dados relatados que ressaltem os perfis de toxicidade do EBS em
estudo.

Em concordancia, na avaliacdo da toxicidade do extrato de Z.
officinale diante do mesmo bioensaio, evidencia-se um percentual de
hemdlise de 1,66% na maior concentracao utilizada no teste. Posto isso, ao
demonstrar o baixo percentual de lise das hemacias a espécie em analise
apresenta-se como praticamente atdxica diante dos parametros
toxicoldgicos e condicOes testadas neste estudo. Em similaridade, uma
pesquisa realizada por Plengsuriyakarn et al.(23) avaliando a toxicidade
aguda do extrato de Z. officinale administrando 5000 mg/ kg, por via oral,

em ratos Wistar e camundongos, machos e fémeas, denotaram em seus



resultados que nao foi evidenciado nenhum sinal significativo de toxicidade

ou morte.

5 CONCLUSAO

Diante dos resultados alcancados nas determinagdes toxicoldgicas e
dos extratos cristalizados e in natura da espécie Zingiber officinale foi
possivel determinar que, apesar de obter-se uma hemalise mais elevada no
in natura, ambos extratos se apresentam como atdxico. Apesar de ter
apresentado baixo percentual de hemolise na andlise toxicoldgica através
da FOE, por isto, faz-se necessario a elaboracao de novos estudos pré-
clinicos para melhor corroboracao dos dados encontrados neste estudo.

Com relacdo as analises microbioldgicas ambos os extratos em ambos
os extratos, nao apresentou atividade frente as de Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae, no entanto, o gengibre cristalizado demonstrou
resultados satisfatérios de inibicdo em Staphylococcus aureus, como
também nas cepas de Lactobacillus casei, no qual apresentou um potencial
bacteriostatico consideravel em todas concentragdes, divergindo-se do
gengibre in natura. Em vista desses fatos, exacerba-se a potencialidade do
gengibre cristalizado frente ao gengibre in natura, como alternativa
terapéutica antimicrobiana de baixo custo e efetiva seguranca diante a

baixa toxicidade.
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Anexos



Tabela 1: Resultados

Staphylococcus aureus.

antimicrobianos dos extratos de Z. officinale contra a bactéria

Staphylococcus aureus

Material analisado

EBS Cristalizado

EBS in natura

Concentracgoes

100mg/ 50mg/m 25mg/mL 12,5
mL L mg/mL
27 27 25 25

14 0 0 0

Resultados expressos em milimetros (mm).

Tabela 5: Percentual de hemdlise em relagdo com a concentragdo do extrato bruto seco de Zingiber

officinale cristalizado.

Concentracgao Ab1l Ab2 AbM PH%
1000ug/mL 0,019 0,019 0,019 1,43
750pug/mL 0,015 0,015 0,015 1,13
500pg/mL 0,009 0,016 0,014 1,06
250pg/mL 0,005 0,005 0,005 0,37
100pg/mL 0,002 0,002 0,002 0,15
50ug/mL 0,001 0,001 0,001 0,07
Controle 0,01 0,00 0,01 0,007

Ab1: Absorbancia 1; Ab2: Absorbancia 2; AbM: Absorbancia Média; PH%: Percentual de Hemolise

Tabela 2: Resultados antimicrobianos dos extratos de Z. officinale contra a bactéria Escherichia

coli.



Escherichia coli

Concentragoes

Material analisado
50mg/m 25mg/m 12,5mg/m 6,25mg/m

L L L L
EBS Cristalizado 0 0 0 0
EBS In natura 0 0 0 0

Resultados expressos em milimetros (mm).

Tabela 3: Resultados antimicrobianos dos extratos de Z. officinale contra a bactéria Klebsiella

pneumonia.

Klebsiella pneumonia

Concentragoes

Material analisado
100mg/ 50mg/m 25mg/mL 12,5mg/m

mL L L
EBS Cristalizado 0 0 0 0
EBS in natura 0 0 0 0

Resultados expressos em milimetros (mm).



Tabela 4: Resultados antimicrobianos dos extratos de Z. officinale e do controle positivo contra a
bactéria Lactobacillus casei.

Lactobacillus casei

Concentragoes

Material analisado 100mg/ 50mg/m 25mg/mL 12,5mg/m

mL L L
EBS Cristalizado 30 30 29 25
EBS in natura 18 15 0 0

Resultados expressos em milimetros (mm).

Figura 1: Curva de concentracao - resposta da toxicidade aguda do extrato bruto seco de Zingiber
officinale cristalizado.
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Grafico do percentual de hemdlise em relacdo com a concentragdao do extrato bruto seco de

Zingiber officinale cristalizado.



Tabela 6: Percentual de hemdlise em relagdo com a concentragdo do extrato bruto seco de Zingiber

officinale in natura.

Concentracao Ab1l Ab2 AbM PH%
1000pg/mL 0,022 0,022 0,022 1,66
750ug/mL 0,016 0,018 0,017 1,28
500pg/mL 0,012 0,012 0,012 0,90
250ug/mL 0,006 0,006 0,006 0,45
100pg/mL 0,002 0,002 0,002 0,15
50ug/mL 0,002 0,002 0,002 0,15
Controle 0,00 0,00 0,00 0,00

Ab1: Absorbancia 1; Ab2: Absorbancia 2; AbM: Absorbancia Média; PH%: Percentual de Hemolise

Figura 2: Curva de concentragdo - resposta da toxicidade aguda do extrato bruto seco de Zingiber

officinale in natura.
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Grafico do percentual de hemodlise em relagdo com a concentragao do extrato bruto seco de

Zingiber officinale in natura.



