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Atividade antimicrobiana do extrato alcodlico de Valeriana
officinalis L. frente a bactérias de isolados clinicos.

Antimicrobial activity of the alcoholic extract of Valeriana
officinalis L. against bacteria from clinical isolates.

RESUMO

A Valeriana officinalis L. € uma planta pertencente a familia das Caprifoliaceae. Suas raizes e
partes subterraneas sdo as partes mais utilizadas para fins medicinais, empregada como
sedativo leve ou moderado, bem como no tratamento de insdnia associada a ansiedade. Este
trabalho teve por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato alcodlico de V.
officinalis L. sobre bactérias de isolados clinicos, dada a constante necessidade do estudo de
novas substancias bioativas eficazes no tratamento de doengas infecciosas. Para isso, avaliou-
se a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do
extrato vegetal através do método de microdiluicdo em caldo e “spot test”, respectivamente.
As bactérias analisadas foram Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Clostridium perfringens. Os resultados demonstraram que o extrato de valeriana
exerceu agao inibitdria para todas as bactérias testadas, sendo que a bactéria P. aeruginosa
demonstrou maior sensibilidade. Enquanto isso, o teste de CBM demonstrou que o extrato
teve maior atividade bactericida para a E. coli com morte total bacteriana. Portanto, o extrato
de valeriana pode ser uma alternativa de substancia bioativa efetiva na atividade
antibacteriana, necessitando de estudos mais aprofundados quanto ao seu uso.

PALAVRAS-CHAVE: Extratos naturais. Compostos bioativos. Bactericida.
ABSTRACT

Valeriana officinalis L. is a plant belonging to the Caprifoliaceae family. Its roots and
subterranean parts are the parts most used for medicinal purposes, used as a mild or
moderate sedative, as well as in the treatment of insomnia associated with anxiety. This work
aimed to evaluate the antimicrobial activity of the alcoholic extract of V. officinalis L. on
bacteria from clinical isolates, given the constant need to study new bioactive substances
effective in the treatment of infectious diseases. For this, the Minimum Inhibitory
Concentration (CIM) and Minimum Bactericidal Concentration (CBM) of the plant extract
were evaluated using the broth microdilution method and spot test, respectively. The
analyzed bacteria were Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
and Clostridium perfringens. The results showed that the valerian extract had an inhibitory
action for all the tested bacteria, and the P. aeruginosa bacterium showed greater sensitivity.
Meanwhile, the CBM test demonstrated that the extract had greater bactericidal activity for
E. coli with total bacterial death. Therefore, valerian extract can be an alternative of bioactive
substance effective in antibacterial activity, requiring further studies regarding its use.

KEYWORDS: Natural extracts. Bioactive compounds. Bactericidal.
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1 INTRODUCAO

A valeriana (Valeriana officinalis L.) é uma planta pertencente a familia das
Caprifoliaceae distribuida em regiGes temperadas da Asia e Europa. A espécie é
encontrada em florestas Umidas e cultivada para fins medicinais principalmente na
Bélgica, Inglaterra, Francga, Japdo, Holanda e Estados Unidos (BRASIL, 2016; WHO,
1999).

As raizes e partes subterraneas secas da planta sdo as partes mais utilizadas
para fins medicinais. A valeriana pode ser empregada como sedativo leve ou
moderado, bem como utilizada no tratamento de insOnia associada a ansiedade
com atividade comprovada por dados clinicos. Além disso, é descrita em
farmacopeias como auxiliar digestivo e adjuvante como antiespasmaddico e nas
dores gastrointestinais de origem nervosa (WHO, 1999; PDR, 2000).

A composicdo quimica da V. officinalis L. pode variar de acordo com a idade
da planta, localizacdo, condi¢cdes de crescimento e subespécie. Os principais
componentes sdo os valepotriatos, constituidos principalmente de epéxi-iriddides,
como o valtrato e isovoltrato e os sesquiterpenos como o acido valerénico que
apresenta efeito sobre o sistema nervoso central. Além disso, possui o éleo volatil
composto pelo isovalerenato de bornil e acido isovalerénico responsaveis pelo
odor caracteristico da planta. Também possui alcaléides de piridina e derivados do
acido cafeico (WHO, 1999; ANSIVAL, 2011).

Portanto, devido as caracteristicas do género Valeriana esse trabalho tem
como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de V. officinalis L.
sobre bactérias de isolados clinicos, dada a constante necessidade de estudo de
novas substancias bioativas eficazes no tratamento de doencas infecciosas.

2 METODOLOGIA

2.1 LINHAGENS

As cepas utilizadas neste experimento foram cedidas pelo Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, RJ. As cepas foram obtidas a partir de isolados clinicos: Escherichia coli
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442) e Clostridium perfringens (ATCC 3624).

2.2 EXTRATO DE VALERIANA OFFICINALIS

Para o preparo do extrato alcéolico diluiu-se 1g do cha de V. officinalis em
25mL de alcool 99,5% em um erlenmeyer de 125mL, vedado com parafilme e
protegido da luz com papal aluminio. Em seguida, manteve-se a solu¢ao em shaker
sob agitacdo orbital de 200 rpm e 40°C durante 24 horas.

Posteriormente, filtrou-se a vacuo a solucdo para separag¢ao dos solidos e
realizou-se a rotaevaporacdo a 37°C. Apds a evaporac¢do do solvente realizou-se
uma ressuspensado do extrato restante no baldo do rotaevaporador adicionando-
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se 10mL de dlcool e ajustou-se o volume final do extrato obtido. Por fim, o extrato
alcodlico de V. officinalis foi armazenado em frascos ambar em freezer a -202C.

2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) NAS
BACTERIAS

A CIM é definida como a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o
crescimento microbiano. Para o teste de CIM nas bactérias seguiu-se a
padronizacdo estabelecida pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS,
2003).

Para a determinacdo da CIM, inicialmente, preparou-se o indculo para as
bactérias P. aeruginosa, S. aureus, E. coli e C. perfringens. Para isso, inoculou-se
cada bactéria em 5mL de caldo Mueller Hinton (MH) em um tubo falcon de 15mL
e adicionou-se os tubos em shaker sob agitacdo de 150 rpm a 35°C durante 6 horas.
Apds o periodo de incubacgdo, ajustou-se o inéculo na escala 0,5 McFarland e em
seguida distribuidos aliquotas em microplaca de 96 pocos, dispostos em 12 colunas
(1 a 12) e 8 linhas (A - H). Sendo que, em cada placa analisou-se dois
microrganismos.

Em seguida, adicionou-se 100uL do meio MH e 100uL de extrato no primeiro
poco obtendo-se uma diluicdo de 1:1 (50% do extrato) e realizou-se a diluicdo
seriada em 12 pocos da microplaca através da transferéncia de 100uL do conteudo
do primeiro ao ultimo poco. Além disso, para o controle do crescimento adicionou-
se o caldo com o indculo e para controle da esterilidade adicionou-se o meio de
cultivo e o alcool utilizado para preparo do extrato, dispostos nas linhas G e H.

As microplacas foram incubadas a 35°C por 24 horas e, posteriormente,
acrescentou-se 20uL de uma solugao aquosa de resazurina e a incubou novamente
por 2 horas a 35°C. A analise das placas foi realizada visualmente através da
coloracdo, sendo que a cor azul indica que houve inibicdo das células, enquanto a
cor rosa que ainda ha células viaveis.

2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MiNIMA (CBM) NAS
BACTERIAS

A Concentracdo Inibitéria Minima (CBM) é definida como a menor
concentracdo do extrato com capacidade bactericida, ou seja, eliminar o
crescimento bacteriano totalmente. Para a determinacdao da CBM utilizou-se o
método “spot test”. Para isso, preparou-se placas de petri com meio agar Mueller
Hinton.

Com a orientagdao de um papel milimetrado, inoculou-se 5uL dos pog¢os na
placa. Sendo que, a primeira fileira € composta pelo grupo controle da microplaca
(fileira G e coluna 1 ao 6), a segunda e terceira fileira sdo compostas pela fileira B
e C da microplaca. A quarta fileira referente ao grupo controle do segundo
microrganismo inoculado (fileira H e coluna 1 ao 6) e as ultimas fileiras sdo
compostas pela fileira E e F da microplaca.

Assim, avaliou-se a capacidade bactericida e bacteriostdtica das
concentragdes de extrato. As concentragdes que obtiveram inibi¢cdo na microplaca
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e crescimento bacteriano na placa indicaram acdo bacteriostatica, ou seja,
somente inibiram o crescimento. Enquanto, a ndao formacao de col6nias indica
acao bactericida, portanto ndo houve crescimento bacteriano.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras 1 e 2 apresentam os resultados da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) das bactérias testadas para o extrato vegetal.

Figura 1 - CIM do extrato vegetal de V. officinalis sob as bactérias P. aeruginosa (PA) e S.
aureus (SA).
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Fonte: autoria prépria (2020)

Figura 2 - CIM do extrato vegetal de V. officinalis sob as bactérias E. coli (EC) e C.

perfringens (CP).
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Fonte: autoria propria (2020)

Afigura 3 e 4 apresentam os resultados da CBM através do método “spot test”.

Figura 3. CBM do extrato vegetal de V. officinalis sob as bactérias P. aeruginosa e S.
aureus.
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Figura 4. CBM do extrato vegetal de V. officinalis sob as bactérias E. coli e C. perfringens.
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A CIM e a CBM do extrato vegetal da V. officinalis estdo representadas na
tabela 1.
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Tabela 1 - CIM do extrato vegetal para as bactérias avaliadas.
Extrato vegetal Antibidticos (ug/mL)
Bactérias (uL/mL) Ampicilina Gentamicina
CIM CBM CIM CBM CBM CIM
P. aeruginosa 62,5 250 Resistente  Resistente 0,39 0,39
S. aureus 250 250 0,097 0,097 0,048 0,097
E. coli 125 125 1,56 3,12 0,19 0,19
C. perfringens 125 250 * * * *

Fonte: Cleverson Busso — Antibidticos (2017) e autoria prépria — Valeriana officinalis
(2020)

Os resultados demostram que o extrato vegetal de V. officinalis apresentou
acdo inibitéria para todas as cepas testadas. A bactéria P. aeruginosa demonstrou
uma maior sensibilidade com uma CIM de 62,5 pL/mL (Figura 1). Enquanto isso, as
bactérias E. coli (Figura 2) e C. perfringens (Figura 2) apresentaram CIM de 125
puL/mL. A bactéria S. aureus (Figura 1) apresentou a menor sensibilidade ao extrato
somente com a CIM de 250 pL/mL (Tabela 1).

A CIM representa a menor concentracdo de extrato capaz de inibir o
desenvolvimento bacteriano, sendo que os valores inferiores a 100 pL/mL
apresentam potencial antimicrobiano promissor, entre 100 e 500 pL/mL potencial
moderado, entre 500 e 1000 pL/mL fraca acdo inibitoria e acima de 1000 puL/mL
ndo apresenta capacidade inibitdria para os patdgenos. Portanto, o extrato
alcodlico de chd de valeriana apresentou acdo inibitéria moderada para E. coli, C.
perfringens e S. aureus e potencial promissor para a bactéria P. aeruginosa (BONA,
2014; SIMONETTI, 2016; HOLETZ, 2002).

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) define a menor concentragdo do
extrato testado capaz de causar a morte do indculo [2]. O “spot test” é uma analise
complementar a fim de identificar se houve somente efeito bacteriostatico ou
bactericida. Na figura 4 é possivel visualizar que o extrato teve maior atividade
bactericida para a bactéria E. coli com morte total bacteriana na concentragdo de
125uL/mL. Enquanto para as trés outras bactérias a CBM é de 250 uL/mL, ou seja,
€ necessaria uma maior concentracdo de extrato para a morte desses inéculos.

LETCHAMO (2004) apresentou em seu trabalho a atividade antimicrobiana
do dleo essencial de V. officinalis L. de dois diferentes cultivares (anthos e select).
O ¢6leo de valeriana do tipo select demonstrou forte efeito antimicrobiano contra
Aspergillus niger, E. coli, S. aureus e Saccharomyces cerevisiae. Entretanto,
nenhum dos dleos apresentou capacidade de inibicdo da bactéria P. aeruginosa.
Portanto, associando com os resultados descritos na tabela 1, o extrato obtido
neste experimento pode ser mais efetivo na acdo contra essa bactéria.

RONDON (2018) avaliou a atividade antimicrobiana de diferentes espécies
de valeriana e demonstrou que o extrato de N-hexano da V. triplinervis e V.
rosaliana foram mais eficientes contra a bactéria S. aureus. Além disso, sugeriu que
os extratos metandlicos e aquosos podem ter ag¢do antibacteriana mais forte em
relagdo a outros extratos.

A composicdo e atividade antimicrobiana varia significativamente de acordo
com a origem bioldgica (cultivar) e estagio de desenvolvimento da planta e época
de colheita (LETCHAMO, 2004). Além disso, a forma de preparar o material para
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estudo e os protocolos seguidos no experimento podem dificultar a comparacao
entre estudos de atividade antimicrobiana de extratos vegetais (ALVES, 2008).

Os resultados apresentam resultados interessantes quanto a acdo
antimicrobiana do extrato obtido de V. officinalis, oferecendo perspectivas para
outros estudos complementares, principalmente também, em outras bactérias de
interesse clinico.

4 CONCLUSAO

O extrato alcodlico da V. officinalis apresenta potencial de inibi¢do e atividade
bactericida para as bactérias de interesse clinico avaliadas. A bactéria P. aeruginosa
demonstrou maior sensibilidade frente ao extrato, o que é um resultado
interessante, uma vez que esta cepa se apresentou resisténcia ao antibidtico
ampicilina. Portanto, o extrato estudado pode ser uma alternativa de uma
substancia bioativa para o controle de doencas infecciosas causadas por bactérias,
necessitando de estudos mais aprofundados quanto ao seu uso.
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