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RESUMO

Os oOleos essenciais obtidos de plantas medicinais vém sendo ressaltados ao longo
das décadas e sua eficacia tem sido evidenciada por pesquisadores de todo mundo,
devido ao seu efeito antibacteriano. Objetivou-se avaliar a atividade antibacteriana
de Oleos essenciais extraidos por hidrodestilacdo e determinar a composi¢do
quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
de cinco plantas medicinais dentre elas alecrim (Rosmarinus officinalis L.), capim-
limdo (Cymbopogon citratus (D. C.) Stapf), cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus
L.), eucalipto (Eucalyptus citriodora H.) e manjericdo (Ocimum basilicum L.),
selecionadas em mercados e/ou feiras livres de Sdo Luis — MA. Para tanto, os testes
microbiolégicos foram utilizados seis cepas bacterianas da American (ATCC):
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 10876) e
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) Gram-positivas além de Escherichia coli
(ATCC 25922), Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis (ATCC 12011) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) Gram-negativas e comparados com
antimicrobiano padréo. As Concentracées Minimas Inibidoras (MIC) utilizadas foram
25, 50, 75 e 100pg/mL. Os resultados da atividade antibacteriana in vitro com os
halos de inibicdo das espécies bacterianas selecionadas, foram analisadas sobre
teste de ANOVA, utilizando-se o Delineamento em Blocos ao Acaso, contendo cinco
tratamentos, em dois blocos sendo possivel constatar a ndo existéncia de diferenca
estatistica em variaveis (p<0,05). Para o 6leo essencial do capim-lim&o, em especial
para Staphylococcus aureus e Bacillus cereus com concentracdo de 75ug/mL. O
Oleo essencial do cravo-da-india, atingiu um resultado frente a bactéria
Staphylococcus aureus com uma concentracdo de 25ug/mL e as demais bactérias
Bacillus cereus, Escherichia coli e Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis com
50pg/mL, sendo Pseudomonas aeruginosa na concentracdo de 100pug/mL. O 6leo
essencial de Eucalipto conseguiu obter um resultado parcialmente ativo para as
bactérias gram-negativas Escherichia coli e Salmonella enterica sorotipo
Choleraesuis com concentracdo a partir de 50ug/mL e ativo para uma concentracao
de 75ug/mL para a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus. Por fim, o 6leo
essencial do manjericdo na concentracao de 25ug/mL sendo ativo perante a bactéria

Staphylococcus aureus, aumentou-se a concentracdo para 50mg/mL na Gram-



positiva Bacillus cereus e nas duas Gram-negativas Escherichia coli e Salmonella
enterica sorotipo Choleraesuis, ambas sofreram a acdo bactericida do 6leo
essencial. A bactéria Enterococcus faecalis apesar de ter sido classificada pelo halo
de inibicdo ativa precisou de concentracdo minima do estudo. Os Oleos essenciais
foram analisados por cromatografia de gases e espectrometria de massas — CG/EM
e determinados os parametros fisico-quimicos: densidade, indice de refracéo,
solubilidade em 4&lcool (70%), odor, cor, aparéncia. Posteriormente, 0S picos
cromatograficos (fingerprints) dos componentes minoritarios e majoritarios presentes
nas diferentes fracbes dos cincos Oleos essenciais foram identificados e
quantificados. Para tanto, os compostos identificados pela andlise quimica de
CG/EM constataram a presenca de monoterpenos e sesquiterpenos
hidrocarbonados (ndo oxigenados) e oxigenados, além de trés fenilopropanoides
com diversidade de estruturas quimicas de baixo peso molecular. Assim sendo,
estudos futuros, visando a aplicabilidade destes 6leos como aditivos naturais, devem
ser realizados na tentativa de aumentar a vida de prateleira de alimentos, bem como
melhorar as caracteristicas fisico-quimicas e alcancar a seguranca alimentar

desejada.

Palavras-chave: Bactérias. CGEM. Disco-difusdo. Efeito antibacteriano. MIC.



ABSTRACT

Essential oils obtained from medicinal plants have been highlighted over the decades
and their efficacy has been evidenced by researchers around the world due to their
antibacterial effect. The objective of this study was to evaluate the antibacterial
activity of essential oils extracted by hydrodistillation and to determine the chemical
composition by gas chromatography coupled to mass spectrometry (CG/MS) of five
medicinal plants such as rosemary (Rosmarinus officinalis L.), lemon grass
(Cymbopogon citratus (DC) Stapf), clove (Caryophyllus aromaticus L.), eucalyptus
(Eucalyptus citriodora H.) and basil (Ocimum basilicum L.), Selected in markets
and/or free fairs of S&o Luis - MA. For this purpose, six bacterial strains of Gram-
positive American Type Culture Colletion (ATCC): Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Bacillus cereus (ATCC 10876) and Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
were used in addition to Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella enterica
serotype Choleraesuis (ATCC 12011) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
Gram-negative and compared with standard antimicrobial. The Minimum Inhibitory
Concentrations (MIC) used were 25, 50, 75 and 100pg/mL. The results of the in vitro
antibacterial activity with the inhibition halos of the selected bacterial species were
analyzed on the ANOVA test, using the randomized block design, containing five
treatments, in two blocks and it was possible to verify the existence of statistical
difference In variables (p<0,05). For lemongrass essential oil, especially for
Staphylococcus aureus and Bacillus cereus with a concentration of 75ug/mL. The
essential oil of the clove reached a result against Staphylococcus aureus with a
concentration of 25ug/mL and the other bacteria Bacillus cereus, Escherichia coli and
Salmonella enterica serotype Choleraesuis with 50ug/mL, being Pseudomonas
aeruginosa at the concentration of 100ug/mL. Finally, the essential oil of basil at a
concentration of 25ug/mL being active against the bacterium Staphylococcus aureus,
the concentration was increased to 50mg / mL in Gram-positive Bacillus cereus and
in the two Gram-negative Escherichia coli and Salmonella enterica serotype
Choleraesuis, Both underwent the bactericidal action of the essential oil. The
bacterium Enterococcus faecalis, despite being classified by the active inhibition
halo, required a minimum concentration of the study. The essential oils were

analyzed by gas chromatography and GC/MS mass spectrometry and the



physicochemical parameters were determined: density, refractive index, alcohol
solubility (70%), odor, color, appearance. Subsequently, the fingerprints of the
minority and major components present in the different fractions of the five essential
oils were identified and quantified. For this, the compounds identified by the GC/MS
chemical analysis showed the presence of monoterpenes and hydrocarbon (non-
oxygenated) and oxygenated sesquiterpenes, in addition to three phenylpropanoids
with a diversity of low molecular weight chemical structures. Therefore, future studies
aiming at the applicability of these oils as natural additives should be carried out in an
attempt to increase the shelf life of foods, as well as to improve the physico-chemical
characteristics and achieve the desired food safety.

Keysword: Bacteria. CGEM. Disc-diffusion. Antibacterial effect. MIC.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Entre as virtudes terapéuticas, as plantas medicinais constituem uma das
grandes solucdes para a humanidade, que afeta boa parte das comunidades
carentes e/ou receosas com medicamentos vendidos em farmécias em todo mundo,
sendo o principal fator de uso das propriedades medicamentosas que afirmam
serem naturais e salutares. Os conhecimentos pré-estabelecidos de 6leos
essenciais ja existem em diversos estudos que comprovam sua acao antibacteriana,
sendo estas fontes medicamentosas provenientes da natureza sao relatadas na
literatura cientifica.

Os agentes antibacterianos naturais ganham destaque pelo seu uso estar
associado a tecnologia emergente para a conservacdo de alimentos, de grande
importancia mundial, devido a sua possivel utilizacdo na industria alimenticia e
também como fonte valiosa na medicina tradicional. Em contrapartida, a viabilidade
do uso dos 6leos essenciais de plantas medicinais, ainda é baixa, por apresentarem
pouca disponibilidade de cultivares comerciais, substituidas por seus derivados
sintéticos vendidos em farmécias.

Em alguns bairros as feiras e/ou mercados de S&o Luis — MA sé&o
consideradas pontos tradicionais de comércio para compras e vendas de plantas
medicinais. O Mercado Central € o principal ponto de compras e vendas de diversos
produtos como frutas, legumes, pescados, carnes, roupas, CoOSméticos entre outros,
além de bancas que sdo especificas na comercializacdo de plantas medicinais,
pelos chamados raizeiros que séo fontes de informacdes e/ou conhecimentos sobre
as plantas medicinais.

Sabe-se que os 06leos essenciais sdo formados por constituintes quimicos
volateis, que possivelmente estdo presentes em varias partes das plantas
medicinais, tais como: flores, frutos, raizes, rizomas e, em especial nas folhas. Esses
compostos apresentam caracteristicas odoriferas especificas, de carater lipofilico e,
no processo de obtencdo dos Oleos essenciais por hidrodestilacdo, separam-se da
agua por diferencas de densidade e polaridade.

A determinacdo da acado destes 6leos essenciais sobre 0s microrganismos,
especificamente no universo bacteriano, utilizando bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas deve ser realizada, devido seu baixo custo de aquisicdo, uso e acao

terapéutica, como a viabilidade do potencial medicinal e seu possivel emprego na
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industria alimenticia, cosmética e farmacéutica, baseado na presenca de
constituintes quimicos que garantem a sua acdo antimicrobiana, especificamente

antibacteriana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a atividade antibacteriana de O6leos essenciais extraidos por
hidrodestilacdo e determinar a composi¢cdo quimica por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas — CG/EM de cinco plantas medicinais alecrim,

capim-liméo, cravo-da-india, eucalipto e manjericao.

2.2 Especificos

a) Extrair os Oleos essenciais pelo processo de hidrodestilacdo de plantas
medicinais selecionadas;

b) Avaliar o efeito da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais testados;

c) Testar a atividade antibacteriana in vitro e a MIC de 6leos essenciais das
plantas medicinais;

d) Comparar de 6leos essenciais com antimicrobiano padréao;

e) Determinar os parametros fisico-quimicos de éleos essenciais selecionados;

f) Identificar e quantificar a composi¢cdo quimica de Oleos essenciais para as

amostras obtidas no mesmo tempo de extracdo por CG/EM.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ailhade Sao Luis

Na realizacdo desta pesquisa foi elaborado um estudo sobre o municipio de
S&o Luis, entre 29 feiras e/ou mercados com cerca de 9 mil feirantes, incluidos
neste contexto, 10 estabelecimentos administrados pela Secretaria de Agricultura,
Pesca e Abastecimento (SEMAPA), e 19 centros de comercializacdo em parceria
com a Prefeitura Municipal de S&o Luis e outros espacos de propriedade do Estado
do Maranhdo, pertencentes a particulares, garantindo assim o comeércio informal,
tais como algumas associacfes destas feiras e/ou mercados e, empresas ligadas ao
ramo alimenticio - atacadista frutihortigrangeiro.

De acordo com Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017) a
cidade Sao Luis, é capital do Estado do Maranh&o, com area territorial equivalente a
827.141 km2, possuindo cerca de 1.526.213 habitantes, apresenta uma densidade
demografica equivalente a 1.286,6 hab./km2, bem mais significativa e expressiva que

a densidade demogréfica do Estado: 20,81 hab./km? (Figura 1).

Figura 1 — Area de estudo da cidade de S&o Luis — MA.

Fonte: Estados e Capitais do Brasil (2016).
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Relevante, nesse plano, as feiras e/ou mercados sdo compreendidos de fato
em espacgos preferencialmente diversificados, cujos escambos de saberes populares
e vivéncias sao constitutivos da identidade ludovicense, seguindo assim esta regra
do uso, nas ultimas décadas tem ocorrido crescente interesse pelo conhecimento,
utilizacdo e comercializacdo de plantas medicinais e produtos fitoterapicos no Brasil
e no mundo, 0 que tem proporcionado uma grande expansédo desse mercado
(FREITAS et al., 2012).

As feiras e/ou mercados sdo um campo inexaurivel, em particular na
utilizacdo das indicacdes terapéuticas dos raizeiros, as quais podem sofrer
alteracbes conforme as localidades visitadas e estudadas, em relagdo aos mais
variados tipos de plantas medicinais e seus derivados, a fim de que, verificando-se a
qualidade desses produtos, ganhem cada vez mais confianca com relacdo a
seguranca alimentar. Comumente, 0s usuarios nao costumam declarar aos
profissionais de salde que fazem uso das plantas medicinais, a menos que haja
alguma sinalizacéo, por parte destes, da aceitacdo desta pratica (PALMA, 2011).

Dado o seu carater polarizador, as feiras livres concentram importantes
informagbes de cunho etnobotanico, disponibilizando a populacdo insumos
requeridos nas praticas terapéuticas tradicionais (ROCHA et al., 2012).

3.2 Plantas Medicinais

Desde o inicio da sua existéncia, 0 homem viu nas plantas medicinais o seu
meio de sobrevivéncia, tanto na obtencdo de alimento e vestuario quanto na sua
defesa e cura de enfermidades (CUNHA; ROQUE; NOGUEIRA, 2012).

Deve-se supor que as plantas medicinais sdo aquelas que contém
substancias bioativas com propriedades terapéuticas, profilaticas ou paliativas
utilizadas na medicina. Atrelado a este fato, ao longo do tempo, populagdes cuja
sobrevivéncia dependia diretamente dos ambientes naturais desenvolveram
eficientes praticas terapéuticas através do uso de plantas medicinais com base na
observacao e experimentacdo (ALBUQUERQUE et al., 2012).

De acordo com Firmo (2011), uma planta é considerada medicinal quando a
mesma € administrada pelo homem ou animal em qualquer via ou forma que exerca

acao terapéutica. Logo, o seu tratamento € feito com uso de plantas medicinais
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sendo denominado de fitoterapia, e os fitoterdpicos sdo os medicamentos
produzidos a partir dessas plantas.

Inicialmente, estes medicamentos a base de plantas eram utilizados na forma
de infusdo (cha), p6 ou decocto, ou ainda, através da via topica, na forma de
preparacdes a base de agua ou 6leo para unguentos e cataplasmas (VIEIRA et al.,
2010). Baseado nesta hipotese, o caso de espécies medicinais, sintetizam Oleos
essenciais; 0s nutrientes podem aumentar a producdo e melhorar a qualidade de
6leo (CORREA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2014; EL GENDY et al., 2015).

Sabe-se que a utilizacdo disseminada de antibiéticos na medicina humana, na
veterinaria e em atividades agricolas tem sido responsabilizada pela propagacao dos
mecanismos de resisténcia a antibidticos apresentados pelos microrganismos,
sendo assim, associada ainda a reducdo nas opcdes de tratamento e queda na
eficacia terapéutica em pacientes humanos (DIARRA; MALOUIN, 2014).

Do ponto de vista terapéutico, as plantas medicinais provavelmente tém um
comportamento caracteristico, devido ao seu metabolismo secundario e suas
substancias biologicamente ativas, sem provocar efeitos colaterais nocivos ao
homem. Isso significa que até o século XX, toda histéria de cura encontrava-se
ligada as plantas medicinais e aos recursos minerais (ALMEIDA, 2011).

No Brasil, os dois principais fatores que influenciam na manutengéo da
utilizacao de plantas medicinais s@o eles baixo nivel de vida da populacédo e o alto
custo dos medicamentos (ARGENTA, 2011). Nesta perspectiva o Brasil possui
grande potencial para o desenvolvimento terapéutica, pelo fato de apresentar a
maior diversidade vegetal do mundo, além de ampla sociodiversidade no uso de
plantas medicinais, vinculado ao conhecimento tradicional e possuir tecnologia para
validar cientificamente este conhecimento (SECRETARIA DE SAUDE, 2014).

Nem sempre o0s principios ativos de uma planta medicinal séo
experimentados, mas, mesmo assim, ela pode apresentar atividade medicinal
satisfatoria e ser utilizada desde que ndo apresente consequéncia téxica direta ou
indireta. No entanto, essas praticas relacionadas ao uso popular de plantas
medicinais sdo o0 que muitas comunidades tém como alternativa viavel para o
tratamento de doengas ou manutengao da saude (AMOROZO, 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) pelo menos 80% das
pessoas que vivem em paises emergentes depende de plantas medicinais para
cuidados basicos da saude publica (BOUKHATEM et al., 2013). Em face disso,
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quando as plantas medicinais e arométicas sofrem estresse hidrico, tanto a
producdo quanto a composi¢cdo dos principios ativos podem ser alteradas
(BETTAIEB et al., 2009).

Cerca de 90% da populacdo mundial utiliza medicamentos fitoterapicos
desde meados de década de 80, estudiosos brasileiros tentam quantificar o uso de
plantas medicinais pela populagdo, tendo como principal alvo de estudo, as
mulheres gravidas e maes de criancas com até cinco anos de idade, levando em
consideracdo que a cultura do uso de terapias naturais é passada de geracao a
geracdo (FERREIRA et al., 2014).

O horéario em que uma planta medicinal deve ser colhida é um fator
importante no rendimento do 6leo essencial, pois durante o dia ocorrem variacdes
de temperatura, luminosidade, radiacdo fotossinteticamente ativa e umidade relativa
do ar. Estes fatores encontram-se relacionados a biossintese de metabdlitos
primarios e secundarios nas plantas medicinais (JOSE et al., 2015). Pode ser
alterado devido a outros fatores tais como a fase do ciclo de vida da espécie,
meétodos de colheita, extracdo e condi¢cdes ambientais (SOUSA, 2011).

As plantas medicinais representam fonte de compostos bioativos sendo
promissoras para as industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas, com
grande potencial na geracdo de novos produtos de interesse da sociedade
(ATANASQV et al.,, 2015; ZANDI-SOHANI; RAMEZANI, 2015). Diante disso,
reforca-se a necessidade da utilizacdo e efeito das plantas medicinais na saude
humana é sobejamente conhecido devido essencialmente a presenca de varios
compostos quimicos entre os quais, terpendides, alcaldides, fendis, glicosideos e
taninos (EGWAIKHIDE et al., 2009; KOLASANI et al., 2011).

Para ter seguranca e eficacia na utilizacdo de plantas medicinais para fins
terapéuticos, devem-se consultar a literatura cientifica existente sobre suas
propriedades farmacologicas e toxicidade (STERN, 2013). Consoante a este fato, a
grande quantidade de plantas medicinais em que se pode extrair e a numerosa
guantidade de constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais, €, portanto,

uma fonte de substancias bioativas (ALI, 2012).
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3.3 Metabolismo primario e secundéario

Pereira e Cardoso (2012) relataram que o metabolismo sendo um
conjunto total de reacdes quimicas (anabdlicas, catabodlicas ou de biotransformacéo)
ocorre continuamente em cada célula, isto é, ha transformacdo de compostos
organicos catalisados por enzimas que direcionam essas reac¢0es para producéo de
energia nas células vivas para manutencao diaria.

Todas as plantas medicinais produzem compostos bioativos através do seu
metabolismo que séo imprescindiveis para garantir a sobrevivéncia, podendo estas
ser distinguidas em metabolitos primarios (comuns a todos 0S seres Vivos)
nomeadamente, lipideos, hidratos de carbono e proteinas; e metabolitos
secundarios (especificos de cada organismo e derivados dos primarios), terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados que sao derivados de diversas vias
metabolicas (ENGELBERTH, 2010; SOUZA et al., 2010).

Observa-se na Figura 2 que a rota metabdlica dos metabdlitos secundarios
derivados do isopreno segue (I) 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA; (1) mevalonato; (lII)
isopentenil-pirofosfato (IPP); (IV) dimetilalila-pirofosfato; (V) geranil-pirofosfato e (VI)
famesila-pirofosfato, assim, uma unidade de acetoacetil-CoA sofre o processo de
condensacdo com uma molécula da acetil-CoA e, apds o processo de hidrolise,
forma a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (I). Por uma reacdo irreversivel, (I) é reduzida a
mevalonato (Il), entdo convertido em isopentenil-pirofosfato (lIIl), ou isopreno ativo, a
unidade béasica da formacao dos terpenos (NAVARRETE et al., 2011).

Figura 2 - Rota metabdlica dos metabdlitos secundarios.
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Fonte: Navarrete et al., (2011).
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O metabolismo secundario origina metabdlitos encontrados em baixas
concentracbes e em determinados grupos de plantas e embora ndo sejam
essenciais para que a planta medicinal complete seu ciclo de vida, garantem
vantagens para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo da espécie (SIMOES et al.,
2004; ZANDI-SOHANI; RAMEZANI, 2015).

A relevancia em desenvolver métodos de extracdo de principios ativos de
novas substancias vegetais e com 0 objetivo de inibir e combater patdogenos que
constantemente adquirem resisténcia aos antibioticos hoje disponiveis para uso
(MENDES et al., 2011; GONCALVES et al., 2011; BERNARDI et al., 2012; ELLER et
al., 2015).

Dos principios ativos encontrados nas plantas medicinais, responsaveis pelos
efeitos terapéuticos destacam-se os terpenos que sao formados pela unidade basica

denominada de isopreno (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura quimica do isopreno.

=

Fonte: Costa (2015).

A Figura 3 ilustra que o isopreno, conhecido por 2-metil-1,3-butadieno pela
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) pode apresentar grupos
quimicos, tais como: acidos organicos, alcaldides, compostos fendlicos, compostos
inorganicos, cumarinas, flavondides, glicosideos cardiotdnicos, antraquinonas,
mucilagens, 6leos essenciais, saponinas, taninos, substancias amargas, compostos
sulfurados, lignanas, neo-lignanas, gomas e glucoquininas (FERRO, 2008).

A molécula de isopentenil-pirofosfato e seu respectivo isdbmero, dimetilalila-
pirofosfato (1V), formam trans-geranil-pirofosfato (V), originando os demais terpenos.
Logo, novas ligacbes entre trans-geranil-pirofosfato e isopentenil-pirofosfato
resultam em sesquiterpenos e diterpenos. Contudo, a ligacdo entre duas moléculas
de farnesila-pirofosfato (VI) originara esqualeno, o precursor da maioria dos
triterpenos e esteroides (NAVARRETE et al., 2011).
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Nota-se que as principais fungBes dos metabdlitos secundéarios séo: 1)
alelopatia, ou seja, a supressao do crescimento das plantas vizinhas, Il) funcdes
celulares especificas da planta, por exemplo, resisténcia a salinidade do solo, II)
acao toxica sob agentes patogénicos (bactérias, fungos, virus e insetos), V)
afastamento de animais herbivoros, insetos e V) atracdo de animais polinizadores
para disperséo do pélen da planta (PICHERSKY; GANG, 2000, NAHA, 2014).

Do ponto de vista bioquimico convém saber distinguir a parte do vegetal a ser
empregada, pois 0s principios ativos distribuem-se pelas diferentes partes da planta
medicinal de forma distinta, sendo possivel encontrar substancias letais em algumas
partes (PINTO et al., 2000).

As atividades bioldgicas das plantas medicinais geralmente sédo atribuidas aos
seus metabdlitos secundarios. Estes, na maioria das vezes, possuem estrutura
quimica complexa com muitos centros quirais, 0 que determina os mais variados
tipos de compostos bioativos com acdo farmacolégica (AGRA; FRANCA; BARBOSA
FILHO, 2007). Atrelado a este fato, a fitoquimica € de ampla relevancia, pois envolve
o esclarecimento, a caracterizacdo estrutural, a avaliacdo das propriedades
biossintéticas e 0 registro de substancias naturais produzidas pelas plantas
medicinais (RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009; BRAZ FILHO, 2010).

Em particular, aos grupos de metabdlitos secundérios podem ser visualizados
na Tabela 1. Estes exibem diversas aplicacdes dentre as quais se destacam a
capacidade de atuar como agentes antibacterianos ou antifingicos, agentes
redutores do colesterol, imunossupressores, antiparasitarios e herbicidas
(VAISHNAV; DEMAIN, 2010).

Tabela 1 — Principais grupos de metabdlitos secundarios.

GRUPOS SINTETIZADOR VIA ROTA
TERPENOIDES Sintetizados a partir do Acido mevaldnico
Acetil Coenzima A (Acetil-
CoA)
COMPOSTOS Substancias aromaticas Acido chiquimico ou &cido
FENOLICOS formadas acético
COMPOSTOS Alcaldides sao sintetizados -
NITROGENADOS a partir de aminoacidos

Fonte: Taiz; Zeiger (2013).
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O balanco entre a formacgdo e eliminacdo desses compostos fendlicos e
nitrogenados durante o crescimento da planta medicinal é um equilibrio
influenciado por fatores genéticos, portanto fixos, e ambientais, a exemplo de
luminosidade, temperatura, tipo de solo, disponibilidade de agua, além outras
variaveis e/ou sazonais (FERNANDES JUNIOR, 2012). Sob esta oOtica, a
biossintese dos metabdlitos secundarios € um processo complexo e esti
relacionado a fatores genéticos (PROBST et al., 2011).

Os terpendides sdo o0s constituintes mais representativos dos oOleos
essenciais, sendo o0 maior grupo de metabdlitos secundérios presentes nas plantas
medicinais (CUNHA et al., 2009). No entanto, o ambiente o qual a planta medicinal
se encontra reflete a biossintese de diferentes compostos, aos diversos fatores,
atuarem sozinhos ou interagirem entre si (MIRANDA et al., 2013).

Silveira; Bandeira; Arrais (2008) afirmam que 65% a 80% da populacao
mundial, ainda acreditam nos produtos a base de plantas medicinais no tratamento
de doencas. E também, podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novos
defensivos naturais ou serem precursores de semi-sintese, no desenvolvimento de
produtos que ndo agridam ao meio ambiente e que ndo sejam toxicos para 0s
consumidores (BETTIOL; MORANDI, 2009).

O interesse pelas plantas medicinais para investigacfes de novos compostos
antibacterianos é devido a variedade de substancias quimicas pertencentes a
diferentes classes de metabdlitos secundarios, tais como as antraquinonas,
flavondides, terpendides, alcaldides e taninos, que podem agir também como anti-
oxidantes, anti-inflamatérios, antifingicos entre outras atividades bioldgicas
(MOSCHONAS et al., 2015).

3.4 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo considerados os primeiros medicamentos utilizados
pelo homem primitivo e muitos deles devido as suas propriedades bioldgicas, ainda
tém valor terapéutico (CUNHA et al., 2012). E, também constituem uma matéria-
prima de grande importancia na producdo de cosmeéticos, novos farmacos e aditivos
para alimentos (PINTO et al., 2014).

Os oleos essenciais sdo definidos como substancias volateis de uma mistura

complexa de componentes quimicos (terpenos, monoterpenos, alcoois, aldeidos e
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cetonas) que se evaporam quando em contato com o ar e sédo biossintetizados por
plantas (PARIKH; DESAI, 2011; ACEVEDO; NAVARRO; MONROQY, 2013).

Os Oleos essenciais tém despertado os interesses da industria alimenticia,
cosmeética e farmacéutica, por serem uma fonte alternativa com fins terapéuticos,
devido suas propriedades medicamentosas, e seus diversos grupamentos quimicos
caracteristicos, tais como, alcoois, aldeidos (eugenol, estragol, geraniol) e fendis
entre outros menos significativos nesta pesquisa, assim a idade da planta medicinal
também influencia na composi¢cédo quimica e no teor médio de 6leo (CHAGAS et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2012), até mesmo os constituintes majoritarios podem variar
conforme a época de colheita (BEZERRA et al., 2008), condi¢des climaticas e solo
(SIMOES et al., 2010).

O teor médio de Oleo essencial presente nas folhas verdes da planta
medicinal é de 0,8% a 1,0% (MATASYOH et al., 2011; PINTO et al.,, 2014). No
entanto, sua principal caracteristica é a volatilidade, diferenciando-os dos 6leos
fixos, que sdo misturas de substancias lipidicas obtidas normalmente de sementes
(SIMOES, et al., 2010).

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA) (2013), os 6leos
essenciais sao classificados como aditivos Generally Recognized As Safe (GRAS).
Dessa forma, podem ser usados como substitutos de compostos artificiais
atendendo as exigéncias do consumidor (DONSI et al., 2014). Assim sendo, as
principais caracteristicas de um 6leo essencial sdo fragrancia, atividades
antimicrobiana e antioxidante, respectivamente. Portanto, sdo largamente utilizados
nas inddstrias farmacéutica, cosmeéticos e, ainda, como aditivos naturais na
elaboracao de alimentos (NAVARRETE et al., 2011).

A industria alimenticia visa a producdo de alimentos com maior tempo de
prateleira, livres de microrganismos patogénicos e suas toxinas (ERNANDES;
GARCIA-CRUZ, 2007). Neste contexto, os 0Oleos essenciais tém sido utilizados no
preparo de alimentos levando-se em consideracdo os atributos sabor, aroma
diferenciado e conservacgédo, proporcionando o aumento da vida de prateleira do
produto, inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis e consequente
deterioracéo dos alimentos (TRAJANO et al., 2009).

Os Oleos essenciais estdo presentes nas plantas medicinais em diferentes
concentragbes ocupam fungdes distintas (OLIVEIRA; MOREIRA; OLIVEIRA, 2013).

Tendo como funcéo atrair determinados insetos para que estes retirem da planta o
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seu pélen facilitando a polinizacdo (BAKKALI et al., 2008, CUNHA; ROQUE;
NOGUEIRA, 2012).

Os compostos oxigenados s&o 0s principais responsaveis pelos atributos
aroma, sabor e 0s terpenos quanto expostos ao aquecimento, oxigénio e/ou luz,
produzem aromas desagradaveis e, geralmente sdo 0s mais abundantes na
composicdo dos Oleos essenciais, por serem hidrofébicos, sendo facilmente
difundidos pela parede celular dos microrganismos e causam danos a membrana,
principalmente no que diz respeito a fluidez e permeabilidade (MILLEZI et al., 2012).

As propriedades farmacologicas atribuidas aos 6leos essenciais sdo as agfes
antiespasmaddica sobre o aparelho digestivo, cardiovascular e/ou antiparasitaria
sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), anti-inflamatorio, antisséptico, dentre outros
(CUNHA; CAVALEIRO; SALGUEIRO, 2005; BANDONI; CZEPAK, 2008). Dessa
forma, € necessaria a padronizacdo das amostras para uma resposta antimicrobiana
mais exata (LORENZI; MATOS, 2008; BRUN; MOSSI, 2010).

Entre os diversos produtos naturais empregados em abordagens terapéuticas
destacam-se os 6leos essenciais que sdo descritos como produtos com grande
potencial terapéutico e farmacolégico (VLASE et al., 2014; DUARTE et al., 2016).

Os Oleos essenciais hd muito tempo tém servido de base para diversas
aplicacbes na medicina popular por possuirem diversas propriedades
farmacoldgicas e apresentarem vantagens quando comparados a alguns
medicamentos, como por exemplo, a volatilidade, que os torna ideais para uso em
nebulizagdes, banhos de imersdo ou simplesmente em inalagdo (BANDONI;
CZEPAK, 2008).

Os Oleos essenciais sdo usados como aroma natural em alimentos,
cosmeéticos e produtos de higiene pessoal devido a suas propriedades quimicas
especificas (BOTREL et al., 2015). No entanto, uma possibilidade viavel para
substituir ou associar-se a antioxidantes sintéticos e antimicrobianos convencionais,
com a finalidade de diminuir a quantidade dessas substancias nos alimentos
(SACCHETTI et al., 2004; LANG; BUCHBAUER, 2012).

Como constituintes quimicos dos 0Oleos essenciais existem uma ou varias
substancias em maior quantidade denominados compostos majoritarios, geralmente
determinam as propriedades biolégicas desses produtos naturais (CABRAL et al.,
2015).
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O Gréfico 1 mostra o comportamento do Mercado Global de 6leo essencial no
ano de 2014 e faz uma previsdo de como devera se comportar em 2020.

Gréfico 1 — Mercado Global de 6leo essencial (2014-2020).
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Fonte: Zion Reseach Analysis (2016).
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4 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Pesquisa em Quimica
Analitica (LPQA), Central Analitica, Laboratorio de Fisico-Quimica e Microbiologia do
Pavilhdo Tecnoldgico da Universidade Federal do Maranhdo, Campus Bacanga
(UFMA), Laboratério de Quimica e Alimentos do Instituto Federal de Educacéao,
Ciéncia e Tecnologia do Maranhdo, Campus Maracana (IFMA), Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos - DETA da
Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho”, Campus Sao José do Rio
Preto (UNESP) e no Centro Analitico de Instrumentagdo da Universidade de Séo
Paulo (USP).

4.1 Caracterizacdes geogréaficas das areas de estudo

Na Figura 4 é possivel visualizar o0 mapa da localizacdo geografica da cidade
de S&o Luis — MA.

Flgura 4 — Mapa do mun|0|p|o de Sao Luis — MA

nr .Google Earth

Fonte: Google Earth, 2017.

A pesquisa de campo foi realizada no periodo de novembro de 2013 a junho
de 2014, na cidade de Sé&o Luis do Estado do Maranhao, sendo delimitada pelas
coordenadas geogréficas: Latitude: 02° 31' 47" S e Longitude: 44° 18' 10" W (Figura
4).
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Nesta perspectiva a Secretaria Municipal de Saude de S&o Luis (SEMUS)
decompds a cidade em sete Distritos Sanitarios de Saude (DSS): Centro (Mercado
Central), Itaqui - Bacanga, Coroadinho, Conjunto Habitacional (COHAB), Bequimao,
Tirirical e Vila Esperanca, consoante a areas delimitadas referentes as feiras e/ou

mercados.

4.2 Selecao das plantas medicinais

A selegdo de plantas medicinais foi realizada de acordo com o uso terapéutico
evidenciado pelos usuarios e raizeiros lotados na ilha de S&o Luis — MA, em seus
respectivos Distritos Sanitarios de Saude (DSS).

Foram coletadas e utilizadas folhas de alecrim, capim-lim&o, cravo-da-india,
eucalipto e manjericdo adquiridos em feiras e/ou mercados de S&o Luis do
Maranhdo, tendo como periodo maximo até as 8 h da manh&d, empacotados em
sacos plasticos, protegidos da luz e transportados até ao laboratério para
processamento.

Apés a coleta, o material vegetal (as amostras) foi imersos em solucao de
hipoclorito de sédio a 0,01% por tempo de 45 min. As folhas foram secas
inicialmente em temperatura ambiente sob a bancada por 6 h e logo apés na estufa,
de circulacdo forcada de ar, na temperatura de 50 °C, por 24-48 h, seguida de
moagem no moinho elétrico de facas, TECNAL modelo TE-340 para trituracdo das

amostras (folhas secas) a temperatura ambiente e armazenado em frascos ambar.

4.3 Obtencao dos 6leos essenciais

O ¢6leo essencial foi seco por meio de percolacdo em Na,SO, anidro. Essas
operacOes foram realizadas em triplicata e as amostras armazenadas em frascos
ambar em temperaturas entre 2 a 8 °C por, no maximo, uma semana e,
posteriormente, analisadas para a identificacdo dos constituintes para evitar
possiveis perdas de constituintes volateis.

A mistura agua/biomassa entra em ebulicdo, em seguida, os vapores de agua
e as substancias volateis carregadas sdo conduzidos até o condensador, onde ha

uma troca de calor, condensando os vapores com a agua de refrigeracao.
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Figura 5 — Aparelho Clevenger modificado.

Fonte: Schiedeck (2011).

Para a extracdo dos Oleos essenciais utilizou-se o aparelho Clevenger
modificado (Figura 5). O modelo proposto do aparelho consiste basicamente de
manta de aquecimento (A), baldo volumétrico com capacidade de 500 mL (B),
termémetro (C), condensador (D), equalizador de pressao (E), funil de separacéao (F)
de 125 mL e béquer (G). O tempo de extracao foi determinado em funcdo do
rendimento de cada 6leo essencial selecionado, com auxilio da balanca analitica de
precisdo. Na obtencdo do melhor rendimento do 6leo essencial foram realizadas 20
extracdes dos 5 éleos essenciais cada um com 3 repeticdes extrativas.

Seguindo a metodologia do Disco-difusdo do 6leo essencial no agar, os
discos de papel estéreis utilizados apresentavam um diametro de 6 mm whatmann,
colocados na superficie do agar previamente inoculado. Sendo um volume total de
20 uL de cada oleo essencial foi usado para impregnar individualmente, sendo que
diferentes discos foram impregnados com aliquotas de 10 uL de éleo essencial puro
e 10 pL de dleo essencial com adigao do agente emulsificador Tween 80 (0,5 %).

As culturas com os discos em placas invertidas foram incubadas a 35 °C por
24 h. Os resultados dos ensaios realizados em triplicata foram obtidos pela
mensuracao dos diametros dos halos de inibicdo formados ao redor dos discos
recomendados pelo Clinical and Laboratory Standards Institut (CLSI, 2014).
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4.4 Atividade antibacteriana

Na avaliacdo do efeito antibacteriano das espécies vegetais selecionadas, foi
realizada, inicialmente, uma triagem, seguindo os critérios de aceitacdo que
mensuram a atividade antimicrobiana de todos os 0leos essenciais brutos extraidos
das folhas frente as bactérias selecionadas através do Teste por Disco-difusdo
(Tabela 2).

Tabela 2 — Critérios da aceitacdo da atividade antimicrobiana

CMI DO OLEO ESSENCIAL RESULTADOS
< 100pg/mL Boa
100pg/mL < x < 500pg/mL Moderada
500pg/mL < x < 1000ug/mL Fraca
>1000pg/mL Inativa

Fonte: Adaptada de Holetz et al., (2002).

Os 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), capim-limao
(Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf), cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus L.),
eucalipto (Eucalyptus citriodora Hook) e manjericdo (Ocimum basilicum L), foram
escolhidos em detrimento a outros 15 6leos essenciais testados em decorréncia dos
resultados positivos de um estudo experimental prévio efetuado, foi observado o
potencial do efeito antibacteriano dos distintos o6leos essenciais de plantas
medicinais frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas contaminantes de

alimentos e patogénicas.

4.4.1 Microrganismos

Os testes de atividade microbioldégica foram realizados com as cepas
bacterianas oriundas da American Type Culture Collection (ATCC): Escherichia coli
(ATCC 25922), Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis (ATCC 12011) e

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) bactérias Gram-negativas, além das
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Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC10876), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) bactérias Gram-positivas.

4.4.2 Meios de cultivo e preparacao do inéculo

Primeiramente, foram preparadas as placas com o meio Agar Mueller-Hinton
(MHA) previamente esterilizado em autoclave a 121 °C durante 15 min e 1
atmosfera. Em seguida o resfriamento até 45 °C foram despejados 25 mL do meio
nas placas de Petri descartaveis de 100 mm de diametro.

As cepas bacterianas foram mantidas em caldo MHA acrescido de 50% de
glicerol e mantido a -20 °C. Para uso, as cepas foram repicadas em MHA (2 mL),
incubadas por 24 h a 37 °C. Para coincidir com a densidade Optica da suspenséo do
in6culo a da suspensao de 0,5 McFarland, foi utilizado o método de comparacéo
visual, em iluminacdo ambiente apropriada, os tubos de ensaios de mesmo diametro
e com auxilio de um cartdo branco com linhas contrastantes pretas ao fundo.

As culturas bacterianas foram inoculadas em caldo Brain and Heart Infusion
(BHI), apos incubagédo por 24 horas a 37°C, repicou-se de 2 a 4 alcadas em 1 mL de
solucdo salina — NaCl estéril (0,85% p/v) e agitou-se a solucdo em agitador do tipo

vortex, até obter uma suspensédo padronizada (Figura 6).

Figura 6 - Procedimentos basicos na inoculagédo das placas.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Cada suspensdo do microrganismo foi semeada com auxilio de um swab
descartavel estéril, comprimindo-o contra as paredes internas do tubo para retirar o
excesso do indculo. As estrias foram realizadas de forma suave nas cinco direcdes
da placa em toda a superficie do meio agar Muller-Hinton.

Segundo Bona et al., (2014) sao diversos as pesquisas que vem sendo
realizadas no desenvolvimento de novos compostos antibacterianos advindos de
extratos vegetais e demais produtos naturais. A turvacéo foi comparada a da escala
0,5 de McFarland, o qual corresponde a 0,5mL da solucédo de BaCl, 20,048 mols/L e
99,5 mL da solucdo de H,SO, a 1% (v/v), para obter uma concentracdo final de

aproximadamente 1,5x108UFC/mL.

4.4.3 Atividade antibacteriana por Disco-difuséao

Os agentes antimicrobianos de maior peso molecular se dispersam mais
lentamente do que aqueles com um peso molecular menor, resultando em zonas de
inibicdo com halos de tamanhos diferenciados e estas zonas ndo constituem
necessariamente uma medida do grau de inibicdo do agente bioativo devido a
diferenca na velocidade de dispersdo de seus constituintes, assim a atividade
antimicrobiana na técnica de difusdo em disco ocorre através da difusdo do agente
guimioterapico em todas as direcdes do agar, durante a incubacéo (BLACK, 2002).

Foram preparadas solucfes testes de 6leos essenciais com concentracao de
200ug/mL solubilizados com Tween 80, e da mesma forma foi preparada para
Tween 20 de modo a comparar a acao dos dois emulsificantes. Observou-se, que no
Tween 20, apOs quinze minutos de repouso, algumas goticulas de éleo essencial se
desprendiam da superficie de emulsdo, ndo ocorrendo com Tween 80. Logo, foi
usado para dar continuidade nos experimentos. Em seguida, realizadas diluicdes até

obter-se as concentracdes minimas de 25, 50, 75 e 100ug/mL.

4.4.4 Determinacéo da MIC por disco-difusao

Na Tabela 3 a mensuracdo dos halos seguindo o teste da atividade
antibacteriana onde foi considerado como resultado final de cada de 6leo essencial a
média das trés medidas e como suscetivel halo menor de 9 mm de didmetro de
acordo com os critérios de SANTOS et al., (2007).
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Tabela 3 — Critérios da atividade antibacteriana pelo tamanho do halo de inibig&o.

HALO DE INIBICAO (MILIMETROS) RESULTADOS
<9mm Inativo
ImMmsx<12 mm Parcialmente ativo
13 mm <x <18mm Ativo
>18mm Muito ativo

Fonte: Adaptada de Santos et al., (2007).

Os resultados da atividade antibacteriana das amostras testadas de 6leos
essenciais estdo apresentados em tabelas, com a média dos halos de inibicdo em

milimetro + Desvio -Padrao (DP).

4.4.4.1 Preparo das solucdes de 6leos essenciais

As diluicdes decimais seriadas dos 6leos essenciais, de forma que os discos
impregnados foram colocados com uma pin¢ca na superficie da placa contendo o
meio inoculado, pressionando ligeiramente com a ponta da pinga para garantir uma
boa adeséo e incubadas, de forma invertida, em estufa bacteriologica a 35 °C por 24

horas.

4.4.4.2 Inoculagao das placas

Os discos contendo os antibidticos selecionados nas suas respectivas
concentragbes foram embebidos com 25 pL da MIC do 6leo essencial, sendo em
seguida colocados em placas de Petri estéreis contendo &gar Muller-Hinton
inoculado com 1 mL das suspensdes bacterianas. Apos incubacao das placas a 37
°C por 48 horas foi observada a interferéncia da MIC dos de 6leos essenciais e 0
efeito dos antibidticos sobre as cepas bacterianas ensaiadas.

As placas foram invertidas e incubadas em posi¢ao invertida a 35 °C por 24 h,
em seguida, sendo a placa satisfatoriamente semeada, os halos de inibicdo
resultantes ficaram uniformemente circulares, assim com o indculo correto houve a

formacdo de um tapete confluente de crescimento, para realiza-se a leitura das
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placas. Os diametros dos halos de inibicdo foram medidos com paquimetro digital
considerando se o diametro total do disco (em mm), o ensaio foi realizado em

triplicata, sendo considerada a média aritmética dos valores (CLSI, 2014).

4.4.5 Antimicrobianos padrao

As indicacbes para 0s grupos antimicrobianos padrdo - os antibioticos
comerciais da seérie Gram-positivas utilizados foram Clindamicina (2ug/mL);
Cloranfenicol (30pg/mL); Ciprofloxacina (5ug/mL); Eritromicina, (15pg/mL);
Gentamicina (10ug/mL); Oxacilina (1ug/mL); Tetraciclina, (30ug/mL) e Vancomicina
(30 pg/mL). E da série Gram-negativas utilizadas foram Amicacina (30ug/mL);
Ampicilina (10ug/mL); Cefoxitina (30ug/mL); Ciprofloxacina, (5ug/mL); Cloranfenicol
(30pg/mL); Netilmicina (30pg/mL); Sulfazotrim (23,75ug/mL) e Tetraciclina
(30pg/mL).

Os antibioticos comerciais utilizados, devidamente impregnados em Discos-
difusdo foram adquiridos juntos ao mercado especializado de Séo Luis — MA, foram
Ampicilina, 10 pg/L (AMP 10), Cefotaxina, 30 pg/L (CTX 30), Cefalotina, 30 pg/L
(CFO 30), Cloranfenicol 10 pg/L (CLO 10), Eritromicina, 15upg/L (ERI 15),
Gentamicina, 15 pg/L (GEN 15), Penicilina 10ug/L (PEN 10), Tetraciclina, 30ug/L
(TET 30) e Vancomicina, 30 ug/L (VAN 30).

Os anexos A e B apresentam uma vVvisdo holistica dos antibibticos
selecionados de acordo com seus respectivos halos de inibicdo e classificados em
resistente, intermediario e sensivel. A diferenca entre os anexos esta na série, pois,
o anexo A refere-se a série Gram-positiva e o B a série Gram-Negativa,

respectivamente.
4.5 Caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos essenciais
Na caracterizagdo das propriedades fisico-quimicas dos oOleos essenciais

selecionados realizaram-se as analises de densidade, indice de refracéo,

solubilidade em etanol (70%), cor, aparéncia e odor.
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4.5.1 Densidade

Foi determinada de acordo com metodologia preconizada pelas Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985), o calculo de densidade relativa dos 6leos
essenciais foi aplicado a férmula (D= m/v), fixando-se um volume constante de cada
Oleo essencial (1 mL) a uma temperatura de 25° C, utilizando-se a balanca analitica.
O resultado corresponde a média de trés determinacdes. As densidades dos 0Oleos
essenciais foram determinadas com o emprego de um picnémetro de 1,0 mL

previamente seco e tarado.

4.5.2 indice de refracéo

Esta caracteristica fisico-quimica reflete a qualidade e a identidade de cada
Oleo essencial. Para medir o indice de refracdo foi utilizado um refratdmetro marca
AABE, modelo 2WAJ, a temperatura a 25 °C. Com um capilar foram colocadas duas
gotas do 6leo no refratbmetro equipado com termdmetro. Com o refratdmetro
ajustado as condicdes experimentais, foram fechados os prismas que compdem o

instrumento e realizada a leitura pela escala do aparelho.

4.5.3 Solubilidade em etanol (70%)

Utilizaram-se baldes volumétricos de 10 mL contendo um volume constante
dos 6leos essenciais, sob o qual foi adicionado proporcionalmente um volume
crescente da mistura de &lcool/agua destilada a 70% (v/v) até a sua completa

solubilizacéao.
4.5.4 Cor e Aparéncia
A técnica empregada foi avaliagdo visual comparando-se a coloracdo dos

6leos essenciais com cores descritas e conhecidas sobre um fundo branco. No caso

da aparéncia foi avaliada a transparéncia ou limpidez dos 0leos.
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4.5.5 Odor

A determinacdo do odor caracteristico foi subjetiva para cada planta

empregada, como descrito por Costa et al. (2010).

4.6 Perfil cromatogréafico dos 6leos essenciais

A andlise qualitativa dos Oleos essenciais selecionados foi realizada na
Universidade de Sao Paulo no Centro Analitico de Instrumentacdo da USP, na
cidade de Sao Paulo, por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massas CG/EM.

As analises dos constituintes volateis das amostras dos 0leos essenciais
foram realizadas em cromatrografo a gas da marca SHIMADZU, acoplado a um
espectrometro de massa CG/EM QP5050, equipado com coluna capilar fenil polish
fenileno-siloxano de BPX 5% (30 m comprimento x 0,25 mm de espessura e 0,25 um
de espessura do filme), utilizando hélio de alta pureza como gas de arraste.

A temperatura do injetor e interface do CG com detector seletivo foram
mantidos em 280 °C com fluxo na coluna de 2,7 mL/min, programada para operar
em 50 °C, para as andlises, foram injetadas aliquotas com volume de 1 pyL em
acetato de etila, fixando-se as seguintes condicbes modo de divisdo com pressao da
coluna de 150 kPa, velocidade linear 59,1 com fluxo total de arraste 30 mL/min e
modo de varredura 0,5 décimos de segundos, a quantificacdo de cada constituinte
individualmente foi obtido por meio de normalizacdo de areas (%).

A identificacdo dos constituintes encontrados foi baseada na comparacéo dos
indices de Kovats (IK), também conhecido como indice de retencdo de Kovats e
espectros de massa de cada substancia com os dados da literatura. Posteriormente
a esta comparacédo, fez-se uma lista triplice de constituintes com sua respectiva
probabilidade de ser ou ndo um determinado constituinte. Se p>70%, existe uma
grande probabilidade de ser este o constituinte identificado. O banco de dados é
restrito e, em determinados casos, indica quais seriam 0s possiveis constituintes, por

aproximacéo (Figura 7).
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Figura 7— Fluxograma do material botanico (folhas) a identificacdo por CG/EM.

Material
Botanico

Extragdo com Aparelho de Clevenger modificado

Oleo/Agua

Separacao

(9) (1)
essencial

Na2S04 anidro

essencial

| Anélise por CG/EM

Identificacdo

Hidrolato

Nio utilizado

e Quantificacdo  dos

componentes majoritarios e minoritarios

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.7 Andlise Estatistica

Em condi¢des definidas estatisticamente neste estudo, tém-se as equacdes 1,
2 e 3, como calculo da média X e estimativa do desvio padréo (S) ou Coeficiente de
variacéo (% CV) (RIBANI, et al., 2004).

(Eq. 1)

Desvio Padrao: S =

(Eq. 2)

(S.100

N—"

Coeficiente de variacdo: %CV =

(Eq. 3)

Os resultados foram expressos em milimetros pela diferenca da média
aritmética dos valores dos halos de inibicdo obtidos nas trés repeticdes de cada
bactéria testada por analise de variancia (ANOVA).

Inicialmente, formulou-se a hip6tese nula Hy: recuperacao igual a 100% e com
uma hipétese alternativa Hi: recuperacao diferente de 100%. Foi utilizado o
Delineamento em Blocos ao Acaso, tendo cinco tratamentos referentes aos Oleos
esséncias de alecrim, capim limdo, cravo da india, eucalipto e manjericdo, em dois
blocos que agrupam bactérias da série Gram-positiva e Gram-negativa, sendo as
médias analisadas estatisticamente, adotando nivel de significancia com p< 0,05 e o
teste F (Fisher-Snedecor), posteriormente, comparadas pelo teste de Interagao,
possibilitando a analise da relacdo entre tratamentos e blocos, utilizou-se o

programa R- commander versao 3.2.5 64 bit.
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Tabela 4 - Tabela da Analise de Variancia (ANOVA).

FV SQ GL QM F
Tratamentos SQ(trat) k—1 QM(trat) Fra = QMrat)
QM(rest)
Blocos SQ(bloco) b-1 QM(b) Fo= QM®)
QM(rest)
Residuos SQ(erro) n—-k-b+1 QM(erro)
Total SQ(rotal) n—1 QM(Total)
Em que:
C=(5y)°
n
SQrotal = 2y - C
SQtratamento =2 T2 -C
br
SQbIoco = ZBZ -C
kr

SQerro = SQTotal - SQtratamento - SQbloco

Considerou-se que ndo houve diferenca estatistica significativa entre as duas
precisbes levantadas, ao nivel de 5% de significAncia, quando o resultado da
equacdao a Tabela 4 expresso pelo F calculado é precisamente menor do que o valor
de F tabelado, em relacédo aos Tratamentos, Blocos e Residuos.

De forma semelhante ao verificar se o F calculado € menor do que o F
tabelado aceita a hipétese ndo ocorrendo diferencas estaticamente significativas

entre o valor médio do resultado analitico e o valor médio desejado (100%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estatisticamente, os dados foram compilados sob o0 modelo experimental de
Delineamento em Blocos ao Acaso, os resultados obtidos através da Andlise da
Variancia (ANOVA) apresentaram F¢, = 2,67 e Fip= 2,74 para os tratamentos, para
0s blocos F¢y = 8,67 e Fiap= 4,24, sendo assim aceita a hipotese suposta, nao
ocorrendo variacao significativa no comportamento das variaveis em estudo.

Posteriormente analisando a interacdo entre tratamentos e blocos, obteve-se
Fca = 0,58 e Fp= 2,74, sendo possivel determina que nado exista interferéncia
significativa dos blocos sobre os tratamentos. Logo, o teste de analises de médias
Tukey ndo se fez necessario, pois, todos os testes foram realizados ao nivel de
significancia de 5%. Os calculos realizados para a obtencdo de tais resultados
seguem no Apéndice 1.

Em pesquisas de Gongalves et al., (2008) e Kluczynik et al., (2010), fazem a
comparacao entre a atividade antibacteriana dos extratos das plantas medicinais
com os antibiéticos comerciais mais utilizados. Assim, um baixo desvio padréo indica
que os dados tendem a estar préximo da média, ja um desvio padrdo alto indica que
os dados est&o espalhados por varios de valores (WOLFFENBUTTEL, 2006).

Sabe-se que compostos bioativos podem ser encontrados em qualquer parte
da planta medicinal, porém, as folhas foram preferencialmente escolhidas por
apresentarem maior numero de metabdlitos secundarios, que sao responsaveis pelo
efeito da atividade antibacteriana. Assim, estudos que avaliam os efeitos de
produtos extraidos de espécies vegetais, tém determinado que estes demonstrem
capacidade antimicrobiana frente aos mais diversos patdgenos (POZZATI, 2008;
OLIVEIRA, 2014; TRINDADE, 2015).

Portanto, os resultados encontrados séo positivos nha maioria das vezes para
os fitoterapicos, indicando uma alternativa a esses antibidticos existentes no
mercado, além de possuirem menos efeitos adversos do que os antimicrobianos
sintéticos (GUNALAN; SARASWATHY; KRISHNAMURTHY, 2011).
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5.1 Atividade Antibacteriana dos 6leos essenciais

5.1.1 Estudo do 6leo essencial bruto do alecrim

A Tabela 5 mostra o efeito antibacteriano do extrato das folhas do alecrim,
ressaltando que a técnica empregada na extracdo, dentre outros fatores, influencia
diretamente na acdo antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2007; JARRAR; ABU-
HIJLEH; ADWAN, 2010).

Tabela 5 — Atividade antibacteriana do 6leo essencial do alecrim.

Cepas bacterianas Halo de inibicdo (mm) Classificacao
S. aureus 27,33+1,15 Muito Ativo
B. cereus 25,33+1,15 Muito Ativo
E. faecalis 14,01+0,99 Ativo
E. coli 13,01+0,99 Ativo
S. enterica 15,02+0,98 Ativo
P. aeruginosa 11,33+0,69 Parcialmente Ativo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo a classificacdo proposta na Tabela 5, o 6leo essencial de alecrim
inibiu fortemente o crescimento das bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus
e Bacillus cereus, além de ser ativo frente as bactérias Gram-negativas Escherichia
coli e Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis.

O Oleo essencial de alecrim apresentou frente a bactéria Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa apresentou um halo de inibicdo de 11,33+0,69 mm devido
sua atividade antibacteriana parcialmente ativa, em funcdo do tamanho do halo de
inibicdo no intervalo de 9 mm < x <12 mm.

Algumas pesquisas tém demonstrado a atividade antibacteriana do 6leo
essencial de alecrim frente a diferentes microrganismos e seu poder de inibicdo
mostrou-se fraco ou ausente contra bactérias Gram-negativas, quando comparado a

acdo contra as Gram-positivas e com a atividade de outros 0leos essenciais, devidas
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possivelmente a acdo dos &acidos lipoteicbicos e a extremidade lipofilica da
membrana celular das bactérias Gram-positivas pode facilitar a penetracdo de
compostos hidrofobicos (COX et al., 2000; ZAGO et al., 2009).

Tabela 6 — Caracterizacéo fisico-quimica do 6leo essencial bruto do alecrim.

PARAMETROS FiSICOS TESTADOS VALORES
Densidade (g/mL) 0,9125
indice de refracéo (Np 25°) 1,468
Cor Amarelo palido
Odor Caracteristico
Aparéncia Limpido
Solubilidade em etanol (70%) 1:2

Fonte: Elaborado pelo autor.

De posse dos resultados da Tabela 6, construiram-se os valores dos
parametros fisicos no processo laboratorial de obtencdo de alecrim, levando em
consideracdo que a densidade de 0,9125 g/mL e o indice de refracdo de 1,468. Pois

0 mesmo € possivelmente depende dos derivados oxigenados.

5.1.2 Estudo do 6leo essencial bruto do capim liméo

Tabela 7 — Atividade antibacteriana do 6leo essencial do capim-liméo.

Cepas bacterianas Halo de inibicdo (mm) Classificacao
S. aureus 31,33+0,58 Muito ativo
B. cereus 24,03+1,98 Muito ativo
E. faecalis 12,03+1,08 Parcial. Ativo
E. coli 16,33+0,58 Ativo
S. enterica 14,32+0,56 Ativo
P. aeruginosa 13,33+£0,58 Ativo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Diante dos resultados alcangcados na Tabela 7, os halos das espécies Gram-
positivas foram maiores do que os halos das Gram-negativas. A bactéria S. aureus
foi a espécie mais sensivel, apresentando o maior halo de inibicdo 31,33+0,58mm,
enquanto E. faecalis foi a menos sensivel com halo de inibicdo de 12,03+1,08 mm
de diametro.

As bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes devido a maior
complexidade da sua membrana externa da parede celular, que atua como uma
barreira a difusdo dos componentes hidrofobicos dos 6leos essenciais (NAIK et al.,
2010). Segundo os mesmos autores ao avaliarem o 6leo essencial de capim-liméo,
verificaram que a atividade antibacteriana sobre as bactérias S. aureus possuem
halo de inibicdo de 14,3 a 29,6 mm e E. coli 8 a 22,33 mm. Demonstrando
resultados divergentes aos do presente estudo, que obteve em relacdo a bactéria S.
aureus o halo de inibicdo foi de 31,33+0,58 mm sendo convergente ao estudo de
Naik e colaboradores. Em relacdo a bactéria E. coli o halo de inibicdo foi de
16,33+£0,58mm, resultado dentro da faixa proposta por Naik e demais autores, nao
havendo divergéncia em relacdo aos diametros de halos de inibicdo observados na

presente pesquisa.

Tabela 8 — Caracterizacao fisico-quimica do 6leo essencial bruto do capim-limé&o.

PARAMETROS FiSICOS TESTADOS VALORES
Densidade (g/mL) 0,9245
indice de refragéo (Np 25°) 1,489
Cor Amarelo
Odor Caracteristico
Aparéncia Limpida
Solubilidade em etanol (70%) 1:2

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados alcancados para obter os seguintes parametros fisico-quimicos

selecionados, tais como indice de refracdo, solubilidade, densidade entre outros, sdo
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utilizados para o controle de qualidade nesta pesquisa em relacdo ao extrato de 6leo
de capim-liméo (Tabela 8).

Nascimento et al., (2003) observaram-se para fins de obtencdo de Oleo
essencial, que as folhas tanto frescas quanto secas e o seu rendimento é de 0,28 a
0,50% da massa fresca. Estes mesmos autores recomendam que a colheita do
Cymbopogon citratus seja realizada no horario de 08:00 as 13:00h quando é
observado uma maior concentracdo de citral, pois as altas temperaturas influenciam

na qualidade do 6leo essencial.
5.1.3 Estudo analitico do 6leo essencial bruto do cravo-da-india

Segundo Klanénik et al., (2010), a metodologia disco difusdo tem como
importancia maior em fornecer dados iniciais da agdo antimicrobiana de produtos

naturais, pela facilidade e rapidez de execucao.

Tabela 9 — Atividade antibacteriana do 6leo essencial do cravo-da-india.

Cepas bacterianas Halo de inibicdo (mm) Classificacao
S. aureus 22,67+0,58 Muito Ativo
B. cereus 17,83+1,68 Ativo
E. faecalis 17,67+1,58 Ativo
E. coli 21,33+0,58 Muito Ativo
S. enterica 21,04+0,58 Muito Ativo
P. aeruginosa 9,66+0,58 Parcial. Ativo

Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir da dispersao dos resultados exibidos na Tabela 9, estatisticamente o
Oleo essencial do cravo-da-india obteve efeito bactericida ocasionando um desvio
padréo satisfatério nas amostras testadas e comprovadas.

Segundo Alzoreky; Nakahara (2003), halos com valores menores que 12 mm
nao sao indicativos de atividade antibacteriana. No entanto, com relacdo aos

diferentes Oleos essenciais que apresentem o0 eugenol como componente
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majoritario, sendo maior a area de alcance da difusdo do eugenol, maior sera o halo
de resisténcia ao desenvolvimento bacteriano gerado pelo material (TANGERINO,
2006).

A literatura relata que possivelmente a observacdo da natureza hidrofobica
permite que o eugenol penetre na parede da célula bacteriana Gram-negativa e
altere a sua estrutura, resultando na saida de componentes intracelulares (DEVI et
al., 2010).

Tabela 10 — Caracterizacao fisico-quimica do 6leo essencial bruto do cravo-da-india.

PARAMETROS FiSICOS TESTADOS VALORES
Densidade (g/mL) 0,9675
indice de refragéo (Np 25°) 1,5260
Cor Transparente
Odor Caracteristico
Aparéncia Limpida
Solubilidade em etanol (70%) 1:2

Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo Reis (2008), os 6leos essenciais extraidos dos talos e dos frutos
secos do cravo-da-india relatou um indice de refracdo 1,5230 a 1,5252
respectivamente, valores semelhantes encontrados nesta Tabela 10. Esses
resultados também corroboram com o resultado da analise da solubilidade em etanol
(70%) e comprovam que as substancias presentes caracterizam-se mais por

compostos oxigenados tendo afinidade com etanol na relacéo 1:2.

5.1.4 Estudo analitico do 6leo essencial bruto do eucalipto

A partir da disperséo dos resultados obtidos na Tabela 8 pode-se pressupor
gue o desvio padrao € abaixo (< 1) para todas as bactérias patogénicas testadas,
onde as medicOes das cepas bacterianas foram mais proximas entre si, confirmando

os dados estatisticos.
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Sugere-se que o potencial antibacteriano dos Oleos essenciais sobre
microrganismos Gram-positivos ou Gram-negativos pode estar relacionado com o
grau de efetividade particular que seus componentes individuais exercem sobre 0s
diferentes tipos de microrganismos (DORMAN; DEANS, 2000).

Tabela 11 — Atividade antibacteriana do 6leo essencial do eucalipto.

Cepas bacterianas Halo de inibicdo (mm) Classificacao
S. aureus 17,67+0,95 Ativo

B. cereus 8,14+0.33 Parcial Ativo

E. faecalis 7,98+0,33 Parcial Ativo

E. coli 9,33+0,58 Parcial Ativo

S. enterica 9,36+0,88 Parcial Ativo

P. aeruginosa 9,88+0,58 Parcial Ativo

Fonte: Elaborada pelo autor.

No experimento realizado com o 6leo essencial de eucalipto foi demonstrado
que houve formacao do maior halo de inibicdo frente a bactéria S. aureus Tabela 11.
Porém pode-se observar que os halos formados no experimento utilizando o método
da difusdo em disco apresentaram diametros com similaridade em relacdo as
bactérias Gram-negativas E. coli com 9,33+0,58 mm e Salmonella enterica sorotipo

Choleraesuis com 9,34+0,88 mm.

Tabela 12 — Caracterizacao fisico-quimica do 6leo essencial bruto do eucalipto.

PARAMETROS FISICOS TESTADOS VALORES
Densidade (g/mL) 0,9395
indice de refragéo (Np 25°) 1,4865
Cor Amarelo palido
Odor Caracteristico
Aparéncia Limpida
Solubilidade em etanol (70%) 1:2

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Lima et al.,, (2003) relataram que o Oleo essencial da espécie Eucalyptus
citriodora apresenta atividade antibacteriana comprovada por pesquisadores, que
demonstraram sua acgédo frente as cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis. Além disso, Eucalyptus citriodora &
caracterizado uma das espécies mais utilizadas no Nordeste Brasileiro como planta
medicinal (ESTANISLAU et al., 2001) (Tabela 12).

5.1.5 Estudo analitico do 6leo essencial bruto do manjericao

Considerando a diversidade de grupos quimicos encontrados nos 6leos
essenciais, acredita-se que a atividade antimicrobiana dos mesmos nao pode ser
atribuida a mecanismo especifico, mas sim a ocorréncia de varios danos a célula
microbiana (SKANDAMIS et al., 2001, CARSON et al., 2002).

No entanto, apesar de muitas aplicacdes dos Oleos essenciais nao sao
isentos de efeitos colaterais e seu uso inadequado pode resultar em reacdes toxicas
ou alérgicas (LANG; BUCHBAUER, 2012).

Tabela 13 — Atividade antibacteriana do 6leo essencial do manjericao.

Cepas bacterianas Halo de inibicdo (mm) Classificacao
S. aureus 19,67+1,15 Muito Ativo
B. cereus 21,33+£1,15 Muito Ativo
E. faecalis 19,33+0,58 Muito Ativo
E. coli 22,33+0,58 Muito Ativo
S. enterica 9,34+0,88 Parcial Ativo
P. aeruginosa 11,18+0,58 Parcial Ativo

O O6leo essencial de manjericdo (Tabela 13) apresentou atividade
antibacteriana sobre a bactéria Gram-positiva S. aureus, porém, em conformidade
com este trabalho, a bactéria Pseudomonas aeruginosa mostrou-se resistente as

diferentes concentracdes testadas, apesar de ser parcialmente ativo.
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Tabela 14 — Caracterizacao fisico-quimica do 6leo essencial bruto do manjericéo.

PARAMETROS FiSICOS TESTADOS VALORES
Densidade (g/mL) 0,8955
indice de refracéo (Np 25°) 1,5160
Cor Amarelo
Odor Caracteristico
Aparéncia Limpida
Solubilidade em etanol (70%) 1:2

Fonte: Elaborada pelo autor.

Hussain et al., (2008), estudando o indice de refracdo (25° C) e densidade
(25° C) obtiveram valores de 1,5045 e de 0,95 g/cm® para o 6leo essencial de

manjericdo. Resultados estes que corroboram com os alcangcados nesta pesquisa.

Tabela 15 — MIC do extrato de 6leo essencial de alecrim.

Microrganismos Concentracao (ug/mL)
25 50 75 100

+ S. aureus + + - -
=
é B. cereus + - - -
© E. faecalis + + + -
+ E. coli + + + -
> .
r S.enterica + + - -
o .

P. aeruginosa + + + -

Legenda: presenca dos microrganismos (+) e auséncia dos microrganismos (-).

De acordo com a Tabela 15, o 6leo essencial de alecrim apresentou uma
atividade antibacteriana frente a bactéria Bacillus cereus inibida com a menor dose
na concentragao inibitéria a partir de 50ug/mL, é interessante buscar novas
substancias para verificar a sua acéao bactericida ou bacteriostatica, uma vez que o

cenario mundial € preocupante, devido ao agravamento da resisténcia bacteriana.
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Outrossim, reforca-se que, as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis (ATCC 12011) na concentracéo
de 75pg/mL, seguida de uma reducdo na concentracdo maxima deste estudo,
garantem uma boa atividade antimicrobiana. Vale salientar, que as bactérias
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) tem uma atividade antibacteriana
moderada.

Ponderando os resultados supracitados, revelaram-se que o 6leo essencial de
alecrim (Rosmarinus officinalis L.) tem provavelmente um potencial antimicrobiano

contra as bactérias tanto Gram-positivas como Gram-negativas.

Tabela 16 — MIC do extrato de 6leo essencial do capim-liméao.

Microrganismos Concentracgéo (ug/mL)
25 50 75 100

+ S, aureus + + - -
=
&E B. cereus + + - -
© E. faecalis + + + -
+E. coli + + + -
=
é S. enterica + + + -
o .

P. aeruginosa + + + -

Legenda: presenca dos microrganismos (+) e auséncia dos microrganismos (-).

Diante dos resultados na Tabela 16, o extrato de 6leo essencial do capim-
limdo apresentou um desempenho antimicrobiano bom, frente as bactérias Gram-
positivas Bacillus cereus e Staphylococcus aureus na concentracdo de 75ug/mL,
corroborando assim com 100ug/mL a bactéria Gram-positiva - Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) e as Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella
enterica sorotipo Choleraesuis (ATCC 12011) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027), obtiveram uma atividade antimicrobiana moderada.

Note-se que, o Oleo essencial de capim-liméo teve o efeito antibacteriano na
concentracdo maxima deste estudo, pois a inibicdo do crescimento microbiano foi
mais acentuada nas bactérias Gram-negativas devida suspostamente ao fato de

possuirem uma parede bacteriana diferenciada, tendo uma membrana externa
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hY

composta por lipopolissacarideos (LPS) e uma grande sensibilidade a penicilina,

além de uma maior resisténcia a desintegragdo mecanica.

Tabela 17 — MIC do 6leo essencial do cravo-da-india.

Microrganismos Concentracgéo (ug/mL)
25 50 75 100

+ S. aureus - - - -
=
é B. cereus + - - -
© E. faecalis + + - -
+ E. coli + - - -
> .
r S.enterica + - - -
o .

P. aeruginosa + + + -

Legenda: presenca dos microrganismos (+) e auséncia dos microrganismos (-).

Verificou-se na Tabela 17 que possivelmente ao papel do eugenol como
componente majoritario do cravo-da-india, € um antioxidante conhecido por seus
efeitos neuroprotetores, conseguiu exibir boa atividade bacteriostatica ou inibidora
contra muitos microrganismos, como Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Bacillus cereus (ATCC 10876) na concentracao de 25ug/mL; Escherichia coli (ATCC
25922) e Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis (ATCC 12011) na concentracao
de 50ug/mL; Enterococcus faecalis (ATCC 29212) na concentracdo de 75ug/mL;
contudo, na bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), na
concentracdo de 100ug/mL apresentou uma atividade antibacteriana moderada.

Justificando-se as concentracdes supracitadas, referente a boa atividade
microbiana em que, tornou-se viavel a ruptura da membrana citoplasmatica devido
ao modo de acao antibacteriana do eugenol. Como ja mencionado, a literatura relata
gue a observacéo da natureza hidrofébica permite que ele penetre na membrana da
célula bacteriana Gram-negativa e altere a sua estrutura, resultando na saida de
componentes intracelulares (DEVI et al., 2010).

O eugenol e demais componentes minoritarios apresentam efeito
antibacteriano, pois conseguem reduzir consideravelmente o0 numero de
microrganismos presentes, necessita-se de mais estudos para comprovar a eficacia

e eficiéncia para serem aplicadas tanto na industria alimenticia como a farmacéutica.
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Além disso, é possivel que parte do efeito antibacteriano do eugenol esteja
relacionada com a sua natureza fendlica (BOAVENTURA et al., 2006).

Tabela 18 — MIC do 6leo essencial do eucalipto

Microrganismos Concentracgéo (ug/mL)
25 50 75 100

+ S. aureus + + - -
=
é B. cereus + + + -
© E. faecalis + + + -
- E. coli + - - -
> .
x S. enterica + - - -
o .

P. aeruginosa + + - -

Legenda: presenca dos microrganismos (+) e auséncia dos microrganismos (-).

Na Tabela 18 o extrato de 6leo essencial do eucalipto demonstrou boa acdo
antibacteriana frente as bactérias Gram-negativas testadas dentre elas Escherichia
coli (ATCC 25922) e Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis (ATCC 12011) na
concentracédo de 50ug/mL; Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) na concentracao
de 75ug/mL, a mesma obtida pela bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus
(ATCC 25923). Contudo, as bactérias Gram-positivas Bacillus cereus (ATCC 10876)
e Enterococcus faecalis (ATCC 29212), apresentaram atividade moderada.

Em estudos realizados sobre a atividade antibacteriana, as bactérias Gram-
positivas confirmam o exposto na Tabela 18, pois, ha uma maior sensibilidade
guando as mesmas ficam expostas aos 06leos in vitro que as demais bactérias Gram-
negativas testadas neste ensaio. Todavia, a particularidade apresentada pela
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) na concentragdo de 75ug/mL, torna-se
plausivel as caracteristicas particulares estruturais e funcionais da composi¢édo

guimica do 6leo essencial testado.
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Tabela 19 — MIC do 6leo essencial do manjericéo.

Microrganismos Concentracao (ug.mL 1
25 50 75 100

+ S. aureus - - - -
2
5 B. cereus + - - -
© E. faecalis + + + -
+E. coli + - - -
> .
X S. enterica + - - -
O] .

P. aeruginosa + + - -

Legenda: presenca dos microrganismos (+) e auséncia dos microrganismos (-).

Os resultados da Tabela 19 demonstraram que o0 O6leo essencial de
manjericdo obteve atividade bactericida, frente as bactérias Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) na concentracdo de 25ug/mL; Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis (ATCC 12011) e Bacillus cereus (ATCC
10876) na concentragdo de50ug/mL; e uma moderada atividade frente a bactéria
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) na concentracédo de 100ug/mL.

Estudos realizados por Gaio (2008) e Trajano (2009) mostraram que dentre
os Oleos testados os efeitos inibitérios significativos frente a bactéria Escherichia coli
evidenciaram o poder antimicrobiano do 6leo essencial de manjericao, em particular
ressalta-se que Trajano (2009) evidenciou que a bactéria P. aeruginosa também

sofreu efeito inibitério corroborando aos dados alcancados neste estudo (Tabela 19).

5.2 Interferéncia dos de 6leos essenciais sobre as bactérias patogénicas.

O estudo da interferéncia da efetividade dos de 6leos essenciais sobre as
bactérias patogénicas testadas foi realizado através da técnica de Disco-difusdo em
meio solido utilizando discos de papel de filtro de 100 mm nas concentracdes de 25,
50, 75 e 100pg/mL, correspondendo a MIC sua demonstragéao de resultados através
da Tabela 20 de comparacao referente aos cincos 6leos essenciais e series Gram-
positivas e Gram-negativas.

Vale salientar que durante o processo de desenvolvimento e validacao

analitica foram utilizadas amostras de 6leos essenciais coletadas do mercado e/ou
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feiras nos sete pontos distintos do DSS, visando a diminuicdo de interferentes
durante a execucédo dos protocolos fornecendo dados para a rastreabilidade do
processo em funcéo da atividade antibacteriana. Logo, o valor do Fip= 2,74 para

tratamentos e 0 Fip = 4,24 para blocos encontrados em anexo na Tabela C.

Tabela 20 — Médias dos diametros dos halos de inibicéo.

Microrganismos Halo de inibicdo (mm)

OEA OECL OECI OEE OEM

GRAM® S. aureus 27,33 31,33 22,67 17,67 19,67
B. cereus 25,33 24,03 17,83 8,14 21,33

E. faecalis 14,01 12,03 17,67 7,98 19,33

GRAM™ E. coli 13,01 16,33 21,33 9,33 22,33
S. enterica 15,02 14,32 21,04 9,36 9,34

P. aeruginosa 11,33 13,33 7,66 9,88 11,18

Legenda: Medias de trés repeticdes. OEA — Oleo essencial de Alecrim, OECL - Oleo essencial do
capim-liméo, OECI - Oleo essencial de cravo da india, OEE — Oleo essencial de Eucalipto, OEM —
Oleo essencial de manjericéo.

5.2.1 Estudo estatistico dos 6leos frente a bactéria S.aureus (ATCC 25923).

A partir da interpretacdo da analise estatistica da dispersdo dos dados e dos
resultados obtidos nesta Tabela C em anexo. Pode-se inferir que o coeficiente de
variacdo, também conhecido como desvio padréo relativo, neste estudo demonstrou
que o Oleo essencial de manjericdo possui 0 maior coeficiente de variagcdo na ordem
de 9,09% e uma similaridade bastante acentuada entre os 6leos de alecrim e
eucalipto, o qual representa o desvio-padrdo em porcentagem da média, sendo
assim, uma das medidas estatisticas mais utilizadas pelos pesquisadores, na
avaliacao da precisédo dos experimentos.

De acordo com os dados do OECL (31,33+0,58 mm) apresentou maior halo
de inibicdo seguido do OEA (27,33£1,15 mm), observou-se certa similaridade entre
OEM (19,67+1,15 mm) e OEE (17,67+0,95 mm), sendo assim, tornaram necessarias
a visualizacéo e a utilizacdo do desvio padrédo na apresentacdo da media aritmética,
informando o qudo “confiavel” é esse valor apresentado em relacdo a atividade

antibacteriana dos 6leos essenciais testados na escala laboratorial.
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Consoante a este fato, a Tabela 20, onde os resultados apresentados de
Oleos essenciais exibem efeito estatistico ndo havendo uma diferenca significativa
entre todas as medicées, por resultar em um valor de F.4 (F calculado) menor que o
Fuab (F tabelado), além de apresentar o valor — p (p> 0,05) no nivel de significancia
de 95%.

5.2.2 Estudo estatistico dos 6leos essenciais frente a bactéria B. cereus (ATCC
10876).

No que tange, a dispersdo dos resultados obtidos na Tabela 20, pode-se
observar que o desvio padrao foi baixo para o OEM (19,67+1,15 mm), sendo similar
aos OEA (25,33+x1,15 mm) e OCL (24,03£1,98 mm), observa-se que néo
apresentaram atividade antibacteriana do OEE.

O desvio padréo relativo revelou que o OECI possui 0 maior coeficiente
de variacdo na ordem de 12,0%, seguida dos OECL (8,33%), OEA (6,58%) e OEM
(4,58%). O OEE como se apresentou na Tabela 20, ndo apresentou nenhum dos

efeitos bacteriostatico ou bactericida.

5.2.3 Estudo estatistico dos 6leos essenciais frente a bactéria E. faecalis (ATCC
29212).

A partir da disperséo dos resultados obtidos na Tabela 20, e utilizando-se da
pratica laboratorial realizada nesta pesquisa, visualmente observa-se que o OECI
apresenta efeito bactericida, contudo, tivemos um efeito bacteriostatico ou inibidor
na concentracdo de 25ug/mL, tendo assim, ocasionado um desvio padrdo com
apresentacdo acima ou = 1,00 para todos os de O6leos essenciais testados e
comprovados.

Observando na Tabela 20, nas demais medi¢Bes além de apresentar o valor -
p (p>0,05) entre os valores essa tendéncia se apresentam no anexo C em relacao
aos OECL e OEM, mantendo o nivel de significancia de 95%. O desvio padrao
relativo revelou que o OECI possui o maior coeficiente de variagdo na ordem de
12,0%, seguida dos 6leos de OEM (10,78%), OECL (8,33%) e OEA (4,68%).
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5.2.4 Estudo estatistico dos 6leos essenciais frente a bactéria a bactéria E. coli
(ATCC 25922).

A partir da dispersdo dos resultados obtidos na Tabela 20 e no anexo C é
possivel inferir que o desvio padrédo é <1 para todos os Oleos testados e
comprovados. Além, que o desvio padrao relativo revelou que o OEA possui o maior
coeficiente de variacdo na ordem de 6,67% tem uma certa similaridade com o
comportamento dos OEE (6,22%).

Outrossim, reforca-se que obtiveram uma acdo bactericida no OEM
(22,33+0,58 mm), OECI (21,33+0,58 mm), OECL (16,33+0,58 mm), OEA
(13,01+0,99 mm), e OEE (9,34+0,58 mm) apresentaram halos de inibicdo

significativos.

5.2.5 Estudo estatistico dos 6leos essenciais frente a bactéria Salmonella enterica
sorotipo Choleraesuis (ATCC 12011).

Com base no exposto na Tabela 20, a partir da dispersdo dos resultados
obtidos pode inferir que como o desvio padrao € <1 para todos os de 6leos
essenciais testados. O desvio padréao relativo revelou que o OEA possui 0 maior
coeficiente de variacdo na ordem de 13,51%, seguidos dos demais 6leos essenciais
testados.

Estatisticamente, a atuacao bem mais significativa dos éleos essenciais neste
estudo foi devido a acdo bactericida dos mesmos, onde a ordem crescente foi a
seguinte: OECI (21,04+0,58 mm) que apresentou maior halo de inibicdo, seguido do
OEM (15,98+0,88 mm), OEA (15,02+0,98 mm), OECL (14,32+0,56 mm) e OEE
(9,34+0,58 mm).

5.2.6 Estudo estatistico dos o6leos frente a bactéria P. aeruginosa (ATCC 9027).

De fato, a Tabela 20 revelou que os OEA, OECL, OECI, OEE, e OEM
apresentaram halos de inibicdo em todas as amostras testadas, diferenciando-se
nas concentracdes selecionadas e nos diametros dos halos. Contudo, a atividade
antibacteriana revelou um espectro de ac&o maior, igual ou menor aos

antimicrobianos padrdes, de acordo com os anexos A e B.
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5.3 Analise quimica dos Oleos essenciais por CG/EM.

Segundo os autores Simdes e Spitzer (2000), a grande maioria dos 6leos
essenciais € constituida de derivados fenilpropandides ou de terpendides, sendo que
estes dltimos predominam. E de consenso na literatura cientifica que as diferentes
significAncias na composic¢ao volatil em seus respectivos grupos funcionais justificam
as analises por CG/EM.

Nesta pesquisa foi possivel identificar e quantificar os seguintes 6leos
essenciais alecrim (Rosmarinus officinalis L.) com 12 compostos, que representaram
91,76% da composicdo do Oleo, tendo como componentes majoritarios a canfora
(27,51%), limoneno (21,01%), mirceno (11,19%), a-pineno (10,37%).

O 6leo essencial do capim-lim&do (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf) obteve 8
compostos, que representaram 93,53% da composicdo do Oleo, tendo como
componentes majoritarios o geraniol (43,96%) e o citral (35,71%).

O Oleo essencial do cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus L.) com 4
compostos, que representaram 99,17% da composicdo do 6leo, tendo como
componentes majoritarios o eugenol (75,85%) e acetato de eugenila (16,38%).

O dleo essencial do eucalipto (Eucalyptus citriodora Hook) com 5 compostos,
que representaram 96,08% da composicdo do Oleo, tendo como componentes
majoritarios o citronelal (65,09%) e acetato de citronelila (18,55%).

O 6leo essencial do manjericao (Ocimum basilicum L.) com 10 compostos,
que representaram 94,17% da composicdo do Oleo, tendo como componentes
majoritarios o estragol (59,76%) e o eucaliptol (15,33%) (Tabela 21).
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Tabela 21 - Compostos identificados e quantificados por Cromatografia Gasosa e
Espectrometria de Massas - CG/EM.

OLEOS ESSENCIAIS

COMPOSTOS QUANTIFICADOS E
QUALIFICADOS ATUANTES NAS
AMOSTRAS (%)

Rosmarinus officinalis L.

(Alecrim)

Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf

(Capim-Limé&o)

Caryophyllus aromaticus L.

(Cravo-da-india)

Eucalyptus citriodora Hook

(Eucalipto)

Ocimum basilicum L.

(Manjericao ou Alfavaca)

Canfora (27,51%), Limoneno (21,01%),
Mirceno (11,19%), a-Pineno (10,37%), B-
Pineno (5,27%), B-Cariofileno (4,60%),
Canfeno (3,64%), Verbenona (3,0%),
Isoborneol (2,10%), y-Terpineno (1,71%),
Linalol (1,15%), a-Felandreno (0,21%)

Geraniol (43,96%), Citral (35,71%),
Oxido de Linalol (8,61%), Mirceno
(2,71%), Linalol (0,90%), Isoamyl

Geranate (0,77%), Acetato de Geraniol
(0,56%), 2-lsopropenil-5-metil-hex-4-enal
(0,31%).

Eugenol (75,85%), Acetato de Eugenila
(16,38%), p-Cariofileno (4,84%), a-
Humuleno (2,10%)

Citronelal  (65,09%), Acetato de
Citronelila (18,55%), Citronela (10,85%),
Eucaliptol (1,09%), Espatulenol (0,50%).

Estragol (59,76%), Eucaliptol (15,33%),
Linalol (5,52%), Trans-a Bergamoteno
(4,58%), Limoneno (1,98%), Carvone
(1,98%), B-Selineno (1,48%), a-Selineno
(1,43%), B-Cariofileno (1,18%), a-cadinol
(0.93%)

Fonte: Centro Analitico de Instrumentacao da USP.

Verificaram-se nas amostras dos Oleos essenciais analisados,
informacdes suficientes para se tracar o possivel perfil de concentragdo em funcgéo
do tempo de extracdo, no que tange ao tempo ideal de coleta das amostras, sugere-
se evitar o fracionamento desses Oleos essenciais posteriormente, o que com

certeza reduzird gastos energéticos, consequentemente, recursos.
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Vale salientar que as composi¢cdes quimicas, dos 6leos essenciais
apresentados na Tabela 21, foram definidas pelos parametros de tempo, ao longo
dos processos extrativos.

Observou-se a presenca dos compostos majoritarios e minoritarios pelos
cromatogramas das amostras dos 6leos essenciais selecionados, levando em
particular que somente foram indicados os compostos quimicos com percentual de
area superior a 0,2%.

Em termos de composi¢ao quimica, diversos mecanismos tém sido propostos
a fim de explicar a atividade antimicrobiana dos O6leos essenciais, que sé&o
geralmente compostos por monoterpenos, sesquiterpenos, e seus derivados
oxigenados (RAHMAN; KANG, 2009).

Ao analisar os compostos identificados, constatou-se que a maioria S&o
monoterpenos, seguidos de sesquiterpenos e apenas trés fenilpropandides.

Os resultados alcancados demostraram que a extracdo por hidrodestilacao
em escala laboratorial apresentam boa quantidade de compostos em relacdo a
demais métodos de extracdo, em funcdo das condi¢cBes fisico-quimicas que
envolvem o processo, corroborando com o percentual massico e a qualificacdo das
amostras dos 6leos essenciais, obtidos através de anélises em CG/EM.

A determinacdo da identidade de um material vegetal e a propriedade do
fitoterdpico  estudado, foram utilizados fingerprints  (impressao  digital)
cromatograficos, que assumem o papel de técnica cromatografica padrédo, pois,
relacionam as caracteristicas farmacoldgicas e quimicas da planta medicinal de
acordo com a literatura.

De acordo com a Equacdo 5 observou-se outro aspecto importante deste
estudo a identificacdo quimica de cada substancia a qual foi determinada através do
indice de Kovats e o tempo de retencédo dos respectivos 0leos essenciais em estudo,

percebe-se a consonancia com o detector referente ao indice de retencao (IR).

i _ [100xl0g(tr, —tr,, ;) +100C, ,
|Og(trcn = trcn—l)

(Eq. 5)



67

Onde:

try, = tempo de retencao do analito;

tren = tempo de retencao do n-alcano posteior ao analito;
tren-1 = tempo de retencdo do n-alcano anterior ao analito;
Cn = numero de carbonos do n-alcano posterior;

C,.1 = numero de carbonos do n-alcano anterior.

De acordo com a Tabela 22 observa-se a interpretacdo da composicao
relativa dos Oleos essenciais e em destaque a porcentagem de area em termos

percentuais.

Tabela 22 - Composicao relativa dos constituintes dos 6leos essenciais
selecionados.

CONSTITUINTES OEA OECL OECI OEEM OEM
Cénfora 27,51 Nd Nd Nd Nd
Limoneno 21,01 Nd Nd Nd 1,98
Mirceno 11,19 2,71 Nd Nd Nd
a-Pineno 10,37 Nd Nd Nd Nd
B-Pineno 5,27 Nd Nd Nd Nd
B-Cariofileno 4,60 Nd 4,84 Nd 1,18
Canfeno 3,64 Nd Nd Nd Nd
Verbenona 3,00 Nd Nd Nd Nd
Isoborneol 2,10 Nd Nd Nd Nd
y-Terpineno 1,71 Nd Nd Nd Nd
Linalol 1,15 0,90 Nd Nd 5,52
a-Felandreno 0,21 Nd Nd Nd Nd
Geraniol Nd 43,96 Nd Nd Nd
Citral Nd 35,71 Nd Nd Nd

Oxido de Linalol Nd 8,61 Nd Nd Nd
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Isoamyl Geranate

Acetato de
Geraniol

2-Isopropenyl- 5-
methylhex-4-enal

Eugenol

Acetato de
Eugenila

a-Humuleno
Citronelal

Acetato de
Citronelila

Citronela
Eucaliptol

Espatulenol
Estragol

Trans-a
Bergamoteno

Carvone
B-Selineno
a-Selineno

a-cadinol

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd
Nd

Nd

Nd
Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

0,31

0,56

0,31

Nd

Nd

Nd
Nd

Nd

Nd
Nd

Nd
Nd

Nd

Nd
Nd
Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

75,85

16,38

2,10
Nd

Nd

Nd
Nd

Nd
Nd

Nd

Nd
Nd
Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd
65,08

18,55

10,85
1,09
0,50

Nd

Nd

Nd
Nd
Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd

Nd
Nd

Nd

Nd
15,33
Nd
59,76

4,58

1,98
1,48
1,43

0,93

Legenda: Nd - ndo detectado; Os resultados estdo expressos em porcentagem de area (%).

Fonte: Centro Analitico de Instrumentacao da USP.

5.3.1 Anélise quimica do Oleo essencial de alecrim por CG/EM.

O cromatograma da Figura 7 mostra a sequéncia de eluicdo dos

componentes do 6leo essencial do Rosmarinus officinalis L. visualizada no perfil

cromatografico que representa 91,67% do OEA. Em analise por CG/EM do 6leo

essencial do Rosmarinus officinalis foram observados 12 compostos e identificados,
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a canfora (27,51%), limoneno (21,01%), mirceno (11,19%), a-pineno (10,37%), B-
pineno (5,27%), B-cariofileno (4,60%), canfeno (3,64%), verbenona (3,00%),
isoborneol (2,10%), y-terpineno (1,71%), linalol (1,15%), a-felandreno (0,21%).

Figura 8 — Cromatograma do 0leo essencial de Rosmarinus officinalis L.
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Fonte: Centro Analitico de Instrumentacédo da USP.

Os componentes quimicos majoritarios apresentam grupo quimico dos
constituintes a canfora, que € um monoterpeno oxigenado, enquanto os demais
limoneno, mirceno e a-pineno sdo monoterpenos hidrogenados (Figura 8). Realca-se
que, particularmente, este grupo quimico confere as propriedades farmacol6gicas
peculiares, pois a substancia canfora apresenta efeito anestésico, antisséptico,
bactericida, expectorante e também, atividades herbicida e inseticida sendo, em
funcao disso, muito utilizado na industria farmacéutica (ARAUJO et al., 2010).

Observa-se, nesta pesquisa que, em relacdo ao grupo quimico dos
constituintes do 6leo essencial do Rosmarinus officinalis L., verifica-se que a maior
parte € monoterpenos do tipo ndo oxigenados (hidrocarbonados), representando
53,40%, monoterpenos oxigenados com 33,76% e sesquiterpenos hidrocarbonados
4,60% do total do Oleo. Contudo, o constituinte majoritario € um monoterpeno

oxigenado a canfora com 27,51% do total do 6leo essencial (Figura 9).
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Figura 9 — Estruturas dos compostos marcadores detectados no 6leo essencial de

OEA.
Canfora Limoneno Mirceno a - Pineno
ED i "Nogll J\CH3

Fonte: Oliveira (2014); Costa (2015).

A analise quantitativa da proporcdo relativa dos constituintes do 6leo
essencial em estudo foi calculada pelas é&reas dos respectivos picos
cromatograficos, assumindo a identificacdo dos constituintes os quais foram
realizadas pela interpretacdo dos espectros de massas obtidos da analise por
CG/EM e por comparacdo com os IK (indices de Kovats).

Boix et al., (2010) apontam como principais componentes, dos 25 compostos
identificados, B-pineno (7,00%), mirceno (9,52%), 1,8 cineol (14,02%), canfora
(33,17%) e verbenona (8,60%), resultado também encontrado por Santoyo et al.,
(2005), onde 80% do dleo de alecrim avaliado continha a-pineno, 1,8 cineol, canfora,
verbenona e borneol.

Resultados distintos foram obtidos por Hussain e colaboradores (2010), os
guais encontraram como componente majoritario o 1,8 cineol representando 38,5%,
consoante a estes dados encontrados 0s que esclarecem os valores distintos dos
constituintes e a variagdo da composicao, relatados em diversos estudos.

Resultados encontrados por Carvalho Junior (2004), afirmaram que as
variacdes significantes na composi¢cdo quimica do O6leo essencial de alecrim,
dependem da regido de cultivo, do método de extracdo utilizado, do método de
analise, da parte da planta utilizada (folha ou planta inteira) e do preparo da matéria
prima (in natura ou seca) para obtengéo de seus 0leos essenciais.

Vale salientar que é fundamental a composicdo do Oleo essencial seja
precisamente conhecida, pois esta mesma pode variar de acordo com diversos
fatores que podem alterar o teor do principio ativo presente nele (NASCIMENTO et
al., 2007).
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Além da atividade antioxidante, os compostos também exibem uma variedade
de funcdes biologicas, tais como antibacteriano, citotoxicos, atividades antivirais e
fungistatica (RAZBORSEK et al., 2007).

Preferencialmente nas folhas do alecrim encontram-se as substancias,
carnosol, rosmarinico, rosmanol e rosmadial que s&o responséaveis pela atividade
antioxidante capaz de neutralizar o oxigénio, devido a presenca dos radicais
hidroxilas  corroborando com a inibicdo da peroxidacdo lipidica e,

consequentemente, reduzindo os danos da membrana celular.

5.3.2 Analise quimica do 0Oleo essencial de capim-lim&o por CG/EM.

O cromatograma da Figura 10 visualiza o perfil cromatografico do 6leo
essencial do Cymbopogon citratus (D. C.) Stapf que representa 93,54% do 6leo.
Tem 8 constituintes sendo 7 monoterpenos (6 oxigenados e 1 ndo oxigenado) e 1
sesquiterpeno oxigenado. Em andlise por CG/EM do 6leo essencial do Cymbopogon
citratus (D. C.) Stapf foram observados 8 compostos e identificados, geraniol (43,96),
citral (35,71), 6xido de linalol (8,61), mirceno (2,71), linalol (0,90), isoamyl geranate
(0,77), acetato de geraniol (0,56), 2-isopropil-5-metil-hex-4-nol (0,31).

Figura 10 - Cromatograma do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (D. C.) Stapf.
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Fonte: Centro Analitico de Instrumentacédo da USP.

Verifica-se que a maior parte sdao monoterpenos do tipo oxigenados
representando 90,05%, monoterpenos nao oxigenados (hidrocarbonados) com 2,71

% e sesquiterpenos oxigenados 0,77% do total do Oleo essencial. Reafirma-se que o
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cromatograma (Figura 10) em estudo apresenta certa semelhanca na ordem dos
dois primeiros constituintes majoritarios em percentuais diferentes com 6leo
essencial proveniente da Etiopia.

Segundo Abegaz e Yohannes (1983), o geraniol foi o composto principal de
plantas de origem africana, correspondendo a 40% do total da composi¢do do Oleo
essencial. Sendo assim, na identificagdo dos constituintes pela interpretacdo dos
espectros de massas obtidos da analise por CG/EM e por comparacdo com os IK
(indices de Kovats), observou-se que neste estudo, o valor percentual de geraniol
(43,96%), foi maior que o encontrado na literatura de varios trabalhos na area da
Ciéncia de Alimentos (Figura 11).

Figura 11 — Estruturas dos principais compostos marcadores detectados do OECL.
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Fonte: Oliveira (2014); Costa (2015).

Segundo Onawunmi; Yisak; Ogunlana (1984), os compostos geraniol e neral
presentes no O6leo essencial de capim-limdo também apresentam efeito
antimicrobiano positivo e o mirceno, quando misturado a um destes compostos,
reforca este efeito. Observou—se nesse estudo a presenca do geraniol (43,96%),
reforcando com o mirceno (2,71%), possivelmente reforcando sua atuacao
antibacteriana.

Segundo pesquisas desenvolvidas por Semikolenov et al., (2003) o geraniol é
convertido em linalol pelo processo de isomerizagdo, uma vez que estes compostos
sdo muito sensiveis a temperatura. Possivelmente, isso se justifica pela auséncia de
um processo de secagem rigoroso das folhas de capim-limao, nas amostras que

apresentaram 0,90% de linalol.
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De fato, o segundo componente majoritario OECL é o citral (35,71%), o qual
possui como constituintes majoritarios o citral (mistura isomérica de neral (cis-citral

ou Zcitral) e geranial (trans-citral ou E-citral)) e o mirceno (PRINS et al., 2008).

5.3.3 Andlise quimica do 6leo essencial de cravo-da-india.

O cromatograma da Figura 12 mostra o perfil cromatografico do 6leo
essencial do (Caryophyllus aromaticus L.). representando 99,17% do 6leo. Tem 4
constituintes sendo 2 fenilpropandides e 2 sesquiterpenos ndo oxigenados
(hidrocarbonados). Logo, temos 50% fenilpropandides que constituem 92,23 % dos
compostos identificados e quantificados e 50% sesquiterpenos ndo oxigenados que

constituem 6,94 % dos compostos identificados e quantificados.
Em andlise por CG/EM do OECI foram observados 4 compostos e

identificados, o eugenol (75,85), acetato de eugenila (16,38), B-cariofileno (4,84), a-

humuleno (2,10).

Figura 12 — Cromatograma do 0leo essencial de (Caryophyllus aromaticus L.).
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Fonte: Centro Analitico de Instrumentacdo da USP.

A analise cromatografica quantitativa envolve a preparacdo de uma série de
solugdes-padrdo de composigbes proximas que servem como uma ferramenta

analitica para comparar com as concentragbes dos analitos nas amostras na

calibragao externa.
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E possivel visualizar na Figura 13 que a resolucdo alcancada permitiu a
separacao completa dos quatro componentes, néo existindo sobreposicao dos picos
cromatograficos.

Pode-se citar, também, que os cromatogramas dos padrdes do OECI foram
obtidos diante de suas alturas ou as areas dos picos cromatograficos em funcéo da

concentragao.

Figura 13 — Estruturas dos principais compostos marcadores detectados do OECI.
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Fonte: Oliveira (2014); Costa (2015).

Nesta pesquisa foi determinada a composicdo do 6leo essencial do OECI
(Figura 14), estando constituido pelos seguintes componentes quimicos: eugenol,
acetato de eugenila, B-cariofileno e a-humuleno.

Segundo Pereira (2007), a atividade antimicrobiana do eugenol ocorre em
nivel de membrana plasmaética, juntamente com a inativacdo de enzimas, e/ou no
material genético celular. A presenca do eugenol composto fendlico volatil possui
caracteristicas acidas (reagem com bases fortes), como agente antimicrobiano em
potencial tem a caracteristica a presenca de fenilpropandide que possui uma
consideravel atividade antibacteriana.

De acordo com Affonso et al., (2012), o eugenol, B-cariofileno e a-humuleno
sao 0s principais componentes quimicos. Em face disso, o presente estudo revelou
que o eugenol (75,85%), acetato de eugenila (16,38%), B-cariofileno (4,84%), a-
humuleno (2,10%).

Entretanto, avaliacbes mais rigorosas devem ser efetuadas de modo que se
possa determinar se o acetato de eugenila e o B-cariofileno também exercem efeito

antibacteriano e se esses constituintes atuam sinergicamente.
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5.3.4 Analise quimica do 0Oleo essencial de Eucalipto

Em analise por CG/EM do 6leo essencial do Eucalyptus citriodora Hook foram
observados 5 compostos e identificados, o citronelal (65,09%), acetato de citronelila
(18,55%), citronela (10,85%), eucaliptol (1,09%), espatulenol (0,50%) (Figura 15).

Figura 14 — Estrutura do principal composto marcador detectado do OEE.

Citronelal

CHO

Fonte: Costa (2015).

O cromatograma da Figura 16 mostram os perfis cromatograficos do 6leo
essencial do Eucalyptus citriodora Hook representando 96,08% do 6leo essencial.
Tem 5 constituintes sendo 4 monoterpenos oxigenados e 1 sesquiterpeno
oxigenado. Logo, tem-se 80% monoterpenos que constituem 95,58% dos compostos
identificados e quantificados e 20% sesquiterpenos que constituem 0,50% dos
compostos identificados e quantificados.

Figura 15 — Cromatograma do 6leo essencial de Eucalyptus citriodora Hook.

)

.

ol AL - " . .
10 20 30

Fonte: Centro Analitico de Instrumentacao da USP.
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Primeiramente, a analise qualitativa da espécie Eucalyptus citriodora Hook foi
fundamentada na altura e separacdo dos picos cromatograficos correspondentes
aos compostos existentes majoritarios € minoritarios, na visualizacdo consegue-se
observar a identidade de cada pico com sua respectiva concentracao relativa.

Na regido do cromatograma entre 7,0 a 10,0 minutos, observa-se, de forma
geral, que a maior parte das espécies de eucaliptos possui poucos compostos,
exceto objeto desse estudo o Eucalyptus citriodora Hook que apresentou dois picos
cromatograficos caracteristicos que permitiram a identificacdo da espécie que foram
o citronelal e o acetato de citronelila. E conveniente advertir que essa espécie
também possui o eucaliptol (1,8 cineol), mas em uma quantidade de apenas 1,09%.

E importante salientar que as informacdes derivadas de um fingerprint
cromatografico foram utilizadas para a confirmacdo da identificacdo botanica de
acordo com a avaliacdo qualitativa da amostra e o padrdo da biblioteca pela
interpretacdo dos espectros de massas obtidos da analise por CG/EM e por
comparacao com os IK (indices de Kovats), das feiras e/ou mercados de Séo Luis —
MA.

5.3.5 Analise quimica do Oleo essencial de manjericdo por CG/EM.

O cromatograma da Figura 17 mostra o perfil cromatografico do 6éleo
essencial do Ocimum basilicum L. representando 94,17% do 6leo essencial. Tem 10
constituintes sendo 4 monoterpenos (3 oxigenados e 1 hidrocarbonados) e 5
sesquiterpenos (2 oxigenados e 4 hidrocarbonados), e um fenilpropandide. Verifica-
se que a maior parte é fenilpropandide representando 59,76%, monoterpenos
oxigenados, 22,83%, monoterpeno hidrocarbonado, 1,98%, sesquiterpeno
hidrocarbonado, 8,67% e sesquiterpeno oxigenado apenas 0,93% do total do OEM.

Em analise por CG/EM do 6leo essencial do (Ocimum basilicum L.) foram
observados 10 compostos e identificados, estragol (59,76%), eucaliptol (15,33%),
linalol (5,52%), trans-alfa-bergamoteno (4,58%), limoneno (1,98%), carvone (1,98%),
B-selineno (1,48%), a-selineno (1,43%), B-cariofileno (1,18%), a-cadinol (0,93%).



77

Figura 16 — Cromatograma do Oleo essencial de (Ocimum basilicum L.).
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Fonte: Centro Analitico de Instrumentacdo da USP.

De acordo com essa pesquisa, 0 estragol também conhecido por metil
chavicol ou ainda segundo a IUPAC 1-metoxi- 4- (2-propenil) — benzeno, que é
utilizado nas industrias farmacéuticas e alimenticias foi identificado como composto
majoritario ocupando o pico 7 do cromatograma com um tempo de retencéo de 7,75
min.

O espectro de massa referente a este pico do ion molecular M°* comprova a
relacdo m/z = 148, que representa a formula molecular do estragol C1oH12,0. De
outra forma, um detector cromatogréafico de espectro de massas pode ser incumbido

de controlar a selecé@o dos ions ou a corrente total de todos os ions (HARRIS, 2001).

Figura 17 — Estruturas dos principais compostos marcadores detectados do OEM.
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Fonte: Oliveira (2014); Costa (2015).

Observa-se na Figura 18, a estrutura quimica do Estragol e Eucaliptol,

constituintes majoritarios encontrados principalmente nas analises quimicos de OEM
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variam obtendo resultados diversos, devido provavelmente ao seu polimorfismo, o
qual por sua vez é causado pela hibridizacdo inter e intra-especifica (GRAYER et
al.,1996; PATON, PUTIEVSKY, 1996).

Consoante a este fato, o teor de 6leo essencial na planta medicinal tem como
influéncia no ciclo vegetativo, os fatores ambientais (altitude e longitude), climaticos
(temperatura, fotoperiodo, umidade, ventos, precipitacdo), e as caracteristicas do
solo, do manejo do plantio, do beneficiamento e do método de extracdo (BOTREL et
al., 2010).

De acordo com Kasali et al., (2004) pesquisando a composicdo de Oleos
volateis de novos quimiotipos de manjericio na Nigéria, utilizando o método de
hidrodestilacdo para a extracdo do 6leo e a Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas para a identificacdo dos componentes, observaram que,
entre os vinte e quatro componentes, representando 95% do total do 6leo, o metil
chavicol (60,30%), o linalol (10,80%) e o (Z) —metil cinamato (6,30%) foram
identificados como os constituintes majoritarios.

Os resultados se assemelham aos alcancados por diversas pesquisas nas
quais a presenca do metil chavicol, ou seja, o estragol € o componente quimico
majoritario, corroborando com o presente estudo que obteve o estragol (59,76 %) do
OEM. Contudo, o linalol que se evidencia majoritario em alguns outros trabalhos
cientificos, sendo que neste estudo o0 mesmo alinhou-se em 3° ordem percentual

com o valor de 5,52%.
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6 CONCLUSAO

Os 6leos essenciais das plantas medicinais selecionadas na concentracdo de
até 100 pg/mL tiveram maior capacidade de inibir as bactérias patogénicas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 10876), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella enterica sorotipo
Choleraesuis (ATCC 12011) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027), mas houve
diferencas entre as mais sensiveis.

O o6leo essencial das folhas do capim-limdo revelou a maior atividade
antimicrobiana perante todas as bactérias selecionadas. Além disso, as bactérias
Gram-positivas avaliadas nesta pesquisa foram mais susceptiveis ao poder inibidor
dos 6leos essenciais. Das bactérias testadas, a Staphylococcus aureus (ATCC
25923) mostrou os halos de inibicdo mais significativos. No que se diz respeito as
bactérias Gram-negativas, a Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027) foi a que
mostrou maior resisténcia.

A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais supostamente esta
relacionada a lipofilicidade encontrada nos terpenos. Assim nesta pesquisa, teve
como resultado identificar e quantificar o percentual e composicédo quimica de seus
respectivos componentes majoritarios nos éleos essenciais selecionados: OEA com
12 compostos, 91,76%, a canfora (27,51%); OECL com 8 compostos, 93,53%, 0
geraniol (43,96%); OECI com 4 compostos, 99,17%, eugenol (75,85%) e OEM com
10 compostos, 94,17% do estragol (59,76%), que devido a presenca e atuacdo dos
compostos quimicos promovem distintas acbes farmacoldgicas. Além disso,
provavelmente possuem efeito antibacteriano.

Foi possivel perceber a presenca de dois constituintes quimicos por analises
de CG/EM, nas amostras de OEA, OECI, OEM, encontrou-se o B-Cariofileno e o
linalol presente no OEA, OECL e OEM.

O percentual méassico e a qualificacdo das amostras dos de 6leos essenciais
de OEA, OECL, OECI, OEE e OEM obtidos por andlises de CG/EM, levaram em
consideracdo aqueles compostos com percentual de area superior a 0,2%,
demonstrou ainda presenca de monoterpenos nha maioria das espécies

selecionadas.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A continuidade desta pesquisa devera ser realizada com o emprego de outras
formas de obtencdo dos Oleos essenciais e outras concentracdes utilizando
microrganismos oriundos de um leque mais amplo e deveréa fornecer resultados que
indiguem de maneira mais precisa a real aplicabilidade desses. Portanto, prop6em-
se as seguintes investigacoes:

1. Reproduzir as analises executadas nesta tese com o objetivo de
avaliar o desempenho satisfatério alcancado pelas plantas medicinais, com as
demais da regiéo.

2. Avaliar o efeito antibacteriano nas condicbes climaticas, de
armazenagem e o transporte de 0leos essenciais oriundos de plantas medicinais de
diferentes regides.

3. Estudar a vida de prateleira de alimentos, em termos da MIC de 6leos
essenciais, e das plantas medicinais.

4. Procurar diferentes locais, e mesmas plantas medicinais testadas
nesta pesquisa para avaliar os métodos de secagem.

5. Utilizar amostras obtidas em feiras e/ou mercados para avaliar seus

potenciais antibacterianos in situ.



81

REFERENCIAS

ABEGAZ, B.; YOHANNES, P. G. Constituents of the essencial oil of Ethiopian
Cymbopogon citratus Stapf. Journal of Natural Products, Columbus, v.46, n. 3,
p. 424-426, 1983.

ACEVEDO, D.; NAVARRO, M.; MONROQY, L. Composition quimica del aceite
essencial de hojas de orégano (Origanum vulgare). Informacion tecnolégica, 24
(4), 2013, p. 43-48.

AGRA, M. F; FRANCA, P. F; BARBOSA-FILHO, J. M. Synopsis of the plants known
as medicinal and poisonous in Northeast of Brazil. Rev Bras Farmacogn 17: 114-
140, 2007.

AFFONSO, C. R. G. et al. Effects of the essential oil from fruits of Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) on reproductive functions in male rats.
Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 23, n. 1, p. 180-185, 2012.

AKISUE, G. et al. Padronizacéo da droga e do extrato fluido de Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf. Lecta Revista de Farméacia e Biologia, v. 14, n. 2, p. 109-119, 1996.

ALBUQUERQUE, U. P. et al. Medical Ethnobiology and Ethnopharmacology in Latin
America. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2012.

ALI T. Evaluation of the antinociceptive and anti-inflammatory effects of essential oil
of Nepeta pogonosperma Jamzad et Assadi in rats. Journal of Pharmaceutical
Sciences. v. 20, p. 48, 2012.

ALMEIDA, Mara Zélia de. Plantas medicinais. 3.ed. Salvador: EDUFBA, 2011. 221
P.

ALZOREKY, N.S; NAKAHARA, K. Antibacterial activity of extracts from some edible
plants commonly consumed in Asia. Inter. J. Food Microbiology, 80(3): 223, 2003.

AMOROZO, M.C.M. Uso e diversidade de plantas medicinais em Santo Antonio do
Leverger, MT, Brasil. Atlas Botanica Brasilica. Sdo Paulo, v. 16, n. 2, p. 189-203,
2012.



82

ARAUJO, E. F.; BARBOSA, C. M.; QUEIROGA, E. S.; ALVES, S. S. Propriedade
intelectual: protecdo e gestéo estratégica do conhecimento. Revista Brasileira de
Zootecnia, v. 39, p. 1-10, 2010.

ARGENTA, SC. Plantas medicinais: cultura popular versus ciéncia. Vivéncias.
Vol.7, N.12: p.51-60, Maio/2011.

ATAIDE, R. A.; OLIVEIRA, R. A. G.; ARAUJO, E. C.; VASCONCELOS, E. M. R. Uso
de remédios caseiros por mulheres do Programa Saude da Familia. Revista de
Enfermagem da UFPE online. v. 1, n. 2, p. 97-103. 2007.

ATANASOQV, A.G.; WALTENBERGER, B.; PFERSCHY-WENZIG, E.M.,

LINDER, T.; WAWROSCH, C.; UHRIN, P.; TEMML, V.; WANG, L.;

SCHWAIGER, S.; HEISS, E.H.; ROLLINGER, J.M.; SCHUSTER, D.;

BREUSS, J.M.; BOCHKOV, V.; MIHOVILOVIC, M.D.; KOPP, B.; BAUER, R.;
DIRSCH, V.M.; STUPPNER, H. Discovery and resupply of pharmacologically active
plant-derived natural products: A review. Biotech. Adv., v.33, p.1582-1614, 2015.

ATTI-SANTOS, A.C.; AGOSTINI, F.; PANSERA, M.R.; ROSSATO, M.; ATTI-
SERAFONI, L. Estudo da qualidade de amostras comerciais de 6leos essenciais de
alecrim (Rosmarinus officinalis L.). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v.6,
n.2, p.44-47, 2004.

BAKKALLI, F. et al. Biological effects of essential oils: a review. Food and Cosmetics
Toxicology, Oxford, v. 46, n. 2, p. 446-475, Feb. 2008.

BANDONI, A. L.; CZEPACK, M. P. Os recursos vegetais aromaticos no Brasil.
Vitoria: Edufes, 2008. 624p.

BETTAIEB, I.; ZAKHAMA, N.; AIDI WANNES, W.; KCHOUK, M.E.; MARZOUK, B.
Water deficit effects on Salvia officinalis fatty acids and essential oil composition.
Scientia Horticulturae, Oxford, n. 120, p. 271-275, 2009.

BETTIOL, W.; MORANDI, M. A. B. (Ed.). Biocontrole de doencas de plantas. Uso e
perspectivas. Jaguariina: Embrapa Meio Ambiente, 2009. 332 P.

BEZERRA, A. M. E. et. al. Producé&o e composicéo quimica da macela em funcéo da
época de colheita. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 26, n. 1, p. 26-29, jan./mar.
2008.



83

BLACK, J. G. Microbiologia: fundamentos e perspectivas. 4ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 829 p, 2002.

BOAVENTURA A. O. et al. Avaliacdo das atividades antifingicas e antibacterianas
do cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.), Anais do CNPq, Belo Horizonte MG,
20 jun. 2006.

BOIX, Y. F. et al. Volatile compounds from Rosmarinus officinalis L. and Baccharis
dracunculifolia DC. Growing in southeast coast of Brazil. Quimica Nova, v. 33, n. 2,
p. 255-257, 2010.

BONA, F.G.S.P.; FRUET, T.K.; JORGE, T.C.M.; MOURA, A.C. Comparacao de
metodos para avaliacao da atividade antimicrobiana e determinacao da
concentracao inibitoria minima (cim) de extratos vegetais aquosos e etanolicos. Arg.
Inst. Biol., Sao Paulo, v.81, n.3, p. 218-225, 2014.

BOTREL, P. P.; PINTO, J. E. B. P.; Araujo, A. C. C.; BERTOLUCCI, S. K. V,;
FIGUEIREDO, F. C.; FERRI, P. H.; COSTA, D. P. Varia¢des no teor e na
composicao volatil de Hyptis marrubioides EPL. cultivada no campo e em casa de
vegetacao. Quimica Nova, Sdo Paulo, v. 33, p. 33-37, 2010.

BOUKHATEM MN, KAMELI A, FERHAT MA, SAIDI F, MEKARNIA M. Rose
geranium essential oil as a source of new and safe anti-inflammatory drugs. Libyan
Journal of Medicine. 2013.

BRAZ FILHO, Raimundo. Contribui¢do da Fitoquimica Para o Desenvolvimento de
um Pais Emergente. Quimica Nova, v. 33, n. 1, 2010.

BRUN, G.R.; MOSSI, A.J. Caracterizacao quimica e atividade antimicrobiana do éleo
volatil de pitanga (Eugenia uniflora L.). Perspectiva, Erechim, v.34, n.127, p.135-
142, set., 2010.

CABRAL, C.; POCAS, J.; GONCALVES, M.J.; CAVALEIRO, C.; CRUZ,

M.T.; SALGUEIRO, L. Ridolfia segetum (L.) Moris (Apiaceae) from Portugal: A
source of safe antioxidant and anti-inflammatory essential oil. Ind. Crop. Prod., v.65,
p.56-61, 2015.

CALIXTO, J. B. Efficacy, safety, quality control, marketing and regulatory guidelines
for herbal medicines (phytotherapeutic agents).Brazilian Journal and Biological
Research, v 33, p. 179-189, 2000.



84

CARSON, C.F.; MEE, B.J.; RILEY, T.V. Mechanism of action of Melaleuca alternifolia
(tea tree) oil on Staphylococcus aureus determined by time-kill, lysis, leakage and
salt tolerance assays and electron microscopy. Antimicrobial Agents
Chemotherapy, v.46, n.6, p.1914-1920, 2002.

CARVALHO, A. C. B.; NUNES, D. S. G.; BARATELLI, T. G.; SHUQAIR, N. S. M.;
NETTO, E. M. Aspectos da legislacdo no controle dos medicamentos fitoterapicos.
T&C Amazbnia, v.5, n.11, p. 26-32, 2007.

CARVALHO JUNIOR, R. N. Obtencao de extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis)
por extracdo supercritica: determinacéao do rendimento global, de parametros
cinéticos e de equilibrio e outras variaveis do processo. 2004. TESE (Doutorado em
Engenharia de Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos. Universidade
Estadual de Campinas, Campinas.

CHAGAS, J. H. et al. Producao de biomassa e teor de 6leo essencial em funcéo da
idade e época de colheita em plantas de horteld-japonesa. Acta Scientiarum.
Maringa, v. 33, n. 2, p. 327-334, 2011.

CIMANGA K. et al. Correlation between chemical composition and antibacterial
activity of essential oils of some aromatic medicinal plants growing in the Democratic
Republic of Congo. Journal of Ethnopharmacology, v.79 n.2, p.213-20, 2002.

CORREA, R.M,, PINTO, J.E.B.P., REIS, E.S., COSTA, L.C.B., ALVES, P.B.,
NICULAN, E.S., BRANT, R.S. Adubacéo orgéanica na producao de biomassa de
plantas, teor e qualidade de 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) em
cultivo protegido. Revista Brasileira de Plantas Medicinais. 2010,v.12, p.80-89.

COSTA, J. F. O.; JUIZ, P.; PEDRO, A. S.; DAVID, J. P. DE L.; DAVID, J. M;
GIULIETTI, A. M.; FRANCA, F.; SANTOS, R. R. DOS; SOARES, M. B. P.
Immunomodulatory and antibacterial activities of extracts from Rutaceae species.
Revista Brasileira de Farmacognosia Brazilian Journal of Pharmacognosy
20(4): 502-505, ago.set. 2010

COSTA, Vinicius Vieira. Transformacdes de compostos terpénicos via reacdes
cataliticas: valorizagéo de matéria-prima de origem natural [manuscrito]. 2015.

COX, S.D., MANN, C.M., MARKHAM, J.L., BELL, H.C., GUSTAFSON, J.E.,
WARMINGTON, J.R., WYLLIE, S.G. The mode of antimicrobial action of essential oil
of Melaleuca alternifola (tea tree oil). Journal of Applied Microbiology, v.88, p.170-
175, 2000.



85

CUNHA, A. P., et al.. Farmacos aromaticos (Plantas aromaticas e 6leos essenciais).
In: CUNHA, A. P. d. (ed.) Farmacognosia e Fitoquimica. 22 ed. Lisboa Fundacao
Caloust Gulbenkian, 2009, p.339 - 401.

CUNHA, A. P.; CAVALEIRO, C.; SALGUEIRO, L. Farmacos arométicos (plantas
aromaticas e 6leos essenciais). In: CUNHA, A. P. In: Farmacognosia e fitoquimica.
Lisboa: Fundacéo Calouste Gulbenkian, 2005. p. 341- 412.

CUNHA, A. P.; ROQUE, O.; NOGUEIRA, M. Plantas Aromaticas e Oleos
Essenciais Composicao e Aplicagdes. Fundacao Calouste Gulbenkian. Lisboa,
2012.

DAWIDOWICZ, A.L.; RADO, E.; WIANOWSKA, D. Application of PLE for the
determination of essential oil components from Thymus vulgaris L. Talanta, v. 76, n.
4, p. 878 -884, 2008.

DELLACASSA, E.; LORENZO, D.; MOYNA, P.; FRIZZO, C. D.; ATTI-SERAFINI, L.;
DUGO, P. Rosmarinus officinalis L. (Labiatae) essential oils from the South of Brazil
and Uruguay. Journal of Essential Oils Research, v. 11, n. 1, p. 27-30, 1999.

DEVI, K. P.; NISHA, S. A.; SAKTHIVEL, R.; PANDIAN, S. K. Eugenol (an essential
oil of clove) acts as an antibacterial agent against Salmonella choleraesuis Typhi by
disrupting the cellular membrane. J. Ethnopharmacology., v. 130, n. 1, p. 107-115,
2010.

DEWICK, P. M. Medicinal natural products: a biosynthetic approach. 2a ed. John
Wiley & Sons Ltd, p. 212 e 168, 2002.

DIARRA, M. S.; MALOUIN, F. Antibiotics in Canadian poultry productions and
anticipated alternatives. Antimicrobials, Resistance and Chemotherapy, v. five, p.
282, 2014.

DONSI, F. et al. Infusion of essential oils for food stabilization: Unraveling the role of
nanoemulsion-based delivery systems on mass transfer and antimicrobial activity.
Innovative Food Science and Emerging Technologies, v. 22, fev. 2014, p. 212-
220.

DORMAN, H.J.D.; DEANS, S.G. Antimicrobial agents from plants: antibacterial
activity of plant volatile oils. Journal of Applied Microbiology, v.88, n.2, p.308-316,
2000.



86

DUARTE, A.; LUIS, A.; OLEASTRO, M.; DOMINGUES, F.C. Antioxidant properties of
coriander essential oil and linalool and their potential to control Campylobacter spp.
Food Control, v.61, p.115-122, 2016,

EGWAIKHIDE, P., OKENIYI, S., GIMBA, C. (2009). Screening for Anti-Microbial
Activity and Phytochemical Constituents of Some Nigerian Medicinal Plants. Journal
of Medicinal Plants Research. 3(12): 1088-1091.

EL GENDY, A.D., EL GOHARY, A.E., OMER, A.E., HENDAWY, S.F., HUSSEIN,
M.S., PETROVA, V., STANCHEVA, |. Effect of nitrogen and potassium fertilizer on
herbage and oil yield of chervil plant (Anthriscus cerefolium L.). Industrial Crops
and Products. 2015, v.69, p.167-174.

ELLER, S.C.W.S.; FEITOSA, V.A.; ARRUDA, T.A.; ANTUNES, R.M.P.; CATAO, R.
M.R. Avaliacdo antimicrobiana de extratos vegetais e possivel interacdo
farmacoldgica in vitro. Revista Ciénc Farm Béasica Apl., 36(1):131-136 ISSN 1808-
4532, 2015.

ENGELBERTH, J. (2010). Secondary Metabolites and Plant Defense. In: Taiz, L. &
Zeiger, E. (eds.) Plant Physiology. 52 ed. E.U.A.: Sinauer Associates, Inc. pp.369-400

ERNANDES, F. M. P. G.; GARCIA-CRUZ, C. H. Atividade antimicrobiana de
diversos 6leos essenciais em microrganismos isolados do meio ambiente. Boletim
CEPPA, v. 25, n. 2, p. 193-206, 2007.

.ESTANISLAU AA, BARROS FAZ, PENA AP, SANTOS SC, FERRI PH, PAULA JR
2001. Composicao quimica e atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de cinco
espécies de Eucalyptus cultivadas em Goias. Rev Bras Farmacogn 11: 95-98.

FENNELL, C. W., LIGHT, M. E., SPARG, S. G., STAFFORD, G. I., VAN STADEN, J.
Assessing African medicinal plants for efficacy and safety: agricultural and storage
practices. J Ethnopharmacol 95: 113-121. 2004.

FERNANDES JUNIOR, Ary. Produtos antimicrobianos naturais: potencial de uso
na terapéutica das doencas infecciosas e como aditivos em alimentos. Botucatu:
[s.n.], 2012.

FERREIRA, T. S.; MOREIRA, C. Z,; CARIA, N. Z.; VICTORIANO, G.; SILVA
JUNIOR, W. F.; MAGALHAES, J.C. Phototherapy: an introduction to its history, use
and application. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v.16, n.2, p.290-298,
2014.



87

FERRO, D. Fitoterapia: conceitos clinicos. Sao Paulo: Editora Atheneu, 2008,
502p

FIRMO, WCA. Contexto historico, uso popular e concepcéo cientifica sobre plantas
medicinais. Cad. Pesq., Sdo Luis, v. 18, n. especial, dez. 2011.

FOOD AND DRUG ADMINISTRATION — FDA. CRF-Code of federal regulations
title 21: Part 182-Substances Generally Recognized as Safe, 2013.

FREITAS AVL, COELHO MFB, AZEVEDO RAB, MAIA SSS. Os raizeiros e a
comercializacao de plantas medicinais em Sao Miguel, Rio Grande do Norte, Brasil.
R. Bras. Bioci. 2012; 10(2):147-156.

GAIO, I. Atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro e em salame tipo italiano do
Oleo essencial de manjericdo (Ocimum Basilicum L.). 2008. 141p. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia de Alimentos) — Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missdes URI, Erechim, 2008.

GONCALVES, D.M.; ARAUJO, J.H.B.; FRANCISCO, M.S.; COELHO, M.A;
FRANCO, J.M. Avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro do extrato de
Tabernaemontana catharinensis A. DC. Rev. Bras. Pl. Med., Botucatu, v.13, n.2,
p.197-202, 2011.

GONGCALVES, F.A.; NETO, M.A.; BEZERRA, J.N.S.; MACRAE, A.; SOUZA, O.V.;
FONTELES-FILHO, A.A.; VIEIRA, R.H.S.F. Antibacterial activity of guava, Psidium
guajava Linnaeus, leaf extracts on diarrhea-causing enteric bacteria isolated from

seabob shrimp, Xiphopenaeus kroyeri (Heller). Revista do Instituto de Medicina
tropical de Sao Paulo, v.50, n.1, p.11-15, jan. /fev, 2008.

GRAYER RJ, Kite GC, Goldstone FJ, Bryan SE, Paton A, Putievsky E. Infraespecific
taxonomy and essencial oil chemotypes in sweet basil, Ocimum basilicum.
Phytochemistry, v.4, p. 10033-1039, 1996

GUNALAN, G.; SARASWATHY, A.; KRISHNAMURTHY, V. Antimicrobial activity of
medicinal plant Bauhinia variegata Linn. International Journal of Pharmacy and
Biological Sciences, v.1, n.4, p.400-408, oct./dec., 2011.

HARRIS, D. C. Analise Quimica Quantitativa. 52 ed. Rio de Janeiro: LTC — Livros
Técnicos e Cientificos S.A., 2001, p. 586-587



88

HOLETZ, F. B.; PESSINI, G. L.; SANCHES, N. R.; CORTEZ, D. A. G.; NAKAMURA,
C. V.; DIAS FILHO, B. P. Screening of some plants used in the Brazilian folk
medicine for the treatment of infectious diseases. Memarias do Instituto Oswaldo
Cruz,v.97,n.7, p. 1027-1031, 2002.

HUSSAIN, A. I. et al. Chemical composition, antioxidant and antimicrobial activities of
basil (Ocimum basilicum) essential oils depend on seasonal variations. Food Chem
108: 986-995. 2008.

HUSSAIN, A. I.; ANWAR, F.; CHATHA, S. A. S.; JABBAR, A.; MAHBOOB, S,;
NIGAM, P. S. Rosmarinus officinalis essential oil: antiproliferative, antioxidant and
antibacterial activities. Brazilian Journal of Microbiology, v. 41, p. 1070-1078, 2010.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz. Métodos
quimicos e fisicos para analise de alimentos. Sdo Paulo: 1985. 553p.

IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Censo 2000. Disponivel em:
<http://www.ibge.gov.br>. Acesso em: 12 abr. 2017.

JARRAR, N.; ABU-HIJLEH, A.; ADWAN, K. Antibacterial activity of Rosmarinus
officinalis L., alone and in combination with cefuroxime, against methicillinresistant
Staphylococcus aureus. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine, China, v. 3, n.
2, p. 121-123, 2010.

JOSE, J.V. et al. ANALISE DE HORARIO DE COLHEITAS E PARTES DA PLANTA
PARA EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL DE MANJERICAO. Revista em
Agronegocio e Meio Ambiente, Maringd, v. 8, p. 55-70, Jan 2015.

KASALI, A. A.; EKUNDA, Y. O. O.; PAUL, C.; KOENIG, W.; ESHILOKUN, A. O;
YADUA, P. 2004. Essential oil of Lantana camara L. var. aculeate from Nigeria. J
Essent Oil Res 16 : 588-593.

KLANCNIK A, PISKERNIK S, JERSEK B, MOZINA SS. Evaluation of diffusion and
dilution methods to determine the antibacterial activity of plant extracts. J Microbiol
Methods 81: 121-126. 2010.

KLUCZYNIK, C.E.N.; SOUZA, J.H.; PALMEIRA, J.D.; FERREIRA, S.B.; ANTUNES,
R.M.P.; ARRUDA, T.A.; MORAIS, M.R.; CATAO, R.M.R. Perfil de sensibilidade de
Salmonella choleraesuis sp. de ambiente aquatico a antimicrobianos comerciais e a
extratos hidroalcodlicos de plantas medicinais. RBAC, v.42, n., p.141-144, 2010.


http://www.ibge/

89

KOLASANI, A., XU, H., MILLIKAN, M. (2011). Evaluation of Mineral Content of
Chinese Medicinal Herbs Used to Improve Kidney Function With Chemometrics.
Food Chemistry. 127(4): 1465-1471.

LANG, G.; BUCHBAUER, G. A. Review on recent research results (2008-2010) on
essential oils as antimicrobials and antifungals. Flavour and Fragrance Journal, v.
27,n. 1, p.13-39, 2012.

LIMA, E. O.; FARIAS, N. M. P.; SOUZA, E. L.; SANTOS, B. H. C. Propriedades
antibacterianas de 6leos essenciais de plantas medicinais, Revista Brasileira de
Ciéncias da Saude, 7, p. 251-258, 2003.

LORENZI, H., MATOS, F.J.A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exo6ticas
cultivadas. Nova Odessa, Sao Paulo: Instituto Plantarum. 2008.

MATASYOH, J. C.; WAGARA I. N.; NAKAVUMA J. L.; KIBURAI, A. M. Chemical
composition of Cymbopogon citrates essential oil and its effect on mycotoxigenic
Aspergillus species. African Journal of Food Science. 5, 138-142, 2011.

MENDES, L.P.M.; MACIEL, K.M. ; VIEIRA, A.B.R. ; MENDONCA, L.C.V. ; SILVA,
R.M.F. ; ROLIM NETO, P.J.; BARBOSA, W.L.R.; VIEIRA, J.M.S. Atividade
Antimicrobiana de Extratos Etanolicos de Peperomia pellucida e Portulaca pilosa.
Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada. 32(1):121-125 ISSN 1808-
4532, 2011.

MILLEZI, A.F.; CAIXETA, D.S.; ROSSONI, D.F.; CARDOSO, M.G.; PICCOLI, R.H. In
vitro antimicrobial properties of plant essential oils Thymus vulgaris, Cymbopogon
citratus and Laurus nobilis against five important foodborne pathogens. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v. 32, n.1, p. 167-172, 2012.

MIRANDA, V. C.; LEAL, T. C. A. B.; PEREIRA D.; MIRANDA, V. C.; SANTOS, V. M.
Evaluation of the effect of time of cutting on the content of the essential oil of the holy
grass (Cymbopogon citratus (DC) Stapf ). Journal Biotec. Biodiversity, v.4, n. 1, p.
55-59, Feb 2013.

MOSCA, V. P.; LOIOLA, M. I. B. Uso popular de plantas medicinais no Rio Grande
do Norte, Nordeste do Brasil. Revista Caatinga, v. 22, n. 4, p. 225234, 2009.

MOSCHONAS, G.; GEORNARAS, I.; STOPFORTH, J.D.; WOERNER, D.R.; BELK,
K.E.; SMITH, G.C.; SOFQOS, J.N. Effect of product dimensions and surface browning



90

method on salmonella contamination in frozen, surface-browned, breaded chicken
products treated with antimicrobials. J. Food Sci., v.80, p.2815-2821, 2015.

NAHA. (2014). Exploring Aromatherapie. Disponivel em: http://www.naha.org/
Acesso em: 30 jul. 2016.

NAIK, M.1.; FOMDA, B.A.; JAYKUMAR, E.; BHAT, J.A. Antibacterial activity of
lemongrass (Cymbopogon citratus) oil against some selected pathogenic bactérias.
Asian Pacific Journal of Tropical Medicine, v. 1, n.1, p 535-538, 2010.

NASCIMENTO, P. F. C.; NASCIMENTO, A. C.; RODRIGUES, C. S.; ANTONIOLLI,
A. A.; SANTOS, P. O.; BARBOSA JUNIOR, A. M.; TRINDADE, R. C. Antimicrobial
activity of the essentials oils: a multifactor approach of the methods. Rev. Bras.
Farmacogn, Jo&o Pessoa, v. 17, n. 1, p. 108-113, 2007.

NASCIMENTO, I. B.; INNECCO, R.; MARCO, C. A.; MATTOS, S. H.: NAGAO, E. O.
Efeito do horario de corte no 6leo essencial de capim-santo, Revista Ciéncia
Agrondmica, 34 (2), p. 169-172, 2003.

NAVARRETE, A.; WALLRAF, S.; MATO, R. B.; COCERO, M. J. Improvement of
Essential Oil Steam Distillation by Microwave Pretreatment. I&EC Research, v.
50, p. 4667-4671, 2011.

OLIVEIRA, A. R. M. F. et al. Influéncia da idade da planta na producéo de 6leo
essencial de alevante. Revista Ceres, Vigosa, v. 59, n. 2, p. 241-245, mar./abr.
2012.

OLIVEIRA, R. A., MOREIRA, I. S., OLIVEIRA, F. F. Linalool and methyl chavicol
present basil (Ocimum sp.) cultivated in Brazil. Revista Brasileira de Plantas
Medicinas, Campinas, v.15, n.2, p.309-311, 2013.

ONAWUNMI, G. O.; YISAK, W. A.; OGUNLANA, G.O. Antibacterial Constituents in
the essential oil of Cymbopogon Citratus (D.C.) Stapf.Journal of
Ethnopharmacology Lausanne,v.12,n.3,p.279-286,1984.

PALMA J. S. Acdes dos profissionais de saude da Atencao Basica em relagcéo as
plantas medicinais [Dissertacao]. Pelotas: Faculdade de Enfermagem/UFPel; 2011.

PARIKH, J. K.; DESAI, M. A. Hydrodistillation of essencial oil from Cymbopogon
flexuosus. International Journal of Food Engineering, 7(1), 2011, p. 1-9.



91

PATON, A.; PUTIEVSKY, E. Taxonomic problems and cytotaxonomic
relationships between and within varieties of Ocimum basilicum and related
species (Labiatae). Kew Bull, v. 51, p. 509-524, 1996.

PEREIRA, R. J.; CARDOSO, M. G. Metabdlitos secundarios vegetais e beneficios
antioxidantes. Journal of Biotechnology and Biodiversity, v. 3, n.4, p.146-152,
2012.

PEREIRA, C.A.M. Estudo da atividade antioxidante do extrato e do 6leo essencial
obtidos das folhas de alfavaca (Ocimum gratissimum L.). Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, 27(3): p.624- 632, 2007.

PICHERSKY, E.; GANG, D. (2000). Genetics and biochemistry of secondary
metabolites in plants: an evolutionary perspective. Trends in Plant Science
Perspectives 5, pp.439- 445.

PINTO, D.A.l; MANTOVANI, E.C.I; MELO, E. De C.I; SEDIYAMA, G.C.I; VIEIRA,
G.H.S. Produtividade e qualidade do 6leo essencial de capim-limdo, Cymbopogon
citratus, DC., submetido a diferentes laminas de irrigacdo. Rev. bras. plantas med.
vol.16 no.1 Botucatu Jan./Mar. 2014

PINTO, J. E. B. P. et al. Plantas Medicinais. Lavras: PROEX/UFLA, 2000. 74 P.

PINTO, T. J. A.; KANEKO, T. M.; OHARA, M. T. Controle Biolégico de Qualidade
de Produtos Farmacéuticos, Correlatos e Cosméticos. 2.ed. Sdo Paulo: Atheneu
Editora, 2003. 325 P.

PRINS, C. L.; FREITAS, S. P.; CAMPOSTRINI, E.; CRAVINA, G. A; REIS, P. O.
Efeitos de confinamento do sistema radicular sobre capim-limao (Cymbopogon
citratus). Revista Ciéncia Agrondmica, v. 39, n. 03, p. 416-421, 2008.

PROBST, I. S. et al. Antimicrobial activity of propolis and essential oils and
synergism between these natural products. The Journal of Venomous Animals
and Toxins Including Tropical Diseases. v. 17, p. 159-167, 2011.

RAHMAN, A.; KANG, S. inhibition of foodborne pathogens and spoiling bacteria by
essential oil and extracts of Erigeron ramosus (walt.) b.s.p. Journal of Food Safety,
v. 29, p.176-189, 2009.



92

REIS, T.V. Potencialidade das folhas do Craveiro-da india cultivados no Sul da
Bahia para extracdo de Oleos essenciais. In: XLVI Congresso Brasileiro de
Quimica, Associacao Brasileira de Quimica, Salvador,25 a 29 de setembro de
2008.

RIO BRANCO, Washington. Politica publica, territério e protecdo ambiental: o
processo de palafitalizacao da laguna da Jansen, em S&o Luis-MA. In: PORTO, Iris
Maria Ribeiro e CASTRO, Claudio Eduardo de (org.). Abordagens geogréficas das
multiplicidades dos espa¢os maranhenses. Sao Luis: EDUEMA, 2011.

ROCHA, F. A. G. et al. Comércio informal de plantas medicinais: caracteristicas da
comercializagao, crengas no uso e perfil socioecondémico dos feirantes de Lagoa
Nova, RN. In: CONNEPI — Congresso Norte e Nordeste de Pesquisa e Inovacao, 7.,
2012, Palmas. Anais Ciéncia Tecnologia e inovacdo: acdes sustentaveis para o
desenvolvimento regional. Palmas: Editora do IFTO. ISBN 978-85-62830-10-5
Disponivel em: < http://www?2.ifrn.edu.br/ojs/index.php/HOLOS/article/view/1344>.
Acesso em: 17 mai. 2016.

RODRIGUES, I.M.C.; SOUZA FILHO, A.P.S.; FERREIRA, F.A. Estudo Fitoquimico
de Senna Alta por duas Metodologias. Planta Daninha, Vicosa-MG, v. 27, n. 3,
20009.

Rodrigues, D.S., Camargo, M.S., Nomura, E.S., Garcia, V.A., Correa, J.N., Vidal,
T.C.M. Influéncia da adubac&o com nitrogénio e fésforo na producdo de Jambu,
Acmella oleracea (L) R.K. Jansen. Revista Brasileira de Plantas Medicinais. 2014,
v.16, n.1, p. 71-76.

SACCHETTI, G. et al. Comparative evaluation of 11 essential oils of different origin
as functional antioxidants, antiradicals and antimicrobials in foods. Food Chemistry,
v. 91, n.3, p. 621-632, 2004.

SANTOS, A.S. ALVES, S.M.; FIGUEIREDO, F, J. ROCHA NETO, O.G. Descri¢do de
sistema e do método de extracdo de 6leos essenciais e determinagcao de umidade
de biomassa em laboratério. Comunicado técnico 99- Ministério da Agricultura
pecuaria e abastecimento — Belém PA, Nov. 2004.

SANTOS, S. C.; FERREIRA, F. S.; ROSSI-ALVA, J. C.; FERNANDEZ, L. G.
Atividade antimicrobiana in vitro do extrato de Abarema cochiliocarpos (Gomes)
Barnaby & Grimes. Revista Brasileira de Farmacognosia, v.17, n.2, p.215-219.
2007.



93

SANTOYO, S.; CAVERO, S.; JAIME, L.; IBANEZ, E.; SENORANS, F.J.; REGLERO,
G. Chemical composition and antimicrobial activity of Rosmarinus officinalis L.
essential oil obtained via supercritical fluid extraction. Journal of Food Protection,
v.68, n.04, p.790-795, 2005.

SECRETARIA DE SAUDE. Politica Municipal de Praticas Integrativas e
Complementares em Saude. Guarulhos, 2014.

SEMIKOLENOQV, V. A, ILYNA, I. I. & MAKSIMOVSKAYA, R. |. 2003. Linalool to
geraniol/nerol isomerization catalyzed by (RO)3VO complexes: studies of kinetics
and mechanism. Journal of Molecular Catalysis A: Chemical,204-205,201-210.

SILVA, M. C.; CARVALHO, J. C. T. Plantas Medicinais: In: J. C. T. Carvalho,
Fitoterapicos. Antiflamatério. Aspectos quimicos, farmacoldgicos e aplicacdes
terapéuticas. Ribeirdo Preto, SP, Tecmedd, 2007, 480 P.

SILVEIRA, P.F.; BANDEIRA, M.A.M.; ARRAIS, P.S.D. Farmacovigilancia e reactes
adversas as plantas medicinais e fitoterapicos: uma realidade. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v. 18, n. 4, 2008. p. 618-626.

SIMOES, Claudia Maria Oliveira et al. Farmacognosia: da planta ao
medicamento. 5 ed. Porto Alegre: Ed UFRGS, 2003.

SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P.;
MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5. ed.
Porto Alegre/Florianépolis: Editora da UFSC, 1102 p., 2004.

SIMOES, S. C. M. O. et al. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed. Porto
Alegre: Editora da UFRGS/UFSC, 2010. 1104 P.

SIMOES, C.M.O.; SPITZER, V. Oleos Volateis. In: SIMOES C.M.O.; SCHENKEL,
E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P.D.; MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R.
Farmacognosia . Porto Alegre: Editora da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, cap. 18, p. 387-415, 2000.

SKANDAMIS, P.; KOUTSOUMANIS, K.; FASSEAS, K.; NYCHAS, G.-J.E. Inhibition
of oregano essential oil and EDTA on Escherichia coli O157:H7.Italian Journal of
Food Science. v.13, n.1, p.65-75, 2001.



94

SOUSA DP. Analgesic-like Activity of Essential Oils Constituents. Molecules. n. 16,
p. 2233-2252, 2011.

SOUZA, S. M., et al. (2010). Oleos essenciais: aspetos econémicos e sustentaveis.
Enciclopédia Biosfera, 6, pp.1-11.

STERN, M. Conheca a Fitoterapia. 2013. Disponivel em:
<http://www.saudenainternet.com.br/portal_saude/conheca-a-fitoterapia.php>.
Acesso em: 11 jul. 2016.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal. 5 ed. Porto Alegre: Artmed, 2013. 918 p.

TANGERINO, L. M. B. Estudo das propriedades antimicrobianas de
copolimeros derivados do eugenol. Universidade Federal de Itajuba, 2006
Dissertacao (Mestrado) + P6s-Graduacdo em Materiais para Engenharia,
Universidade Federal de Itajubd, 2006.

TRAJANO, V. N. et al. Propriedades antimicrobiana de 6leos essenciais de
especiarias sobre bactérias contaminantes de alimentos. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Campinas, v. 29, n. 3, p. 542-545, jul. set. 2009.

VAISHNAYV, Preeti; DEMAIN, Arnold L. Unexpected applications of secondary
metabolites. Biotechnology Advances, v. 29, p. 223 — 229, 2010.

VLASE, L.; BENEDEC, D.; HANGANU, D.; DAMIAN, G.; CSILLAG, I.;

SEVASTRE B.; MOT, A.C.; SILAGHI-DUMITRESCU, R.; TILEA, I. Evaluation of
antioxidant and antimicrobial activities and phenolic profile for Hyssopus officinalis,
Ocimum basilicum and Teucrium chamaedrys. Molecules, v.19, p.5490-5507, 2014.

VIEIRA, S.C.H.; SOLON, S.; VIEIRA, M.C.; ZARATE, N.A.H. Levantamento de
fitoterapicos manipulados em farmacias magistrais de Dourados-MS. Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 20, n. 1, p. 28-34, 2010.

WAGNER, Hildebert; WISENAUER, Markus. Fitoterapia — Fitofarmacos,
Farmacologia e Aplicagdes Clinicas. 2ed. Sdo Paulo: Pharma books, 2006.

YU, F.; DE LUCA, V. Transport of Monoterpenoid Indole Alkaloids in Catharanthus
roseus. In: GEISLER, M. (org.), Springer. Plant ABC Transporters, v.22, p. 63-75.
New York. 2014.



95

ZAGO, J.A.A., USHIMARU, P.l., BARBOSA, L.N., FERNANDES JR, A. Synergism
between essential oils and antimicrobial drugs against Staphylooccus aureus and
Escherichia coli strains from human infections. Rev. Bras. Pharmacogn, v.19,
p.828-33. 2009.

ZANDI-SOHANI, N.; RAMEZANI, L. Evaluation of five essential oils as botanical
acaricides against the strawberry spider mite Tetranychus turkestani Ugarov and
Nikolskii. Int. Biodeter. Biodegr., v.98, p.101-106, 2015

ZION RESEARCH ANALYSIS.

Global essential oil market volume share, by product, 2014 — 2020. 30 Sept.
2016. Available in: <http://www.newsmaker.com.au/news/120978/global-essential-oil-
market-volume-share-by-product-2014-2020#.WCH5hNIrK1s>. Access in: 8 Oct.
2016.



APENDICES

96



97

APENDICE A — Férmulas dos Calculos estatisticos da ANOVA.

FV SQ GL QM F
Tratamento | SQ(TRAT) | K-1 QM(TRAT) F=QM(TRAT)/QM(RES)
S
Blocos SQ(BLOCO | B-1 QM(BLOCO) | F=QM(B)/QM(RES)

)
Residuos | SQ(ERRO) | N-K- QM(ERRO)

B+1

Total SQ(TOTAL) | N-1 QM(TOTAL)

Legenda: FV — Fonte de Variacdo; SQ- Soma de Quadrado; GL- Grau de Liberdade; F- Valor

calculado.
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APENDICE B — Demais formulas estatisticas utilizadas nesta pesquisa.

C =(y)3N C=(491,14)3/30 8.040,62
SQ total= (y?) - C SQ total= 8.907, 86 - 8 040, 62 1162
SQtrat=T% br-C SQ trat= (106,032 + 111,372 + 108,22 + 831463-8
62,362 + 103,18% 6) - 8 040,62 040,62 =274
SQ bloco= (B? kr) SQ bloco= (286,35%+ 204,79?%) / 15 8 262, 35 -
-C 8040,62= 222
SQ erro= SQ total- SQ erro= 1162 -274 - 222 666
SQ trat - SQ bloco
SQ interacéo = T? SQ interacéo = 25790,34 — 8. 040, 62 — 60,16
- C - SQ total - 1162 - 222
SQ bloco

Legenda: C — Correcao; y- varidveis; N- numero total de elementos; T- Tratamentos; B- Bloco; r-

Repeticéo; k-tratamento; b- bloco.



APENDICE C — Demais formulas estatisticas utilizadas nesta pesquisa Célculos estatisticos aplicados na ANOVA.

Microrganismos

Gram-positivas  S. aureus
. cereus
E. faecalis

w

Gram-negativas E. coli
. enterica
. aeruginosa

T w

Total

Fonte: Elaborado pelo autor adaptado pelo programa de estatistica

OEA
27,33
25,33
14,01
66,67
13,01
15,02
11,33
39,36
172,7

Halo de inibicéo
(mm)
OECL
31,33
24,03
12,03
67,39
16,33
14,32
13,33
43,98
178,76

OECI
22,67
17,83
17,67
58,17
21,33
21,04
7,66
50,03
166,37

OEE
17,67
8,14
7,98
33,79
9,33
9,36
9,88
28,57
96,15

OEM
19,67
21,33
19,33
60,33
22,33
9,34
11,18
42,85

Total

286,35

204,79

163,51 777,49

66



APENDICE D — Continuac&o dos célculos estatisticos — ANOVA.

FV SQ GL
Tratamentos 274 4
Blocos 222
Interacao 60,16 4
Residuos 666 26
Total 1162 29

Fonte: Elaborado pelo autor adaptado pelo programa de estatistica

QM

68,5

222

15,04
25,61538462

F cal
2,674174174
8,666666667
0,587147147

F tab
2,74
4,24
2,74

00T
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ANEXO A — Antibi6ticos comerciais da série Gram-positiva.

SERIE GRAM-POSITIVA HALOS DE INIBICAO (mm)

SIGLAS ANTIBIOTICOS RESISTENTE INTERMEDIARIO SENSIVEL
CLI Clindamicina <14 15-20 =21
CLO Cloranfenicol <12 13-17 >18
CIP Ciprofloxacina <15 16-20 > 21
ERI Eritromicina <13 14-17 =18
GEN Gentamicina <12 13-14 =15
OXA Oxacilina <10 11-12 =13
TET Tetraciclina <14 15-18 =19
VAN Vancomicina <09 10-11 212

Fonte: Elaborado pelo autor
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ANEXO B — Antibi6ticos comerciais da série Gram-negativas.

SERIE GRAM-NEGATIVA HALOS DE INIBICAO (mm)

SIGLAS ANTIBIOTICOS RESISTENTE INTERMEDIARIO  SENSIVEL
AMI Amicacina <14 15-16 =17
AMP Ampicilina <13 14-16 =17
CFO Cefoxitina <14 15-17 =218
CIP Ciprofloxacina <15 16-20 > 21
CLO Clorafenicol <12 13-17 =18
NET Netilmicina <12 13-14 215
SUT Sulfazotrim <12 13-17 =218
TET Tetraciclina <14 15-18 =19

Fonte: Elaborado pelo autor



ANEXO C - Distribuicdo Teste F (Fisher-Snedecor) 5% de probabilidade.

V1

1

2

3

-

S

8

7

8

9

10

1"

12

13

R R e e N

—e
-

P
oW

15
16
17
18

1614

18.513 19.000

10,128
7.709
§.608
5937
$.591
5.318
su?
4985
4844
4747
4667
4.600
4542
4494
4451
4414

1585

9.552
6.944
$.786
5.143
4737
4459
4268
4103
3.982
3835
3.806
3738
3682
3634
3592
3.555

2157

19.164
9277
6.501

5409
4757
4347
4.068
3883
3708
3587
3490
3an

3344
3287
3239
3197
3160

2248
19.247
9.117
6.283
$.192
4.534
4120
3833
3633
3478
3.357
3259
3179
3112
3.058
3.007
2.965
2,928

202
19.296
9,013
6.256
$.050
4387
3972
3688
3482
3.326
3204
3,106
3.025
2958
2.901
2852
2810
2773

2340 2388 2389 2005
19.353 19.371

19.329
8,941
6.163
4,950
4.254
3.868
3581
3374
3217
3.085
2996
2915
2,848
2790
2741
2699

2661

8887
6.084
4876
4,207
3787
3.500
3293
3135
3.012
2813
2832
2,764
2707
2,657
2614
2577

Fonte: https://brainly.com.br/tarefa/3736841

8.845
5.041
4818
4.147
3726
3438
3.2%
3.072
2948
2849
2.767
2689
26841
2,591
2548
2510

16.385
8812
5.009
4772
4,084
38677
3288
3179
3.020
2.896
2796
2714
2646
2.568
2538
2454
2456

2419 2430 2439

18.39¢
8.785
5.964
4.735
4.060
3837
3.347
3127
2978
2854
2753
2671
2602
2544
2434
2450
2412

19.408
8763
$.926
4704
4027
3603
3
3102
2943
2818
2717
2835
2565
2507
2456
2413
2374

19412
8.745
5912
4678
4.000
3575
3284

3073
2913
2788
2687
2604

254

2475
2425
238

2.342

2847
19419
8729
S&n
4655
3976
3550
3259
3048
2887
2761
2660
2517
2507
2448
2397
2353
2314
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