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RESUMO

As plantas sdo uma fonte importante de produtos biologicamente ativos, muitos dos quais se
constituem em modelos para a sintese de novos farmacos. Com o aumento indiscriminado do
uso de antibidticos, bactérias resistentes a terapia antimicrobiana convencional tém surgido e
0s Oleos essenciais sdo apontados como alternativa para o problema. Neste trabalho
promoveu-se a extracdo dos Oleos essenciais das espécies Pimenta dioica Lindl (frutos) e da
Aniba duckei Kostermans (galhos), pelo método de hidrodestilacdo, utilizando um sistema
Clevenger e sua mistura em partes iguais. A espécie vegetal Aniba duckei Kostermans, ultima
classificacdo do pau rosa amazoénica, € uma espécie nativa da regido amazonica, da familia
das Lauréceas. E pode atingir até 30m de altura. O tipo de vegetacdo onde ocorre é de floresta
tropical imida e terra firme. Seu 6leo essencial é utilizado em perfumaria, devido ao seu alto
teor de linalol. A espécie vegetal Pimenta dioica Lindl, conhecida popularmente como
pimenta da jamaica, € uma arvore de 6 a 15 m de altura, e pertence a familia das Mirtaceae e
tem como origem a América Central e oeste da India. No Brasil, a planta é encontrada em
grande escala no Estado da Bahia e Recife. Seu fruto contém um o6leo essencial de grande
valor econdémico no mercado internacional, devido ao elevado teor de eugenol o qual é
largamente usado nas industrias quimicas e farmacéuticas. Apos a extracdo, a mistura dos
6leos foram caracterizados pelos seguintes parametros fisicos: densidade (25 °C), solubilidade
em etanol a 70%, indice de refracdo (Np 25°), cor, aparéncia e odor. Além disso, foi possivel,
pelas técnicas de espectrofotometria de UV-Vis, cromatografia gasosa e espectrometria de
massas, identificar, com seguranca o linalol e o eugenol como constituintes majoritarios da
mistura de Oleos essenciais. Na aplicacdo da mistura de 6leos essenciais e dos padrbes de
eugenol e linalol como agentes antimicrobianos, utilizou-se 0 Método de Bauer-Kirby para as
bactérias Bacillus cereus, Chromobacterium violaceum, Enterococcus faecalis, Listeria
monocytogenes, Salmonella Thyphi, Serratia marcescens e o0s antibioticos Ampicilina,
Cefotaxima, Cefoxitina, Eritromicina, Gentamicina, Novobiocina, Penicilina, Tetraciclina e
Vancomicina, para comparacdo. Pode-se perceber que o estudo da atividade antimicrobiana
revelou que a mistura de Oleos essenciais apresentou excelente atividade contra todas as
bactérias testadas, sendo que o eugenol e o linalol sdo os principais responsaveis por esta
eficacia. Nessa pesquisa observou-se que a mistura de 6leos essenciais € mais eficiente que os
padrdes de Eugenol e Linalol e os antibidticos testados para os microrganismo Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis, Chromobacterium violaceum. Para o Bacillus cereus,
Serratia marcescens e Salmonella Thyphi a mistura s6 ndo foi mais eficiente que os
antibidticos Tetraciclina, Eritromicina, Cefoxitina, Cefotaxima, Ampicilina e Penicilina.

Palavras-chave: Mistura de 6leos. Pimenta dioica Lindl. Aniba duckei Kostermans.
Atividade antimicrobiana.
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ABSTRACT

Plants are an important source of biologically active products, many of which are on models
for the synthesis of new drugs. With the increase of the indiscriminate use of antibiotics,
bacteria resistant to conventional antimicrobial therapy have emerged and the essential oils
are mentioned as an alternative to the problem. This work is promoted the extraction of
essential oils of Pimenta dioica Lindl species (fruit) and duckei Aniba Kostermans (branches),
the method of hydrodistillation using a Clevenger and their mixture in equal parts. The
species Aniba duckei Kostermans, last classification of pau rosa Amazon, is a native species
in the Amazon region, the family of Lauraceas. You can reach 30m in height. The type of
vegetation occurring is tropical moist forest and land. Its essential oil is used in perfumery
because of its high content of linalool. The plant species Pimenta dioica Lindl, popularly
known as allspice, is a tree 6 to 15 m in height and belongs to the family of Mirtaceae and is
home to Central America and western India. In Brazil, the plant is found in large scale in the
State of Bahia and Recife. Its fruit contains an essential oil of great economic value in the
international market due to high content of eugenol which is widely used in the chemical and
pharmaceutical industries. After extraction, the mixture of oils were characterized by the
following physical parameters: density (25 ° C), solubility in 70% ethanol, a refractive index
(ND 25), color, appearance and odor. Furthermore, it was possible, the techniques of UV-Vis
spectrophotometry, gas chromatography and mass spectrometry to identify with certainty the
linalool and eugenol as major constituents of the mixture of essential oils. In applying the
mixture of essential oils and standards of eugenol and linalool as antimicrobial agents using
the Kirby-Bauer method for the bacteria Bacillus cereus, Chromobacterium violaceum,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Salmonella Thyphi, Serratia marcescens and
antibiotics ampicillin, cefotaxime, cefoxitin, erythromycin, gentamicin, novobiocin,
penicillin, tetracycline and vancomycin, for comparison. You can see that the study of
antimicrobial activity showed that the mixture of essential oils showed excellent activity
against all bacteria tested, with the eugenol and linalool are the main responsible for this
effectiveness. In this research we observed that the blend of essential oils is more efficient
than the standards of eugenol and linalool and the antibiotics tested for the pathogen Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis, Chromobacterium violaceum. For Bacillus cereus,
Serratia marcescens and Salmonella Thyphi the mixture was not more effective than the
antibiotics Tetracycline, Erythromycin, Cefoxitin, cefotaxime, ampicillin and penicillin.

Keywords: mixture of oils. Pimenta dioica Lindl. Aniba duckei Kostermans. Antimicrobial
activity
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Capitulo 1

INTRODUCAO

O uso de plantas com fins terapéuticos € pratica antiga entre curandeiros, xamas,
benzedores ¢ feiticeiros. A arte destes “milagreiros” hoje pode ser comprovada por
laboratdrios cientificos de todo o mundo. Pesquisas cientificas passaram a avaliar
experimentalmente a veracidade destas informacdes, tendo em vista a descoberta de novos
medicamentos, com base justamente nos conhecimentos que foram adquiridos durante
milhares de anos e repassados de geracdo em geracdo por aqueles que sdo 0s ancestrais da
ciéncia moderna (DI STASI, 1996).

Um dos assuntos mais fascinantes nessas pesquisas com plantas medicinais é a
origem desse conhecimento, as formas e os procedimentos que foram utilizados para descobrir
as virtudes terapéuticas de varias espécies vegetais. Seguramente, 0 método mais utilizado foi
0 de tentativa e erro, ainda muito comum e Util em diversas areas do conhecimento cientifico,
0 que revela a intima ligacdo entre o conhecimento popular e o cientifico (MONTEIRO,
2004).

A esse respeito dizem que durante as Ultimas décadas tem havido uma
ressurgéncia pelo interesse em plantas como fonte medicinal e os motivos para isso sao
muitos. Dessa forma explanam que numerosas investigaces tém sido realizadas em busca de
novos compostos com atividades bioldgicas a partir de fontes naturais, destacando-se 0s 6leos
essenciais de plantas medicinais e aromaticas, conhecidos pelas suas propriedades
antimicrobianas. De fato falam que os agentes antimicrobianos oriundos de plantas sdo
abundantes e a investigagdo de novas metodologias vem admitir o poder de algumas
preparacdes com plantas no tratamento e na cura de infecgdes, confirmando desse modo o

conhecimento popular (DIAZ, et al., 2001).
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Estima-se que cerca de 70% de vérias cepas de bactérias patogénicas sdo
resistentes ha pelo menos um dos antimicrobianos comumente usados para combaté-las e essa
resisténcia estd associada ao uso desordenado de antibidticos quer em hospitais, clinicas
veterinarias ou por pacientes que adquirem o medicamento sem uma orientacdo medica
(DUFFY et al, 1999; CDC, 2001; HOEFLER et al, 2003).

Nos ultimos 30 anos, os estudos com extratos de plantas consideradas medicinais
(pelo conhecimento popular), tém sido aconselhados pela Organizacdo Mundial de Saude -
OMS (2002). A partir de 1978 a instituicdo passou a aconselhar a comunidade cientifica a
intensificar e divulgar os estudos com plantas. Tal fato levou a organizagdo a compilar um

inventario com mais de 20.000 espécies de plantas medicinais (SOARES, et al., 2002).

De fato, por séculos, as plantas tém sido utilizadas como medicamentos para
tratamento de doencas. Com o passar dos anos, novas praticas curativas surgiram e com elas a
tecnologia a servico da medicina vem sendo incrementada. Certamente, 0 homem do século
XX avangou 0s seus conhecimentos acerca de diversos fatores etioldgicos relacionados a
doencas veiculadas por alimentos e agua (ALZOREKY & NAKAHARA, 2003).

E de suma importdncia a pesquisa analitica nesta area, uma vez que, a
concentracdo das substancias de interesse pode variar muito de lugar para lugar, de época para
época, mesmo tratando-se de plantas de mesma espécie. Quantificar, identificar e muitas
vezes isolar uma determinada substancia numa planta, auxilia em muito no uso desta para um

determinado fim, seja medicinal ou outro qualquer (BEZERRA, 2004).

Dentre os varios 0Oleos pesquisados encontram-se em evidéncia os 6leos da
Pimenta dioica Lindl (pimenta da jamaica) e da Aniba duckei Kostermans (pau rosa).
Pesquisas anteriores testaram os 6leos de forma isolada, assim sendo, com o intuito de inovar,
este trabalho foi desenvolvido através do Estudo Analitico e Avaliacdo da Atividade
Antibacteriana da Mistura dos Oleos Essenciais de Frutos de Pimenta dioica Lindl e dos
galhos de Aniba duckei Kostermans, comparando-0s com antibioticos comerciais, padrdes de

eugenol e linalol.
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Capitulo 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas medicinais

A humanidade desde tempos longinquos utilizava abundantemente as plantas com
fins medicinais. O homem antigo era praticante do curandeirismo, e como tal relacionava as
plantas a cura de diversas enfermidades, tais como disenterias, enterites, infec¢bes cutaneas e
dores musculares. Comenta-se que quando o primeiro humano surgiu no planeta as plantas ja
existiam h& mais de 400 milhdes de anos. A utilizacdo delas como medicamento,
provavelmente é tdo antiga quanto o aparecimento do proprio homem (o que s6 ocorreu cerca
de 50 mil anos atras). Ha registros remotos, como desenhos em cavernas, escritos e simbolos,
gue revelam uma ligacdo muito intima do homem com a natureza, principalmente com as
plantas (SOARES, 2002).

Pode ser considerada como Planta Medicinal qualquer planta que possua em um
ou mais dos seus 6rgdos (folha, caule, fruto, semente, raiz, etc.), substancias biologicamente
ativas (principios ativos) com propriedades terapéuticas ou que sirvam como precursores da
sintese de farmacos (ANVISA, 2004).

Os vegetais fazem parte da vida do homem desde seus primordios como fonte de
alimentos, de materiais para o vestuario, habitacdo, utilidades domésticas, defesa e ataque, na
producdo de meios de transporte, como utensilios para manifestacdes artisticas, culturais,
religiosas, e como meio restaurador da saude. [...] Nos dias de hoje representam uma das
alternativas entre as diversas fontes de insumos necessarios a existéncia da sociedade, tendo
como principal vantagem o fato de ser uma fonte renovavel e, em grande parte, controlavel
pelo génio humano (SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 1999).

As primeiras descrigdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam as

sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. Este papiro foi descoberto e publicado por Georg
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Ebergs, sendo traduzido pela primeira vez, em 1890, por H. Joaquim. Foi encontrado nas
proximidades da casa mortuéria de Ramsés Il, porém pertence a época da XVIII dinastia.
Enumera mais ou menos 100 doencas e descreve um grande nimero de drogas de natureza
animal e vegetal (MOUCHREK FILHO, 2001).

No Brasil 0 uso das plantas tem origem na cultura indigena: guarané e jaborandi;
dos africanos: erva-de-S&o-Caetano e o boldo; e dos europeus: camomila e a malva. Hoje o
uso desses vegetais ndo se restringe apenas as zonas rurais ou regides desprovidas de
assisténcias médicas e farmacéuticas, sdo amplamente usados também em centros urbanos

como forma alternativa e/ou complementar da medicina oficial (MOUCHREK FILHO, 2001).

H& um crescimento do uso de compostos antimicrobianos naturais com o
propdsito de serem aplicados na conservacdo de alimentos e para o controle de moléstias de
procedéncia microbiana em humanos, animais e vegetais. As plantas tém se destacado e vém
tornando-se cada vez mais importantes quando relacionadas, principalmente, a cura de
diversas doencas de origem bacteriana (DEMO, M; OLIVIVA, M; RAMOS, B; ZIGADLO,
J., 2001).

E amplo o universo de disciplinas envolvidas na pesquisa de produtos naturais,
extremamente complexo e intricado, seja quando se buscam novos compostos quimicamente
definidos, seja na padronizacdo de preparados tradicionais, fitoterapicos ou fitofarmacos.
Desde a identificacdo de uma planta utilizada had muito tempo por uma comunidade isolada,
até a sua total caracterizacdo e isolamento de compostos de interesse em laboratério, essa
pesquisa envolve varias fases inter-relacionadas e seqiienciadas, que como objetivo final e

nobre, visa a melhoria das condicGes de vida dos seres humanos (ALVES, 1988).

2.2 Oleos essenciais

A International Standart Organisation (ISO) define Oleos essenciais como 0s
produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste de vapor d’agua, bem
como 0s produtos obtidos por expressdo dos policarpos de frutos citricos (Rutacaceae). De

forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas
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e liquidas. Também podem ser chamados de 6leos voléteis, 6leos etéreos ou esséncias. Eles
sdo assim chamados por serem: geralmente de aparéncia oleosa e serem liquidos; volateis;
geralmente possuem aroma agradavel; soliveis em solventes apolares, como o éter. Em agua,
eles apresentam solubilidade limitada, mas o suficiente para aromatizar suas solucdes
aquosas, que nesse caso séo denominadas hidrolatos (DI STASI, 1996; LEMOS, 1990).

O termo “6leo essencial” ¢ empregado para designar liquidos oleosos volateis,
dotados de aroma forte, quase sempre agradavel, extraidos de plantas por alguns processos
especificos, sendo o0 mais freqliente a destilagdo por arraste de vapor d’agua (MOUCHREK
FILHO, 2001).

Devido a essa versatilidade, os 6leos essenciais vém sendo utilizados com diversas
aplicacBes comerciais, seja como fixadores na industria de perfumes ou como conservantes na
indUstria de alimentos (HOLLEY e PATEL, 2005; SANTOS et al, 2006). No meio cientifico,
pesquisas apontam sua potencialidade como atrativo de insetos (MONTEIRO, 2008), como
estomaquicos (WEYERSTAHL et al, 1999), antioxidantes (MORAIS et al, 2006),
analgesicos (HEJAZIAN, 2006), antipiréticos e anti-inflamatérios (ABENA, et al, 2003),
como agentes antibacterianos (COSTA et al, 2008) e fungicidas (LETESSIER et al, 2001,
OXENHAM et al, 2005), bem como a sua acdo repelente, larvicida e propriedade inseticida
contra mosquitos, a exemplo do mosquito da dengue(COSTA et al, 2005; SOUZA et al,
2007; TELES, 2009).

As substancias odoriferas em plantas foram consideradas por muito tempo como
“desperdicio fisioldgico”, ou mesmo produtos de desintoxicagdo, como eram vVistos o0s
produtos do metabolismo secundario. Atualmente, considera-se a existéncia de funcdes
ecoldgicas, especialmente como inibidores da germinacdo, no combate a predadores, na
atracdo de polinizadores, na protecdo contra a perda de dgua e aumento de temperatura, entre
outras (MOUCHREK FILHO, 2000; MONTEIRO, 2004).

E interessante notar que os 6leos essenciais diferem-se quimicamente dos 6leos
vegetais e dos minerais. Os primeiros sdo misturas de terpenos e oxigenados, juntos com
outros tipos de compostos organicos. Ja os 6leos vegetais sdo ésteres da glicerina com acidos
graxos de longas cadeias. Enquanto que os Ultimos Oleos citados sdo parafinas liquidas

misturados a outros hidrocarbonetos de peso molecular elevado (WILLIANS, 1996).



Revisdo Bibliografica Dissertacdo de Mestrado — Alvaro Itauna Schalcher Pereira 6

Percebe-se também que os dleos vegetais poliinsaturados utilizados nos alimentos
sdo bons para organismo, mas quando submetidos a processos oxidativos, como a foto-
oxidacdo e a termo-oxidacdo, suas ligagcdes duplas sdo alvos faceis na decomposicdo desses
oleos, transformando-os em uma série de produtos secundarios prejudiciais ao organismo.
(SEME YOUSSEF REDA E PAULO BORBA CARNEIRO, 2007)

As designagdes “essenciais” derivaram-se da Suposicdo de que representassem a
prépria esséncia do sabor e do odor. Podem ser liquidos (as vezes semi-solidos e raramente
solidos) e insollveis em agua. Evaporam-se a velocidades diferentes quando em condicGes

normais de temperatura e presséo.

Além dos 6leos essenciais obtidos de plantas (fitogénicos), produtos sintéticos sao
encontrados no mercado. Esses Oleos sintéticos podem ser imitacdes dos naturais ou
composigdes de fantasia. Para uso farmacéutico, somente 0s naturais sdo permitidos pelas
farmacopéias. Excecdes sdo aqueles 6leos que contém somente uma substancia, como o éleo
essencial de baunilha (que contém vanilina). Nesses casos, algumas farmacopéias permitem

também os equivalentes sintéticos (SIMOES, 2007).

Presentes em varias partes das plantas (folhas, flores, madeiras, ramos, galhos,
frutos, rizomas), sdo compostos formados por vérias substancias quimicas, que variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres,
Oxidos, peréxidos, furanos, &cidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com
enxofre, havendo sempre a prevaléncia de uma ou duas delas, que assim irdo caracterizar 0s
aromas. Sdo obtidos pelos processos de destilacdo a vapor, extracdo por solvente ou por
pressdo. Nem todos os 6leos essenciais possuem aroma agradavel ao olfato, apesar das suas
propriedades terapéuticas. Quase sempre sdo dotados de atividade Optica, com indices de
refracdo elevados (WILLIANS, 1996).

A respeito das suas propriedades e aplicacGes elas sdo muitas e diversificadas. Sdo
utilizados, por exemplo, como estomaquicos (WEYERSTAHL, et al., 1999), flavorizantes
(ELGAYYAR, et al., 2001; WEYERSTAHL, et al.,, 1999), agentes antimicrobianos
(NASCIMENTO, 2004), analgésicos (ITO, et al.,, 2005) etc. Além disso possui larga
aplicacdo industrial e a literatura acerca desse assunto € ampla e diversificada: eles séo

utilizados na agricultura como atrativo de insetos (MONTEIRO, 2008); na inddstria de
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perfumes e cosméticos, como fixadores (BEZERRA, 2004); na industria alimenticia, na
conservacao de alimentos (HOLEY, PATEL, 2005) dentre outras.

2.2.1. Processos de extracdo

As técnicas de extracdo comumente empregadas sdo a enfloracdo (enfleurage),
destilagdo por arraste de vapor d’dgua; prensagem; extragdo com solventes organicos e

extracdo por fluido supercritico (SANTOS et al, 2003).

A escolha da técnica adequada para a extracdo do Oleo essencial estd
intrinsecamente ligada a sua localizacdo na planta, assim como a que se prople a sua
utilizacdo, uma vez que cada método resulta em 6leos com composicao diferenciada o que
altera suas caracteristicas fisico-quimicas e/ou propriedades bioativas. Tais caracteristicas
podem ainda ser influenciadas pelas condi¢cGes operacionais empregadas para extracdo de
6leos essenciais (POVH et al, 2001). Dessa forma, o emprego adequado da técnica e a sua
correta execucgdo irdo determinar a qualidade do 6leo a ser usado.

A enfloracdo ¢ um método que ja foi bastante utilizado, mas atualmente é
empregado apenas por algumas industrias de perfumes, no caso de algumas plantas com baixo
teor de 6leo de alto valor comercial. E empregada para extrair 6leo essencial de pétalas de
flores onde as pétalas sdo depositadas, a temperatura ambiente, sobre uma camada de gordura,
durante certo tempo. Em seguida, estas pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a
saturacdo total, quando a gordura é tratada com alcool. Para se obter o 6leo essencial, o alcool
é destilado a baixa temperatura e o produto assim obtido possuem alto valor comercial. Na
prensagem os pericarpos de frutos citricos sdo prensados e a camada que contém o 6leo
essencial €, entdo, separada. Posteriormente, o 6leo essencial € separado da emulsdo formada
com a agua por decantacdo, centrifugacdo ou destilacdo fracionada (MOUCHREK FILHO,
2001).

A extracdo de Oleos essenciais com solventes organicos envolve o uso de
compostos como o éter, éter de petrdleo ou diclorometano que, entretanto, extraem outros
compostos lipofilicos, além do 6leo essencial. Por isso, os produtos obtidos assim raramente
possuem valor comercial (SIMOES; SPITZER, 2003).
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Pela extracdo por fluido supercritico consegue-se recuperar 0s aromas naturais de
varios tipos ndo somente dleo essencial, de modo bastante eficiente e, atualmente, € um dos
métodos de escolha para extracdo industrial de dleos essenciais. Nenhum tragco de solvente
permanece no produto obtido, tornando-o mais puro do que aqueles obtidos por outros
métodos. Para tal extracdo, o CO, € primeiramente liquefeito por compressdo e, em seguida,
aquecido a uma temperatura superior a 31 °C. Nessa temperatura, 0 CO, atinge um quarto
estado, no qual sua viscosidade é andloga a de um gas, mas sua capacidade de dissolucéo é
elevada como a de um liquido. Uma vez efetuada a extracdo, faz-se o0 CO; retornar ao estado
gasoso, resultando na sua total eliminacio (SIMOES; SPITZER, 2003).

A extragdo por arraste por vapor d’agua ¢ um dos métodos mais simples e mais
utilizados. Na inddstria de 6leos essenciais existem trés tipos de extracOes, distinguidas pela
forma como se estabelece o contato entre a amostra e a agua, na fase liquida ou de vapor; a
primeira € chamada de hidrodestilacdo, onde a amostra fica imersa na &gua contida numa
caldeira; a segunda de destilacdo pela agua e vapor, onde uma rede colocada na parte inferior
de uma caldeira mais alta separa a 4gua da amostra e a terceira de destilacdo pelo vapor de
agua, onde a amostra é colocada em uma caldeira e o vapor de &gua ali injetado provém de
um gerador proprio, independente. A industria utiliza, de preferéncia, o vapor d’agua por ser
reduzido o contato com a &gua, relativamente aos métodos anteriores, é menos acentuada a
hidrolise dos ésteres e a polimerizacdo de outros constituintes, em particular dos aldeidos
(WILIANS, 1996; MOUCHREK FILHO, 2001).

2.2.2 Aplicacbes dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais sdo largamente usados em muitas indUstrias para conferir
aromas especiais em inameros produtos, tais como perfumes, cosméticos, sabonetes,
condimentos etc. Sdo empregados também para mascarar odores desagradaveis em ambientes
de trabalho e instalagdes sanitarias, aléem de serem usados como insumos em diversos
produtos das industrias de plasticos, tintas, borrachas, inseticidas e outras. Muitos oferecem
compostos de partida para sinteses de outras substancias uUteis nas industrias quimicas,
farmacéuticas e mais recentemente na conservacio de alimentos (SIMOES & SPITZER,
2003).
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2.2.3 Avaliacdo da qualidade dos 06leos essenciais

Problemas na qualidade de Oleos essenciais podem ter origem na variabilidade
da sua composicdo quimica, na adulteracdo ou falsificacdo ou, ainda, na identificacao
incorreta do produto e sua origem. Os produtores de grande parte dos Oleos essenciais
comercializados ndo apresentam a identificagéo correta da planta da qual o produto foi obtido
(nome cientifico), a partir do vegetal que foi empregado e a procedéncia do mesmo. A
adulteracdo de 6leos essenciais ja é conhecida desde os tempos mais antigos. Além da fraude
ao consumidor, dependendo do tipo de falsificagdo, esta pode acarretar consequéncias
negativas para a salde do usuério e, portanto, especial atencdo deve ser reservada a esse tipo
de problema. Tipicamente, os Oleos essenciais sdo adulterados por adicdo de compostos
sintéticos, de baixo custo, tais como: &lcool benzilico, ésteres do &cido ftalico e até
hidrocarbonetos clorados; por mistura do éleo essencial de qualidade com outros de menor
valor para aumentar o rendimento; por adicdo de substancias sintéticas que sdo 0s compostos
principais do Oleo em questdo; falsificacdo completa do Oleo atraveés de misturas de
substancias sintéticas dissolvidas num veiculo inerte (SIMOES & SPITZER, 2003).

Sabe-se que existe uma grande variedade de estratégias sofisticadas de
falsificacdes e, dessa forma, torna-se cada vez mais dificil detecta-las. Assim sendo, existem
varios métodos que podem ser usados para realizar a avaliacdo da qualidade, ndo somente de
matérias primas que contém os 6leos essenciais, como também dos prdprios 6leos. Dentre 0s
métodos, podem ser citados: 0s organolépticos, controle de pureza, analise qualitativa de seus
componentes, analise do teor de dleo volatil em drogas vegetais, métodos cromatograficos e
outros (SIMOES; SPITZER, 2003).

2.2.4 Analise dos componentes dos 6leos essenciais

A andlise quimica de separacédo e identificacdo dos constituintes dos 6leos é feita
por meio de técnicas de Cromatografia Gasosa e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CG e CLAE) e Espectrométricas, dentre as quais as mais frequentes sao a Espectroscopia de

Ultravioleta-visivel (UV-Vis), Infravermelho (IV), Ressonancia Magnética Nuclear de
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Hidrogénio e de Carbono 13 (RMN 'H e 3C) e a Espectrometria de Massas (EM).
(SILVERSTEIN, 2007).

2.3 Pimenta dioica Lindl (Pimenta da jamaica)

Originaria da América Central, México e oeste da India, essa espécie, também
conhecida como pimenta da jamaica, pertence a familia Mirtaceae que compreende cerca de
140 géneros e 3.000 espécies distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e Australia
temperada (SOUSA, 2003). No Brasil é encontrada na regido sudeste, e sul da Bahia e Recife.
(OLIVEIRA, 2008).

Este condimento foi encontrado pelos colonizadores espanhois nas terras da
América Central e México e chamou atencdo pelo seu aroma caracteristico. J& era utilizado
pelos povos pré-colombianos em sua cultura diéria. Principalmente os Maias ja a empregavam
para aromatizar o chocolate e até mesmo nos processos de embalsamamento dos cadaveres
dos sacerdotes devido a presenca de 6leos essenciais nos frutos desta espécie. Atualmente é
utilizada em alguns pratos. Seu aroma é uma mistura de canela, gengibre, cravo-da-india e

noz-moscada, dai 0 nome em inglés all spice (todas as especiarias), (MENEZES, 2007).

Além do seu uso como condimento, a Pimenta dioica Lindl tem sido utilizada na
medicina popular para o tratamento de resfriado, hemorragias, estomatites, célica, diarréia
infantil, nauseas, calafrios, flatuléncia, constipac@es, indigestdo, reumatismo, entre outros
(DUKE et al, 2002).

O nome “pimenta” foi atribuido ao fruto seco da arvore da “all spice” (Figura 1) e
foi originario da palavra "pimienta" (termo espanhol para pimenta) por exploradores
espanhdis, logo depois que Colombo descobriu 0 Novo Mundo. Este termo foi completamente
improprio, pois foi baseado somente na aparéncia visual com o grdo de pimenta preta, no que
diz respeito ao tamanho, forma e aroma (GUENTHER, 1950; PARRY, 1969; KATZER,
2004; ASTA, 2004).
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A espécie é uma arvore fortemente aroméatica em todas as suas partes, apresentam
folhas pecioladas, elipticas alongadas; flores numerosas, pequenas, dispostas em cimeiras
axilares (Figura 2). Contém fruto baga, globoso, piriforme, contendo duas sementes, raras
vezes uma semente (CORREA, 1978).

Fonte: WI,KIMEDIA, 2008. Fonte: WIKIMEDIA, 2008.
Figura 1-Arvore da Pimenta dioica Lindl Figura 2—Folhas e frutos da Pimenta dioica Lindl

Na Historia Antiga, a Pimenta dioica Lindl foi usada principalmente para
embalsamentos. Com a descoberta do Novo Mundo, ela foi um condimento exotico que
atingiu altos precos e promessa de fama e fortuna aos exploradores espanhois (THE
EPICENTRE, 2004).

No século XVII foi usada como conservante de carnes em longas viagens
marinhas. Hoje é usada em picles, especialmente na Noruega, Finlandia e Suécia (THE
EPICENTRE, 2004). Na Jamaica é usada na cozinha como temperos de sopas, guisados,
picles, chas, bolos, biscoitos, pastéis e produtos alimentares usados em ketchups, salsichas e
sanduiches. Também ¢ utilizada na produ¢do de bebidas “pimento dram” obtida dos frutos.
Nas Bahamas produz-se um cha muito agradavel obtido das folhas. A &rvore nova € utilizada
na fabricacdo de bengalas e cabos de guarda-chuva (DUKE, 2002).
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A mesma espécie vegetal tem larga aplicacdo medicinal em varios paises (Figura
3), dentre os quais podemos citar a Jamaica onde os frutos na forma de decoto sé&o utilizados
no tratamento de resfriados, hemorragias e estomatites; na Costa Rica, as folhas sdo usadas
com funcgdes carminativas e estomaquicas, excelente para diabetes. Na Guatemala aplica-se
externamente em escoriagdes e dores reumaéticas; em Cuba é uma bebida refrescante, cha
depurativo e estimulante ténico, o 6leo essencial do fruto é usado medicinalmente em diarréia
(dispepsia) e flatuléncia (DUKE, 2002).

Rodriguez et al (1996) avaliaram a atividade biolégica de um creme do Gleo
essencial da Pimenta dioica Lindl como repelente de insetos em tropas do exército cubano.
Encontraram significativa diferenca entre o grupo testado com o creme e outro com um creme
placebo. Para o creme com o 0Oleo essencial eles encontraram 100% de repeléncia por um
tempo maior quando comparado com outros repelentes ndo naturais encontrados no mercado.
Devido aos excelentes resultados os autores sugerem que o creme da Pimenta dioica Lindl
pode ser empregado profilaticamente para evitar enfermidades transmitidas por mosquito,

como a dengue hemorrégica, por exemplo.

No Brasil, a Pimenta dioica Lindl, apresenta alguns sindbnimos como: pimenta da
jamaica, pimenta de coroa e murta pimenta. A espécie apresenta a seguinte posi¢cdo
taxondémica: Reino: Vegetal; Divisdo: Angiosperma; Classe: Dicotiledéneas; Ordem:
Mirtales; Familia: Mirtaceae; Género: Eugenia; Espécie: Pimenta dioica Lindl (PARRY,
1969; PURSEGOLVE, 1960; CORREA, 1978; BARROSO, 1978).

Os frutos sdo pequenos (diametro = 8 mm), de coloragdo escura, quase que preta
guando secos, sdo empregados como especiarias (Figura 4). Para a destilacdo e obtencdo de
6leo essencial utilizam-se as folhas, ja que este 6leo é rica em eugenol substancia de grande
valor comercial. Como quase todos os condimentos possuem acgdo digestiva e carminativas.
Também ¢é anti-séptico e por isso era empregado para conservar cadaveres e é tido como
afrodisiaco (MENEZES, 2007).
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Fonte: WIKIMEDIA, 2008. Fonte: WIKIMEDIA, 2008.
Figura 3 - Localizacdo da Pimenta dioica Figura 4 - Frutos da Pimenta dioica Lindl
Lindl (Verde)

Seus frutos e folhas fornecem um O6leo essencial com aroma semelhante ao do
cravo-da-india e coloracdo que varia de amarelo claro a castanho avermelhado, o qual
depende da regido geografica e da parte da planta (ISO 4729). O fruto seco contém 2 a 5% de
6leo contra 2 a 3% nas folhas, nos quais o eugenol aparece como componente majoritario com
cerca de 65 a 85% no fruto e 70 a 77,9% nas folhas (GONZALEZ DE COSIO, 1984;
MINOTT e BROWN, 2007).

O eugenol é o componente majoritario do 6éleo da Pimenta dioica Lindl presente
tanto nas folhas como nos frutos, € o responsavel principal por suas atividades
antimicrobianas ou antioxidantes. O eugenol é um composto aromatico que esta presente no
cravo, canela, sassafrds e mirra, sua nomenclatura oficial na IUPAC ¢é 4-alil-2-metoxifenol. e
apresenta formula molecular C10H1,0, e massa molecular 164g.mol™ |, conforme a Figura 5
(EXTRACAO DE EUGENOL, 2007).


http://findarticles.com/p/search?tb=art&qa=Minott%2C+Donna+A
http://findarticles.com/p/search?tb=art&qa=Brown%2C+Heather+A
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OH

CHs,

Figura 5 - Formula estrutural plana do eugenol

O eugenol tem sido bastante pesquisado, e vérias sdo suas aplicacBes. Por
exemplo, em uma pesquisa de Vasquez (2001) e outros autores, compararam-se 0s efeitos
antifungicos do eugenol e do timol em meios de cultura e em diferentes queijos hispanicos.
Neste estudo encontrou-se um maior efeito inibidor do crescimento fangico no eugenol do
gue no timol. Testou-se também a inibicdo da producdo de citrinim pelo Penicillium
citrinum, encontrando-se excelentes resultados em praticamente todos 0s queijos para o

eugenol, e efeitos um pouco inferiores para o timol.

Este constituinte, o eugenol, € um liquido fracamente amarelado, que escurece ao
ar, com aroma de cravo, e com sabor ardente e picante. Sua formula molecular é C10H1,0; €
massa molar 164g/mol (MOUCHREK FILHO, 2000). Este é muito usado como flavorizante
(CRAVEIRO, 1981), antioxidante (FAJARDO, 1997), antiespasmddica (MOUCHREK
FILHO, 2000), anti-séptico, agente antimicrobiano, agente bactericida, fungicida, inibidor
inflamatorio (OMS, 2002), antialérgico, na composicdo de cosméticos assim como no
tratamento de AIDS (ATRASO, 2002).
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2.4 Aniba duckei Kostermans (pau rosa)

A familia Lauraceae é considerada uma das mais primitivas pertencentes a divisao
Manoliophyta. Tal fato se deve as suas caracteristicas morfoldgicas e anatbmicas que as
aproximam de outras familias como Calycanthaceae, ldiospermaceae e Hernandiaceae
(CRONQUIST, 1988). As Lauraceae apresentam-se amplamente distribuida através das
regides tropicais e subtropicais do planeta, sendo formadas por 49 géneros e espécies variando
entre 2500 a 3000, (WERFF, H, 1996).

Os primeiros registros relativos a utilizagdo das espécies desta familia datam de
2.800 a.C, sendo originarios da Grécia antiga. Isso influenciou 0 nome de muitos géneros que
fazem uma alusdo aquela época. Laurus L., por exemplo, vem do celta “lauer” que significa
verde ou ainda “laus” que significa louvor e o género Phoebe, tem o seu nome relacionado ao
deus Apolo. Outras espécies utilizadas desde a Grécia antiga sdo as pertencentes ao género
Cinnamomum Schaeffer, que significa “caneleira” em grego (BARROSO, G. M, COE-
TEIXEIRA, B, 1978).

As Lauraceaes destacam-se entre as demais familias pela sua importancia
econdmica. Algumas espécies tém sido utilizadas pelas industrias para a fabricacdo de
diversos produtos, porém, a maioria das espécies tem seu uso restrito as comunidades
tradicionais que detém o conhecimento empirico da utilizacao dessas plantas (MARQUES, C.
A, 2001).

Sua arvore (Figuras 6 e 7) pode atingir at¢é 30 m de altura, tem casca pardo-
avermelhada (dai o nome pau rosa), folhas semicoriaceas, lisas e inflorescéncia em paniculas
multifloras delicadas. As flores sdo ferrugineas e o fruto é uma drupa, de 2 a 3 centimetros de
comprimento, com cUpula bastante espessa. O tipo de vegetacdo onde ocorre € de floresta
tropical imida e terra firme. Possui reproducdo anual, porém bastante irregular, apresentando
crescimento lento e madeira de alta densidade com reconhecido valor comercial
(BIOSAPIENS, 2004).
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Fonte: WIKIMEDIA, 2008 Fonte: WIKIMEDIA, 2008
Figura 6 - Arvore do Aniba duckei Kostermans  Figura 7 - Tronco do Aniba duckei
Kostermans

Dessa forma, Kalil Filho (2000) destaca que pesquisadores brasileiros estdo
analisando formas de producéo do 6leo que ndo comprometam o ambiente e a0 mesmo tempo
garantam a qualidade dos produtos, inclusive produzindo o éleo a partir de folhas e galhos

finos, ndo sendo necessario, portanto, o corte das arvores.

A ameaca de extincdo dessa espécie conduziu aos controles crescentes
regulamentados e vigiados por 6rgdos governamentais no Brasil, conscientizando, orientando
tecnicamente na extracdo do 6leo utilizando galhos e folhas ao invés de sacrificar a arvore,
estudos com outras plantas com teor de linalol, reflorescimento desenvolvendo o cultivo

como uns dos meios de alcancar producdo de 6leo sustentavel (CRAVEIRO, A A, 1981).

No Brasil, ocorre ao oeste do Amapa, ao longo de ambos os lados do Rio
Amazonas, tendo grandes concentragdes em Curua-Uma (perto de Santarém) para a fronteira
peruana, ao sul e do rio Trombetas para a Colémbia, ao norte. Também € encontrado ao redor
de Belém e na llha de Maraj6 (SUDAM, 1972).
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O Aniba duckei Kostermans apresenta diferencas morfoldgicas e na composicdo
do 6leo essencial em relagdo & espécie nativa da Guiana Francesa, Aniba roseaodora ducke. E
sabido que a caracteristica da arvore do Aniba duckei Kostermans é de grande porte, podendo
atingir trinta metros de altura e o tronco € a parte usada para a extracdo do 6leo essencial por
possuir componente principal fonte natural do dleo tdo rico no monoterpeno linalol (KALIL
FILHO, 2000).

O 6leo essencial dessa espécie, segundo Chaar (2000), caracteriza-se por seu forte
odor, incoloragdo, densidade inferior a da &gua, solubilidade em solventes organicos usuais e
alcool 70°GL. De grande valor no mercado internacional, é em grande parte o linalol (Figura
8), composto normalmente encontrado sob a forma de uma mistura de isémeros de posicéo da

primeira dupla ligacéo e opticamente ativo (CAMPQOS, 2003).

OH

Figura 8 - Formula estrutural plana do linalol

No que diz respeito a testes de atividade antibacteriana, Hammer et al. (1999)
analisaram 52 6leos essenciais, dentre os quais o pau rosa, frente dez diferentes bactérias,
incluindo Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae. Os autores apontaram que o poder
de inibicdo do 6leo desta planta frente a todos os microrganismos testados foi eficiente,

sobretudo, para esses dois géneros.

Santos (2004), em seu estudo acerca do pau rosa, descreve que o 6leo essencial da

espécie apresentou excelente acdo antibacteriana frente a Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus e Salmonella sp. Entretanto, a referida autora verificou que esse mesmo 6leo quando
testado frente a Pseudomonas aeruginosa ndo proporcionou atividade, o que pode ser
atribuido ao fato dessa bactéria ser mais resistente. Ademais, o acetato de linalila nédo

apresentou nenhuma inibicéo frente essas bactérias.

Nascimento (2004) demonstrou que o Oleo de pau rosa apresentou atividade
antibacteriana, principalmente frente as bactérias Salmonella sp. e Staphylococcus coagulase

positiva, mostrando dessa forma que esse 6leo pode ser utilizado para esse proposito.

2.5 Técnicas analiticas

Durante o desenvolvimento da quimica varias técnicas analiticas foram desenvolvidas,
desempenhando importantissimo papel na analise das mais variadas matrizes. Na anélise de
6leos essenciais estas técnicas auxiliam na verificacdo de sua qualidade, quantificacdo de
componentes majoritarios ou ndo, e até na separacdo destes componentes para sua utilizacdo
individual. Com o desenvolvimento tecnologico estas técnicas foram se aperfeicoando cada
vez mais, chegando hoje em dia, a equipamentos acoplados a computadores que conseguem
sensibilidades em nivel de ppt (parte por trilhdo) para os mais variados fins. A avaliacéo
quantitativa e qualitativa dos 6leos essenciais envolve a utilizacdo de diversas técnicas
béasicas, que passam desde a deducdo de uma estrutura coerente para um dado composto de
interesse, até sua quantificacdo. Dentre as mais utilizadas podemos citar: a Cromatografia
Gasosa (CG), Espectroscopia Eletronica de Ultravioleta (UV), Espectroscopia Vibracional de
Infravermelho (1V) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM),
(SILVERSTEIN et al., 2007).

2.6 Métodos de quantificacéo

A concentracdo de uma substancia na amostra pode ser determinada por um dos
seguintes métodos: metodo do padrdo externo, método da adicdo padrdo, método do padrao

interno e método da normalizacdo. No presente trabalho, utilizou-se o meétodo da
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normalizacdo. Neste método, faz-se a integracdo das &reas dos picos cromatogréaficos
utilizando um software do equipamento CG-EM (Varian 2100).

A normalizacdo € muito usada em técnicas analiticas, principalmente em amostras
complexas, como é o caso dos 6leos essenciais e, também, quando a concentracdo do analito é
muito baixa e existem efeitos de diluicho em matrizes (PINO; ROSADO; GONZALEZ,
1989).

2.7 Teste de susceptibilidade antimicrobiana: Método de Bauer-Kirby

O método de Bauer-Kirby tem sido amplamente usado e bem aceito ao longo de
muitos anos. O procedimento, que € aceito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute -
CLSI (2009), é uma modificacdo do método desenvolvido por Bauer-Kirby, Sherris e Turk
(comumente conhecido como teste de Kirby-Bauer). Nesse teste, pequenos discos de papel de
filtro de 6 mm impregnados de antibidticos sdo dispostos numa placa de Petri com agar
Mdeller-Hinton nas quais as bactérias a serem testadas sdo cultivadas e incubadas por 24
horas em estufas a 35°C. Os diametros das zonas de inibicdo de crescimento ao redor de cada
disco antibidtico entdo sdo medidos. O didmetro da zona de inibicdo é considerado
isoladamente para verificar a suscetibilidade de cada antibiético. Na pratica, os resultados
obtidos pelo método disco-placa sdo comparados com medidas de diametro de zonas, em mm,
de acordo com critérios interpretativos de tabelas publicadas pelo érgdo Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI (2009).

Largas zonas de inibicdo indicam que o microrganismo € suscetivel ao antibiético,
enguanto que pequenas zonas de inibicdo ou auséncia de zona de inibi¢do indicam resisténcia
por parte da bactéria, uma interpretacdo intermediaria também é possivel. Ndo se deve,
contudo, efetuar leituras dos antibiogramas baseando-se apenas na consideracdo da presenca
ou auséncia do halo de inibicdo. Em todos os casos deve-se levar em conta, os didmetros dos
halos, e que estes variam segundo a difusibilidade do antibidtico. Assim, um halo pequeno
(12 mm) para a Colistina, antibidtico pouco difusivel, representa sensibilidade, entretanto,

este mesmo diametro para o Cloranfenicol, indica resisténcia. Para medir os halos, usa-se uma
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régua calibrada. Quando se I1éem os resultados em cepas que crescem com desenvolvimento
de invasores, deve-se tomar a precaucdo de ignorar o ligeiro véu de crescimento do invasor,
medindo para ele o halo a partir de onde se tem o crescimento confluente. Alguns antibidticos

inibem o crescimento invasor, ao passo que outros ndo o fazem (BRITANIA, 2008).

Algumas vantagens do método da difusdo de disco sdo: a flexibilidade dos
antibidticos que podem ser testados (DIGHE, 2001), além de ser simples econémico e
reprodutivel. Porém a maior de todas suas vantagens é o fato de ele fornecer informacdes
sobre suscetibilidade/resisténcia um, ou mais dias mais cedo em relagdo ao que seria em

outros métodos.

2.8 Antibidticos

E uma droga com capacidade de interagir com microrganismos mono ou
pluricelulares que causam infec¢Ges no organismo. Se as primeiras substancias descobertas
eram produzidas por fungos e bactérias, atualmente sdo sintetizadas em laboratorios
farmacéuticos e tem a capacidade de impedir ou dificultar a manutencdo de certo grupo de
células vivas. S&o utilizados na Medicina para a luta contra infeccBes bacterianas. Seu uso
indiscriminado e sem controle médico faz com que surjam cepas de bactérias resistentes a
estas drogas, sendo necessaria a descoberta constante de novas drogas mais eficazes. Isto tem

aumentado consideravelmente o custo do tratamento das infeccdes. (ANVISA, 2004).

Os antibioticos sdo usados para tratar infecgdes bacterianas que variam desde
doencas quase mortais, como a meningite, a problemas comuns como a acne e a amigdalite.
N&o servem para curar doencas causadas por virus, tais como constipacbes ou gripe
(TAVARES & MAGALHAES, 2007).

Segundo Trabulsi e Alterthum (2004), antibioticos séo agentes que interferem nas
diversas atividades da célula bacteriana, inibindo seu crescimento ou causando a morte do
microrganismo. Quando o antibiotico provoca a eliminagdo do agente bacteriano ¢é

denominado bactericida. Por outro lado, se o antibiotico somente inibir o crescimento e a


http://www.tiosam.com/enciclopedia/?q=Droga
http://www.tiosam.com/enciclopedia/?q=Microorganismo
http://www.tiosam.com/enciclopedia/?q=Infec%C3%A7%C3%A3o
http://www.tiosam.com/enciclopedia/?q=Fungo
http://www.tiosam.com/enciclopedia/?q=Bact%C3%A9ria
http://www.tiosam.com/enciclopedia/?q=Medicina
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reproducdo bacteriana sem provocar sua morte imediata, recebe a denominacdo de
bacteriostatico. (TAVEIRA et al, 2004).

Os antibioticos sdo usados para tratar infeccdes bacterianas, que variam desde
doencas quase mortais, como a meningite, a problemas comuns como a acne e a amigdalite.
N&o servem para curar doencas causadas por virus, tais como constipacbes ou gripe
(ANTIBIOTICOS, 2007).

A comprovada eficcia dos antibioticos diante das bactérias, muitos ndo causa
nenhum efeito a determinados patdgenos, isso porque alguns desses microrganismos
apresentam resisténcia natural ao medicamento ou entdo adquirem resistente ap6s contato
com o antibidtico. O uso inadequado e exacerbado de antibidticos também pode levar a
resisténcia bacteriana (MOREIRA, 2005).

Os antibioticos testados para efeito de comparacao foram a ampicilina, cefoxitina,
cefataximina, eritromicina, gentamicina, novabiocina, penicilina, tetraciclina, vancomicina e,
sendo que estes foram escolhidos seguindo recomendacdes da CLSI para as bactérias

estudadas, descritos a seguir:

2.8.1 Ampicilina (AMP)

A Ampicilina é indicada em infecces por bactérias ndo produtoras de
betalactamase; infeccbes do trato respiratorio superior e inferior, meningites, trato génito-
urinrio, pele e tecidos moles, trato biliar e trato gastrointestinal. Infec¢cdes por menigococos,
pneumococos, grupo viridans de estreptococos, listelias, algumas cepas de H. influenzae,
Salmonella spp, Shiguella spp, E. coli, Enterobacter spp e Klebsiella spp. A dose e duragédo
da terapia dependerdo da idade, sensibilidade do microrganismo e gravidade da infecc¢éo, e
deverdo ser ajustados a resposta clinica do paciente, além disso, é contra-indicado para quem

apresenta histdrico de hipersensibilidade as penicilinas e cefalosporina (ANVISA, 2007).

As principais indicacbes da ampicilina relacionam-se as meningites
meningocdcicas, febre paratifoide, faringite bacteriana, gonorréia, pneumonia por

Haemaphilus influenzae, pneumonia por Proteus mirabilis, septicemia bacteriana, infeccdes
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de pele e tecidos moles, produzidas por Enterococcus, Escherichia coli, shigella, Salmonella
Thiphy e outras espécies de Salmonella, apesar de na atualidade ser crescente a resisténcia a

ampicilina entre tais microrganismos (MARINHO, 2005).

2.8.2 Cefoxitina (CFO)

E indicado para infecgdes respiratorias baixas, infeccdo articular e dssea infecgdo
da pele e tecidos moles, infeccdo intra-abdominal Infeccdo génito urinaria, infeccOes
gonococicas. Profilaxia trans-operatdria de alto risco, meningite, endocardite e septicemia. A
dose e duracdo da terapia dependerdo da idade, sensibilidade do microrganismo e gravidade
da infeccdo, e deverdo ser ajustados a resposta clinica do paciente, além disso, é contra-
indicado para quem apresenta reacGes alérgicas as penicilinas e cefalosporina. Mais ativa
contra bactérias Gram-negativas (ANVISA, 2007).

Trata-se de uma cefalosporina da 2% geracdo com atividade bactericida sobre
numerosos microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, especialmente bactérias
anaerdbias Bacteroides. Sua acdo antibacteriana é devida a inibi¢do da sintese da parede
celular, é resistente a uma grande variedade de beta-lactamases e cefalosporina. Desenvolve
sua acdo preferencialmente sobre microrganismos Gram-positivos e, com muito menos

frequiéncia, sobre Gram-negativos (MARINHO, 2005).

2.8.3 Cefotaxima (CTX)

Trata-se de uma cefalosporina da 3% geracdo. Sua acao bactericida depende de sua
capacidade em alcancar e unir-se as proteinas que ligam penicilina, localizadas nas
membranas citoplasmaticas bacterianas. As cefalosporinas inibem a sintese da parede celular
e do septo bacteriano, por acilacdo das transpeptidases unidas a membrana. Inibem também a
divisdo e o crescimento celular; com freqiéncia ocorre a lise e a elongacdo das bactérias
sensiveis. As bactérias que se dividem de forma rapida sdo as mais sensiveis a acdo das
cefalosporina (MARINHO, 2005).
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E indicado para infecgBes respiratorias baixas, infeccio articular e 6ssea, infecgdo
da pele e tecidos moles, infeccdo intra-abdominal, infeccdo génito urindria, infeccGes
gonocdcicas. Profilaxia trans-operatdria de alto risco; meningite, endocardite e septicemia. A
dose e duracdo da terapia dependem da idade, sensibilidade do microrganismo e gravidade da
infeccdo, e devem ser ajustados a resposta clinica do paciente, além disso, € contra-indicado
para quem apresenta reagdes alérgicas as penicilinas e cefalosporina (ANVISA, 2007).

2.8.4 Eritromicina (ERI)

E um antibiético macrolideo, introduzido na medicina em 1958 no tratamento das
infec¢Oes por germes Gram-positivos. Nos anos 70, seu uso foi associado a maior incidéncia
de toxicidade hepatica que outros antibioticos. Esta evidéncia foi contestada posteriormente.
Em Singapura, sua exportacdo foi banida. Na Grécia, foi retirado do mercado. Na Suécia foi
banido para uso e venda, devido a casos de Hepatite colestatica e ictericia. Na Dinamarca seu
registro foi cancelado. No Peru, na embalagem deve existir a adverténcia de possivel dano ao
figado e em caso de repeti¢des no uso, ocorréncia de nauseas, voémitos, ictericia e eosinofilia.
Também deve advertir-se que o uso em mulheres gravidas ainda ndo possui niveis de
administracdo. Existem alegacdes de que seja o tratamento de escolha para Doenca de
Legionaire (CLORANFENICOL, 2007).

2.8.5 Gentamicina (GEN)

Constitui uma opcdo em infeccdes graves causadas por bacilos gram negativos,
sendo utilizada em infec¢Ges comunitarias. Em relagdo as infec¢@es por microrganismos gram
positivos, gentamicina é atualmente o aminoglicosideo de escolha, quando ha sinergismo com
penicilina G ou ampicilina, no trato contra estreptococos ou enterococos € desejavel
(MARINHO, 2005).

E indicado no caso de infeccBes graves (dOsseas, respiratorias, meningite,
endocardite e septicemia). InfecgBes geniturinarias, pielonefrite aguda, prostatites, infecces

respiratorias, infeccbes gastrointestinais, infeccdes da pele e tecidos moles (incluindo
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qgueimadura e feridas infectadas), infec¢des intra-abdominais e infec¢bes oculares. A dose e
duracdo da terapia dependerdo da idade, sensibilidade do microrganismo e gravidade da
infeccdo, e deverdo ser ajustados a resposta clinica do paciente, além disso, é contra-indicado
para quem apresenta hipersensibilidade aos aminoglicosideos e pos-operatério imediato
(ANVISA, 2007).

2.8.6 Novobiocina (NOV)

A novobiocina € um antibiotico eliminado fundamentalmente junto com a bile, sob
a forma de um metabolito resultante de sua conjugacéo com o acido glicurénico. Somente 3%
a 5% da droga sdo excretados pela urina. Devido ao seu metabolismo, a novobiocina compete
com a bilirrubina na conjugacdo com o &cido glicurénico, inibindo a acdo da glicuronil-
transferase no metabolismo da bilirrubina. Em virtude disto, a droga pode causar
hiperbilirrubinemia ndo conjugada, com potencial efeito danoso em criancas recém-nascidas e
lactentes. Sendo assim, a novobiocina é contra-indicada neste grupo de criancas, sendo
também prudente evitar o seu emprego em pacientes com hepatopatias graves (TAVARES,
2001).

2.8.7 Penicilina (PEN)

As penicilinas sdo acidos fracos que alcancam diminuta concentragdo no leite,
insuficiente para tratar infeccGes na crianca amamentada. Pertencem ao Grupo Il de drogas
usadas na lactacdo. Podem, entretanto, sensibilizar o lactante e causar reacdes de
hipersensibilidade na crianca se esta usar o antibiotico posteriormente. A penicilina G, a
ampicilina, a amoxicilina surgem no leite numa proporc¢éo de 5 a 10% da existente no plasma
materno. Tem sido descrita a ocorréncia de diarréia e candidiase oral em criancas
amamentadas por nutrizes em uso de ampicilina. A carbenicilina e a oxacilina atingem
concentracdo no leite inferior a 4% da presente no plasma materno, ndo havendo
inconveniente em seu uso na mulher que amamenta (TAVARES & MAGALHAES, 2007).
2.8.8 Tetraciclina (TET)

As tetraciclinas sdo derivadas de hidrocarbonetos aromaticos polinucleares,

compostos por um nucleo tetraciclico linear aos quais uma variedade de grupos funcionais
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estdo ligados. As primeiras tetraciclinas descobertas foram a clorotetraciclina e a
oxitetraciclina, em 1948, a partir de culturas do Streptomyces aureofaciens e S. rimosus,
respectivamente. Alguns anos mais tarde, outras tetraciclinas foram identificadas, sendo estas
obtidas naturalmente de microrganismos ou como produtos de processos semi-sintéticos. A
tetraciclina pode ser obtida por fermentagcdo de Streptomyces aureofaciens, S. rimosus e S.
viridofaciens, ou por processo semi-sintético a partir da clorotetraciclina (MARINHO, 2005).

E indicado no caso de infeccbes graves (Osseas, respiratorias, meningite,
endocardite e septicemia). Infecgdes geniturinarias, pielonefrite aguda, prostatites, infecces
respiratdrias, gastrointestinais, da pele e tecidos moles (incluindo queimadura e feridas
infectadas), infec¢bes intra-abdominais e infecgbes oculares. A dose e duracdo da terapia
dependerdo da idade, sensibilidade do microrganismo e gravidade da infeccdo, e deverao ser
ajustados a resposta clinica do paciente, além disso, é contra-indicado para quem apresenta
hipersensibilidade aos aminoglicosideos e p6s-operatério imediato (ANVISA, 2007).

2.8.9 Vancomicina (VAN)

A vancomicina é um glicopeptideo com uma complexa e distinta estrutura
quimica; mais que todos os outros grupos de antibidticos (sdo compostos de peso molecular
muito elevado, sendo a estrutura central um heptapeptidio). Seu principal modo de agdo é
através da inibicdo da sintese da parede celular. Também altera a permeabilidade da
membrana celular bacteriana, além de ser capaz de inibir a sintese de RNA. A vancomicina é
uma droga bactericida para bactérias sensiveis, com exce¢do de Enterococcus sp., contra 0s
quais sdo bacteriostaticos em concentracdes usuais, sendo bactericidas em concentracdo muito
elevada (MARINHO, 2005).

E indicada no caso de infeccBes estafilococicas em pacientes alérgicos as
penicilinas ou que ndo respondem a elas e infeccbes graves, pneumonia, bacteremia,
osteomielite, enterocolite, abscessos de tecidos moles. Profilaxia da endocardite bacteriana,
meningite estafilococicas e estreptococica e septicemia bacteriana, sendo contra-indicada para
gue apresente hipersensibilidade a VVancomicina, gravidez, insuficiéncia renal e portadores de

surdez ou que apresente sinais de perda de audi¢do (TAVARES, 2001).
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2.9 Bactérias testadas

As bactérias testadas sao de largo espectro e foram isoladas a partir de alimentos
analisados no Laboratdrio de Microbiologia do Pavilhdo Tecnoldgico da UFMA, e séo as
sequintes: Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Enterococous faecalis que séo Gram
positivas (Figura 9), Serratia marcescens, Salmonella e Chromobacterium violaceum que sao

Gram negativas (Figura 10).

e Bacillus cereus
e Listeria monocytogenes

e Enterococcus faecalis

Fonte: WIKIMEDIA, 2008
Figura 9 - Gram-positivas
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e Serratia marcescens
e Salmonela Typhi

e Chromobacterium violaceum

Fonte: WIKIMEDIA, 2008
FiguralO - Gram-negativas

2.9.1 Bacillus cereus

As bactérias pertencentes ao género Bacillus compreendem um grande nimero de
espécies, estando relatadas aproximadamente 50 espécies diferentes. As bactérias deste
género caracterizam-se por uma intensa atividade metabdlica, ja que produzem enzimas que
degradam muitos substratos organicos. Devido a esta caracteristica, a identificacdo deste
microorganismo €é bastante complicada, ndo havendo um consenso geral sobre a forma de
fazé-la (WITCHELL, 2000).

Trata-se de um bacilo Gram-positivo grande, aerébio, mesofilo, com flagelos
petriqueos, e produtor de esporos que podem ser centrais ou subterminais. Cepas de Bacillus
cereus sdo capazes de utilizar vérios carboidratos, além de hidrolisar amido, caseina e
gelatina. S&o catalases positivos e oxidase variavel. Todas as cepas sdo produtos de
hemolisinas e de fosfolipases do tipo C. Bacillus cereus multiplica-se bem entre 10 e 48°C,
apresentando um 6timo de temperatura entre 28 e 35°C. Atividade de agua minima necessaria

para seu crescimento € 0,95, sendo o crescimento bastante reduzido quando a concentragdo de
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NaCl do meio for de 7,5%. A faixa de pH em de ocorre & multiplicacdo varia de 4,9 a 9,3
(WITCHELL, 2000).

Bacillus cereus € também encontrado na superficie de carne bovina, suina e de
frango, certamente devido a contaminag¢do com o solo. No Brasil, o Bacillus cereus tem sido
isolado de vérios alimentos: queijos, farinhas, amidos, alimentos desidratados, carne moida,
com indice de positividade entre 18% e 97% (WITCHELL, 2000).

2.9.2 Chromobacterium violaceum

E um bacilo Gram-negativo anaerébico facultativo, cuja principal caracteristica é
produzir um pigmento de cor violeta (violaceina), embora cepas ndo produtoras de pigmento
possam também ser isoladas. Vive na dgua e no solo e raramente esta associado a patologia
humana. Casos descritos ocorrem em regides tropicais e subtropicais, em geral relacionados
ao contato recreacional em lagos e rios. Apés o ferimento, onde ocorre a penetracdo do
agente, hd um longo periodo de laténcia, até que manifestacdes do tipo septicemia ou
abscesso hepatico se manifestem. A resisténcia ocorre a penicilina, ampicilina e cefalotina e
costuma haver sensibilidade aos aminoglicosideos, clorofenicol, tetraciclina e retromicina
(TRABULSI, 1999).

2.9.3 Enterococcus faecalis

Os enterococcus sdo amplamente distribuidos na natureza e participam da
microbiota normal do homem e de animais. Particularmente, em nivel do trato intestinal. Por
outro lado, sua participacdo como agentes etiolégicos de infeccbes humanas e animais é
amplamente documentada. Em patologia animal, os enterococcus séo associados a infecgoes
diversas, destacando-se mastite e endocardite em bovinos e suinos. Em seres humanos, eles
sdo frequentemente isolados, em cultura pura ou mista, a partir de infecgdes clinicamente
significativas, tais como bacteremias — acompanhadas ou ndo de endocardite, infeccdes dos
tratos urinario e biliar, infeccbes de feridas e infeccbes pélvicas e intra-abdominal
(TRABULSI, 1999).
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2.9.4 Listeria monocytogenes

O género Listeria é constituido de organismos pequenos, Gram-positivos, com
morfologia em forma de cocos e bacilos. S&o catalase-positivas, oxidase-negativas e
fermentam a glicose, produzindo &cido, mas ndo gas. Além disso, ndo forma esporos. Listeria
monocytogenes € um microrganismo ubiquitaria, sendo encontrado em uma ampla variedade
de habitats, incluindo a microbiota indigena de animais silvestres, ruminantes e seres

humanos higidos (saudaveis).

A bactéria pode utilizar células M ou as criptas de células intestinais como porta
de entrada. O diagndstico de rotina é feito por exame bacterioldgico do material proveniente
do foco infeccioso. O cultivo primario da bactéria proveniente de sangue liquido aspirado de
medula dssea e secrecdo de garganta pode ser facilitada pelo enriquecimento, com
manutencdo do meio semeado a 4°C, e subcultivos repetidos em Agar-sangue. A Listeria
monocytogenes pode ser transmitida pela placenta, levando ao aborto do feto ou durante o
nascimento da crianca. As outras vérias formas de transmissdo sdo o contato direto com
animais doentes e/ou seus excrementos, inalacdo de poeira e mais freqlientemente pela
ingestdo de alimentos contaminados. A eliminacdo de fezes por animais portadores de Listeria
monocytogenes dissemina-a na natureza, acarretando, principalmente, a contaminacdo de
diversos tipos de alimentos vegetais e animais. No Brasil, as observa¢des mencionadas tém-se

concentrado, essencialmente, nos problemas humanos e animal (TRABULSI, 1999).

2.9.5 Salmonella Thyphi

A patologia das Salmonellas varia de acordo com o tipo soroldgico, idade e
condicBes de saude do hospedeiro. A Salmonella typhi é o agente da febre tiféide, que é
caracterizada por febre, dor de cabeca, diarréia, dor abdominal, podendo produzir, ainda,
danos respiratorios, hepaticos, esplénicos e/ou neurologicos. As Salmonelas paratificas (A, B
e C) causam uma infeccdo bastante semelhante & febre tiféide. De modo geral, os demais
sorotipos de Salmonella causam, no adulto normal, apenas uma enterocolite que evolui sem

complicagdes e desaparece dentro de uma semana ou menos. Como estas salmonelas séo
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geralmente veiculadas por alimentos (principalmente leite e produtos avicolas), a infec¢éo é
também denominada toxinfec¢do de origem alimentar (TRABULSI, 1999).

2.9.6 Serratia marcescens

As espécies de Serratia produzem as enzimas lipase, gelatinase e dnase gque séo
importantes fatores de sua patogenicidade. A resisténcia a colistina e a cefalotina € uma
caracteristica diferencial adicional (TELES, 2003).

Das trés espécies, a Serratia marcescens € a mais fregliente, representando 95% das
amostras de Serratia isoladas de espécimes clinicos. A Serratia marcescens é germe causador
de infecgdo hospitalar e, provavelmente, devido a sua multipla resisténcia aos antibioticos, sua
frequiéncia tem aumentado nos ultimos anos. As infeccdes causadas por ela podem se localizar
em qualquer 6rgao (TRABULSI, 1999).
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Capitulo 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar analiticamente e avaliar a atividade antibacteriana da mistura dos
6leos essenciais extraido das folhas da Pimenta dioica Lindl e dos galhos da Aniba duckei

Kostermans.

3.2 Objetivos especificos

= Extrair quantitativamente os 6leos essenciais das folhas da Pimenta dioica Lindl e dos

galhos Aniba duckei Kostermans;
= Caracterizar fisico-quimicamente a mistura dos 6leos essenciais;

= Identificar analiticamente os componentes da mistura de Oleos essenciais, usando a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e a espectrometria no

ultravioleta;

» Quantificar o eugenol e o linalol da mistura dos dleos essenciais por cromatografia

gasosa, pelo método da normalizagdo;

= Testar a atividade antibacteriana da mistura de 6leos essenciais sobre as bactérias
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Serratia marcescens,
Salmonella e Chromobacterium violaceum, aplicando-se o Método de Difusdo em Disco,
bem como comparar com a atividade dos padrfes de eugenol, linalol e de antibidticos

comerciais.
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Capitulo 4

PARTE EXPERIMENTAL

Esta pesquisa foi realizada com a utilizacdo de varios equipamentos e contou com
a parceria dos seguintes laboratérios e instituicbes: Laboratério de Pesquisa em Quimica
Analitica (LPQA), Central Analitica, Laboratorio de Fisico-Quimica e Microbiologia do
Pavilhdo Tecnologico da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA e da Central Analitica

da Unicamp-SP.

4.1 Origem, coleta e preparo da amostra vegetal

As amostras de galhos foram coletadas de trés arvores da Aniba duckei
Kostermans cultivadas na Reserva Florestal Ducke, rodovia AM — 010 km 26 — Manaus —
AM — Brasil.

Uma exsicata da espécie Aniba duckei Kostermans foi preparada a partir da coleta
de trés ramos de folhas, com frutos de aproximadamente 30 a 40 cm de comprimento. Em
seguida foram colocados em jornais e acondicionados para transporte entre folhas de papeléo,
presos por um barbante. Estes foram prensados e secos a 37 — 40 °C por 24 horas e depois
foram presas e montadas em cartolina na qual foi afixada uma ficha adesiva contendo: nome
cientifico, nome vulgar, familia, local de coleta, identificador. Essa exsicata foi depositada no

herbario da Universidade Federal do Amazonas.

Para o preparo das exsicatas, foram coletados trés ramos de folhas da Pimenta
didica, de aproximadamente 30 a 40 cm de comprimento, em seguida foram colocados
individualmente em jornais de papeldo presas por barbantes. Estas foram prensadas e secas a
uma temperatura de 37 a 40°C por 24 a 36 horas, em seguida foram montadas em cartolinas,

numeradas e depositadas no Herbario da UFSCar.
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As amostras coletadas dos frutos (Pimenta dioica Lindl) e dos galhos (Aniba
duckei Kostermans) foram colocadas para secar em uma sala, por um periodo de 7 dias. Apos
0 periodo de secagem utilizou de um moinho elétrico Tenal, modelo TE-340 do pavilhdo
tecnoldgico da UFMA para trituracdo dos frutos e dos galhos isoladamente. Apds a moagem o
material em pé foi armazenado em frascos de polietileno para posterior extragdo dos

respectivos 6leos essenciais.

4.2 Extracdes dos 6leos essenciais

Para extracdo do Oleo essencial da Pimenta dioica Lindl e da Aniba duckei
Kostermans, utilizou-se o Sistema de Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo de
1000 mL e uma manta elétrica como fonte geradora de energia (Figura 11). A cada extracdo
do oleo essencial, peso-se 30g dos frutos moidos da Pimenta dioica Lindl e também 30g de
galhos moidos da Aniba duckei Kostermans e adicionou-se 300 mL de agua destilada. Em
seguida, destilava-se por 3 horas e meia. Os 6leos eram secos por meio de percolacdo em
Na,SO, anidro. Essas etapas foram realizadas em triplicatas e as amostras eram armazenadas
em recipientes de vidro sobre refrigeracdo para evitar possiveis perdas de constituintes
volateis. O rendimento da extracdo foi calculado na relacdo massa/volume, observando o
volume obtido no proprio sistema de extracdo e em seguida transformando para massa/massa

utilizando-se a densidade de 6leos.

Figura 11 - Sistema Clevenger.
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4.3 Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial

Na caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas dos 6leos essenciais realizou-
se as analises de densidade, solubilidade em etanol a 70% v/v, indice de refracdo, cor e

aparéncia.

4.3.1 Densidade

A densidade da mistura de Oleos essenciais foi obtida e determinada com o
emprego de um picndmetro de 1,0 mL previamente seco, tarado e aferido. Em seguida era
cheio com as amostras do 6leo essencial a 25 °C e entdo pesado.

4.3.2 Solubilidade em etanol (70%)

Para esse teste, foram utilizados bal6es volumétricos de 10 mL contendo um
volume constante do 6leo essencial, sobre o qual era adicionado proporcionalmente volume

crescente da mistura de alcool/agua destilada a 70% (v/v) até a sua completa solubilizacao.

4.3.3 indice de refracéo

As leituras eram feitas a 25 °C com o 6leo colocado diretamente sobre o prisma de

Flint do refratdmetro, para o qual era utilizada uma micropipeta.
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4.3.4 Cor

A técnica utilizada foi visual, foi avaliado visualmente comparando-se a cor da
mistura de 6leos essenciais com cores conhecidas e sobre um fundo branco, com as cores

conhecidas e descritas na literatura especializada.

4.3.5 Aparéncia

A técnica empregada, também nesse caso, foi a visual na qual se fez uma
comparacdo das esséncias no que diz respeito a sua transparéncia ou limpidez por testes

sensoriais.

4.4 Analises quimicas da mistura de 6leos essenciais

4.4.1 Andlise por espectrofotometria no UV-Vis

Utilizou-se um espectrofotdmetro UV—Vis modelo “Cary 50” da Hewlett Packard.
as amostras foram adicionadas em uma solucdo a 60% v/v de etanol/agua para viabilizar a
completa diluicdo do 0leo, ja que esta relacdo foi a que apresentou a menor propor¢do de

etanol sem que a solucao turvasse.

4.4.2 Anélise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Analisou-se a mistura de 6leos essenciais CG-EM no cromatdgrafo a gas QP 5000,
coluna capilar - 1 de metil silicone entre-cruzada (30 m x 0,25 mm i.d.; 0,25 um de espessura
de filme), acoplado a um detector seletivo de massas HP 5MS de impacto eletronico, com
uma energia de 70 eV, temperatura de transferéncia de 280 °C. Para as analises foram
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injetados 0,3 pL de solugdo em diclorometano e efetuaram-se as medidas fixando-se as
seguintes condicOes: temperatura inicial: 40 °C, final: 300 °C, tempo inicial: 5 min., final: 7,5

min., rampa: 8 °C min.™, gés de arraste: He, solvente: soluc&o em diclorometano.

4.5 Padroes de eugenol e linalol

No presente estudo foram usados padrbes concentrados de eugenol e linalol os

quais foram gentilmente fornecidos pela Industria Dierberger de Oleos Essenciais S.A.

As solucdes padrdes foram preparadas por diluicdo a diferentes concentragcdes em

etanol e cloroférmio.

4.6 Testes bioldgicos usando a mistura de 6leos essenciais

4.6.1 Microrganismos testados

As cepas de Bacillus cereus, Serratia marcescens, Listeria monocytogenes,
Enterococcus faecalis, Salmonella Thyphi e Chromobacterium violaceum. Submetidas aos
testes de resisténcia aos antibidticos, aos padrdes de eugenol, linalol e a mistura de 6leos
essenciais, foram isoladas no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do
Maranh&o e cedidas pela Prof?. Dr2. Adenilde Ribeiro Nascimento.

4.6.2 Antibiogramas

As cepas foram submetidas ao teste de suscetibilidade pelo Método Bauer-Kirby
de multidiscos para antibiogramas. Este método é uma prova de difusdo em discos de papel de
filtro, que sdo embebidos em concentracdo de solugGes contendo antibidticos e,
subsequientemente, secos. Os discos utilizados para o0s testes de sensibilidade dos
microrganismos foram adquiridos prontos junto ao comércio especializado. (BAUER, et al.,
1966).
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Para o teste de suscetibilidade dos microrganismos mencionados no item 4.6.1 e
testados pelo método de difusdo em discos de Bauer-Kirby, o procedimento foi o seguinte:

4.6.2.1 Preparo do inoculo

As culturas bacterianas foram inoculadas em caldo BHI (Brain and Heart
Infusion) que apds 24 horas de incubacéo a 37 °C foi diluido até obtencdo de uma suspensdo

padronizada pelo grau 0,5 da escala de McFarland (10® microrganismos/mL).

4.6.2.2 Inoculagéo das placas

Umedeceu-se um swab na suspensdo obtida, removendo o excesso de indculo, e
semeou-se na placa de Agar Mueller-Hinton, incubando-a, subseqlientemente, por 24 horas a
37°C.

4.6.2.3 Dispersao dos discos

Com uma pinga estéril, foram distribuidos os discos na placa, pressionando-os
ligeiramente sobre o Agar, logo ap6s 37°C por 24 horas.

4.6.2.4 Antibidticos testados

Os antibidticos utilizados, devidamente impregnados em discos j& prontos, foram
o0s seguintes: Ampicilina, 10 mg/L (AMP 10), Cefotaxina, 30 mg/L (CTX 30), Cefoxitina, 30
mg/L (CFO 30), Eritromicina, 15mg/L (ERI 15), Gentamicina, 15 mg/L (GEN 15),
Novobiocina 5 mg/L (NOV 5) Penicilina 10mg/L (PEN 10), Tetraciclina, 30 mg/L (TET 30)
e Vancomicina, 30 mg/L (VAN 30). Os halos de inibicdo foram comparados com tabelas do
CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute, para posterior classificacdo dos

microrganismos em relacdo aos antibidticos testados.
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4.6.2.5 Leitura dos resultados

O indculo de cada cultura bacteriana (0,10 mL) foi semeado com swab estéril na

superficie das placas contendo Agar Mueller Hinton solidificado.

Sobre este foram aderidos, com auxilio de uma pinca previamente flambada,
pequenos discos de papel de filtro de 6 mm impregnados, individualmente, com 75 pL do
6leo essencial e com os padrdes (eugenol e linalol), sendo em seguida pressionados levemente

sobre a superficie do meio.

As placas foram entdo incubadas a 37 °C por 24 horas e a leitura dos halos de

inibicdo foi feita com a utilizacdo de uma régua milimetrada certificada pelo INMETRO.
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Capitulo 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas fisicas da mistura dos 6leos essenciais

A comparagdo entre os valores encontrados e os valores da literatura mostra que
algumas caracteristicas fisico-quimicas sd@o concordantes entre si e que outra como densidade
e indice de refracdo, apresentam similaridade dos resultados. A variacdo observada no
rendimento € atribuida a época e regido de colheita, uma vez que ambos utilizaram 0 mesmo
método e procedimento de extracdo. Forma de armazenamento e periodo de extracdo podem

também influenciar no rendimento do 6leo obtido (FARIAS, 2001).

Os parametros fisico-quimicos dos 0Oleos esséncias dos frutos de Pimenta dioica
Lindl dos galhos da Aniba duckei Kostermans e da mistura de 6leos (Tabela 1), apresentaram
similaridade com os padrdes. Este fato era esperado uma vez que a mistura foi preparada na
proporcéo de 1:1.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos das espécies Pimenta dioica Lindl e Aniba duckei
Kostermans comparadas com a mistura de 6leos essenciais.

Parametros Pimenta didica Aniba duckei Mistura de 6leos
Fisico-quimicos Lindl ® Kostermans " Essenciais °
Densidade (g mL™) 0,949 0,866 0,004
Solubilidade em etanol a 1:2 1:2 1:2
(70%) ’ ’ ’
indice de refracéo 1332 1466 1379
(ND 250) ’ 1 '
Cor Amarelo Amarelo Amarelo
Aparéncia Limpido Limpido Limpido
Odor Ctco Ctco Ctco

@Monteiro (2008); ®Teles (2003); “Trabalho em estudo
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5.2 Analises espectrofotométricos da mistura de O6leos essenciais na regido do

ultravioleta — visivel

No presente trabalho utilizou-se a espectrofotometria de UV-Vis tanto para
investigar a presenca do eugenol e linalol na mistura de 6leos essenciais, bem como para a sua

caracterizacdo eletronica.

Os espectros de absor¢do na regido da ultravioleta, para a mistura de 6leos
essenciais (A), para a solucdo etanol/agua a 60% em volume (B), para o 0leo essencial da
Aniba duckei Kostermans (C) e para o 6leo essencial da Pimenta dioica Lindl (D) séo

apresentados na Figura 12.

3,04p

2,5 ]

2,0 -

1,5

1,0 4

Absorbancia

0,5 - A

] C
0,0 4 B

” T ¥ T r T ” T ¥ ¥
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 12 - Espectros de absorcdo no UV-Vis. (A) padrdo de eugenol; (B) mistura etanol/agua
a 60%; (C) mistura de 6leos essenciais; (D) padrdo de linalol.

Nessa andlise espectrofotométrica, a solucdo de etanol/agua a 60% em volume foi
escolhida ap6s um estudo sobre a solubilidade dos 6leos essenciais em varias concentragdes

dessa solucéo.
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Na Figura 12, essas bandas podem ser atribuidas a presenca de compostos
alifaticos insaturados (230 nm) e a compostos aroméaticos com substituicdo auxocrémica (280
nm) como o grupo hidroxila, sendo que ambas com transic¢des eletrdnicas*, embora unidades
fenilpropilicas apresentem bandas com méaximo de absorcdo no mesmo intervalo dos
comprimentos de onda observados (UGAZ, 1994; SILVERSTEIN et al, 2007). No entanto, ao
se comparar 0 espectro da mistura de 6leos essenciais com os espectros dos padrbes de
eugenol e linalol, nota-se que 0s mesmos praticamente se sobrepdem, indicando que o
eugenol e o linalol encontram-se presente na mistura de 6leos essenciais como componentes

majoritarios.

5.3 Analises por cromatografia gasosa e espectrometria de massas

Por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi
possivel identificar sete constituintes da mistura de 6leos essenciais, 0s quais sdo apresentados
na Figura 13, seguindo a ordem de eluicéo.

Area

1 5 §
23 N
I'\_J.\ _ Fo b _/\,-/\
14 16 18 20 22 24 26 28
Tempo {min)

Figura 13 - Cromatograma da mistura de 6leos essenciais.

Figura 13 apresenta sete picos cromatograficos, sendo que o pico cromatografico

1 é o B-mirceno, cujo tempo de retencdo 14,16 min; o pico cromatografico 2 é o Limoneno,
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cujo tempo de retencdo 15,61 min; o pico cromatogréafico 3 é 5-Eteniltetrahidro-5-Trimetil-2-
Furanmetanol, cujo tempo de retencdo 17,42 min; o pico cromatografico 4 € o Linalol, cujo
tempo de retencdo 18,62 min; o pico cromatografico 5 é o Terpincol , cujo tempo de retengéo
21,86 min; o pico cromatografico 6 € o Aliffenol, cujo tempo de retencdo 24,15 min; e o pico

cromatogréafico 7 é o Eugenol, cujo tempo de retencdo 27,73 min.

A Tabela 2 mostra a identificacdo de cada pico apresentados na Figura 13, assim como
0 seu tempo de retencdo na coluna e o respectivo teor na mistura de 6leos essenciais, sendo
que a quantificacdo dos sete picos cromatograficos foi determinada pela integracdo da area do
pico correspondente. Nota-se que o linalol (61,57%), e o eugenol (28,83%), caracterizando

serem estes 0s componentes majoritarios.

Tabela 2 - Composicéo quimica da mistura de 6leos essenciais.

Pico TR® (min) Substancia identificada Teor (%)
1 14,16 B-Mirceno 2,50
2 15,61 Limoneno 1,08
3 17,42 5-Eteniltetrahidro-5-Trimetil-2- 0,79
Furanmetanol
4 18,62 Linalol 61,57
5 21,86 Terpincol 2,15
6 24,15 Alilfenol 3,09
7 27,73 Eugenol 28,83

A seguir sdo discutidos os sete picos cromatograficos da Tabela 2 que se

apresentaram com seus respectivos teores.

O pico 1 da Figura 13 foi identificado, segundo a espectroteca NIST02 e a
literatura (ADAMS, 2001), como sendo o B- mirceno de formula CioH16 € massa molecular
correspondente a 136 g mol™ (Figura 14). Esse hidrocarboneto monoterpénico apresenta o
pico molecular m/z 136 e o pico intenso em m/z 93, o qual é referente & estrutura C;Hg"

formada por isomerizacao, seguida de clivagem alilica (SILVERSTEIN et al, 2007).
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Figura 14 - Espectros de massas do 3-mirceno.

De acordo com o banco de dados da espectroteca NISTO2 e de padrdes constantes na
literatura (ADAMS, 2001), o pico 2 da Figura 13 corresponde ao limoneno, CigHjs,
evidenciado pela presenga do ion molecular m/z=136 observado no espectro de massas da

Figura 15.

O referido espectro de massas mostra ainda picos caracteristicos de hidrocarbonetos: o
pico m/z 121 [M-15] é referente a perda do grupo metila, enquanto que os picos m/z 107 [M-
15-14] e m/z 93 [M-15-14-14] sdo decorrentes da subsequente perda do grupo metileno. O
aparecimento do pico com m/z 68 (CsHg") pode ser decorrente da quebra das ligacoes
carbono-carbono semelhantemente a reacdo retro-Diels-alder, o qual é bastante comum em
alquenos ciclicos, resultando ainda numa molécula neutra, conforme demonstrado na Figura
16 (SILVERSTEIN et al, 2007).
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Figura 15 Espectros de massas do Limoneno.

.+

—

Figura 16 Ocorréncia da reacao de retro-Diels-Alder na fragmentacdo do limoneno.

Serve como parametro para a proposta de identificacdo atraveés do espectro da
Figura 17, apresenta porcentagem de area normatizada a qual a distribuicdo relativa dos
compostos na amostra que corresponde a 0,79%, cujos pico de massa igual a 51 e a base do

pico igual a 59.
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f
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Figura 17 - Espectros de massas do 5-Eteniltetrahidro-5-Trimetil-2-Furanmetanol.

O espectro de massa da Figura 18 foi relacionado ao linalol, percebe-se que o pico
do ion molecular m/z = 154 (o qual ndo aparece no espectro por causa da sua instabilidade),
confirmado como C19H150 a sua férmula molecular, de baixa intensidade, caracteristico dos
alcodis terciarios. Os picos m/z = 136 [M-18] e m/z = 121 sdo caracteristicos da perda de agua

e do grupo metila, respectivamente.

Para alcodis terciarios, ocorre frequientemente a quebra de ligacdo C-C vizinha do
atomo de oxigénio, com eliminacdo do maior grupo, o que fica evidenciado no pico de
m/z=71 (H,C=CH-COH'-CHs) e pelo pico de m/z=83. O pico com m/z=93 é devido a
eliminacdo de agua e do grupo CsHg+ [M-44]. (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL,
2006).

| 80
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“h} | 107 | 136
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Figura 18 - Espectros de massas do Linalol.
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O espectro de massas da Figura 19 serve como pardmetro para a proposta de
identificacdo do ion-molecular, esté situado no ponto em que a relagdo m/z = 154, afirmando
a formula C19H150, que caracteriza o alcool terciario chamado de terpincol. O pico m/z = 136
é devido a perda de agua, que freqlientemente ocorre pela decomposicao térmica de alcodis

superiores nas paredes quentes da camara de injecdo, (SILVERSTEIN.; BASSLER;

MORRILL, 2006). O pico m/z = 121 é resultante da perda de &gua e de grupo metila,

T

B $
12

13

caracteristica de alcodis terpénicos.

4

b7
‘ Ll | i

Figura 19 - Espectros de massas do Terpincol.

Serve como parametro para a proposta de identificacdo através do espectro da
Figura 20, refere-se ao espectro de massas do Aliffenol. O pico do ion molecular apresenta
m/z=134, com pico base de m/z=133, caracteristico de fendis substituidos.

1
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Figura 20 - Espectros de massas do Aliffenol.
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O espectro de massas da Figura 21 serve como parametro para a proposta de

. - g ~ . - + .
identificacdo das massas apresenta o pico do ion molecular m/z = 164 [M ], confirmando
como CyoH120, a férmula do eugenol. Para fendis, € comum o pico de o ion molecular ser

também o pico base, como é o caso do eugenol. O pico m/z = 149 [M-15] é caracteristico da

perda do radical metila (CH3) e o pico m/z = 77 é caracteristico do ion (C6H5+).

beat! M\ bl |'|‘ T T T T | SAEAAS S S . T T
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Figura 21 - Espectros de massas do Eugenol.

5.4 Antibiogramas

A atividade antimicrobiana da mistura de 6leos essenciais pelo método da difusédo
em disco (MDD) em relacdo as bactérias Bacillus cereus, Serratia marcescens, Listeria

monocytogenes, Enterococcus faecalis, Salmonella thyphi e Chromobacterium violaceum.

Observa-se com este trabalho a forte tendéncia do uso de 6leos essenciais como
agente antimicrobiano. Daferera (2003) comenta que isso se deve a dois principais fatores: o
primeiro é o fato dos 6leos essenciais serem provenientes de fontes naturais que, a principio,
ndo constituem riscos a salde e ao ambiente; o segundo, que seria 0 mais importante,
acredita-se que devido a complexa constituicdo dos oOleos essenciais, 0 risco de um
microrganismo adquirir resisténcia seria praticamente nulo, uma vez que tais constituintes
podem atribuir ao 6leo diferentes formas de acdo. Esse Gltimo é mais acentuado se levarmos
em conta que a sua composicao € influenciado pela regido, clima, partes da planta de onde
tenha sido extraido, entre outros (SIMOES e SPITZER, 2003). Dessa forma, seria

praticamente impossivel para um microrganismo adquirir resisténcia a 6leos essenciais.
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De acordo com os parametros estabelecidos em Tabela padrédo do CLSI — Clinical
and Laboratory Standards Institute para comparacdo de antibiogramas e classificagdo das
bactérias em resistentes (R), moderadamente sensiveis (MS) ou sensiveis (S), pelo método de

Bauer-Kirby organizou-se a Tabela 3

Tabela 3. Zonas de inibicdo em relacdo aos antibioticos testados

) i HALO DE INIBICAO (mm)
ANTIBIOTICOS CONCENTRACAO pg/L

R MS S
Ampicilina (AMP) 10 <13 14-16 >17
Cefotaxima (CTX) 30 <14 15-22 >23
Cefoxitina (CFO) 30 <14 15-17 >18
Eritromicina (ERI) 15 <13 14-22 >23
Gentamicina (GEN) 10 <12 13-14 >15
Novobiocina (NOV) 5 nt nt nt
Penicilina (PEN) 10 nt nt nt
Tetraciclina (TET) 30 <14 15-18 >19
Vancomicina (VAN) 30 <9 10-11 >12

"t hdo testado

5.4.1 Antibiograma para o Bacillus cereus

Os resultados do teste de difusdo em discos para Bacillus cereus estdo dispostos
nas Figuras 22 e 23, nas quais se percebe que essa bactéria é sensiveis aos antibidticos
Eritromicina, Ampicilina e Tetraciclina, pois, de acordo com os dados do CLSI, sdo sensiveis
a esses antibioticos os microrganismos que apresentarem halo > 23 mm, para Eritromicina,
para Ampicilina halo > 17 mm, e para Tetraciclina halo > 19 mm, ja para a Penicilina ndo foi
encontrado nenhum intervalo de inibicdo de crescimento no CLSI, e Bacillus cereus
apresentou os halos de inibicdo 22, 23, 25 e 27 mm, respectivamente, frente a esses

antibioticos. (Figura 27).
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Figura 22 - Antibiograma B cereus (ERI;TET)

Figura 23 - Antibiograma B cereus (AMP; PEN;)
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Para Bacillus cereus a mistura de 6leos essenciais dos galhos Aniba duckei
Kostermans e dos frutos Pimenta dioica Lindl ndo foi mais eficiente que todos antibidticos
testados que apresentaram os seguintes halos de inibicdo 21, 22, 23 e 25 mm, respectivamente
aos antibioticos Tetraciclina, Ampicilina, Eritromicina e Penicilina, toda via manteve uma
acdo bactericida satisfatéria apresentando um halo de inibicdo de 20 mm, conforme a Figura
24.

Figura 24 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Bacillus cereus causado pela
mistura de 6leos essenciais.

Bacillus cereus
(eugenol)

Figura 25 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Bacillus cereus causado pelo padrédo
de eugenol.
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Figura 26 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Bacillus cereus causado pelo padrao
de linalol.

Bacilius cersus

Halo de Inibigdo (mm)

ERI TET PEN AMP MISTURA LiMaLOL EUGEMNOL

Figura 27- Gréfico referente aos halos de inibicdo de crescimento da bactéria Bacillus cereus,
em mm, causados por alguns antibiéticos comerciais, mistura, linalol e eugenol, determinados
pelo método de difusdo em discos de Bauer-Kirby.
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5.4.2 Antibiograma para o Chromobacterium violaceum

Para os antibidticos testados, o Chromobacterium violaceum foi a bactéria que
mais apresentou resisténcia, tendo sido os f&rmacos Vancomicina, Eritromicina e Tetraciclina,
apresentaram todos os halos de inibicdo 0 mm. Ja para a Gentamicina é considerado sensivel,
pois seu halo foi de 15 mm. Segundo o CLSI é sensivel para halo > 15 mm. (Figura 28, 29 e
33).

Figura 28 - Antibiograma C. violaceum (GEN; VAN;)

Figura 29 - Antibiograma C. violaceum (ERI; TET;)
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Para Chromobacterium violaceum a mistura de 6leos essenciais dos galhos Aniba
duckei Kostermans e dos frutos Pimenta dioica Lindl foi mais eficiente que todos os
antibidticos testados, pois a Vancomicina, Eritromicina e Tetraciclina que ndo apresentaram
halos de inibicdo. Ja& o antibidtico Gentamicina, que apresentou inibicdo do crescimento com
um halo de inibicdo de 15 mm, ndo demonstrou resisténcia comparada com halo de inibicéo

de 20 mm da mistura. Conforme Figura 30.

Figura 30 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Chromobacterium violaceum causado
pela mistura de 6leos essenciais.

Chromobacterium violaceum
(eugenol)

Figura 31 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Chromobacterium violaceum
causado pelo padrao de eugenol
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Figura 32 - Halo de inibicéo de crescimento da bactéria Chromobacterium violaceum causado

pelo padrdo de linalol.
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Figura 33 - Gréfico referente aos halos de inibigcdo de crescimento da bactéria
Chromobacterium violaceum, em mm, causados por alguns antibiéticos comerciais, mistura,
linalol e eugenol, e determinados pelo método de difusdo em discos de Bauer-Kirby.

5.4.3 Antibiograma para o Enterococcus faecalis

Para os antibioticos testados, o Enterococcus faecalis foi a bactéria que ndo
apresentou inibicdo de crescimento para os antibidticos Vancomicina e Penicilina. J& com o0s
farmacos Ampicilina e Gentamicina apresentaram halo de crescimento de 12 e 13 mm,
respectivamente, o primeiro é classificado como resistente e o segundo moderadamente

sensivel. (Figura 34 e 35).

Esses halos de inibicdo de crescimento mostram também que a bactéria
Enterococcus faecalis apresentou-se moderadamente sensivel & Gentamicina, com halo de
inibicdo de 13 mm. E para a Ampicilina apresentou-se resistente, cuja zona de inibicao foi de
12 mm (Figura 39).

Figura 34 - Antibiograma E. faecalis (VAN; GEN)
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Figuras 35 - Antibiograma E. faecalis (PEN; AMP)

Para Enterococcus faecalis a mistura de 6leos essenciais dos galhos Aniba duckei
Kostermans e dos frutos Pimenta dioica Lindl foi mais eficiente que todos os antibidticos
testados, pois a Vancomicina, Penicilina, Ampicilina. Sendo que ndo apresentaram halos de
inibicdo os dois primeiros e o ultimo apresentou halo de inibicdo de 12 mm logo
moderadamente sensivel. J& o antibiético Gentamicina que apresentou um halo de inibicéo de
13 mm, demonstrou resisténcia, todavia a eficacia da mistura foi maior com halo de inibi¢do

de 20 mm da mistura. Conforme Figura 36.

Figura 36 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Enterococcus faecalis causado pela
mistura de 0leos essenciais.
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Enterococcus faecalis
(cugenol)

Figura 37 - Halo de inibi¢do de crescimento da bactéria Enterococcus faecalis causado pelo
padrdo de eugenol.

Padrao de Linalol

Figura 38- Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Enterococcus faecalis causado pelo
padréo de linalol.
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Enferococcus fascalls
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Figura 39 - Grafico referente aos halos de inibicdo de crescimento da bactéria Enterococcus
faecalis, em mm, causados por alguns antibidticos comerciais, mistura, linalol e eugenol, e
determinados pelo método de difusdo em discos de Bauer-Kirby.

5.4.4 Antibiograma para a Listeria monocytogenes

Pela analise das Figuras 40 a 41, € possivel notar que ndo houve halo de inibicao
no teste de disco da Listeria monocytogenes para o antibiotico Tetracilina, Penicilina,

Eritromicina e Vancomicina o que representa resisténcia da bactéria a esse medicamento.

De acordo com os dados obtidos, foi evidenciado ainda que a Listeria
monocytogenes ndo se mostrou sensivel a nenhum dos antibiéticos analisados. Os resultados
discutidos neste item, referentes ao antibiograma da bactéria Listeria monocytogenes, foram
organizados também na Figura 42 a qual mostra com bastante clareza que a Tetraciclina,

Penicilina, Eritromicina e Vancomicina ndo inibiram essa bactéria.
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Figura 40 - Antibiograma L. monocytogenes (TET; PEN)

Figura 41 - Antibiograma L. monocytogenes (ERI; VAN)

Para Listeria monocytogenes a mistura de Gleos essenciais dos galhos Aniba
duckei Kostermans e dos frutos Pimenta dioica Lindl foi mais eficiente que todos os
antibioticos testados, pois a Vancomicina, Eritromicina e Tetraciclina Penicilina. Sendo que
ndo apresentaram halos de inibicdo os trés primeiros e o Gltimo apresentou o efeito
bacteriostatico. A eficicia da mistura foi bastante significativa com halo de inibigdo de 13 mm

da mistura. Conforme Figura 42.
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Figura 42 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Listeria monocytogenes causado pela
mistura de 6leos essenciais.

~

Listeria monocytogenes
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Figura 43 - Halo de inibigcdo de crescimento da bactéria Listeria monocytogenes causado pelo
padréo de eugenol.
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Figura 44 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Listeria monocytogenes causado pelo
padréo de linalol.
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Figura 45 - Grafico referente aos halos de inibicdo de crescimento da bactéria Listeria
monocytogenes, em mm, causados por alguns antibidticos comerciais, mistura, linalol e
eugenol, e determinados pelo método de difusdo em discos de Bauer-Kirby.
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5.4.5 Antibiograma para a Salmonella Thyphi

A Salmonella thyphi apresentou-se moderadamente sensivel aos antibioticos
Cefoxitina, Tetraciclina e Cefotaxima para quem apresentou halo de inibicdo de 17, 18 e 22
mm, respectivamente, sendo que o CLSI diz que uma bactéria € moderadamente sensivel,
quando apresenta halo no intervalo de [15-17], [15-18], [15-22] mm (Figura 45, 46 e 50).
Enquanto que a Ampicilina apresentou sensibilidade em relacdo a Penicilina, com halo de
inibicdo de 21 mm, o CLSI caracteriza esse antibiotico como sensivel ao apresentar halos

maior ou igual 17 mm. Em relagdo a Novobiocina o seu halo foi de 0 mm.

Figura 46 - Antibiograma S. thyphi (CFO; CTX)

Figura 47 - Antibiograma S. thyphi (AMP; NOV; TET)
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Para Salmonella thyphi a mistura de 6leos essenciais dos galhos Aniba duckei
Kostermans e dos frutos Pimenta dioica Lindl foi menos eficiente que a maioria dos
antibioticos testados que apresentaram halos de inibicdo de 17, 18, e 22 mm correspondendo
aos seguintes antibidticos Cefotaxima, Tetraciclina e Cefoxitina respectivamente, todavia a
mistura apresentou um halo de inibig&o de 11 mm, conforme (Figura 47), sendo mais eficiente
que o antibiético Novobiocina que ndo apresentou um halo de inibicdo. Dentre os antibioticos

testados o que apresentou maior halo de inibicéo foi a Cefotaxima com 22 mm.

Figura 48 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Salmonella thyphi causado pela
mistura de 6leos essenciais.
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Figura 49 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Salmonella thyphi causado pelo
padrdo de eugenol
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Figura 50 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Salmonella thyphi causado pelo
padréo de linalol.
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Figura 51 - Grafico referente aos halos de inibicdo de crescimento da bactéria Salmonela
Thyphi, em mm, causados por alguns antibioticos comerciais, mistura, linalol e eugenol, e
determinados pelo método de difusdo em discos de Bauer-Kirby.
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5.4.6 Antibiograma para a Serratia marcescens

Os antibiogramas da Serratia marcescens, representados nas Figuras 51 e 52
mostraram que a bactéria € sensivel em relacdo aos antibidticos Ampicilina e Cefotaxima,
com halo de inibicdo de 17 e 30 mm, respectivamente, e moderadamente sensivel em relacéo
a Cefoxitina, com halo de 15 mm, tornando se resistente com relacdo a Tetraciclina, que

apresentou halo de 0 mm (Figura 56).

Figura 52 Antibiograma S. marcescens (AMP; TET)

Figura 53 Antibiograma S. marcescens (CFO;CTX)
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Para Serratia marcescens a mistura de 6leos essenciais dos galhos Aniba duckei
Kostermans e dos frutos Pimenta dioica Lindl ndo foi mais eficiente que a maioria 0S
antibioticos testados que apresentaram o0s seguintes halos de inibicdo 15, 17 e 30mm,
respectivamente aos antibioticos Cefoxitina, Ampicilina e Cefotaxima, todavia manteve uma
acdo antibacteriana satisfatoria apresentando um halo de inibicdo de 14 mm, conforme a
Figura 53, superando a Tetraciclina que ndo apresentou halo de inibic&o.

Figura 54 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Serratia marcescens causado pela
mistura de 6leos essenciais.

Serratia marcescens
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Figura 55 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Serratia marcescens causado pelo
padrdo de eugenol.
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Figura 56 - Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Serratia marcescens causado pelo
padréo de linalol.
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Figura 57 - Gréfico referente aos halos de inibicdo de crescimento da bactéria Serratia
marcescens, em mm, causados por alguns antibidticos comerciais, mistura, linalol e eugenol,
e determinados pelo método de difusdo em discos de Bauer-Kirby
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Analisando-se os tamanhos das zonas de inibicdo de crescimento (ZIC), em
milimetros, obtidos pelo método de difusdo em disco de Bauer-Kirby, os éleos essenciais
podem ser classificados quanto a atividade bactericida como: ZIC > 15, muito ativo; 10 < ZIC
< 15, moderadamente ativo; ZIC < 10, inativo (CIMANGA, et al., 2002). Conforme Tabela 4

Tabela 4 - Diametros dos halos de inibicdo de crescimento dos microrganismos testados pelos
antibioticos escolhidos.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)
Antibioticos B. C E. L. S. S,
cereus | violaceum | faacalis monocytogenes thyphi | marcescens
Ampicilina 22 - 12 0 21 17
Cefotaxima - - - - 22 30
Cefoxitina - - - - 17 15
Eritromicina 23 0 - 0 - -
Gentamicina - 15 13 - - -
Novobiocina - - - - 0 -
Penicilina 25 - 0 - - -
Tetraciclina 27 0 - 0 18 0
Vancomicina - 0 0 0 - -

Pode-se observar que a mistura de O6leos essenciais apresentou atividade
bactericida de excelente nivel, para os Microrganismos testados trés deles foram considerados
moderadamente ativos, pois as bactérias Salmonella thyphi (11 mm), Serratia marcescens (14
mm) e Listeria monocytogenes (13 mm) apresentaram conforme dados nos parénteses os
respectivos halos de inibicdo, muito préximo, portanto, do que o classificaria como muito

ativo.

Foi com o Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e Chromobacterium violaceum
apresentaram 20 mm de halo de inibi¢do e 14 mm de halo de inibigdo Serratia marcescens,

sendo mais eficaz que os padrdes de eugenol e linalol, conforme a Tabela 5.
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Tabela 5. Halos de inibicdo de crescimento das bactérias Bacillus cereus, Chromobacterium
violaceum, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Salmonella thyphi, Serratia
marcescens, causados pela mistura de 6leos essenciais e seus padrdes, o eugenol e linalol.

Halos de inibi¢cdo (mm)
Bactérias
Mistura Eugenol Linalol
Bacillus cereus 20 14 19
Chromobacterium violaceum 20 12 16
Enterococcus faecalis 20 13 10
Listeria monocytogenes 13 13 08
Salmonella thyphi 11 12 11
Serratia marcescens 14 11 13

A diferenca entre a acdo da mistura de 6leos e dos respectivos padrdes do linalol e
do eugenol pode ser atribuida ao B-mirceno, que é citado na literatura possuindo efeito
bactericida, até mesmo, na condicdo de minoritario. Devem-se considerar também outros
fatores que implicam em grande variacao da atividade bactericida, tais como: meio de cultura,
técnica utilizada no teste, fonte botanica da planta, estado da planta, quantidade de 6leo usada

no teste, idade e técnica de isolamento dos microrganismos (CIMANGA, et al., 2002).

Os 6leos essenciais como agentes antimicrobianos apresentam duas caracteristicas
importantes: a primeira é sua origem natural que proporciona menor perigo para as pessoas e
para 0 ambiente, e a segunda é que eles sdo considerados de baixo risco para o
desenvolvimento de resisténcia por partes dos microrganismos patogénicos. Acredita-se que é
dificil para os patdgenos desenvolverem resisténcia por se tratarem de misturas complexas de
componentes com, aparentemente, diferentes mecanismos de atividade (DAFERERA, et al.,
2003).

Na Tabela 6 para efeito de comparacdo dos antibidticos testados, mistura de 6leos
e 0s padrdes, constatou-se, atraves dos testes microbioldgicos que misturar o 6leo da Pimenta

dioica Lindl (pimenta da jamaica) e da Aniba duckei Kostermans (pau rosa) é uma forma
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inovadora de propiciar um acréscimo consideravel nas propriedades antibacterianas dos 6leos,

sem, no entanto, alterar, de forma significativa, suas propriedades fisicas.

Tabela 6 - Atividade antibacteriana dos antibioticos testados, dos padrdes de linalol e eugenol
e da mistura de 6leos.

Diametro dos halos de inibi¢cdo (mm)
Atividade
Antibacte- B. C. E. L. S. S.
riana cereus | violaceum | faecalis monocytogenes thyphi | marcescens
Ampicilina 22 - 12 - 21 17
Cefotaxima - - - - 22 30
Cefoxitina - - - - 17 15
Eritromicina 23 0 - 0 - -
Gentamicina - 15 13 - - -
Novobiocina - - - - 0 -
Penicilina 25 - 0 - - -
Tetraciclina 27 - 18 0
Vancomicina - 0 - -
Eugenol 14 12 13 13 12 11
Linalol 19 16 10 08 11 13
Mistura de 20 20 20 13 11 14
6leos

E sabido que o eugenol ¢ mais eficiente que o linalol em termos de atividade

antibacteriana, entretanto, ao serem misturadas, estas propriedades tem um ganho
consideravel a nivel microbioldgico. Este ganho pode ser atribuido principalmente, a presenca
do B-mirceno que é citado na literatura mesmo na condi¢do minoritaria. Desta forma, essa
mistura pode oferecer uma alternativa natural e de baixo custo no combate as doencas

causadas pelas bactérias patogénicas estudadas.
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Capitulo 6

CONCLUSAO

Do estudo analitico e avaliacdo da atividade antibacteriana da mistura dos 6leos
essenciais de frutos de Pimenta dioica Lindl e dos galhos de Aniba duckei Kostermans

concluem-se o que se segue.

» Os frutos da espécie Pimenta dioica Lindl e os galhos da espécie Aniba duckei
Kostermans forneceram uma mistura de 6leos essenciais com similaridade entre os

parametros fisicos de cada espécie isolados.

= As técnicas espectrométricas de UV-ViS usadas para a caracterizacdo da mistura de
6leos apresentaram resultados satisfatorios, quando comparados aos seus padrdes, no

que diz respeito as suas absorbancias.

= A identificacdo positiva do eugenol (28,83%) e o linalol (61,57%) na mistura foram
realizados utilizando-se as técnicas de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas, baseado nos seus tempos de retencdo comparados com seus

padrdes e aos seus fragmentos de massas, nas mesmas condicdes de analises.

= Através do Método Bauer- Kirby verificou-se que 50% das bactérias testadas foram
mais sensiveis a mistura de 6leos do que a seus padrfes e aos antibioticos comerciais
testados. Isso se deve a contribuicdo dos componentes minoritarios, em especial f3-

mirceno e ao sinergismo existente entre todos os componentes da mistura.

= Foi constatado que a mistura de 6leos apresentou uma boa atividade antibacteriana.
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Capitulo 7

PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

= Testar a atividade antibacteriana da mistura de 6leos essenciais dos frutos da Pimenta
dioica Lindl com os galhos do Aniba duckei Kostermans em outras proporgdes, tais
como 2:1, 1:2, 3:1, e 1:3.

= Promover a metilacdo do eugenol e linalol, principais constituintes da mistura de 6leos
essenciais dos frutos da Pimenta dioica Lindl com os galhos do Aniba duckei
Kostermans com o intuito de se obter o metileugenol e metillinalol, testa-los como

agentes antibacterianos.

= Desenvolver uma forma farmacéutica, onde da mistura de 6leos essenciais dos frutos
da Pimenta dioica Lindl com os galhos do Aniba duckei Kostermans possa atuar com

principio ativo de um agente antibacteriano.

= Aplicar a mistura de Oleos essenciais dos frutos da Pimenta dioica Lindl com os
galhos do Aniba duckei Kostermans para desenvolver varios produtos de limpeza ou

em cosméticos.

= Testar a toxidez dos 6leos essenciais isolados e misturados.
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