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RESUMO

A espécie vegetal do Syzygium aromaticum, conhecida popularmente como Cravo
da india, € uma arvore de 12 a 15 m de altura, que pertence a familia das Mirtaceae.
No Brasil, a planta é encontrada em regides quentes, principalmente na regido do
baixo sul da Bahia. Seus botdes florais contém um 0Oleo essencial de grande valor
econdmico no mercado internacional, devido ao elevado teor de eugenol (seu
composto majoritario) o qual € largamente usado nas industrias quimicas e
farmacéuticas. Neste trabalho, realizou-se a extracdo do 6leo essencial dos botdes
florais secos do cravo da india pelo método da hidrodestilacdo, utilizando um
sistema de Clevenger. Observou-se que o volume maximo de 6leo é extraido em um
tempo de 4 horas com um rendimento de 3,54 % m/m. Além dos parametros fisico-
quimicos como a densidade, indice de refracdo, solubilidade, cor e aparéncia; foi
possivel — pela técnica da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas — identificar com seguranca o eugenol como constituinte majoritario do éleo
essencial do Syzygium aromaticum. Pelo método da normalizacdo foi possivel
identificar e quantificar os componentes: eugenol (52,53 %), cariofileno (37,25 %),
humuleno (4,11 %), acetato de eugenila (4,05 %) e copaeno (2,05 %). Com a
aplicacdo do 6leo essencial do cravo e do padrdo de eugenol no bioensaio com a
toxicidade observou-se um grande potencial toxico frente as larvas da Artemia
salina. Avaliou-se ainda a atividade antibacteriana do 6leo essencial e do padréo de
eugenol sobre as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
ssp, isoladas de alimentos e agua. O estudo microbiolégico revelou que o 6leo
essencial do cravo da india apresentou uma boa atividade antibacteriana contra as
cepas testadas, sendo que o eugenol é o principal responsavel por essa eficacia.

Palavras-Chave: Oleo essencial; Syzygium aromaticum; Cravo; Eugenol; Toxicidade,
Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

The vegetable specie Syzygium aromaticum, known as clove is a 12 to 15 meters
high tree that belongs the Mirtaceae family. In Brazil, the plants are found in warm
regions, especially at the lower southern region of the state of Bahia. Their floral bud
contains an essential oil of high economical value in the international market, due to
the high content of eugenol (its main compound) which is widely used in the chemical
and pharmaceutical industries. In this work the extraction of essential oil from dried
flower buds of cloves by the hydrodistillation method, using a Clevenger's system.
Was observed that the maximum volume of oil is extracted in a time of 4 hours with a
3,54 % m/m vyield. Besides the physical-chemical parameters as density, refraction
rate, solubility, color and appearance, was possible- the techniques of gas
chromatography and mass spectrometry identify — with security the eugenol as
majority constituent of the essential oil of Syzygium aromaticum. The method of
normalization was possible to identify and quantify the components: eugenol
(52.53 %), caryophyllene (37.25 %), humulene (4.11 %), eugenol acetate (4.05 %)
and copaene (2.05 %). With the application of the essential oil of clove and eugenol
in the standard bioassay of toxicity observed a high toxic potential against the larvae
of Artemia salina. It was also still evaluated the essential oil's antibacterial activity of
the essential oil and eugenol standard over the bacteria Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Salmonella ssp, isolated from food and water. The
study microbiological showed that the essential oil of cloves presented a good
antibacterial activity against the strains tested, being eugenol the main responsible
for this efficiency.

Key-words: Essential oils, Syzygium aromaticum, Cloves, Eugenol, Toxicity,
Antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais sdo produtos volateis presentes em varios 0rgaos
vegetais (partes aéreas, cascas, troncos, raizes, frutos, flores, sementes e resinas) e
estdo relacionados ao metabolismo secundério das plantas exercendo diversas
funcdes importantes a sobrevivéncia vegetal, como por exemplo na defesa contra
microrganismos (LIMA et al.,, 2006). A composicdo quimica depende de varios
fatores, tendo como exemplos os climaticos, acdo de predadores, idade da planta,
etc. (GOBBO NETO & LOPES, 2007). Segundo Bertini e colaboradores (2005) a
atividade antibacteriana vai depender do tipo, composicdo e concentracdo da
espécie ou do Oleo essencial, a composicdo do substrato, o processamento e
condicbes de estocagem e tipo do microrganismo em questdo. Eles apresentam
acdo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (DORMAN & DEANS, 2000;
ALVARENGA et al.,, 2007; USHIMARU et al., 2007) e ainda sobre leveduras
(HAMMER; CARSON; RILEY, 1999) e fungos filamentosos (SOUZA et al., 2004,
VIEGAS et al., 2005).

O Cravo da india (Syzygium aromaticum) é da familia da Mirtaceae,
cultivado em alguns paises da Asia, Africa e na regido Ocidental (FERRAO, 1993).
O cravinho é a gema floral seca, sendo usado principalmente como condimento na
culinaria, devido ao seu marcante aroma e sabor, conferido por um composto
fendlico volatil, o eugenol que é seu componente majoritario. Nas folhas ele chega a
representar aproximadamente 95 % do Oleo extraido (RAINA et al., 2001). O
eugenol é muito usado na odontologia como componente de seladores e outros
produtos antissépticos de higiene bucal, tendo comprovado efeito bactericida (CAl &
WU, 1996; CHONG; FORD; KARIYAWASAM, 1997; KAPLAN et al., 1999;
SHAPIRO; MEIER; GUGGENHEIM, 1994). Essa aplicacdo comercial direta tem
como consequéncia varios estudos sobre a obtencéo do 6leo essencial do cravo-da-
india (CLIFFORD; BASILE; AL-SAIDI, 1999; ROVIO et al., 1999). Além disso, o
eugenol tem sido empregado para a producdo de outros fendlicos e em estudos
toxicos (PRIEFERT; RABENHORST; STEINBUCHEL, 2001).

Esses Oleos vém sendo cada vez mais alvo de muitos estudos como
fontes alternativas, mais naturais e menos nocivas ao meio ambiente. A evaporacao

das esséncias da superficie das plantas é considerada um mecanismo de defesa

RABELO, W. F.
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contra as bactérias e fungos além de mecanismo de aproximacdo de insetos e
passaros polinizadores, garantindo a sua reproducdo, principalmente quando se
percebe que alguns 6leos aromaticos apresentam propriedades anti-sépticas em
diversos graus, devido a sua riqueza quimica em fendis, aldeidos e alcoois. O
conhecimento da constituicdo quimica das plantas aplicado na medicina popular
envolve o estudo de interacbes do organismo com os efeitos das inUmeras classes
de compostos e moléculas que podem existir numa Unica planta. Os testes de
toxicidade sdo elaborados com os objetivos de avaliar ou prever os efeitos toxicos
nos sistemas bioldégicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias
(FORBES & FORBES, 1994). Muitos ensaios podem ser utilizados, como 0 ensaio
de letalidade com o microcrustaceo Artemia salina, que foi desenvolvido para
detectar compostos bioativos em extratos, 6leos (MEYER et al.,1982).

A Artemia salina € uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca,
utilizada neste trabalho como bioindicador de toxicidade. Esta espécie € utilizada em
testes de citotoxicidade devido a sua capacidade de formar cistos dormentes,
fornecendo desse modo material biol6gico que pode ser armazenado durante longos
periodos de tempo sem perda de viabilidade e sem necessidade de se manterem
culturas continuas de organismo-teste. E uma espécie de facil manipulagdo em
laborat6rio e baixo custo econdmico (CALOW, 1993).

Portanto, este trabalho visa colaborar com os conhecimentos acerca dos
Oleos essenciais como agente antimicrobiano, servindo como proposta, estudos
foram realizados com o 6leo essencial dos botdes florais secos do Cravo da india
(Syzygium aromaticum) com o propésito de testar sua toxicidade frente a Artemia
salina, além da sua atividade antibacteriana sobre as cepas de Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa e Salmonella ssp.

RABELO, W. F.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

Segundo a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), a definicdo de plantas
medicinais é tida como “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos,
compostos que podem ser utilizados com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semi-sintéticos”. No inicio da década de 1990, a OMS
divulgou que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das
plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados béasicos de saude
(MARTINS, 2010).

As plantas sdo uma importante fonte de produtos biologicamente ativos,
muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande numero
de farmacos. Simfes (2003) relata que pesquisadores da area de produtos naturais
mostram-se impressionados pelo fato desses produtos encontrados na natureza
revelarem uma gama quase inacreditavel de diversidades em termos de estrutura e
de propriedades fisico-quimicas e biolégicas.

Essas plantas medicinais devem ser consideradas ndo apenas matéria-
prima, mas ponto de partida para a descoberta de novas moléculas e também como
um recurso natural potencialmente ativo na forma de fitoterapico padronizado e
eficaz. O desenvolvimento desta area de pesquisa deve-se a varios fatores, dos
quais se destaca a participacdo de um nimero cada vez maior de profissionais. As
investigagBes cientificas envolvem inimeros elementos, sendo um deles o proprio
carater inter e multidisciplinar que, se por um lado, representa problemas, obstaculos
e cuidados, por outro, permite aos pesquisadores obterem conhecimentos mais
amplos e ricos que aqueles obtidos em linhas especificas de pesquisa. 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 o de tentativa e erro, ainda muito comum e atil em diversas
areas do conhecimento cientifico, o que revela a intima ligacdo entre o

conhecimento popular e o cientifico (MONTEIRO, 2004).
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2.2 Considerag6es sobre Oleos Essenciais

De acordo com Mouchrek Filho (2000), o termo “6leo essencial” é
empregado para designar liquidos oleosos volateis, dotados de aroma forte — quase
sempre agradavel e sdo extraidos de plantas por algum processo especifico, sendo
0 mais frequente a destilacdo por arraste de vapor d’agua.

A Organizacéo Internacional de Padronizacdo (International Organization
for Standardization - 1ISO), na sua Reunido Plenéria realizada em margo de 1968, em
Lisboa, definiu 6leos essenciais como sendo 6leos volateis, geralmente odoriferos,
gue ocorrem em certas plantas ou partes especificadas de plantas e que séo obtidos
por destilacdo por arraste a vapor d'agua ou por prensagem dos pericarpos de frutos
citricos (liméo, laranja, etc). Por outro lado, o Ministério da Saude, no seu Decreto n®
50040, de 24 de janeiro de 1961, estabeleceu como sendo 6leo essencial o produto
aromatico, sapido, volatil, sob a forma oleosa, extraido de vegetais (MONTEIRO,
2004).

A constituicdo quimica dos 6leos essenciais € muito complexa chegando
a centenas de compostos com fung¢des organicas diferentes. A esse respeito Simdes
e Spitzer (2003) relatam que os constituintes dos 6leos variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, éteres,
fendis, Oxidos, peroxidos, furanos, &cidos organicos, lactonas, cumarinas, até
compostos contendo enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em
diferentes concentra¢cfes; normalmente um deles é o composto majoritario, existindo
outros em menores teores e alguns em baixissimas quantidades (tracos). Nem todos
0s Oleos essenciais possuem aroma agradavel, apesar das suas propriedades
terapéuticas (WILLIANS, 1996).

E interessante notar que os Oleos essenciais (6leos vegetais volateis)
diferem-se quimicamente dos 6leos vegetais fixos e dos minerais. Os primeiros séo
misturas de terpenos oxigenados, juntos com outros tipos de compostos organicos.
J& os Oleos vegetais fixos sdo ésteres da glicerina com &cidos graxos de longas
cadeias. Enquanto que os ultimos oleos citados séo parafinas liqguidas misturadas a
outros hidrocarbonetos de peso molecular elevado (MONTEIRO, 2004).

A composicdo quimica de um Oleo essencial extraido de uma mesma

espécie vegetal pode variar significativamente, de acordo com, por exemplo, a

RABELO, W. F.



20
REVISAO DA LITERATURA

época de coleta, condi¢Bes climaticas, tipo de solo, quimiotipos e ciclo vegetativo.
(SIMOES & SPITZER, 2003). No que se refere aos métodos de extracdo dos 6leos
essenciais, oS mesmos variam de acordo com a regido da planta em que ele se
encontra, bem como com a proposta de utilizacdo dos mesmos. Os mais comuns
sao: enfloracdo, arraste por vapor d’agua, extracdo com solventes organicos,
prensagem (ou espressdo) e extracdo por CO, supercritico. Sendo que fatores
extrinsecos como a influéncia do clima e solo dos locais de cultivo podem ocasionar
variacbes nos teores e nas composicdes quimicas dos Oleos essenciais
(MOUCHREK FILHO, 2000).

Dentre as caracteristicas fisicas apresentadas pelos 6leos essenciais esta
a coloracao, os quais sdo geralmente incolores ou ligeiramente amarelados quando
recentemente extraidos; sdo poucos os 0Oleos que apresentam cor, como o0 Oleo
essencial de camomila, de coloracdo azulada, pelo seu alto teor em azulenos, o
sabor geralmente acre (acido) e picante, a densidade que em geral é inferior a da
agua (os O6leos essenciais de canela e de cravo constituem excec¢des), indice de
refracdo elevado e a maioria desviam a luz polarizada (opticamente ativos),
propriedades estas usadas na sua identificacdo e controle de qualidade. Na sua
maioria, 0s 0leos essenciais ndo sao muitos estaveis, principalmente na presenca de
ar, luz, calor, umidade e metais, sdo lipossolUveis e sollUveis nos solventes organicos
habituais (MARTINS, 2010).

A pesquisa com plantas aromaticas ja € bastante disseminada no mundo
todo e tem sido utilizada com os mais variados fins pelo homem, como por exemplo,
alguns estudos relacionando seus constituintes majoritarios e minoritarios, com
efeitos combinados ou ndo, e sua acdo sobre os mais variados patdgenos
(MOUCHREK FILHO, 2000; MATOS; SOUSA; OLIVEIRA, 2004).

2.2.1 Processos de extracao

Os métodos de extracdo dos 6leos essenciais variam de acordo com a

regido da planta em que ele se encontra bem com a proposta de utilizacdo do

mesmo. Os mais utilizados sdo: enfloragdo (enfleurage), extracdo com solventes
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organicos, arraste por vapor d’agua, prensagem (ou expresséo) e extracdo por CO,
supercritico (SIMOES & SPITZER, 2003).

A enfloracdo é 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
Oleo 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 sado substituidas por novas até a saturacdo total, quando a
gordura é tratada com alcool. Para se obter o éleo essencial, o &lcool 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
Oleo essencial €, entdo, separada. Posteriormente, o 6leo essencial € separado da
emulsdo formada com a &agua por decantacdo, centrifugacdo ou destilacédo
fracionada (WILLIANS, 1996).

A extracdo de Oleos essenciais com solventes organicos envolve o uso de
compostos como o éter, éter de petréleo ou diclorometano que, entretanto, extraem
outros compostos lipofilicos, além do 6leo essencial. Por isso, os produtos obtidos
assim raramente possuem valor comercial (MOUCHREK FILHO, 2000).

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

Pela extracdo por fluido supercritico consegue-se recuperar 0s aromas
naturais de varios tipos ndo somente Oleo essencial, de modo bastante eficiente e,

7

atualmente, € um dos métodos de escolha para extracdo industrial de Oleos
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essenciais. Nenhum traco de solvente permanece no produto obtido, tornando-o
mais puro do que aqueles obtidos por outros métodos. Para tal extracdo, o CO, é
primeiramente liquefeito por compressdo e, em seguida, aquecido a uma
temperatura superior a 31 °C. Nessa temperatura, o CO, atinge um quarto estado,
no qual sua viscosidade é analoga a de um gas, mas sua capacidade de dissolucéo
é elevada como a de um liquido. Uma vez efetuada a extracdo, faz-se o CO,
retornar ao estado gasoso, resultando na sua total eliminagéo (SIMOES & SPITZER,
2003).

2.2.2 Aplicacbes dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais sdo largamente usados em muitas industrias para
conferir aromas especiais em inimeros produtos, tais como perfumes, cosméticos,
sabonetes, condimentos etc. S0 empregados também para mascarar odores
desagradaveis em ambientes de trabalho e instalacfes sanitarias, além 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 U(teis nas industrias quimicas, farmacéuticas e mais
recentemente na conservacao de alimentos (SIMOES & SPITZER, 2003).

2.2.3 Funcdes biologicas dos 6leos essenciais

As substancias odoriferas em plantas foram consideradas por muito
tempo como “desperdicio fisiologico”, ou mesmo produtos de desintoxicagéo
(SIMOES, 1999). Atualmente, considera-se a existéncia de funcdes ecoldgicas,
especialmente como inibidoras da germinacao, protecao contra predadores, atragao
de polinizadores, protecdo contra perda de agua e aumento de temperatura, entre
outras (CRAVEIRO et al., 1986).

Existem trabalhos demonstrando que a toxicidade de alguns
componentes dos Oleos volateis constitui uma protegcdo contra predadores e

infestantes. Mentol e mentona, por exemplo, sao inibidores do crescimento de varios
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tipos de larvas. Ha evidéncias de que alguns insetos utilizam Oleos volateis para
defenderem-se de seus predadores. Certos himenopteros, por exemplo, seqiestram
(sem alteracao quimica) o e p-pineno, entre outros componentes, de Pinus sylvestris
L. (uma conifera européia) e dessa forma, as larvas desses insetos se defendem de

predadores como as formigas (SIMOES, 1999).

2.2.4 Avaliacdo da qualidade dos 6leos essenciais

Problemas na qualidade de 6leos essenciais podem ter origem na
variabilidade da sua composicdo quimica, na adulteracdo ou falsificacdo ou, ainda,
na identificagdo incorreta do produto e sua origem. Os produtores de grande parte
dos Oleos essenciais comercializados ndo apresentam a identificacdo 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 Oleos essenciais ja é
conhecida desde os tempos mais antigos. Além da fraude ao consumidor,
dependendo do tipo de falsificacdo, esta pode acarretar consequiéncias negativas
para a saude do usuario 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: alcool benzilico, ésteres do acido
ftadlico e até hidrocarbonetos clorados; por mistura do 6leo essencial de qualidade
com outros de menor valor para aumentar o rendimento; por adicdo de substancias
sintéticas que sao o0s compostos principais do 6leo em questdo; falsificacdo
completa do 6leo através de misturas de substancias sintéticas dissolvidas num
veiculo inerte (SIMOES & SPITZER, 2003).

Estima-se que aproximadamente 80 % dos Oleos essenciais disponiveis
no mercado ndo mais apresentam sua composicao original. Sabe-se que existe uma
grande variedade de estratégias sofisticadas de falsificacbes 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 0Oleos essenciais, como também dos proprios 6leos. Dentre 0s

métodos, podem se citados: 0s organolépticos, controle de pureza, analise
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qualitativa de seus componentes, analise do teor de 6leo volatil em drogas vegetais,
métodos cromatograficos, dentre outros (SIMOES & SPITZER, 2003).

2.3 Cravo da India (Syzygium aromaticum)

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é da familia Myrtaceae, € uma
arvore de grande porte, chegando atingir de 12 a 15 m de altura (Figura 1) e o seu
ciclo vegetativo alcanca mais de cem anos. O seu nome cientifico antigo era
Eugenia caryophyllata Thunb, derivada da palavra grega "karyophyllon" que significa
“folha-noz". A copa é bem verde, de formato piramidal. As folhas sdo semelhantes
as do louro, ovais, opostas e de coloracdo verde brilhante, com numerosas
glandulas de 6leo visiveis contra a luz. As flores sdo pequenas, branco-amareladas,
agrupadas em cachos terminais. O fruto é do tipo baga e de formato alongado,
suculentos, vermelhos e comestiveis. Aroma forte e penetrante. Os cravos-da-india
(Figura 1) que usamos na culinaria e nas analises sédo na realidade, os botdes florais

(ainda n&o abertos) e secos.

yorie LR - -

Figura 1 — Arvore, botdes florais ainda n&o abertos, botdes secos
Fonte: CEPLAC, 2009

Da China é que veio a primeira indicacdo do uso do cravo-da-india como

condimento, medicamentos e elemento basico para elaboracdo de perfumes
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especiais e incensos aromaticos. Na China, era entdo conhecida por "ting hiang" e
na dinastia Han (206 a.C.- 220 d.C.) seus frutos foram levados para a corte do
imperador por enviados da llha de Java. Conta-se que 0s proprios javaneses
mantinham um pequeno fruto na boca para melhorar o halito, antes de ir falar
pessoalmente com o imperador.

A primeira pessoa a fazer uma descricdo completa do cravo-da-india foi
um botanico aleméo chamado Everard Rumph que dizia: "é a mais bela, a mais
elegante: e a mais preciosa de todas as arvores". Na culinaria da ldade Média, o
cravo-da-india era usado como aromatizante para conservas e como adorno para
pratos selecionados. Na época do reinado de Ricardo Il, era ingrediente do
Hippocras, um vinho quente tomado costumeiramente pelos nobres (JARDIM DAS
FLORES, 2009).

No século XVI, quando chegaram as llhas Moluccas, os portugueses
imediatamente dominaram as plantacdes, destruindo aquelas que nao podiam vigiar
de perto. Esse monopolio fez com que o preco do cravo-da-india no mercado ficasse
muito alto. Os holandeses que sucederam aos portugueses agiram da mesma forma
e ganharam o monopdlio ao destruir todos os craveiros-da-india, exceto aqueles que
cresciam em uma ilha de sua propriedade: Ambon. Finalmente, a Franca rompeu o
monopdlio e, no comeco do século XIX, a planta ja era cultivada em grandes
plantacdes em muitas regides tropicais. No Brasil, o cravo-da-india € cultivado em
regides quentes. Praticamente apenas a Bahia produz esta especiaria de forma
comercial na Regido do Baixo Sul, representada pelos municipios de Valenca,
ltuberd, Tapero4, Camamu e Nilo Pecanha, sendo estes os principais produtores e
mais ao Sudeste o municipio de Una (CEPLAC, 2009).

De acordo com algumas literaturas, o cravo-da-india € a gema floral seca,
sendo usado principalmente como condimento na culinaria, devido ao seu marcante
aroma e sabor, conferido por um composto fendlico volatil, o eugenol. Nas folhas ele
chega a representar aproximadamente 95% do Oleo extraido (RAINA et al., 2001) e
no cravo também é o principal componente do 6leo (Figura 2) , variando de 70 a
85%. A proximidade entre os valores do indice de refragdo descrito para o eugenol
com os valores encontrados para 0s 6leos essenciais dos talos e dos frutos do
Cravo da India confirmam que esses 6leos s&o ricos em eugenol. Os botdes florais

do Cravo da india de boa qualidade chegam a produzir até 15% de 6leo essencial
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(TAINTER & GRENIS, 1993). As folhas verdes, folhas secas na estufa e folhas
secas ao sol apresentaram bons rendimentos de Oleos essenciais em torno de
2,26% para as folhas verdes e em torno de 6,57% para folhas secas (REIS, 2006).
Outros componentes dessa fracdo do 6leo sdo acetato de eugenila (15%) e -
cariofileno (5 a 12%), que juntos com eugenol somam 99%. (BROWN & MORRA,
1995, BROWN et al., 1991; ORTIZ, 1992).

Figura 2 — Oleo essencial do cravo da india

2.3.1 Eugenol

O eugenol (Figura 3), com férmula molecular C,10H;20, € massa molar
164,2 g.mol™, apresenta-se como um liquido incolor a amarelo claro (que escurece
quando exposto a luz), volatil, baixa solubilidade em agua, cheiro forte e aroméatico
de cravo, sabor ardente e picante. Sendo o eugenol o componente majoritario do
Oleo essencial do cravo da india, recomenda-se guardar o tal 6leo em frasco ambar
e em geladeira por questdo visual e pela possivel decomposicdo térmica, além da
perda do seu componente majoritario. Ele € muito usado na odontologia como
componente de seladores e outros produtos antissépticos de higiene bucal, tendo
comprovado efeito bactericida (CAI & WU, 1996; CHONG; FORD; KARIYAWASAM,
1997; KAPLAN et al., 1999; SHAPIRO; MEIER; GUGGENHEIM, 1994). Essa
aplicacado comercial direta tem como conseqiiéncia varios estudos sobre a obtencao

do 6leo essencial do cravo-da-india, por ter como constituinte majoritario o eugenol
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(CLIFFORD; BASILE; AL-SAIDI, 1999; ROVIO et al., 1999). Além disso, o eugenol
tem sido empregado para a producdo de outros fendlicos, tal como a vanilina
importante matéria-prima na aromatizacdo de doces, chocolates e sorvetes
(PRIEFERT; RABENHORST; STEINBUCHEL, 2001).

OH

CH:s

Figura 3 — Férmula estrutural do eugenol

Pesquisas tém demonstrado que o eugenol ou extratos de cravinho
apresentam atividade nematicida (TSAO & YU 2000; WALKER & MELIN, 1996),
inseticida (EL-HAG; EL-NADI; ZAITOON, 1999), antiviral (YUKAWA et al.,1996),
bactericida (DORMAN & DEANS, 2000; NASCIMENTO et al., 2000, OUATTARA et
al., 1997) e fungicida (DELESPAUL et al., 2000). Os efeitos bactericidas e fungicidas
do eugenol talvez expliguem porque a pulverizacdo de sementes de cravo com
fungicidas ndo melhora a germinacdo (MAEDA et al., 1991).

De acordo com estudos, além do Syzygium aromaticum, o eugenol é
também encontrado em algumas espécies de manjericdo (MAROTTI; PICCAGLIA;
GIOVANELLI, 2005), nas espécies de canela do género Cinnamomum (LIMA et al.,
2005), nas espécies de pimenta do género Pimenta dioica Lindl (MOUCHREK
FILHO, 2000) e no louro (Laurus nobilis), sendo que € atribuido a esse fenol o
aparecimento de doencas, como dermatite, queilites e estomatites, em pessoas que
mantém o contato freqliiente com tais plantas ou com o 6leo extraido delas
(DIOGENES & MATOS, 1999).

Monteiro (2004), testou a agéo antibacteriana do Oleo essencial dos frutos
da Pimenta dioica Lindl que também possui o eugenol como agente majoritario,
encontrando significantes resultados sobre cepas de Aeromonas hydrophila, Bacillus

cereus,Serratia sp. e Vibrio algynoliticus. Ele comparou ainda sua atividade com as
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de antibioticos de largo espectro, constatando que (na maioria das vezes) a acédo do
Oleo essencial se mostrou mais eficaz que a dos antibidticos testados. O autor
também demonstrou a capacidade do 6leo essencial em atrair abelhas euglossina
(Eulaema cingulata), resultado esse até entdo possivel somente com o padrdo de
eugenol (SOFIA & SUZUKI, 2004). J4 Lopez e colaboradores (1998) estudaram o
efeito analgésico e antipirético do extrato da Pimenta dioica Lindl em ratos e coelhos
‘in vivo”, bem como a sua toxicidade. Os resultados mostraram que 0 extrato
apresentou atividade antipirética e analgésica similares ao antiinflamatorio
ibuprofeno, porém em concentragcbes bem pequenas. Para os autores, 0 eugenol
encontrado em grandes quantidades nas folhas da planta, que atua inibindo a
liberacdo de prostaglandinas, pode ser o maior responsavel por essas atividades,
além disso, o0 ensaio toxicoldgico permitiu classificar o extrato como néo toxico.

Segundo Ranasinghe e colaboradores (2002) o 6leo essencial do cravo-
da-india pode ser usado também como agente fungicida no combate de doencas no
cultivo da banana e como alternativa em seu tratamento poés-colheita. Como
antioxidante natural, reduz a atividade da peroxidase em vegetais folhosos (PONCE;
VALLE; ROURA, 2003). Extratos dessa espécie também apresentam atividades
biolégicas.

Nascimento et al. (2000) relataram o alto potencial antimicrobiano e
atividade bactericida frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa testados com o
extrato de S. aromaticum. Dietas a base de cravo-da-india podem ter efeitos
benéficos para o tratamento da diabete (PRASAD et al., 2005). Testes do 6leo
essencial de S. aromaticum mostram atividade inibitéria frente aos fungos Candia e
Aspergillus (PINTO et al., 2009) e frente as bactérias Vibrio spp., Edwardsiella ssp.,
Aeromonas spp., Escherichia coli e Pseudomonas ssp. (LEE et al., 2009). Enfim, o
eugenol, principal constituinte quimico dos 6leos essenciais das espécies P. didica e
S. aromaticum, exibe comprovadas atividades como antibacteriano, antimicotico
antimicrobiano, antiinflamatorio, anestésico, anti-séptico, antioxidante, alelopatico e
repelente (GOBBO NETO & LOPES, 2007).

Os trabalhos aqui apresentados mostram que o extrato e o 6leo de uma
variedade de plantas possuem importantes propriedades Uteis para o homem, entre
elas a agéo antibacteriana, antiviral, analgésica, anti-séptica, antifingica do seu 6leo

(extraido das folhas, talos ou dos frutos) frente a alguns patégenos, considerando
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que tais propriedades se devem, principalmente, ao seu componente majoritario, no

Nosso caso em estudo o eugenol.

2.4 Técnicas Analiticas para Anélise de Oleos Essenciais

Durante o desenvolvimento da quimica, varias técnicas analiticas foram
desenvolvidas, desempenhando importantissimo papel na analise das mais variadas
matrizes. Na analise 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 tecnolégico 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
avaliacdo quantitativa e qualitativa dos 0Oleos essenciais envolve a utilizacdo de
diversas técnicas basicas, 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 (IV) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM),
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

2.4.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Existem no mercado véarias empresas que oferecem o0 conjunto
cromatografico a gas-espectrometria de massas (CG-EM), acoplado por meio de
uma interface que aumenta a concentracdo da amostra no gas de arraste,
aproveitando a maior difusibilidade do gas. A velocidade de varredura é grande o
suficiente para permitir a obtencao de diversos espectros de massas por pico eluido
no cromatégrafo. A conexao direta de colunas capilares de cromatografia gasosa ao
espectrometro de massas sem a interface de enriguecimento permite varias

varreduras de massas rapidas em pontos diferentes de um pico cromatografico, de

RABELO, W. F.



30
REVISAO DA LITERATURA

modo a testar sua homogeneidade. Desse modo, € possivel resolver picos
cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de massas
acoplada a cromatografia gasosa fornece as fragmentacbes dos componentes
individuais separados (ADAMS, 1995).

Na técnica de Impacto de Elétrons (IE), mais comumente usada em
espectrometria de massas, um espectrémetro de massas bombardeia moléculas na
fase vapor com um feixe de elétrons de alta energia e registra o resultado do
impacto dos elétrons como um espectro de ions separados na base da razao
massal/carga (m/z). A maior parte dos ions formados tem carga unitaria. Os
espectros de massas sao obtidos rotineiramente com o uso de um feixe eletrénico
de energia de 70 eV. O evento mais simples que pode ocorrer em fase gasosa € a
remocao de um unico elétron pelo feixe, com formacao do ion molecular, um cation-
radical (M*). O ponto simples representa o elétron desemparelhado. A maior parte
dos ions desintegra-se de 10 em 10 s e depois de 10 em 3 s, dando, no caso mais
simples, um fragmento carregado positivamente e um radical. Assim, forma-se certo
namero de fragmentos i6nicos que podem ser posteriormente decompostos em
fragmentos menores (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Pode-se apresentar o espectro na forma de um gréafico ou uma tabela. O
grafico tem a vantagem de mostrar seqiiéncias de fragmentacdo que com a pratica
podem ser facilmente reconhecidas. No espectro de massas por impacto de
elétrons, gerado por um computador na forma de um grafico de barras, a
abundéancia relativa dos picos apresentados como percentagem do pico base
(100 %), € lancada contra a razdo massa/carga [m/z] (ADAMS, 1995).

2.5 Determinacéao da Toxicidade Usando a Artemia salina

A Artemia salina € um invertebrado que, quando na forma de larva, possui
de 8 a 10 mm de comprimento, pertence ao filo Artrophoda, classe Crustacea,
subclasse Brachiopoda, ordem Anostraca e familia Artemiidae. E conhecida como
“‘camarao de salmoura” e internacionalmente como brine shrimp e € amplamente
usado como alimento para peixes. E de facil cultivo e pode viver por mais de

4 meses possuindo quatro estagios de desenvolvimento depois dos ovos (Figura 4a)
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e da eclosao (Figura 4b) que séo: nauplio (Figura 4c), metanauplio (Figura 4d), pré-

adulto e adulto.

Figura 4 — Estagios de desenvolvimento da Artemia salina: ovos (a); ecloséao (b);
nauplio (c) e metanauplio (d)

Na determinacdo da toxicidade, ha necessidade da realizacédo de ensaios
pré-clinicos e clinicos. Os ensaios pré-clinicos sao realizados em laboratorio atraves
de testes in vivo e in vitro. Os testes in vivo utilizam animais de laboratorio,
principalmente roedores e mamiferos, como camundongos, ratos, macacos, caes,
etc. Os ensaios in vitro empregam freqientemente Orgdos isolados, fluidos
corpéreos, organismos inferiores e cultura de células e tecidos (BRASIL, 2004).

Os grupos em defesa dos direitos dos animais tém realizado
manifestagbes contra 0 uso destes em ensaios pré-clinicos, tanto para avaliagdo
farmacolégica como de toxicidade. Estes grupos tém estimulado o desenvolvimento
de técnicas in vitro, que ndo envolvam o sacrificio de animais. Estes ensaios
alternativos vém contribuindo ndo sé pela questédo ética, mais também minimiza os
custos dos ensaios in vivo. Testes de letalidade com organismos simples vém sendo
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largamente empregados para uma avaliacdo relativamente rapida e simples,
permitindo, dessa forma, um monitoramento da resposta biolégica desses produtos.
A resposta a esses testes de toxicidade depende da concentracdo, das propriedades
da substancia quimica a qual o organismo € exposto e também ao tempo de
exposicao destes (RAND; WELLS; McCARTY, 1995).

2.6 Testes da Atividade Antibacteriana pelo Método da Difusdo em Disco

Corresponde a um dos métodos mais amplamente utilizados para o
ensaio de susceptibilidade bacteriana, devido a simplicidade da realizacdo e
interpretacdo dos resultados, além de ser um método reconhecido e recomendado
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI. Modificado e padronizado
por Bauer e colaboradores em 1966, esse método € baseado nos principios de
difusdo inibitéria de agentes antimicrobianos em um meio de cultura apropriado
contendo o agente patdégeno a avaliar.

Nesse teste, pequenos discos de papel de filtro com 6 mm de diametro
impregnados com o 6leo essencial a ser testado sao dispostos numa placa de Petri
contendo agar Mueller Hinton solidificado, e sobre o qual encontram-se inoculadas
as bactérias a serem testadas, sendo em seguida incubadas por 18 a 24 horas em
estufas a 35 °C. Durante esse periodo, o agente antimicrobiano ira difundir pelo
meio e atuara negativamente (ou ndo) sobre o crescimento do microrganismo, o qual
sera visualmente identificado pelo aparecimento de uma area em volta do disco
contendo o 6leo onde as cepas ndo se desenvolverdo, denominada halo de inibicao.
Quanto maior for o seu didmetro, mais susceptivel € o microrganismo enquanto que
a pequena ou nenhuma zona de inibicdo indica resisténcia por parte da bactéria
(TAVEIRA et al., 2004).
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2.7 Consideragdes Sobre as Bactérias Testadas

2.7.1 Escherichia coli

A importancia da E. coli como patdégeno humano tem sido reconhecida
desde seu descobrimento, em 1885, pelo Dr. Theodor Escherich. Esta relacionada
com casos de diarréias, principalmente infantil, colites hemorragicas (HC), infeccbes
da bexiga, dos rins, infeccbes de feridas cirirgicas, septicemia, sindrome urénico-
hemolitica (HUS), pneumonia e com meningite (BELL & KYRIAKIDES, 2000).

Segundo Jay (2005), seis tipos principais de E. coli, (Figura 5) séo
classificados em grupos especificos, 0os quais sdo baseados nos fatores de
viruléncia, mecanismos de patogenicidade, sindrome clinica e distintos sorotipos de
O:H, sendo eles: E. coli enteropatogénica , E. coli enterotoxigénicas , E. coli
enteroinvasiva , E. coli difuso aderente , E. coli enteroagregativa e E. coli

enteroemorragica.

Figura 5 — Escherichia coli
Fonte: FOOD SAFETY SMART, 2010

Séao capazes de se desenvolverem entre 7 e 50 °C, tendo 37 °C como
temperatura ideal. Conseguem sobreviver em estado de laténcia por varios meses
em temperaturas de refrigeracéo; algumas cepas de E.coli enteroemorragica. podem
crescer em alimentos acidos (até pH 4,4) e com minimo de atividade de agua (Aa),
de 0,95. Sao facilmente destruidos sob cozimento a 70°C (WHO, 2005).
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2.7.2 Pseudomonas aeruginosa

As Pseudomonas pertencem a um grande grupo de bastonetes gram-
negativos aerobicos ndo fermentadores. Sdo resistentes aos antimicrobianos mais
comumente utilizados, inclusive as penicilinas e as cefalosporinas (SCHAECHTER
et al., 2002)

A espécie Pseudomonas aeruginosa, (Figura 6) encontra-se bastante
difundida na natureza e recebeu por varios autores a definicdo de bactérias ubiqua.
Apesar de ser considerado um organismo que predominantemente tem a agua
fresca como habitat ideal (WHO, 2003), € uma bactéria patbgena oportunista porque
freqientemente encontra-se envolvida em infeccdes hospitalares (LOUREIRO et al.,
2002).

Figura 6 — Pseudomonas aeruginosa
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa

2.7.3 Salmonella ssp.

Sao bactérias Gram-negativas, pertencente a familia Enterobacteriaceae,
em forma de bacilo, na sua maioria moveis (com flagelos peritriquios), nao
esporulado, ndo capsulado, sendo que a maioria ndo fermenta a lactose. As

salmonelas sdo um género extremamente heterogéneo, composto por trés espécies,
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Salmonella subterranea, Salmonella bongori e Salmonella Enterica, esta ultima
possuindo quase 2000 sorotipos.

A Salmonella ssp. (Figura 7) € uma bactéria entérica responsavel por
graves intoxicacdes alimentares, sendo um dos principais agentes envolvidos em
surtos registrados em varios paises (MAIJALA; RANTA; SEUNA, 2005). A sua
presenca em alimentos € um relevante problema de salude publica que ndo deve ser
tolerado nos paises desenvolvidos, e principalmente nos paises em
desenvolvimento, porque o0s sinais e sintomas podem ser mal diagnosticados,
sobrecarregando ainda mais todo o sistema de salude. Devemos ressaltar que a
maioria dos sorotipos desse género sdo patogénicas ao homem, apresentando
diferencas de sintomatologia em decorréncia da variacdo no mecanismo de
patogenicidade, além da idade e da resposta imune do hospedeiro (TRABULSI &
ALTERTHUM, 2004).

o’ §, A (N
Figura 7 — Salmonella ssp.
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Salmonella
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar analiticamente o 6leo essencial extraido do Cravo da Iindia
(Syzygium aromaticum) para testar sua citotoxicidade frente a artemia salina e a sua

atividade como agente antibacteriano.

3.2 Especificos

» Extrair quantitativamente o 6leo essencial do cravo da india;

» Caracterizar fisico-quimicamente o 6leo essencial do cravo da india;

» ldentificar analiticamente os componentes do 6leo usando a cromatografia

gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG/EM);

» Quantificar os componentes do 6leo essencial pelo método da normalizacéo

por Cromatografia Gasosa (CG);

» Avaliar a atividade téxica do 6leo essencial do Cravo da india, frente a

Artemia salina;

» Testar e comparar a atividade antibacteriana do 6leo essencial do Cravo da

india e do padréo de eugenol pelo método da difusdo em disco.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi desenvolvido com a utilizacdo de varios
equipamentos e contou com a parceria dos seguintes laboratérios e instituicoes:
Laboratorio de Pesquisa em Quimica Analitica (LPQA), Central Analitica, Laboratério
de Fisico-Quimica e Microbiologia do Pavilhdo Tecnoldgico da Universidade Federal

do Maranhdo — UFMA e da Central Analitica da Unicamp-SP.

4.1 Equipamentos

4.1.1 Sistema extrator

Para a extracdo do 6leo essencial do Syzygium aromaticum, utilizou-se a
hidrodestilacdo com extrator de Clevenger — empregado para extracdo de 6dleo
menos denso que a agua (SANTOS et al.,, 2004), acoplado a um baldo de fundo

redondo, tendo uma manta aquecedora como fonte geradora de calor (Figura 8).

Figura 8 — Sistema Extrator de Clevenger
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4.1.2 Refratbmetro

Utilizou-se um refratdbmetro AABE de bancada, modelo 2 WAJ, para as

medidas de indice de refracéo.

4.1.3 Moinho elétrico

As amostras foram trituradas no moinho elétrico de facas (TECNAL,
modelo TE-340) do Pavilhdo Tecnoldgico-UFMA.

4.1.4 Estufa bacteriologica

A estufa utilizada para as culturas bacteriolégicas foi da marca Fanem,
modelo 502.

4.1.5 Balanga analitica

Utilizou-se uma balanga analitica da METTLER, modelo AE - 240, com

precisdo de 10™ unidades.

4.1.6 Peagametro

As medidas de pH foram efetuadas no peagbmetro digital Metrohm,
modelo 827, o qual foi calibrado com os tampdes monohidrogenoborato de sédio
(meio acido) e biftalato de potassio (meio basico), resultando numa incerteza de
0,046% conforme certificado de calibrag&o (n° E-7362/08) expedido pela DIGIMED.

4.2 Solucdes e Reagentes

Todos os reagentes usados foram de pureza analitica. A agua utilizada no

preparo das solucbes e na limpeza dos materiais empregados nas analises
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espectroscopicas foi destilada e posteriormente purificada em um sistema
NANOPURE (Ultrapure Water System), modelo D4741, ja a &gua utilizada nas

analises microbianas era destilada, porém esterilizada.
4.3 Metodologia Experimental

Relaciona-se a seguir todos os procedimentos préaticos envolvidos no
desenvolvimento do trabalho.
4.3.1 Obtenc&o do 6leo essencial do Cravo da india (Syzygium aromaticum)
4.3.1.1 Coleta dos frutos do cravo da india

Os frutos utilizados neste trabalho foram provenientes do mercado
informal do projeto Reviver, no municipio de S&o Luis, no periodo de novembro de
2009. O material foi selecionado e em seguida acondicionado em sacos plasticos
devidamente lacrados e guardados em local seco e arejado.
4.3.1.2 Moagem dos botdes florais

Os botdes secos foram triturados no moinho e o material obtido foi
armazenado em frasco de polietileno para posterior extracao do 6leo essencial.
4.3.1.3 Extragéo, tratamento e armazenamento do 6leo essencial

Para extracdo do Oleo essencial do Syzygium aromaticum, utilizou-se o
Sistema Extrator de Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo de 1000 mL e

uma manta elétrica como fonte geradora de calor. Na extracdo do 6leo essencial,

pesou-se aproximadamente 69 gramas da biomassa dos botdes florais secos do
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cravo da india e adicionou-se 200 mL de agua destilada. Em seguida, ligava-se a
manta elétrica e mantinha-se a temperatura de 100° C e ap0s 5 horas, encerrava-se
a destilacdo recolhendo-se o 6leo essencial. O 6leo era seco por meio de percolacéo
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 massal/volume e

massa/massa, observando o volume obtido no proprio sistema de extragao.

4.4 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Oleo Essencial

Na caracterizacao dos parametros fisico-quimicos do 6leo essencial foram
realizadas as andlises para densidade, solubilidade em etanol a 90% vl/v, indice de

refracdo, cor e aparéncia.

4.4.1 Densidade

A densidade do Oleo essencial foi determinada com o emprego de um
picndmetro de 1,0 mL previamente seco, tarado e aferido. Em seguida era cheio

com a amostra do 6leo essencial a 25 °C e entédo pesado.

4.4.2 Solubilidade em etanol (90 %)

Para esse teste, foi utilizado baldo volumétrico de 10 mL contendo um
volume constante do 6leo essencial, sobre o qual era adicionado proporcionalmente
volume crescente da mistura de alcool/dgua destilada a 90% (v/v) até a sua

completa solubilizagéo.
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4.4.3 indice de refracéo

A leitura foi feita a 25 °C com o 06leo colocado diretamente sobre o prisma

de Flint do refratbmetro, para o qual era utilizada uma micropipeta.

4.4.4 Cor

A técnica utilizada foi visual, foi avaliado visualmente comparando-se a
cor da mistura do 6leo essencial com cores conhecidas e sobre um fundo branco,

com as cores conhecidas e descritas na literatura especializada.

4.4.5 Aparéncia

A técnica empregada, também nesse caso, foi a visual na qual se fez uma
comparacao da esséncia no que diz respeito a sua transparéncia ou limpidez por

testes sensoriais.

4.5 Caracterizacéo Quimica do Oleo Essencial do Cravo da india

4.5.1 Andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-
EM)

Para a determinacédo quimica do 6leo, foi utilizada a analise por meio da
cromatografia gasosa contendo uma coluna capilar HP-5MS, 5% difenil, 95% dimetil
polisiloxano (30 m x 0,25 mm; 0,25 um de espessura de filme) com fase
estacionaria. O cromatografo do modelo QP-500 fabricado pela Shimadzu tendo
hélio como gés de arraste, com fluxo na coluna de 1 mL min™.

Para as analises, foram injetadas aliquotas de 0,3 uL da amostra diluida
(1,0 mg do 6leo em 1000 pL de diclorometano com pureza de 99,9 %), fixando-se as
seguintes condi¢des: temperatura do injetor em 280 °C; split de 1:10; programagéao
de temperatura do forno de 40 °C (5,0 min.) a 240°C ( com taxa de aquecimento de

4°C/min.) e de 240 a 300°C (com taxa de aquecimento de 8 °C/ min., 7,5 min).
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No Espectrometro de Massas do tipo quadrupolo linear o modo de
varredura foi de 0,5 seg/scan, a faixa de varredura variou de 40 a 500 daltons cada
uma, a linha de transferéncia foi de 280°C e o filamento desligado em 0,0 a 4,0 min.

Os constituintes foram identificados por comparacdo dos resultados
obtidos (indices de retencdo e espectros de massa) com os dados da espectroteca
do aparelho e literatura.

4.6 Determinacéo pelo Método da Normalizagéo

A determinacéo da concentracdo do eugenol e dos demais componentes
do 6leo essencial por esse método foi obtida através da integracdo eletrénica das
areas dos picos cromatograficos, ultilizando o programa AMDIS (Automated Mass
Spectral Deconvolution Mass & Identification System): Programa utilizado para a
interpretacdo dos espectros de massas quando havia diferencas significativas entre

0 espectro de massas obtido e o encontrado na biblioteca do CG/EM.

4.7 Bioensaio do Oleo Essencial Frente a Artemia Salina

A metodologia utilizada para os ensaios de toxicidade utilizando Artemia

salina foi baseada em Meyer et al. (1982) e em Nascimento e Araujo (1999).

4.7.1 Incubacéao

Em um recipiente retangular, com uma divisoria contendo furos de
aproximadamente 0,02 cm de espessura espacada por 0,5cm e distribuidos
uniformemente, foram adicionados (60 g de sal marinho/ 1 L de agua destilada) de
solugdo salina artificial. O recipiente foi colocado dentro de uma incubadora
iluminada por uma lampada fluorescente, com aeracao (Figura 9). Em um dos lados
desse recipiente, adicionou-se cerca e 64 mg de cistos de Artemia salina, tomando-

se o cuidado para que 0s mesmos nao ultrapassassem a divisoria. A parte do
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sistema contendo os cistos de Artemia salina foi coberta com papel aluminio, para
que 0s organismos, ao nascerem, fossem atraidos pela luz do outro lado do sistema,
forcando-os a atravessar a divisoria. Tal procedimento visa uma homogeneizacéo
das condic¢Oes fisicas dos organismos-teste. A incubacéo foi feita por um periodo de

48 horas. Durante todo o ensaio a temperatura foi monitorada.

Figura 9 — Esquema do bioensaio de citotoxidade em Artemia salina

4.7.2 Exposicao

Apés o periodo de incubacédo, os organismos-testes (nauplios de Artemia
salina) foram expostos ao 6leo essencial do cravo da india por 24 horas, utilizando-
se tubos de ensaio graduados, cada um contendo 10 nauplios de Artemia salina,
previamente selecionados. Os testes foram feitos em triplicata para cada
concentragdo de cada composto. Além disso, o 6leo foi testado, no minimo, trés
vezes, totalizando um minimo de 9 ensaios por concentracdo do composto.
Determinou-se a faixa de concentracdo a ser testada (correspondente a
concentracéo de 1000, 100, 10 pg/mL), buscando sempre a maior concentragdo em
que se observasse 0% de mortalidade e a menor concentracdo em que se
deflagrasse 100 % de mortalidade, de modo a obter a DLsp; 24 h (dosagem letal para
50 % da populacdo em 24 h) do composto testado. As solugbes dos compostos a
serem testadas foram preparadas em 1 a 3% de DMSO (dimetilsulféxido) e
avolumadas com solucao salina (Figura 10). Os testes para o controle também foram
realizados em triplicata, utilizando-se uma solucdo de DMSO 1 a 3 % diluido em

solucdo salina. Os controles foram utilizados também para se ter certeza de que a
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mortalidade observada nos nauplios de Artemia salina fosse resultante da toxicidade

aos compostos e ndo devido a falta de alimentacdo (CARBALLO et al., 2002).

Figura 10 — Bioensaio com artemia salina

4.7.3 Contagem

Apoés 24 horas de exposicdo, foi feita a contagem de nauplios vivos e
mortos, sendo considerados vivos todos aqueles que apresentassem qualquer tipo
de movimento quando observados proximos a uma fonte luminosa por 10 segundos.
S6 foram considerados validos os testes nos quais 0 controle apresentou uma
mortalidade igual ou inferior a 10 % da populacdo. Os resultados foram submetidos
a tratamento estatistico utilizando a regresséo linear, o qual forneceu os valores de
DLso; 24 h.

4.8 Testes da Atividade Antibacteriana

4.8.1. Bactérias testadas

As cepas de Escherichia coli, Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa

utilizadas neste trabalho foram provenientes de alimentos cedidos pelo Laboratério

RABELO, W. F.



47
PARTE EXPERIMENTAL

de Microbiologia do Programa de Controle de Qualidade de Alimentos e Agua
(PCQA) da Universidade Federal do Maranhéo.

4.8.2 Antibiograma

A atividade antibacteriana do 6leo essencial e do padrdo de eugenol foi
avaliada utilizando-se o método de difusdo em disco recomendado pela CLSI (2008).

4.8.3 Preparo do inoculo

As culturas bacterianas foram inoculadas em caldo BHI (Brain and Heart
Infusion), e, apds 24 horas de incubacdo a 37 °C procedeu-se a diluicdo até a
obtencdo de uma suspensdo padronizada pelo grau 0,5 da escala de McFarland

(108 microrganismos m.L™).

4.8.4 Semeadura das placas

O in6culo de 0,1 mL de cada cultura bacteriana foi semeado com swab
estéril na superficie das placas contendo Agar Mueller Hinton solidificado, e sobre a
mesma foram aderidos, com auxilio de uma pinca previamente flambada, pequenos
discos de papel de filtro com 6 mm de diametro impregnados, individualmente, com
75 pL do éleo essencial e com o padrao de eugenol, sendo pressionados levemente
sobre a superficie do meio.

As placas foram entdo incubadas a 37°C por 24 horas, e a leitura dos
halos de inibicao foi feita com a utilizacdo de uma régua milimetrada, certificada pelo
INMETRO.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas e o Rendimento do Oleo Essencial do
Cravo da india (Syzygium aromaticum)

A qualidade dos dleos essenciais depende de varios parametros tais
como indice de refragdo, solubilidade em diferentes solventes organicos, densidade,
dentre outros, os quais sdo utilizados para a avaliacdo da qualidade da matéria
prima vegetal, além do controle da identidade e da pureza do Oleo. Segundo
Mouchrek (2000) a cinética de extragcdo do 6leo essencial € um dos principais
parametros fisico-quimico da industria de esséncias, pois além de estar diretamente
relacionada com a qualidade do 6leo essencial, se reflete no tempo de extracdo e na
natureza econdmica do processo, além de ser peculiar a cada tipo de esséncias a
ser extraida.

Uma destilacdo rapida pode conduzir a um produto contendo,
predominantemente, constituintes mais volateis, mas, destituidos das melhores
caracteristicas; ao contrario, uma destilacdo prolongada encarece o produto e
também pode sobrecarrega-lo de compostos de aroma menos importantes (COSTA,
1994).

Os resultados referentes aos parametros fisico-quimicos do o6leo

essencial do cravo da india estédo representados na Tabela 1.

Tabela 1 — Pardmetros fisico-quimicos do 6leo essencial do Syzygium aromaticum
(cravo da india)

Parametros Syzygium
Fisico-quimicos aromaticum
Densidade (g mL™) 0,973
Solubilidade em etanol a (90%) 1:2
indice de refracdo (Np 25°) 1,526
Cor Transparente
Aparéncia Limpido
Odor Caracteristico
Rendimento (%) 3,54

Os resultados mostraram valores de 1,526 e 0,973 g mL™ para o indice de

refracdo e densidade do 6leo essencial do cravo da india respectivamente. No que
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se refere a solubilidade em etanol 90 %, o resultado demonstrou que o Oleo
essencial foi solavel na proporgdo 1:2. A cor e aparéncia apresentada pelo 6leo
analisado foram consideradas sendo tipica, ou seja, transparente e limpido como foi
mostrado na Tabela 1, afirmando que o 6leo essencial estudado possui uma cinética
de extracdo e qualidade muito eficaz, quando comparado a outros Oleos,
principalmente em relagdo a quantidade de O6leo extraido (volume) e tempo de
extracao.

Reis (2006) investigando os Oleos essenciais extraidos dos talos e frutos
secos do cravo da india, relatou um indice de refracdo 1,5230 e 1,5252
respectivamente, valores semelhante ao encontrado nesta pesquisa. Valores esses,
préximos ao indice de refracdo descrito para o eugenol, que € de 1,5410 (ALDRICH,
2001). A proximidade entre os valores do indice de refracdo descrito para o eugenol
com os valores encontrados para os Oleos essenciais dos talos e dos frutos
evidenciam gue o 6leo em estudo € realmente rico em eugenol.

O rendimento da extracdo pode ser calculado a partir da quantidade de
0leo que se obteve com uma determinada massa vegetal. Como nesse experimento
partiu-se de uma massa de 68,79 g dos botdes florais secos e moidos do cravo da
india e obtiveram-se em média 2,5 mL de Oleo essencial em cada extracdo o
rendimento m/v foi de 3,63 %, um bom rendimento. Como a densidade do dleo foi
determinada em 0,973 g.mL™, rendimento m/m foi calculado em 3,54 %.

Segundo Ozcan e Chalchat (2002) o rendimento do 6leo essencial de
diferentes variedades de plantas é dependente da variagdo sazonal e da localidade.
Sendo assim, de acordo com Reis (2006) que apresenta rendimentos de
massa/volume do Oleo essencial dos talos e frutos secos do cravo da india em torno
de 15 %, o baixo rendimento quando comparado ao estudo acima do 6leo essencial
dos botBes do cravo pode ser atribuido ao fato do periodo da coleta das amostras e
estocagem, ou seja, do clima com altas temperaturas que podem ter favorecido a

evaporacao parcial de alguns constituintes do 6leo.
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5.2 Caracterizagdo Quimica
5.2.1 Andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

Por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
foi possivel separar e identificar cinco constituintes do 6leo essencial, os quais sé&o

apresentados na Figura 11, seguindo a ordem de eluicéo.

- el |

- | L T 1 L L L) L T L L L L 1 L L L T L T L L T L T T L J 1
[me> 400 600 800 1000 1200 400 1600 1800 2000 2200 2000 2600 2800 000 3200 3400 3600 3800 4900 4200 4400 4500 4800 5000 5200 5400 8800 8800

Figura 11 — Cromatograma do 6leo essencial do cravo da india

Na Figura 11 apresentam cinco picos cromatograficos, sendo que o pico
cromatografico 1 é o Eugenol, cujo tempo de retencdo foi 27,40 min; o pico
cromatografico 2 € o Copaeno, com tempo de retencdo 27,99 min; o pico
cromatografico 3 € o Cariofileno, o qual apresentou o tempo de retencéo 29,47 min;
0 pico cromatogréafico 4 € o Humuleno, cujo tempo de retencédo foi 30,57 min; o pico
cromatografico 5 é o Acetato de Eugenila, com tempo de retencdo 32,94 min.

A Tabela 2 mostra a identificacdo de cada pico apresentados na
Figura 11, assim como o seu tempo de retencéo (T,) na coluna e o respectivo teor na
mistura de Oleos essenciais, sendo que a quantificagdo dos cinco picos
cromatograficos foi determinada pelo método de normalizacédo (integracdo da area

do pico correspondente). Nota-se que o eugenol apareceu com 52,53 %, e 0
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cariofileno com 37,25 %, o0 que caracteriza serem estes 0S principais componentes

majoritarios.

Tabela 2 — Composi¢édo quimica do 6leo essencial

Pico Tr (min) Substancia identificada Teor (%)
1 27,40 Eugenol 52,53
2 27,99 Copaeno 2,05
3 29,47 Cariofileno 37,25
4 30,57 Humuleno 4,11
5 32,94 Acetato de eugenila 4,05

A seguir serdo discutidos os cinco picos cromatograficos da Tabela 2 que

se apresentaram com seus respectivos teores.
Segundo a literatura (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007), fenois

apresentam um pico intenso correspondente ao ion molecular, o que facilita sua

identificacdo. Observando-se a Figura 12, nota-se um pico intenso com m/z

164 [M*], que é correspondente a formula CioH1,0,, confirmando a presenca

majoritaria do eugenol no 6leo essencial do Syzygium aromaticum.
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Figura 12 — Espectro de massa do eugenol

Os espectros mostraram ainda picos tipicos da quebra de fendis e éteres

aromaticos, sendo que o pico m/z 149 [M - 15] é caracteristico da perda do radical

metila e 0s picos m/z 77 e m/z 65 sdo correspondentes, respectivamente, aos ions

[CsHs'] e [CsHs'] originados por rearranjo — com a saida do grupo CO; ja o
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fragmento com pico em m/z 133 [M-31] é referente & perda do grupo OCHj3; do éter
(CORTEZ et al., 1998; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). A Figura 13
ilustra o mecanismo de fragmentacao dos principais picos caracteristicos formados
pelo eugenol (CORTEZ et al., 1998).

+

CHLO. N\ CH O, N
S e (@
eugenol m/z 164
Ao —cH,
(- 31) (- 15)
+ O 3
N\ N\
HO HO
m/z 133 m/z 149

Figura 13 — Fragmentac&o do eugenol e formagéo dos picos caracteristicos

O pico 2 do cromatograma ilustrado na Figura 11, foi identificado como
sendo o Copaeno de féormula C1sH24 € massa molecular 204 g.mol™.

Esse hidrocarboneto sesquiterpeno (Figura 14), apresenta o pico do ion
molecular m/z 204 e o pico base em m/z 161[M-43], o qual é referente ao ion C3H;"
com o pico de fragmentacdo m/z 119[M-42] que é referente a C3Hs". Geralmente
picos intensos em hidrocarbonetos aromaticos com m/z 105 se da pela presenca de
jons CgHo", segundo a literatura (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

105 119 161
100
41 93
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9
; 138 44 189
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Figura 14 — Espectro de massa do Copaeno
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O pico 3 do cromatograma da Figura 11, corresponde ao Cariofileno, de
formula CisHps com massa molecular correspondente a 204 g mol™ , evidenciado
pela presenca do ion molecular m/z 204 ilustrado no espectro de massa na Figura
15. O referido espectro de massa mostra ainda picos caracteristicos de
alquilaromaticos: o pico base intenso m/z 93 é resultante do ion C;Hg que indica um
anel benzénico com cadeia lateral alquila podendo sofrer ramificagbes no carbono e
0 seu substituinte maior pode ser eliminado mais rapidamente. Com o pico m/z 69,
geralmente em hidrocarbonetos aromaticos € evidenciado pela presenca do ion

CsHqo". E 0 pico m/z 41 [M-28] é relacionado ao fragmento C,Hj.
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Figura 15 — Espectro de massa do Cariofileno

No cromatograma da Figura 11, o pico 4 foi identificado como sendo o
Humuleno de férmula CisH.s € massa molecular correspondente a 204 g.mol™
(Figura 16). Esse hidrocarboneto apresenta o pico do ion molecular m/z 204 e o pico
caracteristico em m/z 93. O pico em m/z 41 é atribuido ao fragmento CsHs' formado
durante a clivagem da ligacdo carbono-carbono, acompanhado de perda de
hidrogénio (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).
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Figura 16 — Espectro de massa do Humuleno

O pico 5 do cromatograma da Figura 11 trata-se do Acetato de eugenila,
C12H1403, confirmado pela presenca do ion molecular m/z 206 no espectro de massa
da Figura 17. A facil clivagem da estrutura alifatica em fendis substituidos origina um
pico mais intenso que o pico do ion molecular, o qual foi observado em m/z 164 [M-
42] que é referente a fragmentacdo do grupo C,H,O. O pico m/z 149 [M-15] é
referente a perda do grupo metila e a do pico m/z 131[M-18] é resultante da perda
da molécula de agua (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).
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Figura 17 — Espectro de massa do acetato de eugenila

5.3 Bioensaio da Toxicidade Frente a Artemia Salina

Os ensaios de letalidade permitem a avaliagdo da toxicidade geral e é

considerado como um bioensaio preliminar no estudo do potencial biolégico de um
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composto ou produto (MEYER et al.,, 1982). Atualmente, um dos ensaios mais
empregado € o teste com larvas de Artemia salina e vem sendo reportado na
literatura, ndo s6 para avaliar a toxicidade de substancias, 6leos, produtos e extratos
vegetais, como também para determinar grau de contaminacdes ambientais
(BAROSA, 2003).

O critério de classificacdo do 6leo do Syzygium aromaticum (cravo da
india) frente Artemia salina com base nos valores das DLsy foi estabelecido por
(DOLABELA, 1997), sendo definido como DLsg < 80 pg/mL, o produto é altamente
toxico; DLsp entre 80 a 250 uyg/mL, o produto € moderadamente téxico e
DLso 2 250 pg/mL, o produto € levemente téxico ou atéxico (MEYER et al., 1982)
utilizam o critério de avaliacdo em que considera a amostra toxica ou ativa as que
apresentarem DLsy< 1000 pyg/mL e amostras atdxicas ou inativas as que
apresentarem DLso> 1000 ug/mL (Célculos de DLso).

A importancia deste ensaio de toxicidade deve-se ao fato de que varios
autores buscam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina com atividades
anticancerigena, antifingica, antiviral, antimicrobiana, inseticida e tripanossomicida
(MEYER et al., 1982; MACRAE; HUDSON; TORRES, 1988; McLAUGHLIN, 1991,
SAHPAZ, 1994; ALVES et al., 2000; OJALA, 1999). Na Tabela 3 e Figura 18 estéo
expostos os resultados obtidos para o bioensaio frente a artemia salina para o 6leo

essencial do cravo da india.

Tabela 3 — Porcentagem de mortalidade por doses analisadas e valores de DLsg
obtidos no bioensaio com Artemia salina para o 6leo essencial do cravo da india
(Syzygium aromaticum)

Concentracdo do N° de individuos vivos ap6s

Oleo essencial 24 horas CNm*
10 mg/L 3 0 0 10
100 mg/L 0 0 0 10

1000 mg/L 0 0 0 10

*CNm: média do controle negativo

A dose letal a 50 % (DLso) do 6leo essencial do cravo da india (Sygygium
aromaticum) a partir do teste de toxicidade (a atividade larvicida frente a Artemia
salina, avaliando o grau de letalidade pelo produto) foi igual a 1 ug/mL, considerado
altamente toxico de acordo com (DOLABELLA, 1997).
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Figura 18 — Regressao linear do percentual de animais mortos do 6leo essencial do
cravo da india (DLso)

Na Tabela 4 e Figura 19 estdo expostos os valores encontrados para o

bioensaio frente a Artemia salina com o componente majoritario do 6leo, o eugenol.

Tabela 4 — Porcentagem de mortalidade por doses analisadas e valores de DLsg
obtidos no bioensaio com Artemia salina para o padrao de eugenol.

Concentracdo do N° de individuos vivos ap6s

6leo essencial 24 horas CNm*
10 mg/L 6 9 4 10
100 mg/L 3 1 1 10
1000 mg/L 0 0 0 10

*CNm: média do controle negativo

A dose letal a 50 % (DLsg) do padrdo de eugenol a partir do teste de
toxicidade (a atividade larvicida frente a Artemia salina, avaliando o grau de
letalidade pelo produto) foi igual a 18,53 ug/mL, considerado altamente téxico, ou
seja ativo, de acordo com (DOLABELLA, 1997).
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Figura 19 — Regressao linear do percentual de animais mortos do padrédo de eugenol
(DLsp)

Comparando os resultados tanto do 6leo quanto somente do seu
componente majoritario, o eugenol, observa-se que ambos sdo ativos, ou seja,
toxicos frente aos testes com Artemia salina, mostrando eficiéncia na sua toxicidade.
Pode-se observar também que o 6leo é bem mais tdéxico quando comparado ao
padrdo de eugenol, mostrado nos gréaficos de regressao linear para mortalidade do
microcrustaceo frente ao 6leo testado.

A alta toxicidade do 6leo do Cravo da India frente & Artemia salina pode
ser apontada pela presenca do eugenol que é um forte agente bactericida, fungicida,
antimicrobiano, anti-séptico e antialérgico, mas também pela mistura de outros
componentes presentes nesse 0leo, como por exemplo, o cariofileno e o copaeno
gue possuem um 6timo poder cicatrizante, diurético, antiinflamatério, aumentando
assim o poder de toxicidade do 6leo essencial.

Alguns estudos reafirmam o poder do sesquiterpeno cariofileno, ele
isolado do oleo essencial de Cordia verbenacea, mostrou atividade antiinflamatoria
em diferentes modelos experimentais utilizando ratos (FERNANDES et al., 2007).
Esta atividade do cariofileno também foi demonstrada no estudo da espécie
Bupleurum fruticescens, cujo Oleo essencial mostrou forte agdo antiinflamatoria
atribuida aos seus dois principais constituintes, a-pineno e cariofileno. A agéo
farmacoldgica desses compostos quando administrados juntos tornou-se similar a do

Oleo essencial completo de B. fruticescens (MARTIN et al., 1993). A administracéo
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oral de cariofileno em ratos inibiu significativamente a colite ulcerativa experimental
induzida por dextran sulfato de sédio, abrindo caminho para a prevencdo e o
tratamento da colite (CHO et al., 2000).

Tambe et al. (1996) relatam que a administracdo oral do cariofileno em
ratos inibiu significantemente a irritacdo da mucosa gastrica. Além disto, o composto
mostrou atividade antiinflamatéria sem nenhuma indicacdo de causar danos a
mucosa gastrica, tipicos de agentes antiinflamatorios ndo esteroidais. O composto
oxido de cariofileno, também encontrado em alta propor¢éo no 6leo essencial de P.
neochilus (15,54 %), € um reconhecido conservante de alimentos e cosméticos.
Este sesquiterpeno mostrou atividade antifungica em modelo experimental “in vitro”
contra trés espécies Trichophyton que causam infestacdes micéticas nos pés (YANG
et al.,, 1999). Varios constituintes de Eugenia caryophyllata foram isolados,
identificados e tiveram sua bioatividade analisada. Dentre estes, 6xido de cariofileno,
cariofileno e a-humuleno mostraram-se potentes agentes anticarcinogénicos
(ZHENG; KENNEY; LAM, 1992).

Logo, como teste de triagem, 0s ensaios com Artemia salina estdo se
destacando na “indicacdo de atividade antitumoral”. A literatura vem trazendo
correlagcdes entre a toxicidade geral com esse microcrustaceo e a citotoxicidade
diante de linhagens de células humanas de tumores solidos (McLAUGHLIN, 1991;
SIQUEIRA et al., 1998).

Segundo Mclaughlin (1991), o fato de se trabalhar com organismos
relativamente simples torna mais facil a indugdo de um retardo ou paralisacdo do
ciclo celular normal por provocar alteracdo do processo mitético, observou uma
Otima correlacdo entre o teste de toxicidade frente Artemia salina e o teste de
citotoxicidade, usando células 9 K (carcinoma humano de nasofaringe) e a partir
desses resultados, utilizam o teste de Artemia salina como pré-clinico para testes de
citotoxicidade com seis linhagens de células tumorais sélidas humanas. Estes
autores observaram que a EDs (dose eficiente 50 %) nos testes de citotoxicidade é
geralmente em torno de um décimo da DLsy encontrada no teste com esse

microcrustaceo.
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5.4 Susceptibilidade Microbiana

A atividade antibacteriana do 6leo essencial do Syzygium aromaticum
(cravo da india) pelo método da difusdo em disco em relacdo as cepas de
Escherichia coli, Salmonella spp e Pseudomonas aeruginosa, estdo apresentadas
na Tabela 5. Para efeito de comparagcdo, foram realizados ainda testes de

susceptibilidade de tais bactérias ao seu padrao de eugenol.

Tabela 5 — Sensibilidade das cepas de Escherichia coli, Salmonella spp e
Pseudomonas aeruginosa ao 6leo essencial do Syzygium aromaticum e do padréo
de eugenol, utilizando-se o método de difusdo em disco

, Pseudomonas
E.coli (mm) Salmonella spp (mm) .
Componentes aeruginosa (mm)
Padrdo Alface Padréao Sururu Padréao Agua
Oleo Essencial 16 16 15 18 12 -
Eugenol 19 16 15 18 12 12

Os resultados mostraram que as cepas de Escherichia coli e Salmonella
isoladas de alimentos foram sensiveis & acdo do 6leo essencial do Cravo da india
com halos de inibicdo de 16 e 18 mm, respectivamente.

As cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de agua, no entanto, nao
apresentaram atividade frente ao 6leo essencial, como mostra a Figura 20.

O resultado positivo tanto do 6leo do cravo da india como do padrao
eugenol para as cepas testadas, corroboram com os estudos realizados por
Novacosk e Torres (2006), quando verificaram que de cinco Oleos essenciais
extraidos de plantas medicinais, 0s que apresentaram maior atividade
antimicrobiana eram aqueles que possuiam elevados teores de alcoois, fendis e
aldeidos, bem como com aqueles obtidos por Asolini et al. (2006) que observaram
atividade antimicrobiana de todos os compostos fendlicos extraidos de dez plantas

usadas como chas.
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Figura 20 — Comparacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial contra as
cepas de Pseudomonas aeruginosa padrdao e Pseudomonas aeruginosa isoladas da
agua.

Figura 21 — Comparacao da atividade antibacteriana do eugenol contra as cepas de
Pseudomonas aeruginosa padrdo e Pseudomonas aeruginosa isoladas da agua.

Segundo Alzoreky e Nakahara (2003), halos com valores menores que
12 mm néo sao indicativos de atividade antibacteriana. No entanto, com relacéo a
diferentes Oleos essenciais que apresentam o0 eugenol como componente
majoritario, € quase um consenso entre os autores classificar sua eficiéncia como
agente antibacteriano quando apresentar um halo com diametro minimo entre 8 e
10 mm para testes feitos pelo método da difusdo em disco (CIMANGA et al., 2002;
FARAGO et al.,, 2004, MOREIRA et al., 2005). Por outro lado, como a zona de
inibicéo de crescimento no teste de difusédo é bastante influenciada pela velocidade
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de difusdo das substancias no agar, o qual apresenta natureza hidrdfila, e sendo o
0leo essencial viscoso e de baixa polaridade, o que dificultaria a sua difusdo nesse
meio, entdo qualquer valor do halo obtido, por menor que seja, da suporte para
classificar tal 6leo como um agente de atividade antibacteriana (FONSECA et al.,
2006; GLISIC et al., 2007).

O estudo da atividade antibacteriana do 6leo essencial do Cravo da india
e do padrdo de eugenol frente as cepas Escherichia coli padréo e a cepa isolada do
alface resultou em halos de inibicdo considerados sensiveis, Figuras 22 e 23 para
inibicdo do crescimento antibacteriano. Segundo Matan et al. (2006), os compostos
ativos presentes em 06leos ricos em presenca de eugenol e outros aldeidos possuem
uma boa capacidade de interferir com sintese de algumas enzimas nas bactérias,
além de provocarem danos a estrutura da parede bacteriana. Também se verificou
que os Oleos essenciais de outros compostos ricos em eugenol como o 6leo da
canela ndo apresentaram diferencas significativas quando comparado ao potencial
inibidor sobre linhagens de E. coli. Desta forma, embora nédo tenha sido feita anélise
fotoquimica dos 6leos estudados possivelmente a presenca de compostos ativos e
tendo o eugenol como um dos componentes majoritarios, foi decisivo para a maior

atividade antibacteriana dos 6leos.

cepas de E.coli padrao e E.coli isoladas do alface.
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Figura 23 — Comparacao da atividade antibacteriana do eugenol contra as cepas
E.coli padréo e E.coli isolada do alface.

O Oleo essencial do Syzygium aromaticum e o seu padrdo de eugenol
apresentou ainda atividade antimicrobiana contra as cepas gram-negativas
Salmonella ssp e Salmonella isoladas do sururu (Figura 24 e 25), onde resultou em
halos de inibicdo iguais tanto para o 6leo quanto para o eugenol que foi de 15 mm,
respectivamente, sendo que para ambos quando testados com a Salmonella
isoladas de alimentos (sururu), obteve-se uma inibicdo superior aos halos obtidos
com o padrao das cepas, tendo um valor de 18 mm.

Figura 24 — Comparacdo da atividade antibacteriana do 6leo contra as cepas
Salmonella ssp padrdo e Samonella isoladas do sururu.
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Figura 25 — Comparacdo da atividade antibacteriana do eugenol contra as cepas
Salmonella ssp padrdo e Samonella isoladas do sururu.

Para Cimanga e colaboradores (2002), éleos essenciais que resultem em
halos de inibicdo de crescimento abaixo de 10 mm, séo classificados como inativos,
ativos se resultarem em halos entre 10 e 15 mm e muito ativo para valores acima de
15 mm. Dessa forma, pode-se observar que o 6leo essencial dos botdes florais
secos do Syzygium aromaticum apresentou atividade antibacteriana de excelente
nivel para duas das trés cepas testadas (Escherichia coli e Salmonella ssp ), para 0s
quais o halo de inibicdo foi igual ou acima de 15 mm. Para as cepas de
Pseudomonas aeruginosa o0 Oleo apresentou halo de 12 mm, sendo assim,
classificado como moderadamente ativo.

Ainda ndo se sabe ao certo qual o mecanismo de acdo dos Oleos
essenciais frente as bactérias. Algumas pesquisas, no entanto, apontam como
sendo a membrana celular o primeiro ponto de ataque dos Oleos essenciais e iSso
se deve as suas caracteristicas fisicas intrinsecas: apresentam componentes
lipéfilos e volateis (STAMMATI et al., 1999). Para Burt (2004), essa acao conjunta
dos componentes do 6leo, denominado sinergismo, € que o torna eficaz como
agente antibacteriano. Tal efeito justifica a atividade do 6Oleo essencial frente as
bactérias testadas e esse ganho de eficiéncia é atribuido aos demais componentes
do dleo.

RABELO, W. F.



Capitulo 6




. 66
CONCLUSAO

6 CONCLUSAO

A caracterizacdo quimica, citotOxica e a sua avaliacdo da atividade
antibactericida do 6leo essencial extraido do Cravo da india (Syzygium aromaticum)

levaram a concluir o que se segue:

¢ Os botdes florais do Syzygium aromaticum, forneceram um 6leo essencial
cujo rendimento foi de 3,63%, m/v, um valor consideravel bom para extracdo por

hidrodestilacao;

e Os parametros fisico-quimicos do 0leo essencial do Cravo da india
(Syzygium aromaticum) apresentaram resultados satisfatérios, no que se diz respeito

a avaliacdo da qualidade do 6leo extraido;

e Houve a identificacdo segura e positiva do componente majoritario pela
técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas, CG-EM
(baseando-se nos seus tempos de retencdo e comparando com seus padrées e

seus fragmentos de massas nas mesmas condi¢des de analises);

e Usando a técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas, identificou-se o eugenol, copaeno, cariofileno, humuleno e acetato de
eugenila como principais componentes do 6leo essencial dos botdes do Sygygium

aromaticum (cravo da india), onde o eugenol € o componente majoritario;

¢ O bioensaio demonstrou que o Oleo essencial do cravo da india e o seu
componente majoritario o eugenol apresentaram alta toxicidade frente as larvas de
Artemia salina, o que pode demonstrar ser um poderoso agente antitumoral assim

como um medicamento, dependendo da dosagem;

e O Oleo essencial do Syzygium aromaticum (cravo da india), frente as
cepas isoladas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella ssp,
apresentou atividade antibacteriana de excelente nivel para duas das trés bactérias
testadas (Escherichia coli e Salmonella ssp ) e moderadamente ativa para

Pseudomonas aeruginosa, logo sugere-se que esse condimento poderia oferecer
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uma alternativa natural e de baixo custo na conservacao de alguns alimentos, bem

como no combate a certas enfermidades.
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