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RESUMO

Pereira, Marcos Aurélio Almeida. Estudo da atividade antimicrobiana de o6leos
essenciais extraidos por destilacao por arraste a vapor e por extracao
supercritica. Porto Alegre. 2010. Dissertacdo de Mestrado em Engenharia e
Tecnologia e Materiais. Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de
Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

A utilizacao de 6leos essenciais na pesquisa sobre a atividade antimicrobiana
€ bastante intensa e tem aumentado a cada ano. Porém, a influéncia do processo de
extracdo na composicao quimica dos éleos essenciais e o impacto da interacdo de

seus compostos na atividade antimicrobiana tém sido menos estudados.

Os 0leos essenciais de Rosmarinus officinalis L. e Cymbopogum winterianus
Jowitt foram extraidos por arraste a vapor e por extracao supercritica. O processo de
extracdo influenciou diretamente na composicdo quimica dos Oleos e
consequentemente na atividade antimicrobiana. O 6leo de Cymbopogum citratus
DC. Stapf. foi extraido por arraste a vapor e durante a avaliacdo da atividade

antimicrobiana, o composto citral apresentou uma forte atividade.

A atividade antimicrobiana dos 6leos estudados foi avaliada pelo método
de bioautografia indireta que permite a separacao da composi¢cao quimica dos éleos
em fragdes, as quais foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a um
espectrometro de massa (GC-MS).

A concentracao inibitéria minima dos éleos Cymbopogum citratus DC.
Stapf. e Cymbopogum winterianus Jowitt, os quais foram ativos contra os
microorganismos citados na Portaria 15 da ANVISA de 1988, foi determinada pelo
método de diluicdo em tubos. Além disto, as diluicdbes em tubos foram plaqueadas,
por alca calibrada, a fim de se verificar seu efeito bacteriostatico ou bactericida.

Os resultados indicaram que o citral, citronelol e orto-cimeno, séo

componentes ativos do ponto de vista antifungico e antimicrobiano.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Destilacao por Arraste a Vapor, Extracédo
Supercritica, Bioautografia.



ABSTRACT

Pereira, Marcos Aurélio Almeida. Antimicrobial Activity Study of Essential Oils
Extracted by Steam Drag and Supercritical. Porto Alegre. 2010. Project of Masters
in Materials Engineering and Technology. Pos-Graduation Program in Materials
Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO
GRANDE DO SUL.

The use of essential oils in antimicrobial activity research is quite intense and
it has increased every year. However, the influence of the extraction process on the
chemical composition of the essential oils and the impact of the interaction between
its compounds in antimicrobial activity has been less studied.

The essential oils of Rosmarinus officinalis L. and Cymbopogum
winterianus Jowitt were extracted by steam drag and by supercritical extraction. The
extraction process directly influenced the chemical composition of the oils and
consequently the antimicrobial activity. The oil of Cymbopogum citratus DC. Stapf.
was extracted by steam drag and during the antimicrobial activity evaluation the citral

compound presented strong activity.

The antimicrobial activity of the three essential oils studied was evaluated by
indirect bioautography method that allows the separation of chemical composition
into portions which were analyzed by gas chromatography coupled to a mass
spectrometer (GC-MS).

The minimal inhibitory concentration of Cymbopogum citratus DC. Stapf. and
Cymbopogum winterianus Jowitt oils, which were active against the microorganisms
mentioned on the Portaria 15 of ANVISA of 1988, was established by the dilution in
tubes method. In addition, the dilutions in tubes were spread on a Petri dish, by
calibrated loop, in order to verify the bacteriostatic or bactericidal effect.

The results indicated that the citral, citronelol and orto-cimeno, are active

compounds from an antifungal and antibacterial point of view.

Key Words: Antimicrobial Activity, Steam Drag extraction, Supercritical extraction,
Bioautography method
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1. INTRODUCAO

O emprego de plantas como medicamentos se da desde o inicio da
histéria da humanidade. Recorrer as propriedades curativas de certas espécies foi
um dos primeiros esforcos na busca de solucdes terapéuticas através da natureza. A
evolucao tecnolégica permitiu desvendar a composicao quimica de alguns vegetais
e seus efeitos, confirmando, muitas vezes, a utilizacdo popular (Franco, 2005).
Seguindo esta orientacdo, foram desenvolvidos diferentes tipos de medicamentos
para o tratamento e cura das enfermidades causadas por microorganismos, porém
sua eficacia, muitas vezes, ficou comprometida pelo surgimento de novas
enfermidades e o reaparecimento das ja existentes com maior resisténcia a

tratamentos anteriormente utilizados.

Entre o conjunto de produtos naturais utilizados no desenvolvimento de
medicamentos, muitas investigacbes tém sido realizadas por pesquisadores de
forma a identificar as atividades antifungicas, antibacterianas, fungistéaticas,
bacteriostaticas dos 6leos essenciais € suas concentragdes inibitérias minimas
(CIM). O combate de microorganismos como Salmonella enteritidis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes com extratos de plantas e com os
6leos essenciais, tem sido alvo de estudos como afirma Bidilack et al. (2000).

Os 6leos essenciais (OE), derivados do metabolismo secundario das plantas,
tém sua origem como uma resposta quimica as continuadas interacées do material
vegetal com animais e outras plantas (Araujo, 2005) e com o objetivo de defender-
se, comunicar-se e trocar informacoes (Bertucci, 2008). As condi¢cdes climaticas
regionais, tais como temperatura, luminosidade e altitude, aliadas as condicbes
encontradas no solo, como pH, disponibilidade de nutrientes e umidade, as
chamadas condigbes edéficas, influenciam no rendimento e na qualidade do dleo.
Condicoes edafoclimaticas adequadas a cada espécie vegetal sdo importantes para
promover o maximo rendimento de 6leo essencial, bem como influenciam na relacao

percentual entre seus compostos (Lima, 2003, Curioni, 2006).

O tipo de processo de extracdo também influencia fortemente no rendimento
e na composicao dos Oleos essenciais obtidos a partir de plantas aromaticas e a
definicdo do método adequado depende de varios fatores, como a concentragéo de
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0leo essencial, o local onde ele se encontra na planta aromatica e a condigao em

que a planta é processada.

O método de bioautografia, que congrega os métodos de cromatografia em
camada delgada e de difusdo em agar, vem sendo cada vez mais difundido, pois é
um método rapido e de facil execucao, oferecendo como vantagem a possibilidade
de separar os compostos de uma mistura complexa para determinar, de forma
qualitativa, o potencial antimicrobiano de uma substancia ou conjunto de
substancias. O método de diluicdo em tubos é tradicionalmente utilizado na

determinacao da concentragao inibitéria minima.

O estudo dos dleos e de suas fragdes, obtidas através do fracionamento por
cromatografia, a analise da composicdo quimica desses, a avaliacdo da atividade
antimicrobiana nas fragdes e no 6leo, o cruzamento das informagdes dessa atividade
com a composicdo quimica, tentando identificar sinergismos, antagonismos e
especificidades desses compostos, é uma forma de contribuir com a sociedade
cientifica que busca fontes alternativas e compostos naturais promissores ao
desenvolvimento de novos antibidticos (Duarte, 2006) para o combate aos
microorganismos que vém apresentando, cada vez mais, uma maior resisténcia a

esses medicamentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho consiste no estudo da influéncia da
composicao quimica dos 6leos essenciais extraidos por dois métodos, destilacao por
arraste a vapor e extracdo supercritica, na atividade antimicrobiana em relacao aos
microorganismos Aspergilus niger, Bacillus subtilis, Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Micrococcus Iuteus, Pseudomonas aeruginosas,
Salmonella typhymurium, Salmonella choleresuis, Sthaphylococcus aureus,
empregando técnicas qualitativas, bioautografia, e quantitativas, diluicdo em tubos.

Observar ainda a influéncia dos compostos quimicos que constituem os
O0leos essenciais na atividade antimicrobiana, utilizando-se para isto de
fracionamento em placas cromatograficas para se obter fracbes com um menor
numero de compostos quimicos e testar a atividade antimicrobiana dos 6leos e das
fracbes, buscando identificar sinergismo, antagonismo e compostos ativos em
relacdo aos microorganismos. A técnica empregada para verificar a atividade
antimicrobiana foi a bioautografia em capa de agar (bioautografia indireta) e a
técnica de diluicdo em tubos utilizada para determinar as concentragdes inibitorias
minimas (CIM).

2.2 Objetivos Especificos

e Utilizar os métodos de extragcao dos 6leos essenciais a partir de plantas
aromaticas, Rosmarinus officinalis, Cymbopogum citratus DC. Stapf, Cymbopogum
winterianus Jowitt, pelos métodos de destilacdo por arraste a vapor e extracao
supercritica;

e Avaliar as atividades antimicrobianas através de experimentos com os 6leos
essenciais, Rosmarinus officinalis, Cymbopogum citratus DC. Stapf, Cymbopogum
winterianus Jowitt, relacionados as atividades antimicrobianas para fungos, bactérias
e leveduras;

e Utilizar a cromatografia em camada delgada para fracionar os éleos esséncias
que obtiverem maior atividade antimicrobiana e identificar as fragdes que conservam

esta atividade.
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e I|dentificar e quantificar as composi¢des dos béleos essenciais e das fracdes
com atividade antimicrobiana para as diferentes amostras por CG/MS;

e Estudar os processos de difusdo dos éleos essenciais em meio de cultura;

e Definir as concentragdes inibitérias minimas (CIM) dos 6leos essenciais;

e Avaliar de forma comparativa a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
extraidos pelo processo de destilagao por arraste a vapor e pelo método de extracao
por CO. supercritico;

e Avaliar de forma comparativa a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
e das suas fracoes que apresentaram atividade antimicrobiana através da analise da
composicao do 6leo essencial e das fracoes;

e Elucidar, se possivel, a substincia ou as substancias responsaveis pela
atividade antimicrobiana ou ainda sinergismo, antagonismo ou especificidades.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Oleos Essenciais

Os o6leos essenciais, segundo Simdes et al. (1999), sdao compostos
encontrados em varias plantas e possuem como caracteristicas basicas o cheiro e o
sabor. Estas plantas sdo denominadas aromaticas e apresentam uma percentagem
de 6leos essenciais, em relacdo a sua massa seca, de 0,01% a 10,00%. Segundo
Samuelsson (1999), as plantas com maior concentracdo de Oleos essenciais
pertencem as familias Apiaceae, Laminaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Rutaceae.

Os dleos essenciais ocorrem em diferentes 6rgaos das plantas, tais como
tricomas glandulares, dutos e cavidades secretoras (Figuras 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4) ou

células oleosas encontradas no tecido da planta (Samuelsson, 1999).

*

Figura 3.1.: Tricomas glandulares. (Fonte: autor) Figura 3.2.: Tricomas glandulares. (Fonte: autor)

=3

Figura 3.3.: Tricomas Glandulares (Svoboda, 2000) Figura 3.4: Glandula secretora (Svoboda, 2000)

As estruturas onde se encontram os 6leos essenciais podem estar localizadas

em alguma parte especifica da planta ou em toda ela. Assim, os 6leos essenciais
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podem ser encontrados em diversas partes, tais como: na parte aérea, como ocorre,
por exemplo, na menta; nas flores, como é o caso da rosa e do jasmim; nas folhas
como ocorre nos eucaliptos € no capim-limao; nos frutos como na laranja e no liméao;
na madeira como no sandalo e no pau-rosa; nas raizes como se observa no vetiver;

e nos rizomas, como no gengibre (Melo, 2005).

Os Obleos essenciais sdao uma mistura complexa de monoterpenos e
sesquiterpenos, formados pelo metabolismo secundario das plantas, freqlientemente
sujeitos a fatores abioticos (Lima, 2003; Aradjo, 2005). Terpenos ou isoprenos sao
moléculas cuja unidade basica possui um numero de atomos de carbono multiplo de
cinco. Entre esses podem se citados: monoterpenos (Cqo), sesquiterpenos (Cis) e
diterpenos (Coo). Estes podem ser aciclicos, mono e biciclicos, e seus produtos
oxigenados sdo os alcoodis, aldeidos, cetonas e compostos aromaticos
(fenilpropandides), principalmente fendis e éteres. Também sdo encontrados, nos
6leos essenciais, acidos organicos de baixo peso molecular e cumarinas (Simoées et
al., 1999).

O metabolismo vegetal € um conjunto de reagbes quimicas que estao
ocorrendo constantemente em cada célula. A presenca de enzimas especificas
garante certa direcao a essas reacoes, 0 que se denomina rota metabdlica. Essas
reacdes visam primeiramente o aproveitamento de nutrientes para satisfazer as
exigéncias fundamentais das células, metabolismo primario. A producéo,
transformacdo e acumulacdo de outras inumeras substancias que néao
necessariamente estdo relacionadas de forma direta a manutencdo da vida do
organismo que as produz, muito embora garantam vantagens para sua
sobrevivéncia e perpetuacao de sua espécie em seu ecossistema, sdo chamadas de
metabolismo secundario (Simdes et al., 1999).

A diversidade da composicao do éleo essencial é proveniente de trés rotas
biossintéticas conhecidas: mevalonato, acetato e chiquimato. Sao provenientes da
rota do acido mevalbnico ou da condensacao de unidades de acetato (Simdes et
al.,1999), por exemplo, os monoterpenos: mirceno, linalol e geraniol e os
sesquiterpenos: farnesol e o nerolidol. Provenientes da rota do acido chiquimico
(Simdes et al.,1999) podem ser citados os fenilpropanoides: eugenol e o anetol.
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Do ponto de vista fisicoquimico, os 6leos essenciais apresentam as seguintes
caracteristicas, como se observa no Quadro 3.1.

Quadro 3.1. — Caracteristicas fisicoquimicas dos 6leos essenciais (Simdes, 1999)

Oleos Essenciais

Aparéncia oleosa a temperatura ambiente.
Aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos.

Sollveis em solventes organicos apolares.

Pouca solubilidade em agua, formando solugbes aquosas
denominadas hidrolatos.

Sabor, geralmente acido e picante.

A maioria possui indice de refracao e sdo opticamente ativos.

3.2. Extracdo dos Oleos Essenciais

Segundo Simdes et al. (1999), a extracao dos 6leos pode se dar através de
técnicas como destilacdo por arraste a vapor, hidrodestilacdo, extracdo com CO,
supercritico, expressdao a frio, entre outros. Os métodos de extracdo variam
conforme a localizagdo do éleo na planta (flores, folhas, cascas, raizes e rizomas) e

sua utilizacao. Uma descricdo sucinta dos processos é apresentada a seguir.

3.2.1. Enfleurage

Enfleurage é um método de extracdo empregado para extrair 6leo essencial
de pétalas de flores. As pétalas sao depositadas, a temperatura ambiente, sobre
uma camada de gordura, durante certo periodo de tempo. Em seguida essas pétalas
esgotadas sao substituidas por novas até a saturacao total, quando a gordura é
tratada com alcool. Para se obter o 6leo essencial, o alcool é destilado a baixa
temperatura e o produto resultante possui alto valor comercial (Lima, 2006).
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3.2.2. Destilacao por Arraste a Vapor

O processo consiste em passar vapor a temperatura de aproximadamente
100°C por um leito fixo de massa verde de planta aromatica, interno a um vaso
extrator. Pelo efeito da temperatura do vapor em fluxo ascendente, ocorre o
rompimento das células odoriferas da planta aromatica, em decorréncia do aumento
da presséao interna das células devido a vaporizagao parcial do éleo em seu interior.
O ¢6leo, em contato com o vapor, é arrastado para a parte superior do vaso extrator
até o condensador. Isto ocorre devido a diferenca de pressédo entre a entrada de
vapor no vaso extrator e o bocal de saida de produto do condensador. Do bocal de
saida do condensador, agua e 6leo essencial em emulsdo (0o condensado) sao
conduzidos por gravidade ao vaso de decantacdo/separagdo, chamado de vaso
Florentino, onde ocorre a separacdo das fases. Parte do OE que se mantém
emulsionado na agua forma o hidrolato (Cassel, 2008; Cassel, 2009).

3.2.3. Extracao com solventes orgéanicos

Os dleos essenciais sao extraidos, preferencialmente, com solventes apolares
que, entretanto, extraem outros compostos lipofilicos, além dos dleos essenciais.
Normalmente este método é utilizado para a extracdo de Oleos-resina e resinas

presentes nas plantas aromaticas (Lima, 2006).

3.2.4. Prensagem (ou expressao) a frio

E empregado para extracdo de 6leos essenciais de frutos citricos. Os
pericarpos desses frutos sdo prensados e a camada que contém o 6leo essencial é,
entao, separada. Posteriormente, o 6leo é separado da emulsao formada com agua
através de decantacéao, centrifugacéao ou destilagao fracionada (Lima, 2006).

3.2.5. Extracao com CO; supercritico

Esse método tem a vantagem de operar a baixas temperaturas, de nao usar
um solvente toxico e de permitir certa seletividade dos compostos extraidos.
Nenhum traco de solvente permanece no produto obtido, tornando-o mais puro do
que aqueles obtidos por outros métodos. Para tal extracao, o CO. é primeiramente
liquefeito através de compressdo e, em seguida, aquecido a uma temperatura
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superior ao seu ponto critico, 31°C e pressurizado a uma pressao acima de 73 bar,
pressao critica. Nessa condicdo, o CO, atinge o estado supercritico no qual sua
difusividade é analoga a de um gas, mas sua capacidade de dissolugédo é elevada
como a de um liquido. Uma vez efetuada a extracdo, faz-se o CO, retornar ao
estado gasoso, resultando na sua total eliminacao (Cassel et al., 2008, Lima, 2006;
Vargas et al., 2006).

3.3. Atividade antimicrobiana

Fleming, em 1929, desenvolveu o primeiro antibiético em escala industrial. O
termo antibidtico pode ser definido amplamente como substancia biossintetizada por
um ser vivo com capacidade de inibir microorganismos e/ou bloquear o crescimento
e replicacdes celulares, em concentracdes relativamente pequenas (Franco, 2005).
Algumas classificacbes sdo citadas por Franco (2005) para os antibiéticos: de
acordo com a origem quimica, farmacocinética e farmacodinamica. E também de
acordo com a atuacao sobre o organismo invasor sem afetar o hospedeiro, chamado
de especifico e os inespecificos capazes de matar ou inibir o crescimento microbiano
in vitro, sendo considerados como anti-sépticos, germicidas, biocidas, esterilizantes
e desinfetantes. Ele também classifica a atividade dos agentes antimicrobianos
como bactericidas, quando matam o microorganismo durante a fase de crescimento
logaritmo, onde ha aumento da susceptibilidade devido ao aumento da atividade
metabdlica ou bacteriostatico quando inibe o crescimento microbiano.

A susceptibilidade bacteriana de agentes antimicrobianos é testada in vitro,
utilizando-se os principios da difusdo em Agar (Barry, 1985). Os testes de avaliagédo
antimicrobiana sédo padronizados pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards, (NCCLS, norma M2-A8, 2003, atual CLSI) para avaliar os agentes
antimicrobianos convencionais. Nos testes de atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais, a norma proposta pelo NCCLS e também aquelas descritas nas
farmacopéias, americana e brasileira ndo podem ser seguidas a risca, devido as
propriedades de volatilidade, insolubilidade em agua e composicado complexa. Por
isso, em testes de susceptibilidade microbiana (Nascimento, 2007), deve-se ajustar
a técnica usada, o0 meio de cultura, os microorganismos e o0 solvente ao 6éleo

essencial.
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3.4. Métodos de avaliacao da atividade antimicrobiana

Os métodos de avaliacao da atividade antimicrobiana se dividem basicamente
em: métodos de difusdo e métodos de diluicdo. O método de difuséo, por sua vez,
se divide em difusdo por disco, difusdo por cilindros, difusdo por pogos e
bioautografia direta e indireta. Os ensaios de difusdo sédo considerados qualitativos,
pois apenas mostram se existe ou néo atividade antibacteriana nos produtos
naturais. Os métodos de diluicdo em tubos ou em placas podem ser considerados
semiquantitativos, quando séo testadas poucas concentragcdes do produto natural,
por exemplo, trés diluicbes e quantitativos onde se executam diluicées seriadas do
produto e se determina para este, a concentracao inibitéria minima (Valgas, 2002).
Esses métodos e suas variantes devem ser adaptados e escolhidos conforme as
facilidades operacionais que permitem ensaios relativamente rapidos e simples, com
custo compativel. E importante que as adaptacdes sejam testadas e padronizadas
para se obter reprodutibilidade e garantir assim que os resultados tenham
confiabilidade.

3.4.1. Métodos de difusao em agar por bioautografia

Os métodos bioautograficos permitem combinar a capacidade de separacao
da cromatografia de camada delgada (CCD) com a determinagéao in situ da atividade
antimicrobiana dos componentes de uma mistura de compostos quimicos. A amostra
de um extrato natural é aplicada na placa de CCD e eluida com uma fase mével
adequada (Franco, 2005). Os compostos da amostra ficam adsorvidos na fase
estacionaria em posicoes relativas a sua polaridade em relacao ao eluente e a silica
da placa cromatografica. Posteriormente, o microorganismo a ser testado é
inoculado sobre a placa. Na bioautografia indireta, o agar inoculado é aplicado sobre
a CCD e na bioautografia direta, o in6culo é pulverizado diretamente sobre a placa
(Valgas, 2002). Apos o periodo de incubacgéo, verifica-se a formagdo de um halo de
inibicdo no composto com atividade antimicrobiana presente na amostra (Figura 3.5).
Usando-se um revelador de sais de tetrazélio, pode-se melhor visualizar as areas de
atividade antifungica em fungao da desidrogenase enzimatica (Hostettmann, 2003).
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Figura 3.5.: Etapas gerais do método bioautografico: separacdo dos compostos e revelagao.
Adaptado de Furlan e Lopez, 2006

A bioautografia tem sido mencionada como uma metodologia eficiente para o
descobrimento de novos compostos antimicrobianos e constitui uma ferramenta Util
para o0 desenvolvimento de compostos antimicrobianos a partir de misturas

complexas de extratos vegetais e 6leos essenciais (Furlan e Lopez, 2006).

3.4.2. Método de difusao em agar por poco, disco e cilindro

Este método (The US Pharmacopeia, 1990; Farmacopéia Brasileira, 1988)
avalia a capacidade de um microrganismo de se multiplicar na presenca de
concentracdes conhecidas de um antimicrobiano. E uma metodologia econémica e
de facil execugdo, demonstrando linearidade e precisdo (Esmerino, 2004). As
substancias normalmente testadas por este método tém natureza hidrofilica e os
testes sdo padronizados para esta condicdo (Nascimento, 2007). Diferentemente,
nos ensaios com 6leos essenciais, que sao volateis, insolluveis em agua, viscosos e
complexos, sdo utilizados solventes e agentes emulsificadores, a exemplo do Tween
20 (Fraternale, 2006, Kuiate, 2005), Tween 80 (Tzakou, 2007), DMSO -
dimetilsulféxido (Sabulal, 2007; Rossi, 2007; Kirkcloglu, 2007), Dietil-eter
(Oladimeiji, 2004) e alcool (Tan, 2007).

O ensaio por difusdo em Agar é um método fisicoquimico no qual o
microorganismo € utilizado como “revelador”. Sao preparadas placas de Petry com
meios de cultura inoculados com microrganismos. O 6leo essencial solubilizado é
aplicado sobre a superficie deste meio, em uma area restrita. A forma de aplicacao é
que caracteriza o tipo da variante, se cilindro (figura 3.6), disco ou ainda a

construcdo de cavidade (poco). Apdés o tempo adequado de incubacgao, sendo o
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microorganismo sensivel ao produto testado, ndo ocorre o crescimento nas areas
onde tenha ocorrido a difusdo do 6leo testado, formando halos de inibicdo. Isso
contrasta com as areas onde nao houve difusdo e ocorreu o crescimento do
microrganismo (Lourengo, 2006). O 6leo se difunde no Agar em concentragdes
decrescentes e 0s microorganismos inoculados no meio de cultura crescem até
encontrar a concentragao inibitéria minima e, a partir deste ponto, se forma o halo de

inibicdo (Esmerino, 2004).

Figura 3.6.: Difusdo em &gar variante cilindro. (Fonte: autor)

3.4.3. Fatores que influenciam na determinacao da atividade
antimicrobiana pelo método de difusao em agar

A robustez de um método se refere a uma medida do grau para o qual
mudancas em algum parametro do ensaio resultardo em mudancas no valor
numérico produzido. Um ensaio robusto gera um alto grau de precisdo dos
resultados. Sendo assim, é importante conhecermos as conseqiéncias das
alteracbes dos parametros do teste para garantir a maior precisdo possivel nos

resultados obtidos (Valgas, 2002).

Conceitos tedricos relativos a difusdao sao importantes para o entendimento de
fatores de interferéncia. Para um melhor entendimento dos fatores, seguem alguns

conceitos, conforme Lourenco (2006):

e Zona limitrofe: € a regido na qual ocorre a difusdo do produto testado, porém a

concentracdo nao € suficiente para gerar halo de inibicao.
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e Populagao do inéculo: é a populagao microbiana no momento da inoculagao.

e Tempo (tp): € o periodo de crescimento do microorganismo até que seja
alcancada a populacao critica.

e Populagao critica: € a populagdo microbiana no tempo (tp), no qual ainda néo
foi atingida a populacédo inibitéria. Um crescimento além da populagéo critica
resulta numa quantidade de microorganismos capazes de absorver
completamente o produto testado, impedindo uma maior difuséo.

e Populacgao inibitéria: € a populacdo microbiana que € grande o suficiente para
impedir completamente a formagéao de zonas de inibi¢&o.

e Concentragao critica: € a concentracdao do produto na posicao limitrofe entre o
crescimento e a inibigdo.

e Fase lag: fase de crescimento lenta dos microorganismos. Sao os primeiros
momentos da incubacéo, fase da segunda ou terceira geracao.

Os fatores que interferem na formacdo dos halos de inibicdo sdo a
concentragao critica e a populagao critica. No entanto, os fatores que influenciam na
difusdo do produto e no tempo para atingir a concentracao critica também agem como
inibidores (Lourenco, 2006).

A carga microbiana inicial e o tempo da fase /lag do microorganismo
relacionadas com a velocidade de difusdo da substancia no agar sao determinantes
para o tamanho do halo de inibicdo. Por isto, o tempo da pré-difusao é importante,
pois a temperatura é mantida abaixo da temperatura ideal de crescimento do
microorganismo, permitindo que a difusao do produto atinja uma area maior no agar.

Fatores operacionais ndo muito bem estabelecidos como, por exemplo, a
espessura e uniformidade da camada do meio de cultura, tendo em vista que a
difusdo ocorre de forma radial (figuras 3.7, 3.8 e 3.9), também influenciam
decisivamente na formagcdo dos halos, na homogeneidade da distribuicdo dos
microorganismos testados e na visualizacdo do resultado, contribuindo para que o
método ndo seja reproduzivel e sensivel. A temperatura do meio de cultura fundido
deve ser mantida entre 42 e 44°C. Temperaturas superiores a 44°C podem inativar os
microorganismos e inferiores a 42°C podem gerar grumos no meio de cultura. O
ajuste dos volumes para a camada base e para a camada que forma a capa que
recobre a placa cromatografica € essencial para manter as espessuras das camadas.
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A variacdo da espessura da capa de agar sobre a CCD influéncia na area dos halos.
A formacao de bolhas dificulta a visualizacdo, o que pode ser evitado pela agitacao
circular na inoculacéo e pela adicdo de uma camada base como “berco” para a placa
de CCD.

BH | | | =&

Figura 3.7.: Difusdo radial. (Fonte: autor) Figura 3.8.: Difusao radial. (Fonte: autor)

/

.,_\ / y

R —
Figura 3.9.: Difuséo radial: diferencas da concentracdo nas extremidades do halo em relagédo ao

centro indicada pelas nuances da coloragao azul. (Fonte: autor)
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4. METODOLOGIA

Pesquisa, segundo Cooper (2004), é um estudo com o objetivo de
desenvolver conhecimento e habilidades para encontrar solucbes a problemas e
desafios. Ainda de acordo com o autor, o planejamento de uma pesquisa se constitui
em um plano e estruturacdo de uma investigagdo de forma a coletar, mensurar,
analisar e elucidar respostar para questoes da pesquisa ou experimento. Gil (1993)
classifica as pesquisas em trés grandes grupos, de acordo com 0s objetivos gerais
em: exploratorias, descritivas e explicativas. Para o estudo em questado, a pesquisa
explicativa € a que melhor se ajusta aos objetivos deste trabalho, por identificar
através do método experimental, os fatores que determinam, influenciam ou
contribuem para os fenémenos ocorridos. Ainda, segundo Gil (1993), a pesquisa
experimental estabelece um objeto de estudo, onde s&o selecionadas variaveis
capazes de influenciar o estudo, definir as formas de controle e de observacao dos
efeitos que tal (is) variavel (is) produz (em) no objeto de estudo.

4.1. Materiais e Métodos

4.1.1. Oleo Essencial

Para este trabalho foram selecionados os 6leos essenciais das seguintes
espécies: Rosmarinus officinalis L (Alecrim), Cymbopogum citratus DC. Stapf (Capim
Lim&o), Cymbopogum winterianus Jowitt (Citronela). A escolha se deve pela vasta
literatura sobre a atividade antimicrobiana desses 6leos (Santoyo, 2004; Lima 2006) e
pelo fato da empresa Tekton Oleos Essenciais ser parceira no desenvolvimento desta
dissertacdo e estar geograficamente perto, localizada em Viamao — RS, regido
metropolitana de Porto Alegre. A empresa forneceu as plantas aromaticas das
espécies citadas anteriormente para a extracdo com CO, supercritico (figura 4.2) na
pressao de 150 bar e 60°C de temperatura e por destilacdo por arraste a vapor (figura
4.1). Estes experimentos foram realizados no Laboratério de Operagbes Unitarias
(LOPE) da Faculdade de Engenharia da PUCRS (figura 4.3) e seguiram as
metodologias e equipamentos descritos por Cassel et al. (2008) e Cassel et al. (2009),
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respectivamente para os processos de destilacdo por arraste a vapor e extracao
supercritica.

As analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa —
CG-MS foram também realizadas no LOPE. O equipamento utilizado é da marca
Agilent Technologies, modelo 7890A CG system, equipado com um processador de
dados. Coluna capilar HP — 5 MS (30 m de comprimento x 0,250 mm de diametro
interno x 0,25 um de espessura), 60°C por 4 minutos com incremento de 3°C por
minuto até 240°C de temperatura. Hélio é o gas de arraste utilizado. As analises no
MS foram realizadas em equipamento da marca Agilent Technologies, modelo
5975C VL MSD, operando em 70 eV, e a temperatura da fonte de ion mantida em
250°C. O volume injetado foi de 5 pL de amostra diluida (1:1) em n-hexano, em cada
analise. A biblioteca de espectros de identificacdo de compostos foi desenvolvida
por Adams (2007).
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xtragéo por a1 Extragdo Supercritica

di, 2001) cha, L. M., 2008)

Figura 4.3 Unidade Piloto de Extracdo Supercritica do LOPE (Fonte: autor)
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4.1.2. Microorganismos

Os microorganismos testados foram selecionados, principalmente, em funcao
da Portaria n® 15, de 23 de agosto de 1988 da ANVISA, que indica no subanexo 2
(Quadro 4.1) os microorganismos que devem ser testados para classificar produtos
como saneantes. Também outras cepas foram adquiridas para completar o leque de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e leveduras (Quadro 4.2). As

cepas sao padronizadas exceto o Aspergilus niger que foi coletado e identificado.

Quadro 4.1. - Portaria n® 15 da ANVISA: Microorganismo para avaliagdo da acdo antimicrobiana.

CLASSE MICROORGANISMOS

A Desodorizantes: Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis.

B Desinfetantes para uso

geral: Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis.

c Desinfetantes para

i Lo Staphylococcus aureus, Escherichia coli.
industria alimenticia:

D Desinfetantes para

piscinas: Streptococcus faecalis e Escherichia coli.

Desinfetantes para

L Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis
lactarios:

Desinfetantes
F hospitalares p/
superficies fixas:

Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis e
Pseudomas aeruginosa

Desinfetantes Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Pseudomas
G hospitalares p/ artigos aeruginosa, Tricophyton mentagrophytes, Mycobacterium
semi-criticos: amegmatis e Myctobacterium bovis.
H Esterilizantes: Bacillus subtilis e Clostridium sporogenes (esporos).

Quadro 4.2. - Microorganismos utilizados nos testes.

Morfologia Microorganismos

Sthaphylococcus aureus ATCC 25923
Micrococcus luteus ATCC: 9341
Enterococcus faecalis ATCC: 29212
Bacillus subtilis ATCC: 06633

Gram-positivas

Bactérias
Escherichia coli ATCC25922
. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Gram-negativas )
Salmonella typhymurium ATCC: 14028
Salmonella choleraesuis ATCC: 10708
Leveduriformes Candida albicans ATCC 28367
Fungos

Filamentosos Aspergilus niger wild
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4.1.3. Avaliacao qualitativa da atividade antimicrobiana

Pelo método da bioautografia se avalia qualitativamente a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais frente aos microorganismos (Valgas, 2002). E
um teste simples que permite uma triagem inicial para dar continuidade ou ndo na
pesquisa com o Oleo testado. Os testes foram realizados na Faculdade de Farmacia
da PUCRS. Na bioautografia indireta, conforme protocolo desenvolvido no curso de
extensao em métodos bioautogréaficos (Bertucci, 2009), o 6leo essencial € aplicado
na placa cromatografica de camada delgada (CCD) e é feito um cromatograma. A
fase movel, por evaporagéo, deve ser eliminada. O in6culo utilizado é: o tubo 0,5 da
Escala Mac Farland (1 x 108 UFC/mL) para bactérias; para levedura, o tubo 3 da
escala (9 x 10® UFC/mL) e, quando fungos, usa-se 1 x 10" UFC/mL. O controle
negativo é feito com solvente e o positivo com antibiético de atividade antimicrobiana
conhecida. O meio de cultura Mueller Hinton, padronizado por Kirby e Bauer e pelo
NCCLS, oferece condigbes de crescimento para as principais bactérias (ANVISA,
médulo IV) e 4gar Sabouraud-Glicose para fungos e leveduras. Os meios de cultura
adequados ao microorganismo sao inoculados nas concentragées acima citadas. O
in6culo é vertido em placas de Petry, contendo os cromatogramas dos 6leos em
CCD e estes sao levados para encubar em estufa a 36°C e 35% de umidade, por 24
horas para bactérias e a 25°C por 48 horas para fungos e leveduras. Apoés, utiliza-se
um revelador de sal de tetrazdlio, o “p-iodonitrotetrazolium violet” (INT), que permite
visualizar de forma facil as areas de inibicdo do crescimento microbiol6gico, como se

observa na figura 4.4. Os testes foram realizados em triplicata.

Figura 4.4.: Aplicagao do revelador: Area de inibicdo (A). (Fonte: autor)
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4.1.4. Avaliacao dos emulsionantes dos 6leos essenciais

Para avaliar a solubilidade dos 6leos essenciais foram utilizados os seguintes
compostos emulsionantes: dimetilsulfoxido (DMSO), TWEEN 80, acetona e TWEEN
20. O teste consiste em avaliar se os emulsionantes tém atividade antimicrobiana,
interferindo diretamente nos resultados ou potencializando o resultado dos testes.
Os ensaios preliminares foram feitos com 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) extraido por destilacdo por arraste a vapor. A concentracdo de
emulsionante variou entre 20% e 40% em agua estéril e testada em tubos com os
microorganismos. Aos tubos estéreis, foram adicionados 1 mL da solucdo
emulsionante e 1 mL do meio de cultura inoculado com microorganismos. Também
foi testada a fertilidade do meio de cultura em tubos com 1 mL de 4gua estérile 1 mL

do meio de cultura inoculado com microorganismos.

4.1.5. Preparacao do inoculo

Os microorganismos sao fornecidos liofilizados, acondicionados em ampolas,
que sao abertas de forma asséptica. Os microorganismos liofilizados séao
adicionados em caldo nutritivo para se promover o seu crescimento. Apds, estes sao

repicados para placas de Petry e o caldo armazenado em freezer para uso posterior.

Para o isolamento do microorganismo se repica do meio nutritivo de
crescimento para uma placa contendo o meio de cultura agar Caseina-Soja para
bactérias e agar Sabouraud para fungos. O crescimento é realizado em uma estufa
por 24 horas a 36 * 1°C para bactérias e por 48 horas a 25 + 1°C para fungos.

Para padronizar a densidade do inéculo usa-se o controle da turbidez de
sulfato de bario, equivalente a escala de Mac Farland (NCCLS, 2003). A densidade
Optica correta deve ser verificada em um espectrofotdbmetro na escala de 625 nm. As
solugbes padrées da escala Mac Farland podem ser preparadas misturando-se as
solucdes de BaCl, 0,048 M e de H.SO4 0,18 M nos volumes indicados na tabela 4.1.
Ao se obter a leitura no espectrofotbmetro do tubo da escala de Mac Farland
referente a densidade do in6culo que corresponde as unidades formadoras de
colénias (UFC) desejadas, procede-se, em outro tubo, a adicdo do microorganismo,

até que a turvagao seja numericamente igual a produzida pelo tubo da escala.
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Tabela 4.1. - Escala de Mac Farland

Tubos 0,5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

BaCl, (mL) 00501020304, 05|06 |07]|08]09 /10

HSOs(mL) 995|199 | 98 | 97 | 96 | 95 | 944 | 93 | 92 | 91 | 9,0

UFCx10%/mL | 1,5 | 30 | 6,0 | 90 | 12 | 15 | 18 | 21 | 24 | 27 | 30

Apés o isolamento, as colénias serao repicadas em solucao fisiolégica estéril,
a fim de se obter uma densidade éptica comparavel ao tubo 0,5 da Escala Mac
Farland com a concentracdo de 1,5 x 10 UFC/mL. (Antunes, 1995). Para fungos, o
tubo 3 da escala de Mac Farland se mostrou mais adequado e para fungos
filamentosos a contagem é feita em camera de Neubauer para se obter uma
concentragdo de 10’ esporos/mL. Em seguida, a suspensdo é diluida para se
alcancar a concentracao de trabalho.

4.1.6. Ensaio para determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

Este ensaio se deu através da técnica de diluicido em tubos. Portanto, em
cada tubo, previamente esterilizado, é adicionada a suspensao do in6culo de cada
bactéria ou fungo, que por sua vez, ja contém caldo Caseina-Soja ou Sabouraud,
acrescida das diferentes concentracoes finais de 6leo essencial solubilizado com
TWEEN 20. Os tubos sao incubados a (36 = 1)°C por 24 horas para bactérias e 25
+1°C por 48 horas para fungos em estufa. Controles sao realizados contendo meio
de cultura sem o microorganismo que servem como controle negativo, indicando a
esterilidade. O meio de cultura com o microorganismo que serve como controle
positivo indicara a fertilidade do meio. O meio de cultura com o microorganismo
acrescido de TWEEN 20 serve como controle do solvente. Os testes sao realizados
em triplicata. A CIM é a concentragdo de 6leo mais baixa a ndo apresentar turvacao
perceptivel a olho nud, ou seja, a inibir o crescimento dos microorganismos. Para
verificar se esta inibicdo foi causada pela morte ou pela inativacdo se faz o
plagueamento com alga calibrada. A concentracao inicial para determinacéo da CIM
foi de 160mg/mL no primeiro tubo e nos posteriores de 80, 40, 20, 10, 5,2,5e 1,25
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mg/mL. Tubos contendo apenas o emulsionante, TWEEN 20, e 4gua estéril foram
utilizados como controle da interferéncia do emulsionante no crescimento do
microorganismo e outros tubos apenas com o indculo e o meio de cultura para

verificar a fertilidade do meio.

4.1.7. Técnica de difusao em agar: Variante bioautografia indireta

A técnica de difusdo utilizada neste trabalho é a bioautografia indireta ou
também chamada de capa de agar (agar overlay). Os 06leos essenciais de alecrim,
capim liméo e citronela foram aplicados sobre placas de silica gel GF2s4 para fazer a
cromatografia em camada delgada (CCD). Como fase mével foram utilizados:
tolueno e acetato de etila (93:7) (Wagner e Bladt, 1995). Ao término da
cromatografia as placas foram aeradas para eliminar o0s solventes.
Concomitantemente, o indculo é preparado conforme descrito na secdo 4.1.5 e
diluido até a concentracao de trabalho. O in6culo € vertido na placa de Petry 90 x 15
mm para formar a camada base ou “berco de ancoragem” da placa de CCD. Esta é
colocada sobre a base de forma que fique sobre a superficie e, apds, é vertida a
camada superficial do in6culo, de modo a formar uma pelicula fina sobre a placa de
CCD. As placas ficam em pré-incubacao e entdo sédo colocadas em estufa 36 £ 1 °C
por 20 horas para bactérias e a 25°C por 40 horas para fungos. Ao término do
tempo de incubacdo, é aplicado o revelador INT. A figura 4.5 representa
graficamente os passos da bioautografia indireta.

C+ OE
— I TTT | — — —
Aplicacao = s
Eo ogE Migracéo Z"j‘@geES C+Oa£tlrl):>L|lcr>gco
Inoculo ‘
/ H “Revelador INT
/ //\ ///'F\’\\ =, Inibig&o

/)k\ﬂ. ( \|—>< /\—) -+
— = N

Agar ] _ ] —
O agar inoculado é MO crescem sobre a  Locais de crescimento dos
adicionado sobre a placa placa de CCD MQ revelados pelo INT

Figura 4.5.: Bioautografia indireta. (Fonte: autor e Falcédo, M. A.)
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Apos identificar as fragbes que tém atividade antimicrobiana € calculado o indice de
retencéo (IR), que é a razédo entre distancia percorrida pelo solvente e a distancia
percorrida pela fracao, de cada halo de inibicdo com o uso de um paquimetro (figura
4.6). O valor calculado do IR é usado para definir qual regiao da placa se deve
raspar, regido onde se encontram os compostos, retirar as silicas e identificar a
composicao da fracdo. Como controle positivo de inibicdo foram aplicados padrdes
de antibiéticos a fim de verificar a resposta do microorganismo, se resistente ou
sensivel a Amoxicilina (padréo do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude - poténcia com 850ug/mg) e ao Cetoconazol (SREENIVASA PHARMA). A

concentragédo de padrao usada foi de 4 ug/mL.

Figura 4.6.: Medidas das distancias para calcular o IR. (Fonte: autor e Falcao, M. A.)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados preliminares

Através dos resultados preliminares encontrados foi possivel definir os
parametros de trabalho como: o emulsionante, a quantidade de microorganismos e
volume de in6culo, as temperaturas e os tempos a serem utilizados nos testes.

Os primeiros testes foram realizados com éleo essencial de Rosmarinus
officinalis L. (alecrim) extraido por arraste a vapor e doado pela empresa TEKTON
Oleos Essenciais. A etapa inicial consistiu na definicdo do solvente/emulsionante a
ser utilizado. A maioria das referéncias bibliograficas consultadas (Sabulal, 2007;
Rossi, 2007; Kdirkcloglu, 2007) utiliza o dimetilsulfoxido (DMSO) como
solvente/emulsionante, porém nos testes realizados este apresentou formacao de
halo de inibigdo. Mesmo com a substituicdo de fornecedor do DMSO continuou a
ocorrer a interferéncia do solvente. Concluiu-se que algum residuo de sintese,
contaminacdo ou ainda o ndo dominio de uma técnica adequada, impediu a
reproducao de dados bibliograficos consultados.

Os resultados mais interessantes foram obtidos com o solvente/emulsionante
TWEEN 20. Os testes realizados com 20% e 40% de TWEEN 20 em agua estéril
demonstraram nao inibir o crescimento; porém na concentracdo de 40% se observou
uma influéncia na velocidade de crescimento. O tempo necessario para atingir a
populacao critica foi o dobro do necessario para a concentracdo de 20%. Sendo
estabelecido, entdo, que o TWEEN 20 na concentracdo de 20% seria o
solvente/emulsionante mais indicado para os testes.

Testes realizados em placa de Petry, para definir a populacdo do inéculo, ou
seja, a carga inicial de microorganismo na bioautografia, indicaram a concentragéao
ideal de 1,5 x 10° UFC/mL para bactérias, de 9,0 x 10° UFC/mL para fungos e de 1,0 x
10° esporos/mL para fungos filamentosos em placas de Petry, tamanho 90 x 15 mm. A
placa de CCD foi colocada sobre uma camada base ou “berco de ancoragem” de
forma que fique fixa na superficie e, apds, é vertida a camada superficial do in6culo,
15 mL, de modo a formar uma pelicula fina sobre a placa de CCD. Por uma hora as
placas ficam em pré-incubacao, a temperatura ambiente, e entdo sdo colocadas em
estufa a 36 = 1 °C por 20 horas para bactérias e a 25°C por 40 horas para fungos.
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Para a concentracao inibitéria minima, os testes indicaram a concentracao de 2
x 10* UFC/mL do inéculo a ser adicionada nos tubos e igual volume do éleo essencial
emulsionado. Considerando a diluigao 1:1, a concentragédo final de trabalho para
bactérias e fungos ficou em 1,0 x 10* UFC/mL. Esta carga microbiana inicial permite,
para o teste de plagueamento com alca calibrada de 10 pL, uma quantidade de 100 a
150 UFC na placa (figura 5.1). Esta quantidade de colénias pode ser facilmente
contada com auxilio de um contador de col6nias, diferentemente do que ocorre para
concentragdes maiores (figura 5.2). O volume usado foi de 1000 pL da suspenséo do
indculo de cada bactéria ou fungo na concentragdo de 2,0 x 10* UFC/mL e 1000 pL
de 6leo solubilizado com TWEEN 20 nas concentracdes de 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2,5
e 1,25 mg/mL, sendo o volume completado com caldo Caseina-Soja ou Sabouraud. A
concentragdo final do inéculo, considerando a diluicdo no tubo, foi de 1,0 x 10*
UFC/mL e o volume final em cada tubo foi de 2000 uL. Os tubos foram incubados a
36 * 1°C por 20 horas para bactérias e a 25 + 1°C por 40 horas para fungos.

Figura 5.1.: E. Coli : 10 pL de 1x10* UFC/mL. Figura 5.2.: E. Coli : 10 pL de 1x10® UFC/mL.
(Fonte: autor e Falcdo, M. A.) (Fonte: autor e Falcédo, M. A.)

5.2. Resultados comparativos preliminares da atividade antimicrobiana de
6leos extraidos por arraste a vapor e extracao supercritica

Os O6leos essenciais de alecrim e citronela extraidos pelos processos de
destilacdo por arraste a vapor e por extragdo com diéxido de carbono supercritico,
foram aplicados sobre placas de CCD para fazer a cromatografia em camada
delgada (vide item 4.1.7.). O dleo de capim lim&o né&o foi testado neste experimento,
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pois nao foi possivel obter as amostras das plantas para extracao por supercritico.
Como fase moével foram utilizados tolueno e acetato de etila (93:7). Ao término da
cromatografia, os indculos dos microorganismos (MO), Escherichia coli ATCC 25922
(EC), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (SA), Micrococcus luteus ATCC 9341
(ML) e Salmonella typhymurium ATCC 14028 (ST), Candida albicans ATCC 28367
(CA) e o Aspergillus niger wild (AN) foram vertidos individualmente sobre cada placa
de CCD. As placas de Petry com as CCD foram incubadas em estufa. Conforme se
observa nas placas cromatograficas (figuras 5.3 e 5.4), reveladas com vanilina
sulfarica, € visivel que o processo extrativo influi significativamente na composicao
do OE (tabela 5.1), conseqientemente, na acgdo antimicrobiana. A analise
cromatografica, por CG/MS, forneceu as seguintes composicoes para 0S
componentes majoritarios dos 6leos essenciais:

Figura 5.3.:Citronela Supercritico(a) Figura 5.4. :Alecrim Supercritico(a)
e arraste a vapor(b). e arraste a vapor(b).
(Fonte: autor) (Fonte: autor)

Tabela 5.1 - Concentragdes dos componentes majoritarios dos OE supercritico e arraste a vapor

Alecrim arraste a vapor (AV): a-pineno (16,3%) e cineol (19,9%);

Alecrim supercritico (SC): geraniol (33,4%) e verbenona (29,9%);

Citronela arraste a vapor (AV): citronelal (35,4%) e citronelol (18,5%);

Citronela supercritico (SC): geraniol (35,6%) e citronelal (15,2%).

O fracionamento ocorrido na CCD e a atividade antimicrobiana na fracao (F)
ou no 6bleo essencial (O) ou em ambos permitiu identificar se a acdo do éleo é

sinérgica ou especifica, cruzando os resultados obtidos (tabela 5.2).
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Tabela 5.2. - Resultados da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de citronela e alecrim
extraidos com CO, supercritico (SC) e por arraste a vapor (AV).

Esséeli?:i al M. luteos cﬁli C. albicans A. niger S. aureus S?}I/l:ﬁ;;{la
Citronela (SC) +(F;0) - - - - -
Citronela (AV) - +(F) + (F;0) +(F:0) +(0) -
Alecrim (SC) +(0) +(0) - - +(F;0) -
Alecrim (AV) - - + (0) - +(0) -

Legenda: (+) inibicdo de crescimento do MO; ( - ) ndao houve inibicado do MO; ( F ) inibicdo na fragédo
um dos constituintes do 6leo; ( O ) inibicdo do 6leo puro com todos os constituintes.
Comparando os resultados para a citronela, observa-se que a diferenca na
composigdo quimica, fruto da influéncia do processo extrativo, influiu na agéo
antimicrobiana frente ao M. luteus. O bleo extraido por supercritico teve acao frente
ao M. luteus e o 6leo extraido por arraste a vapor ndo. Porém, o 6leo de citronela
(AV) teve acdo antimicrobiana para E. coli, C. albicans, A. niger e S. aureus
enquanto o 6leo extraido por supercritico ndo teve acdo frente a estes
microorganismos. O resultado do 6leo de citronela (AV) que apresentou acgao
apenas na fracao frente a E. coli, pode indicar antagonismo, ou seja, produtos que
em conjunto se anulam em termos de atividade antimicrobiana ou quantidade de
produtos na fragdo que permite a atividade antimicrobiana. Diferentemente quando o
6leo de citronela (AV) apresentou acao antimicrobiana para S. aureus e as fragdes
do 6leo nao foram ativas para este microorganismo, indicando sinergismo de seus
compostos. A acao deste 6leo tanto na fracdo como no 6leo para C. albicans e A.
niger pode indicar que um ou mais compostos sao responsaveis por esta atividade.
Quanto ao OE de alecrim, se observa que tanto o 6leo extraido por
supercritico quanto o extraido por arraste a vapor atuaram de forma a evidenciar
sinergismo de seus compostos, pois o0 6leo teve acao e as fragcdes ndo. Apenas uma
fracao do 6leo de alecrim (SC) apresentou acdo para S. aureus, o que pode indicar
gque um ou mais compostos foram extraidos pelo processo supercritico, mas nao

pelo método de arraste a vapor.
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Para a Salmonella typhymurium nenhum dos 6leos testados neste
experimento comparativo teve acéao inibidora, independentemente do processo de
extracdo utilizado.

Os resultados destes experimentos foram apresentados no V Congresso
Brasileiro de Oleos Essenciais em setembro de 2009, no Rio de Janeiro.

Para a continuidade dos estudos comparativos, seria necessario um volume
de 6leo essencial extraido por supercritico o que nao foi possivel devido a
dificuldade na sua obtencao e das plantas para extragdo. Sendo assim, optou-se por
continuar a realizar os testes apenas com os 6leos essenciais obtidos através da

extragcao por arraste a vapor.

5.3. Resultados da atividade antimicrobiana de 6leos extraidos por arraste a

vapor

Pelo método de bioautografia indireta, descrita no item 4.1.7, testamos os
6leos Rosmarinus officinalis L, Cymbopogum citratus DC. Stapf, Cymbopogum
winterianus Jowitt, frente aos microorganismos citados na tabela 4.2 do item 4.1.2. E
pelo método de diluicdo em tubos, descrito no item 4.1.6 foram testados os dleos
Cymbopogum citratus DC. Stapf, Cymbopogum winterianus Jowitt contra os
microorganismos citados no quadro 4.1 para as classes de A a F (ANVISA) e
Candida albicans.

5.3.1. Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L.

Os resultados obtidos para este 6leo essencial indicaram uma atividade
antimicrobiana do 6leo essencial, ou seja, do conjunto de compostos presentes no
mesmo, indicando um possivel sinergismo entre seus compostos para terem acao
antimicrobiana. As fragdes nao apresentaram acao contra fungos e bactérias.

Os microorganismos para 0s quais o 6leo essencial de alecrim foi efetivo sao:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Candida albicans ATCC 28367. Os
resultados podem ser visualizados na tabela 5.3.

Pelos resultados obtidos, ndo € possivel enquadrar o 6leo de alecrim nas
classes da Portaria 15 da ANVISA de 23 de agosto de 1988. Portanto, nao foi dada

continuidade a avaliagdo do potencial antimicrobiano deste composto, pois nao seria
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possivel o registro de um produto saneante de acdo antimicrobiana, segundo a
legislacao vigente.

5.3.2. Oleo essencial de Cymbopogum citratus DC. Stapf

5.3.2.1 Resultado da bioautografia e da analise cromatografica.

Para o 6leo essencial de capim limao a atividade antimicrobiana foi positiva
contra 0s microorganismos testados, exceto a Salmonella typhymurium ATCC:
14028. Frente a Escherichia coli ATCC: 25922 o éleo foi ativo, porém suas fracoes
nao. Para o Micrococcus luteus ATCC: 9341 e Pseudomonas aeruginosas ATCC:
27853 o 6leo nao foi efetivo, porém as fracdes tiveram acdo antimicrobiana. Na
tabela 5.4 estdo os resultados da bioautografia. O “indice de Retencdo da Fragao”
(IR F) foi calculado dividindo-se o percurso do eluente, do ponto de aplicacdo do
6leo até a altura maxima do eluente (start-front) pelo percurso da fracao. Para alguns
microorganismos houve até 04 fracbes ativas dentro de um mesmo 0leo, porém
foram escolhidas as duas faixas de IR que representavam a acao mais efetiva das
fracOes. Este indice nos permitiu identificar em qual area da placa cromatografica
estava o composto ou compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana. Entéo,
a placa foi levada a luz ultravioleta 254 nm para marcar a area exata da substancia,
permitindo que a silica fosse retirada na regido indicada pelo IR F e encaminhada
para analise por CG/MS.

Pelos resultados obtidos, foi possivel enquadrar o 6leo de capim limdo nas
classes A, B, C, D e E da Portaria 15 da ANVISA de 23 de agosto de 1988. As
faixas que mais representaram a atividade do 6leo essencial sdo duas e se situam
entre os indices de retencdo 0,52 a 0,60 e 0,61 a 0,75, chamadas de F1 e F2
respectivamente. A analise do 6leo (tabela 5.5) e das fracbes (tabelas 5.6 e 5.7)
indicou os compostos mais promissores (figura 5.5) para combater esses

microorganismos.
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41

PS. Bac.

Sal. Enter. Sa.

Alecrim ST. aureus E. coli M. luteus _aeruginosas C. albicans __ subtilis A. niger _choleraesuis __ faecalis __typhymurium
Oleo sim nao nao nao sim néo nao néo nao néo
fragéo nao néao nao nao nao néao nao nédo nao néao
Padrao sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim
IR F: nao néao néao néo nao néao nao néo nao néo
Tabela 5.4. - Resultados da bioautografia do 6leo de capim limao
PS. Bac. Sal. Enter. Sa.
Cap. Limao ST. aureus E. coli M. luteus _aeruginosas C. albicans __subtilis A. niger __choleraesuis __ faecalis typhymurium
6leo sim sim nao nao sim sim sim sim sim nao
fracéo sim néao sim sim sim sim sim sim sim nao
Padrao sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim
IR F1 0,528 0,555 0,53 0,60 0,59 0,615
IR F2 0,655 0,61
IR F3 0,021 0,28 0,041 0,0499
IR F4 0,172
IR F5 0,337
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Tabela 5.5 - Andlise por CG/MS do 6leo de Capim Limao

% Area TR (min) Composto IK IK tedrico

0,112% 7,344 alpha-pinene 928 932

1,352% 10,235 6-methyl-5-hepten-2-one 986 981

0,643% 10,444 Myrcene 990 988

0,065% 12,278 ortho-cymene 1023 1022

0,140% 12,501 Limonene 1027 1024

1,068% 12,620 1,8-cineole 1029 1026

0,432% 15,882 Fenchone 1086 1083

1,614% 16,730 Linalool 1100 1095

0,187% 17,340 endo-fenchol 1111 1114

0,591% 18,992 Camphor 1141 1141

0,230% 19,682 Citronellal 1154 1148

0,224% 20,330 cis-chrysanthenol 1165 1160

0,182% 20,897 Borneol 1176 1165

0,478% 23,921 Citronellol 1233 1223

29,557% 24,568 Neral 1246 1235

0,225% 24,997 Piperitone 1254 1249

2,335% 25,259 Geraniol 1259 1249

42,783% 26,192 Geranial 1278 1264

1,390% 27,073 2-undecanone 1295 1293

0,906% 27,478 geranyl formate 1303 1298

0,606% 31,344 geranyl acetate 1384 1379

0,061% 32,835 E-caryophyllene 1417 1417

0,233% 33,625 alpha-trans-bergamotene 1434 1432

0,336% 40,026 caryophyllene oxide 1579 1582

85,751%

Tabela 5.6 Tabela 5.7

Fragao F1 Capim Limdo (IR0,52 a Fragdo F2 Capim Limao (IR0,61 a
0,60). 0,75).

% Area TR (min) Composto % Area TR (min) Composto
13,215% 10,5009 ortho-cymene 6,687% 10,6684 limonene
19,383% 10,6792 limonene 7,790% 10,7872 1,8-cineole
25,503% 10,7818 1,8-cineole 39,691% 20,8079 neral
11,046% 20,7917 neral 45,832% 22,234 geranial
17,465% 22,2178 geranial 100,000%

86,612%

Avaliando os resultados das fragdes pode-se observar que na fracao F1 esta
presente o composto o-cimeno e na fragdo F2 ndo. Porém a fragcdo F2 contém trés

vezes mais citral (neral + geranial) que a fracado F1.
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5.3.2.2 Resultado da concentragao inibitéria minima

A concentracao inibitéria minima para o 6leo essencial de capim limao foi
realizada com 07 concentracdes diferentes, partindo do baldo volumétrico inicial com
concentracao de 161,1 mg/mL. Procedeu-se as diluicbes na proporcao de 1:1 e se
obteve as seguintes concentracdes nos tubos: 80,55; 40,28; 20,14; 10,07; 5,03;
2,52; 1,26 mg/mL.

A diluicdo com o TWEEN 20 ficou opaca para concentragdes superiores a 5
mg/mL, o que dificultou a visualizacdo nos tubos onde aconteceram crescimentos
dos microorganismos. O plagueamento em agar Mueller Hinton com alga calibrada
de 10 pL permitiu verificar se a atividade inibitéria foi por morte dos microorganismos
ou se foi pela inativacao do crescimento, quando a quantidade de microorganismo
manteve a carga microbiana inicial. O tempo do experimento foi de 120 horas com
leituras da turvacdo no primeiro tempo de leitura estabelecido para os
microorganismos testados. Os microorganismos foram escolhidos com base na
Portaria 15 da ANVISA de 1988 para as classes de A a F e acrescidos de Candida
albicans.

A Salmonella choleraesuis ATCC: 10708 teve turvagdo no tubo de
concentracao 1,26 e 2,52mg/mL nas leituras de 20h. Apds 120h, houve crescimento
de mais de 300 UFC. Nas concentracdes superiores nao houve crescimento.

Para o Enterococcus faecalis ATCC: 29212 e Sthaphylococcus aureus ATCC:
25923, nas primeiras 20h, ocorreu turvacédo no tubo de concentracédo de 1,26mg/mL
e turvacado ap6s 40h no tubo de concentracdao 2,52mg/mL. Apds 120h ocorreu o
plagueamento e houve crescimento de mais de 300UFC na concentragédo de
1,26mg/mL, em ambos os microorganismos. Porém, ocorreu apenas 1 UFC no
plagueamento do Enterococcus faecalis do tubo com concentracdo de 2,52mg/mL e
38 UFC no tubo de concentracdo de 2,52mg/mL do Sthaphylococcus aureus. O
aparente crescimento nas concentragdes de 2,52mg/mL pode ter sido confundido
com a turvacdo gerada na solubilidade. Nas demais concentracbes nao houve
crescimento, exceto na concentragdo de 5,08 mg/mL para S. aureus com

crescimento de 16 UFC.

Pseudomonas aeruginosas ATCC: 27853 e Escherichia coli ATCC: 25922 - o

6leo essencial de capim limdo nao teve acao para esses microorganismos em todas
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as concentracbes testadas e o0 crescimento em placa contabilizou mais de
300UFC em todas as concentragdes.

Candida albicans ATCC: 28367 ocorreu turvacdo na concentracdo de
1,26mg/mL ap6s 80h de incubacdo. No plaqueamento, apds 120h, a contagem foi
de 150 UFC nas concentragfes de 1,26 e 2,52mg/mL. Nas demais concentragdes o
crescimento foi insignificante.

Os dados completos estdo na tabela 5.8, onde a palavra “sim” significa
que houve crescimento do microorganismo e a palavra “nao” significa que nao houve
crescimento microbiano. O “ * “ indica que ocorreu turvagdo, o que impossibilitou a

visualizacdo nas concentracbes maiores que 5 mg/mL.

HALO DE
INIBICAO
FRACAO

HALO DE
~INIBICAO
OLEO

OLEO DE CAPIM LIMAO FRENTE
SALMONELA CHOLERAESUIS

Figura 5.5.: CCD do 6leo essencial de capim limao com a atividade do 6leo e da fragédo. (Fonte: autor)
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Tabela 5.8 - Concentragao inibitéria minima para 6leo de capim limao

tubo1 tubo2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7

Sal. choleraesuis 80,55 40,28 20,14 10,07 5,03 2,52 1,26 (mg/mL)
20 horas * * * * * sim sim
40 horas * * * * * sim sim
120 horas * * * * * sim sim
Contagem (UFC) 0 11 0 0 0 >300 >300

tubo1 tubo?2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7

Ent. faecalis 80,55 40,28 20,14 10,07 5,03 2,52 1,26 (mg/mL)
20 horas * * * * * nao sim
40 horas * * * * * sim sim
120 horas * * * * * sim sim
Contagem (UFC) 0 0 0 1 0 1 >300
tubo1 tubo2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7
Sthaphylococcus
aureus 80,55 40,28 20,14 10,07 5,03 2,52 1,26 (mg/mL)
20horas * * * * * nao sim
40 horas * * * * * sim sim
120 horas * * * * * sim sim
Contagem (UFC) 0 0 0 0 16 38 >300
tubo1 tubo2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7
Ps. aeruginosas 80,55 40,28 20,14 10,07 5,03 2,52 1,26 (mg/mL)
20horas * * * sim sim sim sim
40horas * * * sim sim sim sim
120 horas * sim sim sim sim sim sim

Contagem (UFC)  >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300

tubo1 tubo?2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7

Escherichia coli 80,55 40,28 20,14 10,07 5,03 2,52 1,26 (mg/mL)
20horas * * * * * sim sim
40 horas * * * * * sim sim
120 horas * * * * * sim sim

Contagem (UFC)  >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300

tubo1 tubo2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7

Candida albicans 80,55 40,28 20,14 10,07 5,03 2,52 1,26 (mg/mL)
40horas * * * * * nao nao
80horas * * * * * nao sim
120 horas * * * * * nao sim
Contagem (UFC) 0 0 0 22 3 150 150

* Solubilizagdo com TWEEN 20: para o C. Limao ocorreu turvagéo o que impossibilitou a visualizacio nas
concentragcdes maiores que 5 mg/mL. Nos tubos 6 e 7, com 2,5 e 1,2 mg/mL a visualizagéo foi possivel.

Legenda: Sim e nao” significa se houve ou ndo crescimento microbiano. O “ * “ indica que ocorreu turvagdo, o que
impossibilitou a visualizagéo nas concentragées maiores que 5 mg/mL.
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5.3.3. Oleo essencial de Cymbopogum winterianus Jowitt

5.3.3.1. Resultado da bioautografia e da anéalise cromatografica

Para o 6leo de citronela a atividade antimicrobiana foi positiva contra os
microorganismos testados, exceto para a Salmonella typhymurium ATCC: 14028.
Frente a Escherichia coli ATCC: 25922, Micrococcus Iuteus ATCC: 9341,
Pseudomonas aeruginosas ATCC: 27853 e Bacillus subtilis ATCC: 06633 o 6leo
nao foi ativo, porém suas fragdes sim.

O “Indice de Retencado da Fragao” (IR F) foi calculado dividindo-se o percurso
do eluente, do ponto de aplicacao do 6leo até a altura maxima do eluente (start-
front) pelo percurso da fracdo. Para alguns microorganismos houve até 04 fracoes
ativas dentro de um mesmo 6leo, porém escolheu-se duas faixas de IR que
representavam a acao mais efetiva das fracoes. Este indice nos permitiu identificar
em qual area da placa cromatografica estava o composto ou compostos
responsaveis pela atividade antimicrobiana. Entdo, a placa foi levada a luz
ultravioleta para marcar a area exata, permitindo que a silica fosse retirada na regiao
indicada pelo IR F e encaminhada para analise por CG/MS.

Avaliando-se os resultados obtidos (tabela 5.9), foi possivel enquadrar o 6leo
de citronela nas classes A, B, e E da Portaria 15 da ANVISA de 23 de agosto de
1988. As fracOes que representaram a atividade do 6leo essencial sdo duas e se
situam entre os indices de retencao 0,23 a 0,27 e 0,34 a 0,41, chamadas de fracao
F1 e F2 respectivamente. A analise do 6leo (tabela 5.10) e das fracdes (tabela 5.11
e 5.12) nos indica os compostos mais promissores para combater esses

microorganismos.



Tabela 5.9. - Resultados da bioautografia do 6leo de citronela
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PS. Bac. Sal. Enter. Sal.
Citronela ST. aureus E. coli M. luteus _aeruginosas C. albicans __subtilis A. niger __choleraesuis __ faecalis typhymurium
Oleo sim nao Nao Nao sim nao sim sim sim nao
Fracéo sim sim Sim Sim sim sim sim sim sim nao
Padrao sim sim Sim Sim sim sim sim sim sim sim
IR F1 0,25 0,25
IR F2 0,355 0,412 0,41 0,365 0,35 0,345 P

Legenda: “Sim e nao” significa se houve ou ndo crescimento microbiano.



Tabela 5.10 - Analise por CG/MS do 6leo de Citronela

% Area Composto IK  IKtedrico
0,052% alpha-pinene 932 928
0,109% myrcene 988 990
0,043% ortho-cymene 1022 1023
1,672% limonene 1024 1028
0,146% 1,8-cineole 1026 1029
0,928% linalool 1095 1101
1,641% neo-isopulegol 1145 1145
29,292% citronellal 1148 1160
0,104% iso-isopulegol 1155 1169
0,079% alpha-terpineol 1186 1190
0,117% n-decanal 1201 1206
18,859% citronellol 1223 1236
0,253% neral 1235 1243
16,222% geraniol 1249 1263
0,409% geranial 1264 1273
0,088% citronellyl formate 1271 1277
0,161% 8-hydroxy-neo-menthol 1328 1336
4,793% citronellyl acetate 1350 1356
0,875% eugenol 1356 1359
2,151% geranyl acetate 1379 1385
1,881% beta-elemene 1389 1391
0,234% E-caryophyllene 1417 1417
0,067% beta-copaene 1430 1427
0,160% alpha-humulene 1452 1451
0,387% gamma-muurolene 1478 1476
1,609% germacrene D 1484 1480
0,136% beta-selinene 1489 1484
0,257% valencene 1496 1493
0,939% alpha-muurolene 1500 1499
0,547% germacrene A 1508 1503
0,991% gamma-cadinene 1513 1513
3,611% delta-cadinene 1522 1523
0,210% alpha-cadinene 1537 1536
3,183% hedycaryol 1546 1550
0,573% germacrene D-4-ol 1574 1574
0,888% gamma-eudesmol 1630 1629
1,506% epi-alpha-cadinol 1638 1639
1,040% beta-eudesmol 1649 1647
2,342% alpha-cadinol 1652 1652

98,553%
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Tabela 5.11. Tabela 5.12.

Fragdo F1 Citronela (IR: 0,23-0,27). Fragdo F2 Citronela (IR: 0,34-0,41).
% Area TR (min) Composto % Area TR(min) Composto
6,333% 10,5009 ortho-cymene 100,000% 20,2244  Citronellol
16,760% 10,6846 limonene
7,723% 10,798 1,8-cineole
12,043% 16,5835 citronellal
9,806% 20,2515 citronellol
17,047% 21,4939 geraniol
28,483% 29,0351 E-caryophyllene

98,195%

Avaliando-se os resultados das fracoes do 6leo essencial de citronela, pode-
se observar que a fracdo F2 é composta apenas pelo citronelol. Este composto
somente ndo teve acdo sobre 0s microorganismos Pseudomonas aeruginosas
ATCC: 27853 e o Bacillus subtilis ATCC: 06633. A Fracdo F1 atuou apenas nos
microorganismos Pseudomonas aeruginosas ATCC: 27853 e o Bacillus subtilis
ATCC: 06633. A fracago com 100% de citronelol teve acdo contra 07
microorganismos e a fracdo F1 contra apenas 02 microorganismos, porém na
somatéria de todas as fracdes, ou seja, o éleo essencial puro teve acado contra 04

microorganismos.

5.3.3.2. Resultado da concentracgao inibitéria minima
A concentracdo inibitéria minima para o 6leo essencial de citronela foi
realizada com 07 concentracdes, partindo-se da concentracdo de 159,2 mg/mL.
Procedeu-se as diluicbes na proporcdo de 1:1 e se obteve as seguintes

concentragdes: 79,60; 39,80; 19,90; 9,95; 4,98; 2,49; 1,24 mg/mL.
A diluicado com o TWEEN 20 ficou translicida, o que facilitou a visualizacao nos
tubos onde aconteceram crescimentos. Para verificar se a atividade inibitoria foi
ocasionada pela morte dos microorganismos ou pela sua inativacdo, as culturas
foram plaqueadas em agar Mueller Hinton com alca calibrada de 10 uL. O tempo do
experimento foi de 120 horas com leituras da turvacao no primeiro tempo de leitura
estabelecido para os microorganismos testados. Os microorganismos foram
escolhidos com base na Portaria 15 da ANVISA para as classes de A a F e

acrescidos de Candida albicans.
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A Salmonella typhymurium ATCC: 14028 teve turvacdo no tubo de
concentragcao 2,49 mg/mL nas leituras de 20h e 40h. Ap6s 120h, houve crescimento
em todas as concentracdes e o plaqueamento indicou crescimento superior a 300
UFC para todas as concentracoes.

Enterococcus faecalis ATCC: 29212 teve turvacao no tubo de concentracao
de 1,24 mg/mL nas primeiras 20h e turvacao apos 40h no tubo de concentragéao 2,49
mg/mL. Apds 120h nao houve alteracdo nas turvacdes. O plagueamento indicou
acao bactericida nas concentragdes de 79,6 a 19,9mg/mL. Nas concentracdes de
9,95 a 2,49 mg/mL houve contagem de colbnias inferior a carga bacteriana inicial.
Para a concentracédo de 1,24 mg/mL o crescimento foi superior a 300 UFC.

Sthaphylococcus aureus ATCC: 25923 nao teve turvacdo no tubo de
concentracao de 1,24 mg/mL(menor concentragao) nas primeiras 40h. Na leitura em
120h, ocorreu a turvagao que foi confirmada no plaqueamento com o crescimento de

mais de 300 UFC. Nas demais concentragdes, ndo houve crescimento nas placas.

Pseudomonas aeruginosas ATCC: 27853 e Escherichia coli ATCC: 25922, o
6leo essencial de citronela nao teve acao para esses microorganismos em todas as
concentracdes testadas e o crescimento em placa contabilizou mais de 300UFC em
todas as concentragdes.

Candida albicans ATCC: 28367 ocorreu turvacdo na concentracdo de 1,24
mg/mL apds 40h de incubacdo. No plagueamento, apés 120h, a contagem foi
superior a 300 UFC. Na concentragdo 2,49 mg/mL nao foi observado crescimento,
porém o plagueamento indicou o crescimento de 150UFC. Nas demais

concentragdes o crescimento foi insignificante.

Os dados completos estdo na tabela 5.13, abaixo, onde a palavra “sim”
significa que houve crescimento e a palavra “ndo” significa que nao houve

crescimento microbiano.
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Tabela 5.13 - Concentracao inibitoria minima para dleo essencial de citronela.

tubo1 tubo2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7
Sal. choleraesuis 79,60 39,80 19,90 9,95 4,98 2,49 1,24 (mg/mL)
20 horas nao nao nao nao nao sim sim
40 horas nao nao nao nao nao sim sim
120 horas sim sim sim sim sim sim sim
Contagem (UFC) >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
tubo1 tubo2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7
Ent. faecalis 79,60 39,80 19,90 9,95 4,98 2,49 1,24 (mg/mL)
20 horas nao nao nao nao nao nao sim
40 horas nao nao nao nao nao sim sim
120 horas nao nao nao nao nao sim sim
Contagem (UFC) 0 0 0 130 30 32 >300
tubo1 tubo2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7
Sthaphylococcus aureus 79,60 39,80 19,90 9,95 4,98 2,49 1,24 (mg/mL)
20horas nao nao nao nao nao nao nao
40 horas nao nao nao nao néao néao néao
120 horas nao nao nao nao nao nao sim
Contagem (UFC) 1 3 0 0 0 0 >300
tubo1 tubo2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7
Ps. aeruginosas 79,60 39,80 19,90 9,95 4,98 2,49 1,24 (mg/mL)
20horas nao sim sim sim sim sim sim
40horas sim sim sim sim sim sim sim
120 horas sim sim sim sim sim sim sim
Contagem (UFC) >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
tubo1 tubo2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7
Escherichia coli 79,60 39,80 19,90 9,95 4,98 2,49 1,24 (mg/mL)
20horas nao sim sim sim sim sim sim
40 horas sim sim sim sim sim sim sim
120 horas sim sim sim sim sim sim sim
Contagem (UFC) >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300
tubo1 tubo2 tubo3 tubo4 tubo5 tubo6 tubo7
Candida albicans 79,60 39,80 19,90 9,95 4,98 2,49 1,24  (mg/mL)
40horas nao nao nao nao nao nao sim
80horas nao nao nao nao nao nao sim
120 horas nao nao nao nao nao nao sim
Contagem (UFC) 1 0 2 2 5 150 >300

Legenda: “Sim e n&do” significa se houve ou ndo crescimento microbiano.
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6 CONCLUSOES

Avaliando-se a atividade dos 6leos esséncias de Rosmarinus officinalis L,
Cymbopogum winterianus Jowitt, extraidos por arraste a vapor e por CO, supercritico
e Cymbopogum citratus DC. Stapf por arraste a vapor pode-se concluir:

1. O método de extracao teve influéncia direta na composi¢ao quimica dos éleos
essenciais. No caso do alecrim a composi¢ao variou de tal monta que alterou
relacdo dos compostos majoritarios. Seria importante avaliar a influéncia do
método de extracdo no conceito de “quimiotipo”, usado para designar 6leos
essenciais de uma mesma espécie vegetal que, por questdes edafoclimaticas,

apresentam diferentes compostos majoritarios.

2. A atividade antimicrobiana variou em fungdao da composicao quimica, porém
esta variagdo se deve aos componentes que agem sinergicamente
aumentando ou gerando a atividade antimicrobiana. Ha, ainda, componentes

que agem antagonicamente neutralizando ou reduzindo a atividade.

3. Compostos isolados nas fragdes, como o citronelol ou em maior proporgcao na
fracdo, como o citral, foram efetivos na sua agdo antimicrobiana. Portanto, o
método de extracdo, com condi¢oes adequadas, pode favorecer a extracao

dos compostos de interesse, principalmente a extracdo por supercritico.

4. O ébleo essencial de capim limao, extraido por arraste a vapor, pode ser usado
como substancia desodorizante, desinfetante para uso geral, e desinfetante
para lactarios em concentragcdes superiores a 5,03 mg/mL. Os testes
indicaram acdo bactericida para estas classificacbes. Este tem acéao
bacteriostatica como desinfetante para industria de alimentos e para piscina,
ja que inibiu o crescimento da Escherichia coli.

5. Avaliando-se a fragao F1 do 6leo essencial de capim limao que tem o-cimeno
e trés vezes menos citral (neral + geranial) que fragdo F2 que ndo apresenta

o-cimeno, frente aos microorganismos, verificou-se que o composto o-cimeno
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tem forte atividade antimicrobiana e que o citral € outro potente composto

antimicrobiano.

O 6leo de capim limao teve acado bactericida frente aos microorganismos:
Enterococcus faecalis, Salmonella choleraesuis, Sthaphylococcus aureus e
Candida albicans.

Os testes bioautograficos indicaram que o 6leo essencial de citronela extraido
por arraste a vapor pode ser usado como substdncia desodorizante,
desinfetante para uso geral e desinfetante para lactarios. Porém, nos teste de
plagueamento este apresentou apenas agao bacteriostatica para Salmonella
choleraesius, indicando ndo se enquadrar na classificacdo proposta pela
ANVISA.

O ébleo essencial de alecrim extraido por arraste a vapor teve acao frente a
Sthaphylococcus aureus e Candida albicans. Porém, suas fragcdes nao
apresentaram acéao, indicando que o sinergismo de seus compostos € que

gera a agao antimicrobiana.

A fracdo F2 do 6leo de citronela foi ativo contra Sthaphylococcus aureus,
Candida albicans, Enterococcus faecalis, Salmonella choleraesuis,
Escherichia coli e Micrococcus luteus e é composta apenas por citronelol. A
fracao F1 atuou frente Pseudomonas aeruginosas e Bacillus subtilis. As duas
fracdes individualmente atuaram frente a nove microorganismos. O éleo
essencial puro atuou frente a quatro microorganismos. Isso indica que no
conjunto dos componentes do Oleo existe um antagonismo que inibe a
atividade antimicrobiana.

O dleo de citronela teve agédo bactericida frente aos microorganismos:
Enterococcus faecalis, Sthaphylococcus aureus e Candida albicans e teve
acao bacteriostatica frente a Salmonella choleraesuis.

.Nenhum dos 6éleos ou fracdes testados teve acdo frente a Salmonella

typhymurium.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Investigar a variacdo do “quimiotipo” em funcdo do método de extracao,
principalmente através do processo de extracédo por fluido supercritico, o qual permite
variar as condicées de temperatura e pressao, a fim de se encontrar a seletividade

para extrair compostos de interesse.

Fracionar os 6leos essenciais, por destilacdo fracionada ou outro método
que permita transformar uma substancia complexa, como os 6leos essenciais, em
fragdes com menor numero de compostos. Isso facilitara o estudo da atividade
antimicrobiana ou mesmo de outros tipos de acdo, de modo a identificar o composto
ou compostos responsaveis pelo efeito estudado. Como por exemplo, testar a acéo
do citronelol como agente bactericida ou bacteriostatico e identificar a CIM.

Observar o efeito da atividade antimicrobiana quando sao acrescidos, a
uma das fragées, um composto ou uma outra fracdo. Como por exemplo, acrescentar
o-cimeno e cariofileno em fragdes puras de citronelol ou de citral para verificar se ha

aumento da atividade ou inibig&o.

Avaliar a toxicologia dos compostos, para que estes possam ser aplicados
em produtos e tragam beneficios seguros a populacdo, inclusive a avaliacdo

quantitativa dos riscos (QRA), conforme a aplicacao.
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