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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar os principais metabolitos das partes aéreas do Ocimum
basilicum através de uma triagem fitoquimica. Extrair quantitativamente seu 6leo essencial e
submeté-lo a analises térmicas e cromatograficas, assim como verificar seu desempenho como
agente antioxidante, antibacteriano e larvicida. Neste trabalho, foi observado que as partes
aéreas do Ocimum basilicum apresentam taninos, depsideos e depsidonas, esteroides livres,
flavonoides, saponinas, aglicona flavondides, aglicona triterpendides, esterdides e &cidos
organicos. O rendimento do dleo essencial extraido variou entre 1,5 a 2,0% para as partes aéreas
secas, enquanto o rendimento das partes aéreas frescas ficou entre 0,28 a 1,0%. O estudo do
0leo essencial da espécie vegetal por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas revelou que a esséncia do mesmo é formada por seis componentes, sendo o
metilchavicol, linalol, eucaliptoll e farneseno os principais metabdlitos. O estudo térmico do
Oleo essencial realizado por TG em atmosfera de ar e nitrogénio revelou um perfil térmico
semelhante, Indicando duas perdas de massa atribuidas a volatilizacdo da fracdo terpénica e
decomposic¢éo da fracdo aromatica respectivamente. As analises antioxidantes, antibacterianas e
larvicidas revelaram que o Oleo essencial das partes aéreas secas do Ocimum basilicum
apresenta desempenho superior ao 0leo essencial das partes aéreas frescas, quando testado nas

mesmas condi¢Oes de anélises.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate major metabolites from the aerial parts of Ocimum basilicum by
a phytochemical screening. Quantitatively extracting the essential oil and subjecting it to
thermal analysis and chromatography, as well as verifying its performance as an antioxidant,
antibacterial and larvicidal agents. In this study it was observed that the aerial parts of Ocimum
basilicum present tannins, depsides and depsidons, free steroids, flavonoids, saponins, flavonoid
aglicons, triterpenoid aglicons, steroids and organic acids. The yield of essential oil extracted
varied between 1.5 and 2.0% for the dried aerial parts, while the one of fresh aerial parts was
between 0.28 to 1.0%. The study of essential oil plant species by gas chromatography coupled
with mass spectrometry, revealed that the essence of it consists of six components,
metilchavicol, linalool, eucaliptoll and farnesene, the main metabolites. The thermal study of
the essential oil made by termogravimetry in air atmosphere and nitrogen, showed a similar
thermal profile, indicating two mass loss attributed to volatilization of terpenes fraction and
decomposition of aromatic fraction respectively. Antioxidant, antibacterial and larvicidal
analysis revealed that the essential oil from dried aerial parts of Ocimum basilicum has

outperformed the essential oil of fresh aerial parts when tested under the same conditions.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pela populacdo mundial tem sido muito significativo
nos ultimos tempos. Estima-se que cerca de 80% da populacéo dos paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento sdo dependentes da medicina caseira, pois se utilizam destas espécies
medicinais para a tentativa de cura dos seus mais variados males (BRAZ-FILHO, 2007). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) confirma estes dados e complementa afirmando que,
desse total, pelo menos 30% ocorreram por indicacdo médica. Esta pratica tem inclusive
recebido incentivo da propria OMS. Desta forma, sdo muitos os fatores que vém colaborando
no desenvolvimento de praticas de satde que incluem plantas medicinais, principalmente, em
termos econdmicos e sociais (MARTINS et al. 2000).

No Brasil, assim como em outros paises sul-americanos, a Fitoterapia tornou-se
uma alternativa terapéutica importante, tornando-se, assim, uma alternativa aos medicamentos
fabricados pela industria farmacéutica, dai a importancia das plantas medicinais nestes paises,
onde sdo utilizadas no tratamento das mais diversas enfermidades (Di STASI, 1996).

Segundo RODRIGUES e CARLINI (2002), o Brasil ainda possui uma flora
exuberante; portanto, deveria priorizar o estudo farmacoldgico de novas drogas. Porém, com a
velocidade com que ocorre a extingdo destas espécies vegetais um nimero muito grande de
plantas com propriedades medicinais corre enorme risco de desaparecer, mesmo antes de seu
valor fitoterapico ser conhecido.

O Brasil possui de 40 a 200 mil espécies vegetais, constituindo assim em um terco
das espécies existentes no planeta, onde cerca de 10 mil delas sdo consideradas medicinais. A
China possui aproximadamente 27 mil espécies vegetais, com 5 mil medicinais (20%); e a
india, com 18 mil, com 2,5 mil medicinais (14%). Como se observa, temos, portanto, uma das
floras mais ricas do mundo em materias-primas para fitofarmacos, no entanto, somos grandes
importadores destes produtos (BRAZ-FILHO, 2007).

Apesar dos incentivos a pesquisa nesta area ainda serem muito timidos, as plantas
medicinais brasileiras tém-se destacado e vém-se tornando cada vez mais importantes
materiais bioldgicos quando relacionadas a cura e a prevencdo de diversas doencas. A este
respeito ABURJAI et al. (2001) relatam que, durante as ultimas décadas, tem havido
crescente interesse pelas plantas como fonte medicinal e os motivos para isso sdo muitos. Por

exemplo, podemos citar a resisténcia preocupante de fungos e bactérias aos antibioticos, a
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perda da eficiéncia dos inseticidas aos vetores das doencas tropicais, 0 aumento crescente da
carga de agrotdxicos nas lavouras e a crescente busca por antioxidantes naturais que visam a
substituicdo dos aditivos quimicos em alimentos de origem sintética, pois recaem sobre esses
suspeitas crescentes de atuarem como substancias carcinogénicas no organismo humano
(FERREIRA; ZARBIN, 1998; ALTMAN, 1998; PEREIRA e MAIA, 2007).

Em funcdo da problematica abordada, este trabalho objetivou estudar as
propriedades antibacterianas do 6leo essencial do O. basilicum (alfavaca) frente as bactérias
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrofila, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Serratia marcescens e Vibrio parahaemolyticus, assim como testar suas
propriedades larvicidas frente as larvas do mosquito Aedes aegypti, principal vetor da dengue
no mundo e também verificar suas possiveis propriedades antioxidantes pelo método do
radical DPPH(2,2-difenil-1-picril-hidrazila).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histérico

O Ocimum basilicum é uma espécie herbacea, anual com altura variando entre 20-
60 cm; apresenta inflorescéncia branca ou parpura, tem origem indiana ou iraniana. O nome
Ocimum deriva da palavra grega 6kimom, que significa “perfumado”, referindo-se ao forte
odor de suas folhas (BARREIRO, 2006; CHALCHAT e OZCAN, 2008).

A espécie é internacionalmente conhecida como basilico. E uma planta aromatica
usada tradicionalmente como erva medicinal no tratamento de dores de cabeca, tosses,
diarréia, constipacéo, verrugas, febres e disfungdes renais. Seu uso como condimento é muito
antigo devido ao aroma que suas folhagens fornecem aos alimentos; sendo assim, muito
utilizada na cozinha mediterranea no preparo de produtos a base de tomates, legumes, saladas,
pizzas, carnes, sopas e alimentos marinhos. E também uma fonte de compostos aromaticos e
6leos essenciais contendo compostos biologicamente ativos com atividades inseticidas,
nematicidas e antimicrobianas (OZCAN et al. 2005; TELCI et al. 2006; POLITEO et al.
2007).

2.2 Caracterizacdo botanica da espécie

2.2.1 Descricdo da familia

A familia Lamiaceae pertence a subclasse Asteridae e a ordem Lamiales. Em
geral, as plantas desta familia sdo herbaceas ou arbustivas, com folhas opostas e inteiras. As
flores s@o geralmente pequenas, reunidas em inflorescéncias, quase sempre axilares. As
especies da familia Lamiaceae, segundo BARREIRO (2006), sdo caracterizadas pela presenca
de numerosos tricomas glandulares e ndo glandulares, cobrindo a maior parte dos 6rgaos

aéreos.
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2.2.2 Descricdo do Género

O Género Ocimum é composto por espécies vegetais que apresentam ciclo de vida
perene ou anual dependendo das condi¢cdes ambientais e formas de cultivo (LABRA et al.
2004; BLANK et al. 2007).

Muitas destas espécies contém Oleo essencial baseado principalmente em
derivados monoterpénicos como céanfora, limoneno, timol, citral, geraniol e linalol. Por outro
lado, outras espécies do mesmo género produzem 6leos essenciais baseados principalmente
em altas proporgdes de derivados fendlicos como eugenol, metil eugenol, metil cinamato e
metil chavicol frequentemente combinado com varias proporc¢des de linalol (LEWINSOHN et
al. 2000; PASCUAL-VILLALOBOS e BALLESTA-ACOSTA, 2003; LABRA et al. 2004).

2.2.3 Descricdo da espécie Ocimum basilicum (alfavaca)

A espécie em estudo tem origem asiatica (Figura 1). Foi introduzida no Brasil por
duas rotas distintas. A primeira, por colonizadores europeus, enquanto a segunda foi
introduzida por escravos trazidos da Africa (OZCAN et al. 2005; POKRYWIECKI, 2006).

Tem sido relatado que o teor de dleo essencial contido nesta espécie vegetal
encontra-se na faixa entre 1,5 e 3% (m/m), dependendo da regido geografica e do periodo de
coleta (MAZUTTI et al. 2006). O 6leo essencial extraido das partes aéreas pode ser usado

como aditivo aromatico em alimentos, formulacdes farmacéuticas e cosméticas.

Fonte: O proprio autor, (2009)
Figura 1 — Partes aéreas do Ocimum basilicum
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2.2.4 Oleos essenciais do Ocimum basilicum

O oleo essencial da espécie contém principalmente derivados fenolicos como
eugenol, metileugenol, estragol, chavicol e metilcinamato, frequentemente combinado com
variadas proporgdes de linalol (LABRA et al. 2004).

Comercialmente, o 0leo essencial do O. basilicum € classificado em funcao das
regides geograficas de origem, de acordo com esta classificagdo existem quatro quimiotipos
caracteristicos.

1. Europeu, procedentes da ltalia, Franca, Bulgaria, Egito e Africa do Sul, tendo o
linalol e metilchavicol como principais constituintes.

2. Tropical, procedentes da India, Paquistio e Guatemala sendo rico em
metilcinamato.

3. Reunido, procedente da Tailandia, Madagascar e Vietnd, sendo caracterizado
por altas concentracdes de metilchavicol.

4. O quarto quimiotipo, segundo a literatura, tem altas concentracdes de eugenol,
é originario do norte da Africa e Rissia (LABRA et al. 2004).

Nesses quimiotipos, frequentemente ocorrem variagbes na composi¢do quimica
dos principais constituintes. Por exemplo, as variedades italianas apresentam 0s seguintes
componentes majoritarios: linalol, linalol/metilchavicol e linalol/eugenol. Enquanto as
variedades Australianas apresentam, geralmente, metilchavicol, linalol, metilcinamato, uma
mistura de linalol / metilcinamato e linalol / metilchavicol (PASCUAL-VILLALOBOS e
BALLESTA-ACOSTA, 2003; LABRA et al. 2004). Entre as variedades que ocorrem no

Brasil prevalecem o linalol e metilchavicol como componentes majoritarios.

2.3 Metabadlitos ativos

2.3.1 Biossintese dos 6leos essenciais

BARRETO e VEIGA JUNIOR, (2005) propdem que os constituintes das misturas

volateis liberadas por plantas estdo distribuidos em trés grupos principais: os derivados dos
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acidos graxos, os benzendides com destaque para os fenilpropanoides e os isoprenoides,

sendo 0s demais grupos observados com pouca frequéncia.

2.3.1.1 Derivados dos acidos graxos

Nos aromas florais os derivados dos acidos graxos mais facilmente encontrados
sdo as séries homologas de hidrocarbonetos saturados e insaturados, aldeidos, alcodis e
cetonas. BARRETO e VEIGA JUNIOR, (2005). LOBO e LOURENCO (2007) relatam que a
biossintese dos acidos graxos e derivados se encontra associada a um conjunto de enzimas
designadas por sintases dos &cidos graxos. Cada uma destas enzimas interage com uma
proteina transportadora da cadeia acilo (PTA), que atua como um cofator. O bloco
constituinte fundamental é o &cido acético, sob a forma de acetil-SCoA. Com efeito, é este 0
iniciador direto de todo o processo, mas a elongacdo subsequente da cadeia se realiza através
de um derivado, o malonil-ScoA, numa reacdo analoga a condensacdo de Claisen. O malonil-
SCoA forma-se através de uma reacdo de carboxilacdo do acetil-SCoA, envolvendo a biotina
carboxilada, que é transportada por uma proteina, como mostrado na Figura 2.

N
H-Z—ﬁ-H
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Fonte: Lobo e Lourenco, (2007)
Figura 2 — Rota Biossintética dos acidos graxos
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2.3.1.2 Os terpendides

Segundo GROS et al. (1985); BARRETO e VEIGA JUNIOR, (2005), a estrutura
dos primeiros terpenos foi estabelecida em meados do século X1X. Eram estruturas simples de
compostos com 10 atomos de carbonos. Logo se descobriu serem formadas por unidades de 5
carbonos, pois quando submetidos a pirolise, estes metabolitos geravam o isopreno como
produto majoritario da degradacdo. A partir dai, iniciou-se a especulacdo biogenética
envolvendo o isopreno, como bloco principal de formacdo dos terpenos, o que levou a
formagdo em 1887, por Wallach, da regra do isopreno. Em 1953, Ruzicka prop0s a regra
biogenética do isopreno, em que reconheceu os isoprendides como derivados de um namero
integral de equivalentes bioldgicos do isopreno ligados de maneira regular cabeca-cauda. No
entanto, o isopreno ndo estd envolvido na biossintese dos terpenos os quais sdo formados a
partir de duas unidades em Cs, o 3,3-dimetilalil pirofosfato (DMAP) e o 3-isopentenil
pirofosfato (IPP) (BARRETO e VEIGA JUNIOR, 2005).

Existem duas vias biossintéticas possiveis para a formacdo dos precursores
DMAP e do IPP: a via mevalonato, que envolve o é&cido (3R)-mevalénico como
intermediério, e a via do fosfato de deoxilulose (DXP), descoberta recentemente, e que se cré
estar mais generalizada na natureza do que a via do mevalonato (ABREU e HEGGIE, 2007).

O acido mevalbnico, da via mevalonato, provém da condensacdo inicial de trés
moléculas do acetil-SCoA, que origina o éster B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), o
qual, por via de hidroélise e reducdo enzimatica da origem ao acido mevaldnico (Figura 3). A
transformacdo deste intermediario no IPP envolve a fosforilacdo sucessiva dos grupos
hidroxilo, seguida da descarboxilagdo e eliminagdo de um grupo pirofosfato. Uma isomerase
remove o proton pro-R (Hg) em C-2 desta unidade isoprénica, originando o DMAP (ABREU
e HEGGIE, 2007).

®
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0] o/o H,C OH
\ ]l Hq 50H 0 NADPH A
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o
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Fonte: Abreu e Heggie, (2007)
Figura 3 — Biossintese do DMAP e IPP via &cido meval6nico.
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ABREU e HEGGIE, (2007) descrevem que a 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato
(DXP), intermediario envolvido na outra via biosintética dos terpendides, é formada a partir
de dois produtos da glicose, o acido piruvico e o D-gliceraldeido, num processo mediado pela
coenzima tiamina difosfato (TPP). Por via de um rearranjo tipo pinacolico seguido de
reducdo, a DXP transforma-se no 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato, o qual dar origem ao IPP

através de uma sequéncia ainda ndo totalmente elucidada (Figura 4).
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Fonte: Abreu e Heggie, (2007)
Figura 4 — Biossintese do DMAP e IPP via (DXP)

A condensacdo cauda-cabeca entre as unidades DMAP e IPP, catalisada pela
enzima preniltransferase, forma a cadeia de geranil pirofosfato (GPP), precursora dos
monoterpenos. A condensacdo desta cadeia em Cjp com novas unidades de IPP origina
sucessivamente as cadeias de farnesil pirofosfato (Cis), geranilgeranil pirofosfato (Cy) €
geranilfarnesil pirofosfato (C,s), precursoras dos sesquiterpenos, diterpenos e sesterterpenos,
respectivamente. Por outro lado, a condensacgéo de duas cadeias de farnesil pirofosfato, e a de
duas cadeias de geranilgeranil pirofosfato, formam cadeias de 30 e 40 carbonos, precursoras
dos triterpenos e dos tetraterpenos (carotenoides), respectivamente (Figura 5).
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Fonte: Abreu e Heggie, (2007)
Figura 5 — Rota Biossintética dos terpenos

2.3.1.3 Os fenilpropandides

SIMOES e SPITZER (2007), LOBO e LOURENCO (2007) relatam que esses
metabolitos se formam a partir do acido chiquimico 1 metabdlito precursor das unidades
basicas dos acidos cindmicos 2 e p-cumarico 3. Estes altimos, por meio de redugdes
enzimaticas, produzem propenilbenzenos 4 e/ou alil benzenos 6 e, por meio da degradacdo da
cadeia lateral, seguido de oxidagOes, geram aldeidos aromaticos 5; ciclizagBes enzimaticas

intramoleculares produzem cumarinas 7 (Figura 6).

UFPB — Tese de Doutorado — Manacés Cunha Sousa



Capitulo Il — Reviséo da Literatura

30

1 &cido chiquimico
OH
OH
N 2 acido cindmico

\ s - s .
3 acido p-cumarico

2R=H:3 R =OH

reducéo ciclizacao

O§ OH
HO
OH
R
reducéo degradagao/oxidacéo
4 (R=H,OH) 5 (R=H,0OH)

6 (R=H,0H)

| N N \
o o '
R R R H,C 0" ™0

7 (R=H,0H)

Fonte: Simdes e Spitzer, (2007)

Figura 6 — Biossintese

2.4 Consideracdes sobre agentes antioxidantes

2.4.1 Os Radicais livres

A oxidagdo € um processo vital para a vida, pois faz parte da producéo de energia

dos fenilpropanos

na mitocdndria, organela na qual € produzida toda a energia necessaria a atividade celular.

Porém, esse fendmeno gera uma série de subprodutos altamente reativos denominados
radicais livres. Como sdo espécies derivadas do metabolismo do O,, sdo comumente
denominadas de ERMO (espécies reativas do metabolismo do oxigénio) que quando ndo
neutralizadas podem ser altamente deletérias aos organismos vivos. As ERMOs mais reativas
sdo os radicais superoxido (O,") , hidroperoxila (HO"), hidroxila (OH®) e peroxido de
hidrogénio (H,O,). A acdo dessas entidades quimicas na espécie humana estd documentada na
literatura como intimamente relacionadas ao desenvolvimento de muitas doencas cronicas e

degenerativas, incluindo o cancer, doengas cardiacas e pulmonares, mal de Alzheimer e ao
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processo de envelhecimento celular (CAI et al. 2004; MARTINS et al. 2004; ROESLER et
al. 2007).

2.4.2 Oxidacdo lipidica

Os lipidios desempenham papel importante na qualidade de certos produtos
alimentares, particularmente em relagdo as propriedades organolépticas que os tornam
desejaveis (sabor, odor, cor, textura). Além destas, conferem valor nutritivo aos alimentos,
constituindo uma fonte de energia metabdlica de acidos graxos essenciais e de vitaminas
lipossoluveis. Entretanto, sdo suscetiveis ao ataque por radicais livres e a sua oxidacdo é
prejudicial devido a sua continuidade, como uma reacdo em cadeia. A oxidacdo lipidica,
sendo um fendmeno espontaneo e inevitavel, com uma implicacdo direta no valor comercial
seja dos compostos graxos, seja de todos os produtos que a partir deles sdo formulados,
conduz a mudancas que ocorrem durante o processamento, distribuicdo e preparacdo final dos
alimentos. A oxidacdo de lipidios inicia também outras mudancas nos alimentos que afetam
sua qualidade nutricional, cor, flavor e textura (FUKUMOTO e MAZZA, 2000; IBANEZ et
al. 2000; GOMEZ, 2003; ATOUI et al. 2005; MORAIS, 2007a).

O processo de auto-oxidacdo nos alimentos ocorre segundo um mecanismo de
reacdo em cadeia de radicais livres e se divide em trés fases: iniciacdo, propagacdo e
terminacdo. Na fase de iniciacdo, o acido graxo insaturado forma um radical livre, através da
abstracdo de um atomo de hidrogénio de sua molécula, que reage rapidamente com o oxigénio
triplete (30,) formando um radical peréxido. A fase de propagacdo envolve a continuagéo e a
aceleracdo desta reacdo em cadeia. A terminacdo € o estagio onde os radicais livres comecam
a reagir entre si formando espécies ndo-radicais estaveis. A oxidacdo pode ocorrer tambeém na
presenca de oxigénio singlete (*O,), onde o &cido graxo insaturado ir4 formar um
hidroperdxido pela introducéo direta de O, em um dos carbonos da ligacdo dupla do &cido
graxo. Um esquema destas reacBes € mostrado na sequéncia abaixo (MARIUTTI e
BRAGAGNOLO, 2007).

Iniciagdo: RH— R+ H’

Propagacdo: R*+ 0, — ,RO0O’

ROO'+ RH——» R+ ROOH

Terminagdo: R"+ R—— 3 R-R
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R'+ ROO" ——»ROOR
ROO"+ ROO" — »ROOR + O,

2.4.3 Classificagdo dos antioxidantes

Os antioxidantes sdo classificados, segundo o mecanismo de acéo, em primarios e

secundarios e quanto a origem em naturais e sintéticos (Hras et al. 2000; Gémez, 2003).

2.4.3.1 Antioxidantes primarios

Sdo substancias que incluem os compostos fendlicos poli hidroxilados como
ésteres do acido galico, flavonoides e os fendis com impedimento estrutural, com destaque
para o 2-tert-butila-4-hidroxi- anisol(BHA); 3,5-di-tert-butila-4-hidroxi-tolueno(BHT); tert-
butila-hidroquinona (TBHQ) e tocoferois. Estes compostos atuam, bloqueando a agdo dos
radicais livres, convertendo-os em produtos estaveis pela doacéo de hidrogénios ou elétrons,
além de atuarem nas rea¢bes com os radicais lipidicos, formando complexo antioxidante-
lipidio (CARPES et al. 2008).

A eficiéncia de um antioxidante ndo se restringe somente em doar elétrons ou
hidrogénio, sendo necessario também que o radical fendxido formado possua baixa
reatividade, o que lhe é conferida pela ressonancia do elétron desemparelhado nos orbitais
ligantes do anel aromatico e pela auséncia de sitios capazes de se ligarem ao oxigénio.
Portanto, a eficiéncia de um antioxidante é determinada pelos grupos funcionais presentes e
pela posi¢cdo que ocupam no anel aromatico, bem como pelo tamanho da cadeia desses
grupos. Essas caracteristicas influenciam no deslocamento do elétron desemparelhado,
contribuindo para a estabilizacdo do radical fenoxil (KAUR et al. 2001; MELO e GUERRA,
2002; DORMAN et al. 2003; GOMEZ, 2003; CARPES et al. 2008).
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2.4.3.2 Antioxidantes secundarios

Estes atuam retardando a etapa de inicializacdo da auto-oxidacdo por diferentes
mecanismos que incluem complexagdo com metais, sequestro de oxigénio livre,
decomposicdo de hidroperoxidos para formar espécie ndo radical, absorcdo da radiagdo
ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singlete. Atuam também de forma sinergistas
regenerando o antioxidante priméario ou inativando ions metalicos, neutralizando seu efeito
pro-oxidante (KAUR et al. 2001; DORMAN et al. 2003; GOMEZ, 2003; MORAIS, et al.
2006; MORAIS, 2007a).

2.4.3.3 Antioxidantes naturais

As plantas, como organismos vivos, produzem muitos antioxidantes para
controlar o estresse oxidativo causado pela radiacdo solar, oxigénio atmosférico, entre outros;
desta forma, podem representar fontes de novos compostos com atividade antioxidantes
(DEMO et al. 1998; KAUR et al. 2001; TORRE et al. 2001; BANDONIENE et al. 2002;
GOMEZ, 2003; MORAIS, et al. 2006).

Compostos naturais como a vitamina C, vitamina E, selénio e carotenoides
comumente presentes nos alimentos da nossa dieta podem contribuir de forma significativa no
combate aos radicais livres. Recentemente tem sido demonstrado que flavonoides encontrados
em frutos e vegetais podem também agir como antioxidantes (MELO e GUERRA, 2002).

A maioria dos antioxidantes produzidos pelos vegetais superiores sdo polifendis,
como o a-tocoferol, flavonoides, fenilpropanos e acidos fendlicos. Estas substancias, além de
atuarem como antioxidantes, podem apresentar outras propriedades biologicas importantes
como antibacteriana, anticarcinogénica, anti-inflamatoria, antialérgica, estrogénica e
imunoestimulante (MORALIS, 2007a).

Segundo JAVANMARDI et al. (2003), o potencial antioxidante dos constituintes
vegetais e seus efeitos para a manutencdo da saude tem despertado ndo so o interesse dos
cientistas, mas também das industrias de alimentos, que visam aplicar estas propriedades
benéficas das frutas e vegetais na producdo de alimentos funcionais, o que melhoraria de

forma significativa os alimentos processados com inimeras vantagens a satde humana.
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2.4.3.4 Antioxidantes sintéticos

Os principais antioxidantes sintéticos utilizados habitualmente nos alimentos séo
os fendis com varios substituintes no anel aromatico (Figura 7). Os antioxidantes fendlicos
sdo excelentes doadores de elétrons ou de hidrogénio, além disso, seus radicais intermediarios
sdo relativamente estaveis devido a falta de posicdes moleculares apropriadas para serem
atacadas pelo oxigénio molecular, o que é provocado pela alta estabilidade do radical
aromatico formado (GOMEZ, 2003).

Estes compostos fendlicos incluem o BHA, BHT e TBHQ entre outros. Estas
substancias tém sido frequentemente usadas como antioxidantes em alimentos lipidicos.
Porém, uma desvantagem desses compostos reside no fato de serem produzidos por processos
quimicos sintéticos; sendo assim, seu uso € frequentemente limitado por regulamentos e ndo
sdo aceitos em algumas aplicacdes, pois recaem sobre estes suspeitas de mutagenicidade,
carcinogénese e outras etiologias toxicas, o que tem aumentado a procura por antioxidantes
naturais (MATTEA et al. 2004; POLITEO et al. 2007; CARPES et al. 2008).

OH OH OH
C(CH,), (H3C);C C(CHy), _C(CH,),4
|
OCH, CH, OH
3-tert-butil-4-hidroxi-anisol 3,5-di-tert-butil-4-hidroxi-tolueno tert-butil-hidroquinona
BHA BHT TBHQ

Figura 7 — Estrutura quimica dos principais antioxidantes sintéticos

2.4.4 Métodos mais comuns de avaliacdo da atividade antioxidante para produtos

naturais

Segundo MORAIS (2007a), os testes antioxidantes in vitro podem ser agrupados
em duas categorias: i. Usa-se um radical livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila),
ABTS'[2,2’-azino-bis (acido 3-etil-benzotiazolino-6-sulfonato)] e mede-se a capacidade do

produto natural de sequestrar o radical; ii. Induz-se a peroxidagcdo de um substrato lipidico
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como gema de ovo ou acido linoléico e medem-se os perdxidos lipidicos formados ou
produtos de degradacdo destes com um antioxidante padrao (acido ascorbico, a-tocoferol ou
BHT). Alguns dos métodos mais citados na literatura estdo descritos a seguir.

a) Sequestrador de radical DPPH;

b) Sequestrador de radical ABTS;"

c) Sistema [-caroteno-linoleato;

d) Teste de peroxidacéo lipidica com FeCls.

e) Atividade sequestradora do radical superoxido.

2.4.4.1 Atividade antioxidante pelo método do radical DPPH

O radical DPPH, quando em solucdo alcodlica, apresenta coloracdo violacea
intensa com absorcdo méxima em 517 nm. Quando este composto recebe um elétron ou um
radical hidrogénio de um substrato com funcdo antioxidante sua coloracdo vira de roxo
intenso para amarelo, como consequéncia do decaimento de sua absorcéo (Figura 8).

L
|

; amarelo

Fonte: O proprio autor, (2009) Fonte: Scotti et al. (2007)
Figura 8. A) Mudanca de coloragéo da solucdo do radical DPPH como consequéncia do
decaimento de sua absorcao provocada pela abstracdo de um atomo de hidrogénio de um

substrato antioxidante. B) Mecanismo de equilibrio da reacéo.

A técnica constitui na incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente do
composto em analise em uma solucéo etanélica de DPPH na concentracdo de 0,3 mmolL™,
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com posterior leitura da absorbancia em 517nm (MENSOR, 2001). A partir dos resultados
obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais
livres e/ou a porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional (BRAND-WILLIAMS et
al. 1995). A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade necessaria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH é denominada concentracéo eficiente (CEsp), também chamada
de concentracdo inibitdria (Clsp). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor
seré sua CEsp e maior serd sua atividade antioxidante (SOUSA et al. 2007), citado por LIMA
et al. (2008).

2.4.5 Os 6leos essenciais como agentes antioxidantes

O controle da oxidacdo nos produtos naturais e na alimentacdo processada é um
dos grandes problemas da conservacdo dos alimentos. A oxidacgdo lipidica ndo sé produz
sabores e aromas desagradaveis, como também diminui a qualidade nutricional e a seguranca
dos alimentos devido a formacdo de produtos secundarios (MORALIS, et al. 2006; MORALIS,
2007a).

Para contornar esses problemas sdo utilizados antioxidantes sintéticos. No
entanto, a toxicidade desses produtos tem sido alvo de estudos ao longo dos anos. A
legislacdo cada vez mais apertada em relacdo aos niveis permitidos destas substancias tem
estimulado a pesquisa de novos antioxidantes, mais seguros, com grande atividade
antioxidante extraidos de fontes naturais (MORAIS, et al. 2006).

MORAIS (2007a), estudando a acdo antioxidante dos 0leos essenciais de Croton
do Nordeste brasileiro, verificou que as espécies Croton zehntneri Pax et Hoffm, Croton
nepetaefoluis Baill e Croton argyrophylloides Muell Arg apresentaram acdo antioxidante
relativamente equivalente ou superior ao BHT e a-tocoferol.

POLITEO et al. (2007) compararam a atividade antioxidante do 6leo essencial e
agliconas livres do O. basilicum, tendo como parametro o eugenol puro e o BHT. Estes
concluiram que o 6leo essencial dessa espécie apresenta atividade antioxidante semelhante ao
eugenol e BHT. LEE et al. (2005) encontraram resultados semelhantes para o 6leo essencial
da mesma espécie vegetal quando comparado com o a-tocoferol e BHT, antioxidantes

sintéticos amplamente utilizados pela industria de alimentos.
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MARIUTTI e BRAGAGNOLO (2007) relataram que, na familia Lamiaceae, 0s
compostos responsaveis pela acdo antioxidante sdo atribuidas aos compostos fenélicos como
0 &cido rosmarinico e &cido caféico, principalmente nas espécies alecrim, sélvia, orégano e
tomilho.

JAVANMARDI et al. (2003), estudando acessos de O. basilicum do Ir4, relataram
que 71% da atividade antioxidante nesta espécie sdo devidos a acdo de compostos fendlicos,
porém o0s 29% restantes devidos a atividade de outros metabolitos secundarios tais como
Oleos voléteis, carotendides e vitaminas, entre outros.

Os oOleos essenciais sdo, do ponto de vista quimico, misturas complexas, o que
torna um tanto dificil explicar suas propriedades antioxidantes; no entanto, RUBERTO e
BARATA (2000) estudaram aproximadamente 100 componentes puros de 6leos essenciais
quanto as suas propriedades antioxidantes e verificaram que os fendis sdo 0s compostos mais
ativos entre todas as substancias estudadas, e entre os fendis os mais ativos em ordem
decrescente foram eugenol, carvacrol, timol, trans-anetol, metil-eugenol e, mais recentemente,
o0 isoeugenol foi incorporado a esta lista por LEE et al. (2005), como sendo o mais ativo desta
série.

Os mesmos autores relataram que, entre 0s monoterpenos, se destacam 0 g-
terpineno, o-terpineno e terpinoleno, e, em menor extensdo, o sabineno. Entre o0s
monoterpenos oxigenados os alcodis sdo 0s componentes mais ativos com uma leve
predominancia dos alilicos. Nos sesquiterpenos, segundo os mesmos autores, 0s alcoois
alilicos como farnesol e guaiol apresentam atividade média, sendo que a acetilacdo da
hidroxila anula completamente a acéo.

Finalizando, podemos afirmar em linhas gerais que esses metabolitos vém-se
destacando nos ultimos anos como uma proposta promissora que aponta estas substancias
como substituintes potenciais dos antioxidantes de origem sintética, diminuindo, desta forma,
0S provaveis riscos a saude humana e contribuindo de forma significante com a qualidade e
melhoria na seguranga alimentar.

2.5 Aspectos gerais sobre o0 Aedes aegypti Linnaeus

O Aedes aegypti pertence ao ramo Arthropoda (pés articulados), classe Hexapoda
(trés pares de patas), ordem Diptera (um par de asas anterior funcional e um par posterior
transformado em halteres), familia Culicidae e ao género Aedes.
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A espécie é o principal vetor responsavel pela transmissdo da febre amarela
urbana e da dengue, em todo o mundo. E um mosquito doméstico e antropofilico, com
atividade hematofégica diurna e utiliza-se preferencialmente de depdsitos artificiais de agua
parada. O mosquito deposita seus ovos nas paredes do recipiente proximo a lamina d’agua,
onde podem permanecer intactos por até 450 dias, bastando, apenas o contado com a agua
para ocorrer a eclosdo. Esta pode acontecer em diferentes intervalos de tempo, dando ao A.
aegypti maiores chances de sobreviver as adversidades do meio ambiente (BARRETO, 2005;
BARRETO, 2006).

DONALISIO e GLASSER (2002) relatam que a temperatura é uma variavel
ambiental determinante na sobrevivéncia do vetor, o que limita a incidéncia da dengue nas
regibes tropicais e subtropicais do planeta. Segundo os mesmos autores, o A. aegypti
raramente persiste fora dos paralelos 45°N e 35°S. No entanto, devido ao aquecimento global
existem projecOes de elevagdo de 2°C na temperatura até o final do século XXI. Isto
provavelmente aumentard a extensdo da latitude e altitude da distribuicdo da dengue no

planeta.

2.5.1 O ciclo de vida do Aedes aegypti

O conhecimento do ciclo de vida do mosquito contribui para melhoria das formas
de combate ao vetor. O A. aegypti € uma espécie doméstica, que se reproduz em agua parada,
acumulada em recipientes preferencialmente fabricados pelo homem, a exemplo de: latas,
pneus, vasos etc., dentro ou perto das habitacfes. Seu ciclo de vida compreende 4 estagios:
OVO — LARVA — PUPA — ADULTO (TAUIL, 2001; BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE,
2008).

2.5.1.1 Ovo

Os ovos do A. aegypti medem, aproximadamente, 1 mm de comprimento,
apresentam contorno alongado e fusiforme. Sao depositados pela fémea, individualmente, nas

paredes internas dos depdsitos que servem como criadouros, proximos a superficie da agua.
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No momento da postura 0s ovos sdo brancos, mas, rapidamente, adquirem a cor negra
brilhante (Figura 9).

Fonte: O proprio autor, (2009)
Figura 9 — Ovos do Aedes aegypti

Os ovos sdo capazes de resistir a longos periodos de dessecacdo, que podem
prolongar-se por mais de um ano. Ja foi observada a eclosdo de ovos com até 450 dias,
quando colocados em contato com a agua. A capacidade de resisténcia dos ovos de A. aegypti
a dessecacdo é um sério obstaculo para sua erradicacdo. Esta condicdo permite que 0s 0vos
sejam transportados a grandes distancias, em recipientes secos, tornando-se assim o principal
meio de dispersdo do inseto (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2008; CLARO et al.
2004).

2.5.1.2 A Larva

A fase larvaria é o periodo de alimentacdo e crescimento. Durante esse periodo as
larvas passam a maior parte do tempo alimentando-se, onde passam por quatro estadios
evolutivos. A duragdo dessa fase depende da temperatura, disponibilidade de alimentos e

densidade das larvas no criadouro.
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A larva do A. aegypti € composta de cabeca, torax, abdémen e um sifdo ou tubo

de ar para a respiracao na superficie da agua, (Figura 10).

Fonte: http://saude.londrina.pr.gov.br
Figura 10 — Larvas do Aedes aegypti

2.5.1.3 A Pupa

A pupa ndo se alimenta, tornando-a, desta forma, imune a alguns larvicidas que
matam por ingestdo, fato que dificulta o controle da espécie nesse estagio. E nessa fase que
ocorre a metamorfose do estagio larval para o adulto. O estado pupal dura geralmente de dois
a trés dias. A pupa é dividida em cefalotérax e abdémen. A cabeca e o0 térax sdo unidos,
constituindo a porcdo chamada cefalotorax, o que da a pupa, vista de lado, a aparéncia de uma

virgula (Figura 11).

Fonte: http://saude.londrina.pr.gov.br

Figura 11 — Pupa do Aedes aegypti
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2.5.1.4 O Adulto

O adulto do A. aegypti representa a fase reprodutora do inseto. Como ocorre com
grande parte dos insetos alados, o adulto representa importante fase de disperséo. O A. aegypti
é escuro, com faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais e um desenho em forma de lira
no mesonoto (Figura 12). O macho se distingue essencialmente da fémea por possuir antenas

plumosas e palpos mais longos.

e
KT

Fonte: http://saude.londrina.pr.gov.br

Figura 12 — Adulto do Aedes aegypti

O Aedes aegypti, apos emergir da fase larval, esta sexualmente apto para acasalar
dentro de 24 horas, 0 que vale para ambos 0s sexos. A oviposic¢do se d& mais frequentemente
no fim da tarde. A fémea gravida é atraida por recipientes escuros ou sombreados, com
superficie aspera, nas quais deposita 0s ovos. A espécie prefere dgua limpa e cristalina ao
invés de agua suja ou poluida por matéria organica, porém ha relatos na literatura que
mostram evidéncias de que o mosquito pode também reproduzir-se em agua poluida. A fémea
distribui cada postura em varios recipientes como forma de garantir a0 maximo a
sobrevivéncia da espécie. (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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2.5.2 A Dengue

A dengue é uma doenca febril aguda, de etiologia viral e de evolugdo benigna na
forma cléssica, e grave quando se apresenta na forma hemorragica. E hoje a mais grave
doenca viral humana transmitida por mosquitos especialmente nos paises tropicais, onde as
condi¢cdes do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do A. aegypti
(GUZMAN e KOURI, 2001; TAUIL, 2001; BARRETO, 2006).

Os primeiros relatos de uma sindrome febril aguda semelhante & dengue foram
detectados na ilha de Jacarta, na Asia, no Cairo e Alexandria, no Egito em 1779 (SILVA,
2006).

No continente americano a dengue tem sido relatada ha mais de 200 anos, sendo
registrada no Caribe e Costa Atlantica dos Estados Unidos (1827), Havana, Nova Orleans
(1848 a 1850), Cuba, Panama, Porto Rico, llhas Virgens, Venezuela (1879 a 1880). Contudo,
a primeira epidemia de dengue comprovada laboratorialmente nas Américas aconteceu em
1963/1964 na Venezuela e Regido do Caribe, associada ao Sorotipo DEN-3 (SILVA et al.
2008).

No Brasil ha referéncias de epidemias em 1916, em S&o Paulo, e em 1923, em
Niter6i, sem diagnostico laboratorial. A primeira epidemia documentada clinica e
laboratorialmente ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista - Roraima, causado pelos sorotipos
DEN-1 e DEN-4. A partir de 1986, foram registradas epidemias em diversos estados
(SANTQOS, 2003) citado por Silva (2006).

A dengue classica e a dengue hemorragica sao problemas preocupantes de Salde
Publica em regides tropicais e subtropicais. A enfermidade apresenta ampla incidéncia nos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Estima-se que aproximadamente 1,3 bilhdes
de pessoas estejam em risco de serem infectadas com o virus da dengue (FURTADO et al.
2005).

2.5.2.1 Medidas de controle

Até 0 momento ndo existe uma vacina para a prevencdo da dengue. Enquanto ndo

se pode contar com esta medida de controle, o Unico elo vulneravel da cadeia epidemiolégica
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é o vetor. A luta contra 0 mosquito consiste principalmente na eliminagdo dos seus criadouros
potenciais. As medidas de controle consistem na limpeza de terrenos baldios, aplicacdo de
larvicidas em depdsitos de dgua de consumo e uso de inseticidas para as formas adultas do
mosquito, durante os periodos de transmissdo. As acOes de prevencdo da dengue necessitam
de envolvimento de outros setores da sociedade, particularmente na questdo da melhoria de
condigdes de urbanizacdo e habitacdo, coleta regular de lixo, abastecimento permanente de

agua encanada e educacéo escolar (TAUIL, 2001).

2.5.3 A problematica da resisténcia como mecanismo de defesa dos insetos.

Sabe-se que, numa populagédo de insetos, quando submetida a uma carga continua
de inseticidas, o desenvolvimento de resisténcia é um processo inevitavel, pois esse fendbmeno
resulta do efeito seletivo da exposicdo dos individuos a dosagens que matam 0s mais
suscetiveis, sobrevivendo os resistentes, que transferem essa capacidade a seus descendentes,
tornando esta substancia de controle indcua as futuras geracdes (DONALISIO e GLASSER,
2002).

Em funcdo dessa realidade com relagcdo ao controle dos insetos, hoje se entende
melhor que o combate a uma determinada praga ou vetor ndo pode ser feito de uma forma
unilateral, mas através de um conjunto integrado de acBGes que visam driblar os mecanismos
de defesa dos mesmos (VIEIRA et al. 2007).

Conforme os mesmos autores, atualmente é utilizado um conjunto de mecanismos
de controle que abrange o emprego de ferom6nios (em geral, associados a inseticidas),
inimigos naturais (controle bioldgico), produtos naturais insetifugos, deterrentes e que
induzam mutagdes para alcancar esterilidade nas proximas geragcdes, hormonios interferentes
nas ecdises dos insetos e outras estratégias que busquem néo a erradicacdo do inseto-alvo,
mas a um equilibrio aos ja desequilibrados ecossistemas.

Ainda de acordo com 0s mesmos autores a busca por novas substancias inseticidas
constitui-se num campo de investigacdo aberto, amplo e continuo. A grande variedade de
espéecies vegetais no Brasil € um atrativo enorme na area de controle de insetos,
principalmente levando-se em consideracdo que apenas uma pequena parcela dessas espécies

ja foi investigada com tal finalidade.
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2.5.4 Os 6leos essenciais como larvicidas

Na perspectiva de encontrar novas alternativas e, consequentemente, aumentar o
leque de opcBes para o controle de insetos vetores, os 6leos essenciais apresentam-se como
uma proposta potencialmente viavel. Na literatura, existem inimeros relatos que apontam
estes metabolitos como produtos promissores nessa rea com inimeras vantagens em relacéo
aos larvicidas sintéticos (MORALIS et al. 2007b,c; SILVA et al. 2008; CHENG et al. 2008).

Muitas espécies vegetais nativas do Nordeste brasileiro tém-se mostrado viaveis
para o controle larvicida do agente transmissor da dengue quando comparado com o temefds
(0,0,0',0'-tetramethyl O,0’-thiodi-p-phenylene diphosphorothioate) a 100 ppm, que é a
concentracdo utilizada pela Funasa (Fundacdo nacional de saude), 6rgdo responsavel pelo
controle da dengue no Brasil.

SANTOS et al. (2006) relataram para as espécies Cordia leucomalloides e Cordia
curassavica uma concentragdo letal a 50% (CLsp) de 63,105 e 97,7£1,0 ppm
respectivamente. Valores semelhantes de CLso sdo citados na literatura para os 6leos de
Lippia sidoides (63 ppm), Cymbopogon citratus (69 ppm), Ocimum americanum (67 ppm) e
Ocimum gratissimum (60 ppm).

SIMAS et al. (2004), estudando o 6leo essencial do Myroxylon balsamum, fez
uma discussdo interessante sobre atividade biologica x estrutura quimica dos principais
constituintes do 6leo essencial. Segundo os autores, a presenca de lipofilicidade dos terpenos
é determinante para atividade larvicida sobre o vetor da dengue, quando se comparam
monoterpenos e sesquiterpenos de estruturas correlatas. Para os fenilpropanos, foi observado
segundo esses autores, que a presenca de substituintes nucleofilos como, metoxilas,
hidroxilas, benzodioxilas contribuem para diminuir a a¢do larvicida destes metabdlitos.

Os mesmos pesquisadores relatam que plantas brasileiras, que apresentam 6leos
essenciais, contendo sesquiterpenos abundantes como nerolidol e farnesol, monoterpenos
como o e B-pineno, carvona, geraniol e fenilpropandides como safrol, eugenol e aldeido

cindmico s&o alternativas promissoras para o controle larvicida do Aedes aegypti.
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2.6 Consideraces gerais sobre fArmacos

As primeiras descri¢cbes sobre o uso de antimicrobianos datam de 3.000 anos
atrds, quando os médicos chineses usavam bolores para tratar infeccBes. Os sumérios
recomendavam emplastos com uma mistura de vinho, cerveja, zimbro e ameixas com a
mesma finalidade, enquanto os amerindios empregavam plantas alucindgenas para 0s mesmaos
fins em ritos pagdos (TAVARES, 1996; BARREIRO e FRAGA, 2008).

Durante a ldade Média, muitas substancias de origem animal, mineral e vegetal
foram utilizadas nas praticas medicinais sem o conhecimento verdadeiro de suas propriedades
guimico-farmacéuticas, pois, até entdo, as praticas médicas tinham carater aminico, sendo
desta forma, praticadas através de rituais misticos, onde a medicina a magia e 0
curandeirismos estavam intimamente relacionadas. (RONAN, 1987; Di STASI, 1996).

A comprovagdo cientifica, no século XIX, da origem infecciosa de varias
enfermidades estimulou as pesquisas no sentido de encontrar substancias especificas no
combate aos germes, como consequéncia surgiu entdo, no inicio do século XX, uma geracao
de antimicrobianos de acdo sistémica, entre as quais se destacaram as sulfas e, posteriormente,
os antibidticos quando o marco inicial foi a descoberta da penicilina por Alexander Fleming,
em 1928 (TAVARES, 1996).

2.6.1 Mecanismos de acéo dos antibioticos

Os mecanismos de acdo dos antibioticos sdo classicamente atribuidos as a¢bes que
incluem inibicdo da sintese do peptideoglicano da parede celular bacteriana; lesdo da
membrana citoplasmatica; interferéncia na sintese de acido nucléico e proteinas; interferéncia
da sintese e replicagdo de DNA, ou na inibicdo da RNA-polimerase dependente de DNA; e
inibicdo competitiva da sintese de metabolitos essenciais (PELCZAR et al. 1996; TAVARES,
1996; TORTORA et al. 2001). A Figura 13 ilustra alguns mecanismos de ac¢éo antimicrobiana

dos antibidticos na célula bacteriana.
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Fonte: Franco, 2005
Figura 13 — Efeitos provocados pelos antibidticos na célula bacteriana.

2.6.2 Métodos para avaliacdo da atividade antimicrobiana.

Segundo RIOS et al. (1988), citados, por BURT (2004), os ensaios para

verificacdo da atividade antimicrobiana in vitro podem ser resumidos em trés métodos.

1) Métodos de difusdo em Agar

A substancia pesquisada € colocada em um reservatorio, podendo este ser disco de
papel, cavidade no meio de cultura ou cilindro sobre a superficie, em contato com meio de
cultura solido previamente inoculado com o microrganismo teste. A leitura, que é qualitativa,
é realizada apds o periodo de incubacdo, medindo-se o didmetro do halo de inibicdo de

crescimento microbiano formado.
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2) Meétodos de diluicéo

Uma quantidade de amostra é dissolvida homogeneamente em um meio sélido ou
liquido. Séo feitas diluicBes da amostra original, inoculando-se o microrganismo teste. A
leitura é realizada ap6s o periodo de incubagdo considerando a primeira diluicdo em que néo
se observa turvagdo. Através deste método, que € quantitativo, pode-se determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM), ou seja, a menor concentracdo capaz de inibir o

crescimento microbiano.

3) Meétodos de bioautografia

A amostra complexa € eluida em cromatografia em camada delgada e,
posteriormente, imersa em um meio de cultura solido fundido previamente inoculado com o
microrganismo teste. Apés o periodo de incubacdo verifica-se a formacéo do halo de inibicdo

no composto com atividade antimicrobiana presente na amostra.

2.6.3 O fendbmeno da resisténcia dos microrganismos patogénicos.

De acordo com SILVERMAN, (1992); WALSH, (2000); HANCOCK, (2005)
citados por SILVEIRA et al. (2006), os métodos de resisténcia dos microrganismos aos

antibioticos podem ser resumidos em trés grupos distintos.

1) Inativagdo enzimética

Como  penicilinases,  cefalosporinases, enzimas  modificadoras  de
aminoglicosideos de bactérias gram-positivas e gram-negativas (resisténcia a dalfopristina e

penicilinas).
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2) Rceptores alterados

Expressas por alteracdes ribossdmicas, alteracbes de DNA girase, enzimas

bacterianas alteradas (resisténcia a eritromicina e vancomicina).

3) Transporte alterado do antibiotico

Esse fenémeno € provocado por alteracBes nas proteinas da membrana externa,
forca protbnica reduzida e transporte ativo a partir da célula bacteriana (resisténcia a
tetraciclinas e fluoroquinolonas).

A resisténcia de patdgenos humanos e animais as drogas € um dos casos mais bem
documentados de evolugdo biologica e um sério problema tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento. O consumo indiscriminado de antibidticos, em muitos paises, tem
resultado na resisténcia de populacdes bacterianas, causando assim um sério problema de
salde publica (DUARTE, 2006; SILVEIRA et al. 2006; NEDOROSTOVA et al. 2009).

As superbacterias, como sdo conhecidos esses patdgenos, sdo capazes de resistir a
todos os antibidticos conhecidos atualmente e, essa resisténcia custa somente aos Estados
Unidos 5 bilhdes de ddélares anualmente (TAVARES, 2000; SILVEIRA, et al. 2006;
SEGATTO, 2008). S6 nos Estados Unidos surtos provocados por uma Unica superbacteria a
Staphylococcus aureus conhecida como MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina), afetaram centenas de milhares de pessoas e mataram 19 mil no pais em 2006
(SEGATTO, 2008).

Em vista do presente cenario, a busca por novas substancias antimicrobianas, a
partir de fontes naturais ou sintéticas, € necessaria e urgente, pois a Saude Publica em todo o
mundo esta ameacada.

Com esse objetivo varios extratos de plantas vém sendo testados com a finalidade
de descobrir novas drogas com atividades antimicrobianas. Os vegetais ricos em taninos,
flavonoides, polifendis e 0leos essenciais estdo entre as substancias de origem vegetal mais

promissoras para esta atividade.
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2.6.4 Atividade antibacteriana do dleo essencial das espécies do Género Ocimum.

OPALCHENOVA e OBRESHKOVA (2003) descrevem que o 6leo essencial do
O. basilicum apresenta atividade antibacteriana frente as cepas resistentes dos géneros
Staphylococcus, Enterococcus e Pseudomonas. Porém SARTORATTO et al. (2004) néo
encontraram atividade antibacteriana para mesma especie vegetal frente a P. aeruginosa.

ORAFIDIYA et al. (2001) relatam que o 6leo essencial do O. gratissimum apresenta
melhor atividade antibacteriana quando formulado em base hidrofilica do que em base
lipofilica. Neste sentido, LUND (1994), citado por ORAFIDIYA et al. (2006), relatam que 0s
Tweens sdo responsaveis por comprometer ou inativar agentes antimicrobianos que
apresentam grupos fendlicos ou carboxilicos.

Desta forma, ORAFIDIYA et al. (2006) propdem que a baixa atividade de emulsdes
do bleo de espécies do género Ocimum em Tween 20 parece ser devido a essas interacdes,
assim como o efeito do filme emulsificante ao redor das gotas do 6leo disperso. Observacdes
similares foram relatadas para o Tween 80 (ORAFIDIYA et al. 2001). Portanto, de acordo
com esses trabalhos, os autores demonstraram que a atividade antibacteriana do 6leo essencial
dessas espécies pode ser influenciada pela rede de cargas elétricas do surfactante com o qual
ele foi formulado.

2.6.5 Mecanismos de acdo dos 6leos essenciais frente as bactérias patogénicas

Considerando-se os diferentes grupos de compostos quimicos presentes nos 6leos
essenciais, € mais provavel que a atividade antibacteriana ndo seja atribuida a um mecanismo
especifico, mas a varios fatores que contribuem para o desequilibrio celular.

Uma importante caracteristica dos Oleos essenciais e seus componentes é a
hidrofobicidade. Esta propriedade Ihes permitem fazer interacbes com os lipideos da
membrana celular bacteriana e mitocondria, perturbando assim a seletividade dessas
estruturas e tornando mais permeaveis aos eletrolitos celulares (KNOBLOCH et al. 1986;
SIKKEMA et al. 1994), provocando assim a fuga de ions e outros componentes celulares,

que, dependendo do equilibrio intracelular, pode ser tolerado ou levar a morte da célula.
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Segundo a literatura relacionada a seguir, os Oleos essenciais atuam na célula
bacteriana provocando fendmenos como degradacdo da parede celular (THOROSKI et al.
1989); destruicdo da membrana citoplasmatica (ULTEE et al. 2002a); destruicdo das
proteinas presentes na membrana celular (ULTEE et al. 1999), fuga de componentes celulares
(LAMBERT et al. 2001); coagulacéo do citoplasma (GUSTAFSON et al. 1998) e diminui¢do
da forga motriz protonica (ULTEE e SMID 2001; ULTEE et al. 1999). Conforme os autores
citados, esses fatores isolados ou em conjunto sdo responsaveis pela atividade antibacteriana

observada nos 6leos essenciais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar quimicamente o 6leo essencial e as partes aéreas, avaliar a atividade

antibacteriana do 6leo essencial, assim como testar suas propriedades larvicidas frente as

larvas do mosquito A. aegypti, e verificar suas possiveis propriedades antioxidantes pelo
método do radical DPPH.

3.2 Objetivos especificos.

X/
°

X/
°

Extrair quantitativamente o 6leo essencial do Ocimum basilicum;

Caracterizar fisicamente o 6leo essencial;

Identificar analiticamente os metabdlitos secundarios do 6leo essencial usando a
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);

Estudar as propriedades térmicas do Oleo essencial por Termogravimetria (TG) e
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC);

Identificar as principais classes de substancias fitoquimicas através da triagem
fitoquimica das partes aéreas da espécie vegetal,

Verificar a atividade antibacteriana do 6leo essencial frente as bactérias Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrofila, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Serratia marcescens e Vibrio parahaemolyticus;

Comparar a atividade antibacteriana dos antibioticos testados em relagdo ao dleo
essencial frente as mesmas bactérias;

Estudar a atividade antioxidante do 6leo essencial através do método do radical DPPH;

Determinar a atividade larvicida do 6leo essencial frente as larvas do Aedes aegypti.
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

4.1.1 pH-metro

As medidas de pH das solugdes foram realizadas em pH—metro Digimed, modelo

DMPH/1 com precisdo 10™ unidades com um eletrodo combinado de vidro.

4.1.2 Refratdbmetro

Utilizou-se um refratbmetro ABBE, modelo 2 WAJ, para as medidas de indice de
refracdo. Anexo 01

4.1.3 Evaporador Rotatério

Utilizou-se um rotoevaporador Quimis, modelo 344-2 para a evaporagdo dos

solventes. Anexo 02

4.1.4 Extrator de Clevenger

Utilizou-se um extrator tipo Clevenger confeccionado em vidro, acoplado a um
baldo de vidro, com capacidade de 6 litros, para a extragdo do 6leo essencial das partes aéreas
do O. basilicum (Figura 14).

UFPB — Tese de Doutorado — Manacés Cunha Sousa



55
Capitulo 1V — Procedimentos Experimentais

4.1.5 Espectrofotdmetro de ultravioleta

A avaliacdo da atividade antioxidante do 0leo essencial das partes aéreas frescas e
secas do O. basilicum foi determinada com o auxilio de um espectrofotdmetro UV-vis Varian,
modelo Cary 50 Conc. Anexo 03.

Fonte: O proprio autor, (2009)
Figura 14 — Extrator tipo Clevenger usado para a obtengdo do 06leo essencial das partes aéreas

do Ocimum basilicum.

4.1.6 Cromatografo a gas acoplado a espectrometria de massas (CG-EM)

As analises por CG-EM foram realizadas com o auxilio de um equipamento
Shimadzu, modelo QP-5000, equipado com uma coluna capilar (30m x 0,25mm x 0,25um)
HP-5MS 5% difenil 95% dimetil polisiloxano interfaciado com um detector quadrupolo linear
(detector de massas) com ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV e varredura (0,5 seg) na
faixa de 40-500 Daltons.

4.1.7 Analisador térmico

Utilizou-se um analisador térmico da TA Instruments, modelo SDT 2960. Anexo
04.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Coleta e identificacdo da espécie vegetal

Amostras semiarbustivas foram coletadas em outubro de 2008 por volta das 15 horas
na localidade Maioba, na regido metropolitana de Sao Luis — MA. A identificacdo taxonémica
foi feita no Herbario Atico Seabra do departamento de Botanica da Universidade Federal do

Maranhdo, onde a exsicata estd depositada sob o nimero 1376, Figura 15.
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Fonte: O proprio autor, 2009
Figura 15 — Exsicata da espécie vegetal Ocimum basilicum
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4.2.2 Triagem fitoquimica

As partes aéreas secas a temperatura ambiente (32°C) do Ocimum basilicum foram
moidas; ao p6 obtido, 100 gramas, adicionou-se 3 partes de alcool etilico comercial. Assim, a
mistura ficou sobre maceracao por 96 horas, tendo-se sempre o cuidado de agitar diariamente
para promover um maior contato entre o solvente e o material vegetal. O solvente foi
renovado por outras trés vezes, totalizando-se quatro extracbes. O filtrado obtido foi
concentrado em evaporador rotatério a 75°C, (Anexo 02) sob presséo reduzida e conservada

em frasco ambar.

4.2.2.1 Prospeccdo dos constituintes fitoquimicos das partes aéreas secas do

Ocimum basilicum

A prospeccao fitogquimica no extrato hidroalcodlico das partes aéreas secas do
Ocimum basilicum, foi realizada segundo Matos (1988). O fluxograma da Figura 16 mostra o

procedimento realizado.
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Partes aéreas secas

Moagem

P6 (100 a)
Maceracéo (96 h)

Extragdo com ETOH

Torta desnrezada Extrato etanélico (1.100 mL)

Concentrado

Extrato etandlico (200 mL)

| Triagem fitoquimica

Extrato etandélico hidrolisado

Extrato etandlico

Acidns fixns fartes

Heterosideos cianoaénicos

Acidns fracns e FenAis

Taninns e Fenadis

NOilinnnAas

FlavonaAides e derivadns

AntranaAis

Esteréides e Triternendides

Climarinas

SAannninas

Anlicnnas flavnnadides

Acidns fixns fartes

Aglicona esteroides /

Resginasg

triterpendides

Alcaldides

RAaceg niiaternAiriac

Figura 26 — Fluxograma de preparacdo do extrato etanolico e prospeccao dos constituintes

fitoquimicos das partes aéreas secas do O. basilicum
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4.2.3 Extracdo do 6leo essencial

O oleo essencial foi obtido das partes aéreas da espécie vegetal seca e fresca.
Inicialmente, as partes aéreas do O. basilicum foram desidratadas a sombra sobre bancada a
temperatura ambiente (32°C) por uma semana, estas foram entdo trituradas em moinho de
facas de onde se obteve um po de cheiro forte e caracteristico. Este foi guardado em frasco de
polietileno até 0 momento da extracdo. Para a obtencdo do 6leo das partes aéreas frescas estas
foram pesadas, e entdo, trituradas em liquidificador até se obter uma mistura homogénea e
pastosa.

O dleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo a 100°C através de um sistema de
Clevenger na proporcdo 1:10 (m/v) amostra, dgua destilada respectivamente. O dleo obtido
foi seco em sulfato de sodio anidro e acondicionado em frasco ambar e guardado em ambiente
refrigerado. O rendimento foi determinado através da seguinte formula:

Volume do éleo (mL)
% Rendimento = x 100
Massa vegetal (g)

4.2.4 Andlises fisicas do 6leo essencial de Ocimum basilicum

4.2.4.1 Determinacao da densidade relativa

A densidade relativa do 6leo essencial foi determinada através do método do
picndmetro, por comparacdo das massas de igual volume da amostra de 6leo essencial e de
agua recém-destilada a 25°C. (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1988).

4.2.4.2 Determinacdo do indice de refracéo

O indice de refracdo do 6leo essencial foi obtido em refratdmetro de Abbé (anexo
01), em funcéo da luz de s6dio no comprimento de onda de 589,3 nm (raia D) a temperatura
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de 25°C. A calibracdo do aparelho foi feita com agua destilada, cujo indice de refracédo foi de
1,3325 a 25°C. (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1988).

4.2.4.3 Determinacéo da solubilidade do 6leo essencial em alcool.

A solubilidade do 6leo essencial em solucdo hidroalcodlica a 60% (v/v), 70%
(VIv), 80% (v/v) e 90% (v/v) foi determinada em bureta de 25 mL. Cada solucéo foi gotejada
sobre 100 pL do 6leo essencial até a solubilizacdo total da amostra. O volume da solucéo
gasta na bureta (em décimos de mL) foi registrado, e a relacdo de solubilidade foi
estabelecida.

4.2.5 Estudo térmico e analise por Cromatografia em Fase Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) do 6leo essencial das partes aéreas do Ocimum
basilicum

4.2.5.1 Estudo térmico

O estudo térmico é conceituado como um conjunto de técnicas que permitem
medir as mudancas de uma propriedade fisica e/ou quimica de uma substancia ou material, em
funcdo da temperatura ou tempo, enquanto a substancia é submetida a uma programagao
controlada de temperatura (MOTHE e AZEVEDO, 2002; FERNANDES, 2005). Neste
trabalho, foram utilizadas as técnicas de Termogravimetria e Calorimetria Exploratdria

Diferencial nas condicOes descritas a seguir.

4.2.5.1.1 Termogravimetria (TG)

Estas foram realizadas em um analisador térmico, TA Instruments SDT 2960,

através do método dinamico de analise, razdo de aquecimento de 10°C.min™, em atmosferas
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de ar sintético e nitrogénio com fluxo de 110 mL.min™ no intervalo de 25-600°C, utilizando
cadinho de alumina e massa de 10 mg (Anexo 04).

4.2.5.1.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Estas foram obtidas em condi¢des ndo isotérmicas em um Analisador Térmico
DSC 2920 da TA Instruments, razdo de aquecimento de 10°C.min™*, em atmosferas de ar e
nitrogénio com fluxo de 110 mL.min™ no intervalo de temperatura de 25-600 °C, com cerca

de 10 mg da amostra, (Anexo 04).

4.2.5.2 Anélises cromatogréaficas

As anélises cromatogréficas foram realizadas nas seguintes condi¢Bes: Volume
injetado 0,3 puL em diclorometano; Temperatura do injetor 280°C, modo split (1:10); Gés
carreador, hélio (99,9995%) com vazdo de 1,0 mL/min; Programacdo de temperatura do
forno: 40°C (5,0 min.) — 240°C (4°C/min.); 240°C — 300°C (8°C/min, 7,5 min) e linha de
transferéncia 280°C. A identificacdo dos constituintes detectados na amostra foi feita com
base nas bibliotecas NIST (National Institute of Standards and Technology), WILEY139 e no
programa AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass & Identification System) e

também pela interpretacdo visual dos espectros de massas obtidos segundo ADAMS (1995).

4.2.6 Atividade antioxidante do 6leo essencial do Ocimum basilicum

Para monitorar a capacidade de sequestrar radicais livres (atividade antioxidante)
do oleo essencial, obtidos das partes aéreas frescas e secas da espécie vegetal, foram
preparadas as seguintes solu¢des. Em dois conjuntos de oito baldes volumétricos de 50 mL
contendo 2,5 mL de uma solucéo de DPPH 0,3 mmolL™ cada um, foram adicionados volumes

crescentes do 6leo essencial, sendo que o baldo 1 continha apenas a solucdo etandlica do
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DPPH, Figuras 17 e 18. As medidas de absorbancias foram iniciadas logo apds todos os
balGes serem completados com &lcool etilico para um volume de 50 mL. O decréscimo de
absorbéncia foi avaliado a A=517nm e T=25°C. Etanol de pureza analitica foi utilizado como
branco no espectrofotdmetro. Os valores das absorbéncias encontradas estdo presentes nos

Anexos 5 e 6 do capitulo 9.

Fonte: O prriovautor, (2009)
Figuras 17 — Experimento da atividade antioxidante, pelo método do radical DPPH, do 6leo

essencial obtido das partes aéreas frescas do Ocimum basilicum.

RS o
Fonte: O proprio autor, (2009)
Figuras 18 — Experimento da atividade antioxidante, pelo método do radical DPPH, do 6leo

essencial obtido das partes aéreas secas do Ocimum basilicum.
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Nos experimentos foram efetuadas leituras em intervalos de 30 em 30 minutos por
um periodo de 150 minutos. O percentual de inibicdo do radical DPPH nas concentracdes
testadas foi calculado convertendo os valores de absorbancias obtidos em porcentagem de

atividade antioxidante (%AA) através da seguinte férmula:

[(ABS amostra — ABS branco)] x 100

%AA = 100 -
ABS DPPH

4.2.6.1 Célculo da concentracao inibitoria a 50%o (Clso)

O valor da Cls visa dar parametros numéricos de quanto o substrato é capaz de
produzir substancias antioxidantes e verificar a eficAcia do mesmo frente a radicais livres no
modelo testado. Os valores de %AA e das concentragcbes foram relacionadas utilizando o
programa Excel do Windows, obtendo-se para cada experimento, a equacdo da reta (anexos 7
a 19). A resolucdo desta equacao (substituindo o valor de Y pelo Ln 50) resultou no valor da
Clso, que é a concentracdo necessaria para produzir metade (50%) de um efeito maximo

estimado em 100% para o 0leo essencial da espécie vegetal.

4.2.7 Atividade antibacteriana do 6leo essencial do Ocimum basilicum

A metodologia descrita a seguir foi delineada com o objetivo de avaliar a

atividade antibacteriana do 0leo essencial das partes aéreas frescas e secas do O. basilicum.

4.2.7.1 Microrganismos testados

Para a determinacdo da atividade antibacteriana foram utilizadas cepas padréo
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC): Escherichia coli (ATCC25922) e
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de origem alimentar: Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrofila, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Serratia marcescens e Vibrio parahaemolyticus.

4.2.7.2 Meios de cultura utilizados

Os meios de cultura Brain Heart Infusion — BHI (Merck), Mueller-Hinton agar —
MHa (Merck) e Agar PCA — (Merck) foram dissolvidos em 1000 mL de agua destilada nas
quantidades de 37g, 38g e 22,5g, respectivamente conforme recomendado pelo fabricante.

4.2.7.3 Cultivo dos microrganismos

Todas as bactérias testadas foram cultivadas por um periodo de 24 horas antes da
realizacdo dos testes. Este procedimento foi realizado passando cada microrganismo do meio
de manutencdo (Agar TSA), com o auxilio de uma alga de platina, para tubos de ensaio com
caldo BHI e incubados a 37°C.

4.2.7.4 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do 6leo essencial das partes aéreas frescas e secas do
O. basilicum foi feita no laboratério de microbiologia de alimentos (Pavilhdo Tecnoldgico) da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) através da metodologia de difusdo em discos.

4.2.7.4.1 Método de difusdo em discos (MDD)

Este foi realizado segundo BAUER-KIRBY et al. (1966). Foram colocados 21
discos estéreis de papel com 6 mm de diametro numa placa de Petri estéril. Sobre cada disco
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foram adicionados 75 uL do 6leo essencial para que estes ficassem bem saturados no 6éleo.
Em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton foram adicionados 100 pL do indculo de
24 horas em cada placa; em seguida, foi feita a homogeneizacgéo através de swabs estéreis até
formar um filme uniforme sobre o &gar, onde foram colocados os discos, sendo 3 discos em
cada placa pois estes foram realizados em triplicata. Estas foram incubadas a 37°C por 24
horas.

Para medir o diametro das zonas de inibicdo e quantificar a sensibilidade dos
microrganismos frente ao 6leo testado, foi utilizado o critério relatado por CIMANGA et al.
(2002), que adota a seguinte classificagdo para as zonas de inibi¢do: zdi>15 forte
inibi¢d0;10<zdi<l5 inibi¢do moderada, zdi<l0 inativo. Para o controle positivo foram
utilizados os antibioticos Tetraciclina 30 pg/disco, Ampicilina 10 pg/disco, Penicilina 10
pg/disco, Vancomicina 30 pg/disco, através dos mesmos procedimentos (Figura 19).

Semeadura em Agar

INGCULO Miiller-Hinton

Aplicagdo dos discos

J

Incubacdo:
j7ecf24horas

Leitura do halo

Fonte: Nascimento, (2004)
Figura 19 — Esquema do método de difusdo em discos segundo BAUER-KIRBY et al. (1966).

4.2.8 Atividade larvicida do 6leo essencial do Ocimum basilicum

4.2.8.1 Coleta dos ovos do Aedes aegypti

Os ovos foram coletados no bairro do Anjo da Guarda, em S&o Luis Maranhao,
através de armadilhas denominadas ovitrampas. Estas consistem de baldes pretos, de
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polietileno, com capacidade de 500 mL cada um, onde foi colocada agua e inserida uma ou
duas palhetas de eucatex para a ovoposi¢cdo do mosquito (Figura 20). As armadilhas foram
inspecionadas semanalmente para a substituicdo das palhetas e recolhimento dos ovos para
serem identificados no Laboratorio de Entomologia e Vetores do departamento de Biologia da
Universidade Federal do Maranh&o, Figura 21.

! - ‘f .i,:.
Fonte: O préprio autor, (2009)

Figura 20 — Modelo de Ovitrampa utilizada para a coleta dos ovos do Aedes aegypti.

Fonte: O préprio autor, (2009)

Figura 21 — Ovos do Aedes aegypti coletados semanalmente através de armadilhas

ovitrampas.
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4.2.8.2 Atividade larvicida

Inicialmente, os ovos do A. aegypti foram colocados para eclodir a temperatura
ambiente (31°C aproximadamente) em um recipiente retangular de aluminio ou polietileno
contendo agua mineral. As larvas obtidas foram alimentadas com racdo de gato até atingirem
o0 terceiro e quarto estadio, idade em que foram feitos os experimentos (Figura 22). Estes
foram feitos de acordo com a metodologia proposta por SILVA (2006). Inicialmente, foi
preparada uma solucdo-mae de 1.000 ppm através da pesagem 50 mg do 6leo para uma
solucdo formada por 49,75 mL de &gua destilada e 0,25 mL de tween-80. Desta solucéo,
foram preparadas cinco solugdes nas concentracdes 70, 100, 130, 150, 200 e 250 ppm. Para
cada concentracdo foram utilizadas 10 larvas e 30 mL de cada solugdo nas concentracdes
citadas. Todos os testes foram realizados em triplicata e como controle negativo foi utilizado
uma solucdo formada por 49,75mL de &gua para 0,25mL de tween-80, e como controle
positivo, uma solucdo de temefos (O,0,0' O -tetrametil O,O'-tiodi-p-fenileno  bis
(fosforotioato) a 100 ppm, equivalente a concentracdo utilizada pela fundagdo nacional de
salde (Funasa) para o controle larvicida do vetor.

Para quantificar a eficiéncia do 6leo essencial como larvicida foram consideradas
mortas as larvas que ndo reagiram ao toque ou moribundas ap6s 24 horas do inicio do

experimento.

ﬁJ‘ 2

s «_" “”“% o

Fonte: O prc')prio.aljto-r, (2009)
Figura 22 — Testes larvicidas do Aedes aegypti realizados em triplicata a temperatura

ambiente segundo o método de Reed e Muench.
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4.2.8.3 Analise estatistica dos dados

A concentrag&o letal a 50% (CLso) e o limite de confianga a 95% de probabilidade
foram calculados pelo método REED e MUENCH (1938), P1ZZI (1950), COLEGATE e
MOLYNEUX (1993). Este método parte do principio de que um ser vivo, que sobreviva a
uma certa dose, também ird sobreviver a qualquer dose menor que esta; consequentemente, o
ser vivo que morrer, em uma certa dose, também morrera em doses maiores que esta. Entdo, a
partir de uma tabela contendo os dados de mortalidade para cada concentracdo testada, €
construido um grafico onde se observa uma curva para o acimulo de insetos mortos em cada
concentracdo e outra curva para 0 acumulo de sobreviventes. O ponto de intersecdo entre as
curvas € a Clsp, pois nesse ponto o numero de insetos vivos é igual ao nimero de insetos

mortos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Rendimento do 6leo essencial das partes aéreas do Ocimum basilicum

A extracdo produziu um oleo amarelo palido quase incolor logo ap6s destilado e
menos denso que a &gua (Anexo 20). O rendimento do 6leo coletado em 2 horas de destilacdo
variou entre 1,5-2,0% (m/v) para as partes aéreas secas (Figura 23), e 0,28-1% (m/v) para as
partes aéreas frescas (Anexo 21). Estes valores sdo semelhantes aos relatados por SILVA et
al. (2003); Chalchat e Ozcan, (2008). Inicialmente a extracdo do 6leo essencial foi realizada
no tempo de 5 horas, porém observou-se que grande parte do Oleo essencial foi extraida no
inicio da destilagdo, mantendo os niveis de rendimento satisfatorio na primeira hora e
diminuindo consideravelmente nos 60 minutos restantes. Desta forma, numa relagdo custo
beneficio, esta poderia ser realizada em apenas 90 minutos o que evitaria desperdicios e ndo
comprometeria a quantidade e a qualidade do dleo essencial extraido.

4 N S

Volume (mL)

— 7T T T T1 r Tr r Tr r T r T r T ' T 7T
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo (min)

Figura 23 — Cinética de extracdo do 6leo essencial obtido das partes aéreas secas do Ocimum

basilicum no tempo de 2 horas através de um extrator tipo Clevenger.

5.2 Analises fisicas do 6leo essencial das partes aéreas do Ocimum basilicum

Os resultados obtidos a partir das analises fisicas do dleo essencial do O.

basilicum estdo indicados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Propriedades fisicas do 6leo essencial do Ocimum basilicum

Propriedades fisico-quimicas Valores *Referéncia
Densidade relativa g/cm® 0,955+0,005 0,95+0,02
indice de refracéo 1,4991+0,005 1,4995+0,002
Solubilidade a 60% (v/v) 1:50 -
Solubilidade a 70% (v/v) 1:12 -
Solubilidade a 80% (v/v) 1:2 -
Solubilidade a 90% (v/v) 1:1 -

*Hussain et al. (2008).

5.3 Triagem fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica revelou, além de Oleos essenciais, 0s seguintes
metabolitos: taninos, depsideos e depsidonas, esterdides livres, flavonoides; saponinas,
aglicona flavonoides, aglicona triterpendides e esteroides, acidos organicos e resinas. Estes
resultados, concordam em parte com NOGUEIRA et al. (2007), pois 0s mesmos relatam em
seus resultados a auséncia de saponinas para esta espécie vegetal.

Né&o foram encontrados na literatura relatos da presenca de depsideos e depsidonas
para a espécie vegetal em estudo. SILVA et al. (1998) relatam que estes metabdlitos sao
comuns em liquens, mas também podem ocorrer em plantas superiores. Ha relatos na
literatura demonstrando que essas substancias apresentam propriedades antioxidantes,
antivirais, antitumorais, analgésicas e antipiréticas (MACEDO et al. 2007).

Alguns metabdlitos secundarios encontrados na triagem fitoquimica séo
responsaveis por inumeras atividades bioldgicas. Os taninos, por exemplo, apresentam
principalmente propriedades adstringentes sendo usados como antidiarréicos, antissepticos e
vasoconstrictores, além de apresentarem atividade antimicrobiana, antioxidante e antiflngica
(BRUNETON, 1991; MARTINS et al. 2000; BOSCOLO et al. 2007; SIMOES et al. 2007).

As saponinas sdo laxativas suaves, diuréticas e expectorantes (MARTINS et al.

2000), os esteroides ou fitosterois apresentam propriedades farmacoldgicas promissoras.
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Estudos recentes relacionam este metabolito com a reducdo das doencas cardiacas através da
diminuicdo dos niveis plasméticos de colesterol total e LDL. Também vem sendo avaliado
seu papel como agente antineoplasmatico, principalmente em cancer de estdmago, colon,
préstata e mama, assim como a¢des imunomoduladoras ao nivel celular, além de propriedades
cosmeticas e melhora sintomética da hiperplasia prostatica benigna, entre outros (SAMPAIO,
2007).

Os Oleos essenciais apresentam acdo antivirGtica, analgesica, bactericida,
cicatrizante, expectorante; relaxante, vermifugo, antiespasmaodica, cardiovascular, anestésica
local; antisséptica, anti-inflamatéria, inseticida e antitumoral (BRUNETON, 1991;
MARTINS et al. 2000; KEITA et al. 2001; SARTORATTO et al. 2004; BARRETO e
VEIGA JUNIOR, 2005).

Quanto aos flavonoides encontrados, existem publicacdes importantes que
demonstram a importancia destes metabolitos, pois atuam como antiescleroticos e
antiedematosos, antioxidantes, dilatadores das coronarias, espasmoliticos, anti-hepatotoxicos,
anti-inflamatorios, entre outros (GROS et al. 1985; DI STASI, 1996; MARTINS et al. 2000;
PINHEIRO et al. 2007).

5.4 Estudo térmico

O perfil termogravimétrico apresentado nas Figuras 24 e 25 representam o0
comportamento térmico do Oleo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum sob
atmosfera de nitrogénio (inerte) e ar, no intervalo de temperatura de 25 a 600°C. A curva
TG/DTG do 6leo essencial em atmosfera inerte apresentou dois eventos térmicos (Figura 24),
tendo o primeiro evento ocorrido no intervalo de 28,17-189,80°C, com o maximo confirmado
pela DTG em 131,87°C com perda de 5,347mg de massa, ou seja 90,05% do total da amostra
sendo atribuida a volatilizacdo da fracdo terpénica do 6leo essencial (HAZRA, et al. 2002). O
segundo evento no intervalo de 189,80-376,82°C, com perda de 0,578 mg de massa, 0 que
corresponde a 9,741% do restante da amostra, indica uma possivel degradacdo térmica da

fragdo aromatica do 6leo essencial.
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Figura 24 — Curvas TG/DTG do 6leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum, em

atmosfera de nitrogénio, com vazao de 110 mL. min ™ no intervalo de temperatura de 25 a

600°C e razdo de aquecimento de 10°C. min.™

Em atmosfera de ar (Figura 25), o primeiro evento térmico foi de 34,64-201,42°C,

enquanto que o segundo evento atribuido a oxidacdo da fracdo aromaética da amostra ocorreu

em um intervalo de temperatura que vai de 201,4°C a 344,97°C relacionado a uma perda de

massa. Observando-se as duas curvas termogravimétricas TG/DTG em atmosfera inerte e ar

percebe-se que 0 comportamento da amostra é semelhante.
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Figura 25 — Curvas TG/DTG do 6leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum, em
atmosfera de ar, com vazdo de 110 mL. min ™ no intervalo de temperatura de 25 a 600°C e

razdo de aquecimento de 10°C. min.*

A figura 26 representa o comportamento térmico do dleo essencial das partes
aéreas frescas do O. basilicum em atmosfera de ar. Fazendo um paralelo em ambas as
amostras, percebe-se que, tanto o 6leo essencial das partes aéreas secas quanto o Gleo
essencial das partes aéreas frescas apresentam um perfil termogravimétrico semelhante,
independente do tipo de atmosfera utilizada nos experimentos.

Em funcéo de alguns problemas técnicos ndo foi possivel analisar o 6leo essencial
das partes aéreas frescas em atmosfera de nitrogénio. No entanto, em fungdo do
comportamento térmico semelhante evidenciado nas demais amostras, pressupde-se que 0
mesmo apresentaria um perfil semelhante as demais analises termogravimétricas, até porque,

ocorreu pouquissima variacdo na composicdo fitoquimica de ambas amostras do dleo
essencial.
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Figura 26 — Curvas TG/DTG do 6leo essencial das partes aéreas frescas do O. basilicum, em
atmosfera de ar, com vazdo de 110 mL. min ™ no intervalo de temperatura de 25 a 500°C e

razdo de aquecimento de 10°C. min.*

A Figura 27 mostra a curva DSC obtida em atmosfera de ar com razdo de
aquecimento de 10°C. min.™ para o 6leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum. De
acordo com a Figura, esta apresentou um unico evento endotérmico com temperatura de pico
a 142,90°C e entalpia de 388,5J/g atribuida a vaporizacdo da fracdo terpénica do 6leo
essencial. Foram observados também dois picos exotérmicos, um com temperatura de pico a
313,81°C e entalpia de transicdo 138,9J/g, outro com temperatura de pico 444.55°C e entalpia
de transicdo 22.62J/g respectivamente. Estes eventos exotérmicos podem ser atribuidos a

formacdo de compostos por oxidagédo, fendmeno ja observado na anélise por TG.
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Figura 27 — Curva DSC do 6leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum em razdo de

aquecimento de 10°C.min.™, em atmosfera de ar, no intervalo de temperatura de 25 a 600°C e

vazao de 110 mL. min. ~

1

A Figura 28 expressa a curva DSC obtida em atmosfera de nitrogénio com razéo

de aquecimento de 10°C min.™ para o 6leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum.

Como sugerido pela TG, em atmosfera de nitrogénio, esta apresentou dois eventos

endotérmicos, tendo o primeiro temperatura de pico a 139,53°C e entalpia de transi¢do de

391,3j/g, fendbmeno este, atribuido a vaporizacdo da fracdo terpénica da amostra, enquanto o

segundo apresentou temperatura de pico a 418,17°C e entalpia de transicdo de 9,263 j/g

atribuido a uma possivel decomposicdo térmica da fracdo aromética do Oleo essencial.

Comparando ambos os resultados obtidos por DSC, percebe-se que o 6leo essencial em

atmosfera inerte apresenta um perfil térmico mais estavel, com pouca tendéncia a formacao de

subprodutos.
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Figura 28 — Curva DSC do 6leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum com razéo
de aquecimento de 10°C.min.™, em atmosfera de nitrogénio, no intervalo de temperatura de 25
a 600°C e vazdo de 110 mL. min *

A Figura 29 mostra a curva DSC obtida em atmosfera de ar com razdo de
aquecimento de 10°C. min.™ para o 6leo essencial das partes aéreas frescas do O. basilicum.
De acordo com o termograma da respectiva figura, observa-se que o grafico apresenta trés
eventos térmicos, semelhante portanto a curva DSC do 6leo essencial das partes aéreas secas
em atmosfera de ar, desta forma, como sugerido pelas analises por TG-DTG podemos admitir
gue independente do Oleo essencial ser obtido das partes aéreas secas ou frescas o perfil
térmico € o mesmo. No entanto, nas andlises por DSC, quando mudamos a atmosfera de

oxidante para inerte, obtivemos termogramas diferentes.
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Figura 29 — Curva DSC do 6leo essencial das partes aéreas frescas do O. basilicum com razédo
de aquecimento de 10°C.min.™, em atmosfera de ar, no intervalo de temperatura de 25 a
600°C e vaz&o de 110 mL. min ™

5.5 Analises cromatograficas

Através das analises por cromatografia em fase gasosa foram obtidos e
identificados 6 picos cromatograficos, correspondentes aos principais constituintes volateis do
0leo essencial obtido das partes aéreas secas e frescas do Ocimum basilicum, espécie vegetal

conhecida popularmente como alfavaca, Figura 30.
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Figura 30 — Cromatogramas do 6leo essencial do O. basilicum realizado em um equipamento

Shimadzu, modelo QP-5000. A) Oleo essencial das partes aéreas secas. B) Oleo essencial das

partes aéreas frescas.

Através das analises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria

de massas (CG-EM) foi possivel identificar e quantificar, por normalizacéo da &rea dos picos,

os constituintes listados na Tabela 2. A proposta de identificacdo por espectrometria de

massas para 0s 4 principais constituintes do 0leo essencial esta representada nas Figuras 31 a

38, as demais encontram-se nos Anexos 22, 23 e 24.
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Tabela 2 — Composicao percentual do 6leo essencial das partes aéreas do Ocimum
basilicum obtida por CG-EM.

Componentes”
) Partes aéreas Partes aéreas Conc. (%)
Pico | tr* (A) | tr¥(B)
secas (A) frescas (B) A B
1 |1566 | 1561 eucaliptol® eucaliptol® 3,48 | 2,61
2 | 1849 |1843 linalol® linalol® 25,88 | 25,70
- 21,25 4-metil-1(1-metiletil) | Metil - heptadienol 143 | 1.40
3 3 -3-ciclohexen-1-ol°
4 |2216 [ 2209 Metilchavicol**" metilchavicol® | 62,39 | 64,70
5 |30,12 | 30,03 a-farneseno®’ o-farneseno* 6,14 | 4,36
6 |3621 |3611 Cadinol®’ cadinol® 0,67 | 1,24

*empo de retengdo em minutos
®componentes listados em ordem de eluicido em uma coluna HP-5MS.
‘AMDIS; *"WILEY139 *NIST21; 'NIST107.

De acordo com a técnica adotada foi possivel identificar 99,99% da composicao
total do 6leo essencial em ambas as amostras. A fragdo aromaética esta representada por um
unico componente, o metilchavicol (estragol) que é o componente majoritario, enquanto o
eucaliptol, linalol e 4-metil-1-(1-metiletil)-3-ciclohexen-1-ol foram 0s monoterpenos
detectados na amostra seca. Para o 6leo essencial da amostra fresca o Metil-heptadienol foi a
Unica alteracdo registrada na composicdo fitoquimica do O6leo essencial. A fracdo
sesquiterpénica esta representada nas duas amostras pelos compostos a-farneseno e cadinol.

Como relatado no paragrafo anterior houve pouca variacdo na composicdo
fitoquimica do 6leo essencial. Assim, podemos afirmar com base nos dados da Tabela 2, que
houve apenas uma alteracdo correspondente ao metabdlito representado pelo pico 3 do
cromatograma da Figura 30. Em ambas as amostras do 6leo essencial 0 composto em questdo
pertence a fungdo alcool. Porém, no 6leo essencial das partes aéreas secas, 0 composto € um
alcool alifatico de cadeia fechada enquanto no Aleo essencial das partes aéreas frescas o

composto é um alcool alifatico de cadeia aberta.
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Quanto a concentracdo de cada substancia, como mostrado na Tabela 2, observou-
se que ocorreram variagdes nas duas amostras do leo essencial, pois no processo de secagem
a concentracdo do metilchavicol diminuiu enquanto o linalol, eucaliptol e o-farneseno
aumentaram; esse fato também foi relatado por GRAYER et al. (1996) e KLIMANKOVA et
al. (2008). Desta forma, esta informacao podera ser importante pois, dependendo do fim a que
se destina o 6leo essencial, pode-se optar pela destilacdo das partes aéreas frescas ou secas.
Porém, deve-se chamar a atencdo para o rendimento, pois, de acordo com os resultados
apresentados neste trabalho, é mais viavel trabalhar com a espécie vegetal seca, pois o
rendimento é bem superior ao 6leo obtido das partes aéreas frescas.

Como foi demonstrado pelas andlises por CG-EM, esses resultados sao
semelhantes aos relatados por GRAYER et al. (1996); PASCUAL-VILLALOBOS,
BALLESTA-ACOSTA (2003); TELCI et al. (2006); SIIVA, et al. (2007). Corroborando com
este fato a literatura relata que o linalol, metilchavicol, eugenol, metilcinamato, metileugenol,
citral e bergamoteno representam os componentes volateis dominantes em todos os trabalhos
publicados sobre o Ocimum basilicum (TELCI et al. 2006; SOARES et al. 2007,
KLIMANKOVA et al. 2008). Desta forma, a variedade aqui estudada do O. basilicum pode
ser classificada como pertencente ao quimiotipo metilchavicol — linalol, semelhante a
variedade que ocorre no Ceara (SILVA, et al. 2007). Estes autores relatam que, nesta
variedade, os dois principais constituintes podem variar em funcdo da técnica de extracdo
utilizada, pois segundo os mesmos, através da extracao por arraste a vapor, microondas e CO,
pressurizado o metilchavicol é o constituinte majoritario enquanto que pela extracdo por
solvente o linalol é o componente dominante.

Como foi demonstrado pelas analises cromatogréaficas, a variedade aqui estudada
apresentou composicdo fitoquimica semelhante ao quimiotipo europeu (linalol e
metilchavicol), de alto valor comercial, 0 que poderd converter esta espécie vegetal numa
promissora fonte de matéria- prima para diversas industrias, além de seu uso classico na
industria de cosméticos e de alimentos, 0 que podera transformar esta especie vegetal numa
fonte de renda alternativa, atravées do seu cultivo, aos agricultores do nordeste brasileiro.

As Figuras 31 e 32 apresentam 0s espectros de massas gerados a partir do pico 1
do cromatograma mostrado na Figura 30. Este composto foi identificado como sendo o
eucaliptol, através do programa AMDIS, software utilizado quando ndo ocorre um consenso
na identificacdo de um composto através das bibliotecas disponiveis no equipamento.

Entre todos os fragmentos mostrados no espectro de massas do eucaliptol

merecem destaque os seguintes: fragmento de massas m/z=154 [M**] correspondente ao ion
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molecular, o que indica a férmula molecular do composto (C1oH150); fragmento de massa
m/z=139 [M"*-15], correspondente a perda de uma metila (CH3), pico com massa m/z=125
[M®*-29], relacionado com a perda de uma etila (C,Hs), os demais picos em destaque s3o:
m/z=43, corresponde ao pico do fon CH;CO", que é o pico base, fragmento muito estavel,
caracteristico de estabilidade por ressonancia; m/z=41, este pico € caracteristico de uma
clivagem que resulta na formacio do ion alila (CsHs"), (CAMPOS, 1977; SILVERSTEIN,
1994; ADAMS, 1995; HARRIS, 2005).

4.
100 3

40

504

| 55 -1 81

84
49 sa| 58 &7 293 108 o
[=T=] 13
Ll el 7 Ll el Tl L e 126 T
RIS RN i Lty S - , : , S R
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Text File) Manual Component (15.673 min) in c\classSk\usendata\ca 212 _08\a094308.r01

oL

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Hit 1. (replib) Eucalyptol

Figura 31 — Espectro de massas do pico 1 e suas respectivas propostas de identificacdo. A)
Espectro de massas do 6leo essencial das partes aéreas secas. B) Proposta de identificacéo

segundo o programa AMDIS.
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Figura 32 — Espectro de massas do pico 1 e sua respectiva proposta de identificacdo. A)
Espectro de massas do 6leo essencial das partes aéreas frescas. B) Proposta de identificacéo

segundo o programa AMDIS.

Nas Figuras 33 e 34, que correspondem aos espectros de massas do 6leo essencial
da amostra seca e fresca respectivamente, o linalol foi caracterizado pela presenca dos
fragmentos das seguintes relagdes massas carga: m/z=136 [M**-18] corresponde a perda de
agua (H,0), enquanto o pico m/z=121 [M**-33] indica a perda de uma metila e agua (H,O).
Nos alcoois de cadeia longa C>6, a fragmentacdo molecular se assemelha aos
hidrocarbonetos. O espectro na verdade, assemelha-se, em muito ao alceno de cadeia
correspondente. Assim, 0s picos de massas m/z = 107 e m/z = 93 seguem esta tendéncia, pois
se diferenciam pela perda de unidades metilénicas. O pico de massa de relacdo massa carga
m/z = 71 esta relacionado com a formagéo do ion positivo de estrutura R,C=0"H. No linalol,
alcool terciario, ocorre a clivagem homolitica da ligacdo C-C vizinha ao carbono alfa do
grupo funcional de forma a estabilizar esse ion por ressonancia. O pico de relagdo massa
carga m/z=41, indica o pico base, que representa uma clivagem alilica, caracteristico do
cation alila. (CAMPOS, 1977; SILVERSTEIN, 1994; MCMURRY, 2005;).
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Figura 33 — Espectro de massas do pico 2 e sua respectiva proposta de identificacdo. A)
Espectro de massas do 6leo essencial das partes aéreas secas. B) Proposta de identificacdo
segundo a biblioteca NIST21.
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Figura 34 — Espectro de massas do pico 2 e sua respectiva proposta de identificacdo. A)
Espectro de massas do 6leo essencial das partes aéreas frescas. B) proposta de identificacdo

segundo o programa AMDIS.

As Figuras 35 e 36 correspondem aos espectros de massas da substancia

identificada como sendo o metilchavicol, componente majoritario do 6leo essencial do O.
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basilicum, este composto foi identificado através dos seguintes fragmentos de massas, onde 0s
principais picos com suas relagdes massa carga foram: m/z=148 representa o pico base e ao
mesmo tempo o ion molecular, que confirma a férmula molecular do composto como
C1oH120. O pico de massa m/z=133 corresponde & perda de uma metila [M**-15], o pico de
relagdo massa carga m/z=117 se refere ao fragmento CyHy" gerado a partir de um rearranjo do
ion molecular, com consequente perda de uma molécula neutra (H,CO) e de um radical *H, o
pico de massa m/z=105 se refere ao fragmento CgHg" gerado pela perda de (CO), enquanto
que o pico de m/z=91 corresponde ao tropilio, ion classico de todo sistema aromaético. O
fragmento m/z=77 esta relacionado com o cation aromatico C¢Hs ™ gerado pela perda de uma
molécula neutra (H,CO) e da cadeia lateral do composto aroméatico (CAMPOS, 1977,
SILVERSTEIN, 1994; ADAMS, 1995).
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Figura 35 — Espectro de massas do pico 4 e suas respectivas propostas de identificagdo. A)

Espectro de massas do 6leo essencial das partes aéreas secas. B) Proposta de identificacdo
segundo a biblioteca wiley139. C) Biblioteca NIST107.
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Figura 36 — Espectro de massas do pico 4 e sua respectiva propostas de identificacdo. A)
Espectro de massas do dleo essencial das partes aéreas frescas. B) Proposta de identificacdo

segundo o progrma AMDIS.

As Figuras 37 e 38 representam a fragmentacdo através da espectrometria de
massas, do composto identificado como a-farneseno. Os principais picos de fragmentacéo
para esta substancia correspondem as seguintes relacdes massa/carga: m/z=204 [M®]
representa o ion molecular, o que confirma a formula molecular do composto como sendo
CisHa4. O fragmento de massa 189 é caracteristico da perda do radical metila a partir do ion
molecular [M**-15]. Sendo o a-farneseno um polialceno, o padrdo de fragmentacdo deste
composto é caracterizado por aglomerados de picos a intervalos de 14 unidades. Nestes
aglomerados os picos ChH2,.1 € CyHa, sd0 mais intensos do que 0s picos CyHon+1.

Nos espectros de massas do a-farneseno, como mostrado pelas Figuras 37 e 38, 0s
picos em m/z 41, 55 e 69 correspondem a férmula CpH,n.1, Onde o pico em m/z 41
corresponde ao ion alila, pode-se observar também que os mesmos diferem apenas por uma
unidade metilénica, enquanto os picos 119 e 107 seguem a mesma tendéncia. O pico em m/z
93 pode ser entendido como sendo produzido por uma estrutura de formula C;Hg* formada
por isomerizagdo seguida por uma clivagem alilica (CAMPQS, 1977; SILVERSTEIN, 1994).
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<Unknown Spectrum>
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Figura 37 — Espectro de massas do pico 5 e suas respectivas propostas de identificacdo. A)
Espectro de massas do 6leo essencial das partes aéreas secas. B) Proposta de identificacdo
segundo a biblioteca NIST107.
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Figura 38 — Espectro de massas do pico 5 e suas respectivas propostas de identificagcdo. A)
Espectro de massas do 6leo essencial das partes aéreas frescas. B) Proposta de identificacao,
segundo o programa AMDIS.
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5.6 Atividade antioxidante do 6leo essencial do Ocimum basilicum

As Tabelas 3 e 4 apresentam o0s dados médios da porcentagem de atividade
antioxidante para diferentes concentracfes do Oleo essencial. Os valores de Clso, que
representam a concentracdo do 6leo na qual a atividade antioxidante (antiradical) de 50% é

observada, também estdo expostos nas respectivas tabelas.

Tabela 3 — Atividade antioxidante do dleo essencial das partes aéreas frescas do Ocimum

basilicum pelo método do radical DPPH.

Concentracéo do 6leo essencial em (g/mL)

3,82. 5,73. 7,64. 9,55. 1,14. 1,33. 1,52.

*
T 10° 10° 10% 10% 10?2 10? 107

Clgo g/mL

0-30 19,28 2329 2371 2951 29,82 32,71 32,71 373.10°
30-60 22,28 27,17 28,02 36,36 38,18 42,11 4328 1:93.10°
60-90 24,30 30,07 32,17 41,96 44,61 49,64 51,15 1,39.107
90-120 26,38 33,53 36,72 47,76 50,64 56,34 58,66 1,12.10°
120-150 28,18 36,48 40,25 52,93 5590 62,23 64,46 9,88.10°

*Tempo em minutos

Tabela 4 — Atividade antioxidante do dleo essencial das partes aéreas
secas do Ocimum basilicum pelo método do radical DPPH.

Concentracéo do 6leo essencial em (g/mL)

946. 191. 287. 382. 4,/78. 573. 6,69. 7,64

o7 10 10°  10°  10° 10° 10° 10° 10° Cled/mb
0-30 2169 2606 30,06 31,08 31,88 32,19 3237 3205 829107
30-60 2468 30,80 3424 3427 38,62 40,00 41,19 41,79 5,85.10°
60-90 3577 3515 39,78 3955 44,79 4679 54,43 59,65 5,06.10°
90-120 2953 4228 47,67 4825 5579 58,39 61,67 63,33 3,36.10°
120-150 20,78 4564 51,80 5260 62,09 6526 69,53 72,79 2,54.10°

150-180 3185 5175 5812 5979 71,09 7488 80,06 8394 179.10°
180-210 3452 6026 6630 6828 80,18 8441 8951 9352 112.10°
210-240 3643 6559 7373 7550 8887 92,73 97.25 9990 805.10%

*Tempo em minutos
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Comparando ambos os resultados obtidos, percebe-se que a capacidade de
sequestrar radicais livres do 0leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum foi mais
eficiente, pois no tempo de 150 minutos se obteve para o 6leo essencial das partes aéreas
frescas uma Clso de 9,88x10° g/mL, Tabela 3. Enquanto no 6leo obtido das partes aéreas
secas para 0 mesmo intervalo de tempo, obteve-se uma Cls; de 2,54x10° g/mL,
aproximadamente 4 vezes mais eficiente, tabela 4.

A Figura 39 representa 0 desempenho antioxidante de ambos 0s 6leos essenciais
no tempo de 150 minutos. Observa-se claramente no grafico que existe uma grande diferenca
entre os dois, pois com base na concentracdo de 3,82x10° g/mL, o 6leo essencial da planta
seca exerce 52,6% de atividade antioxidante, enquanto que o dleo essencial da planta fresca
exerce apenas 28,18%. Uma forma de explicar essa diferenca seria a existéncia de substancias
presentes no 6leo essencial das partes aéreas frescas que atuam de forma antagdnica com a(s)
substancia(s) responsavel ou responsaveis pela atividade antioxidante do 6leo essencial, pois
através do processo de secagem ocorreram variacdes na relacdo fenilpropanos/terpenos
(GRAYER et al. 1996; CARVALHO FILHO, 2006; KLIMANKOVA et al. 2008).

Atividade antioxidante do O. basilicum no tempo de 150 minutos

—e— Partes aéreas frescas
72,80 —=— Partes aéreas secas

Atividade antioxidante
(%AA)

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

Conc. do éleo essencial (g/mL)

Figura 39 — Comparacéo da atividade antioxidande do 6leo essencial das partes aéreas frescas

e secas do Ocimum basilicum, no tempo de 150 minutos, através do método do radical DPPH.

No 6leo essencial da espécie seca a atividade antioxidante foi extrapolada até o
tempo de 240 minutos no intuito de acompanhar seu desempenho antioxidante em tempos
maiores. A Figura 40 representa o comportamento do 6leo essencial nos diferentes tempos.

De acordo com os dados do grafico percebe-se que os tempos de 30 e 60 minutos ndo séo
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suficientes para que o 0Oleo exerca uma boa atividade antioxidante. Desta forma, faz-se
necessario um tempo minimo de 90 minutos para que o substrato apresente um desempenho
antioxidante razoadvel. Percebe-se também que, a partir de 120 minutos, todas as
concentragdes testadas apresentam um comportamento semelhante de forma que no tempo de
150 minutos obteve-se uma Cl de 2,54x10° g/mL, o que evidencia que o 6leo das partes
aéreas secas apresenta um potencial antioxidante melhor. Contudo, no tempo maximo de 240
minutos obteve-se uma Clso de 8,05x10 “*g/mL o que demonstra que quanto maior o tempo

melhor a resposta antioxidante do dleo essencial.

= 120 1~

:\g 100 A —o— 30 min
s —=— 60 min
% 80 1 90 min
% 60 - 120 mﬁn
= —»— 150 min
$ 40 - —e— 180 min
® ——210 min
E 20 1 —=—240 min
2

O T T T T 1
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010

Conc. do 6leo essencial (g/mL)

Figura 40 — Desempenho da atividade antioxidante do 6leo essencial das partes aéreas secas

do Ocimum basilicum, através do método do radical DPPH.

Os resultados obtidos nesse estudo s&o um tanto diferentes dos resultados
encontrados por HUSSAIN et al. (2008) que relataram uma Clso em torno de 6 pg/mL para o
O. basilicum quimiotipo linalol, o que pode ser justificado pela diferenca dos principais
constituintes das espécies estudadas. A variedade relatada por HUSSAIN et al. (2008),
apresenta como constituintes majoritarios o linalol (60,6%) e cadinol (12,4%), ambos
compostos hidroxilados, enquanto a variedade estudada por nds apresentou como principais
constituintes o metilchavicol (64,70%) e linalol (25,70%) para a amostra fresca, (62,39%) e
(25,88%) para a amostra seca, destes dois metabolitos apenas o linalol apresenta o grupo
funcional hidroxila, ou seja; o constituinte em menor quantidade. A literatura relata que a
presenca deste grupo funcional (Hidroxila) é fundamental para que uma determinada
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substancia apresente uma boa atividade antioxidante (SCOTTI et al. 2007; CARPES et al.
2008). Sendo assim, é compreensivel entender, por que o quimiotipo aqui estudado
apresentou menor atividade antioxidante. Porém, o valor encontrado est de acordo com o
valor relatado por POLITEO et al. (2007) que descreveram uma Clsg de 1,378g/L para o
quimiotipo linalol (28,6%) metilchavicol (21,7%).

Em nossa pesquisa foi verificado, conforme demonstrado pelas anlises por CG-
EM, que a espécie pertence ao quimiotipo metilchavicol-linalol, 0 mesmo quimiotipo relatado
por POLITEOQ et al. (2007), porém na variedade aqui em estudo o metilchavicol esta numa
concentracdo trés vezes maior, 0 que evidencia um forte indicio de que a atividade
antioxidante relatada aqui deve-se somente a acao do linalol e que o componente majoritario
(metilchavicol) atuaria de forma antagonica , pois na amostra fresca onde este metabdlito esta
em maior concentracdo a atividade antioxidante do 6leo essencial € acentuadamente menor.

5.7 Atividade antibacteriana do 6leo essencial do Ocimum basilicum

Os resultados da atividade antibacteriana do 6leo essencial do O. basilicum frente
as sete bactérias patogénicas estdo na Tabela 5. O Gleo essencial apresentou atividade
antibacteriana frente a todos os microrganismos testados. Os resultados obtidos através do
método da difusdo em discos indicaram que a E. coli e A. hydrofila foram os microrganismos
mais sensiveis (Figura 41). A menor atividade foi observada frente a cepa L. monocytogenes.

A. hydrofila
Fonte: O proprio autor, (2009) Fonte: O proprio autor, (2009)

Figura 41 — Atividade antibacteriana do 6leo essencial do Ocimum basilicum. A) Halo de

inibicdo do 6leo essencial das partes aéreas secas frente a E. coli.
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B) Halo de inibicdo do 6leo essencial das partes aéreas secas frente a A. hydrofila.

Tabela 5 — Atividade antibacteriana do 6leo essencial das partes aéreas do O. basilicum

pelo método da difusdo em discos.

Halos de inibi¢do (mm)

Oleo essencial Antibidticos (controle positivo)
Microrganismos OEPAF OEPAS Penl0ug Ampl0ug Van30ug Tet30ug
E. coli 13,0+0,83 17,8+0,45 - 15,6+0,57 - 15,3+0,53
Staphy. aureus 13,0+0,79 13,9+0,22 24,0+1,0 24,0+1,0 18,0+1,0  15,3+0,53
S. marcescens 11,8+0,57 11,8+0,27 *18,0+1,0 19,0+1,0
L. monocytogenes 11,4+0,42 11,4+0,55 - *14,0+1
V.parahaemolyticus 12,6+0,65 15,0+£1,0 *20,0+0,0 *16,0+0,0
A. hydrofila 12,4+0,65 15,9+1,52 *15,0+0,0 *18,3+0,57 *1540,0
B. cereus 12,0+0,79 13,6+0,55 *16,0+1,0 9,0£1,0 - *18,0+0,0

OEPAF: Oleo essencial das partes aéreas frescas; OEPAS: Oleo essencial das partes aéreas secas; (-) ndo formou

halo de inibicdo; * Acdo bacteriostatica. Pen: penicilina; Amp: ampicilina; Van: vancomicina; Tet: tetraciclina.

Os resultados mostraram que o 6leo essencial apresentou um amplo espectro de
acao, porém os mais significativos foram obtidos sobre bactérias gram-negativas. Estes
resultados, de certa forma, contrariam alguns trabalhos relatados na literatura, pois estes
afirmam que as bactérias gram-positivas sdo mais suscetiveis a acdo dos 6leos essenciais do
que as bactérias gram-negativas (CIMANGA et al. 2002; BURT 2004; LOPEZ et al. 2005;
BOZIN et al. 2006; ALVARENGA et al. 2007; HUSSAIN et al. 2008; NEDOROSTOVA et
al. 2009). Porém, nem todos os estudos com 6leos essenciais concluem que as bactérias gram-
positivas sdo mais suscetiveis (TASSOU et al. 1995; OUATTARA et al. 1997; WILKINSON
et al. 2003). Outros autores descrevem que as bactérias gram-negativas sdo tdo suscetiveis
guanto as gram-positivas. Assim, entre as bactérias gram-negativas a A. hydrofila aparece
como uma das mais sensiveis (DEANS e RITCHIE, 1987; STECCHINI et al. 1993; HAO et
al. 1998a, b; WAN et al. 1998).

KOYAMA et al. (1997) afirmam que muitos componentes dos 6leos essenciais,
0s quais séo diferentes em cada 6leo, tém a habilidade para romper ou penetrar na estrutura
lipidica presente em bactérias gram-negativas. OHNO et al. (2003) relatam que é necessario
examinar separadamente cada componente do 6leo essencial, e a combinacdo destes, para
averiguar se eles tem acdo antibacteriana sozinhos ou sincronizados(sinergismo). Na
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literatura, varios autores relatam a existéncia de sinergismo e antagonismo quando se
misturam Gleos essenciais em varias propor¢des ou seus principais componentes (ULTEE et
al. 2000a; LAMBERT et al. 2001; DELAQUIS et al. 2002; GILL et al. 2002; MOUREY e
CANILLAC, 2002).

TAVARES (1996), COUTINHO et al. (2004) relatam que as bactérias gram-
negativas possuem uma efetiva barreira de permeabilidade, composta de outra membrana, que
restringe a penetracdo de compostos no citoplasma da bactéria. Estes microrganismos
apresentam mecanismos de defesa conhecido como bombas de resisténcia a multidrogas
(MDRs). A presenca de MDRs em bactérias inibe a acéo tanto de antibidticos sintéticos como
naturais, dificultando o controle desses microrganismos patogénicos.

Os resultados obtidos em nosso trabalho sugerem que o 6leo essencial das partes
aéreas secas apresenta atividade antibacteriana melhor do que o 6leo das partes aéreas frescas,
pois este apresentou melhores resultados em quase todas as cepas testadas (Figura 42). Esse
fendmeno pode ser explicado com base na variacdo da composi¢do fitoquimica que um 6leo
essencial pode sofrer no processo de secagem, pois CELIKTAS et al. (2007); VAN
VUUREN et al. (2007) relatam que mudancas na composi¢do fitoquimica de um dleo

essencial afetam diretamente suas propriedades bioldgicas.

O OEPAF
B OEPAS

Halos de inibicao

=== =N
ONPOOOOONPOOWO®O

EC EA SM LM \VP AH BC
Bactérias

OEPAF = Oleo essencial das partes aéreas frescas; OEPAS = Oleo essencial das partes aéreas secas; EC =
Escherichia coli; EA = Staphylococcus aureus; SM = Serratia marcescens; LM = Listeria monocytogenes; VP =

Vibrio parahaemolyticus; AH = Aeromonas hydrofila; BC = Bacillus cereus.

Figura 42 — Desempenho do 6leo essencial das partes aéreas do Ocimum basilicum como

agente antibacteriano através do método da difuséo em discos.
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SUPPAKUL et al. (2003) demonstraram que o 6leo essencial do O. basilicum
apresenta boa atividade antimicrobiana frente a uma ampla faixa de microrganismos.
Enguanto WANNISSORN et al. (2005) relataram que a espécie apresenta moderada atividade
antibacteriana. Porém OPALCHENOVA e OBRESHKOVA (2003) encontraram forte
atividade antibacteriana para o quimiotipo linalol, frente as cepas bacterianas resistentes dos
géneros Staphylococcus, Enterococcus e Pseudomonas. HUSSAIN et al. (2008) afirmaram
que no quimiotipo linalol as propriedades antibacterianas séo atribuidas a este monoterpeno e
a outros compostos oxigenados.

Na espécie vegetal, objeto de nosso estudo, foram encontrados, com destague, 0s
terpenos eucaliptol, a-farneseno, linalol, e o fenilpropano metilchavicol. BURT (2004) relata
que o metilchavicol apresenta propriedade antibacteriana inferior ao eugenol e a combinacao
carvacrol/acido cinamico, porém superior a atividade do cinamaldeido e citral/geraniol.
CIMANGA et al.(2002), SCHNEIDER et al. (2007) afirmam que o eucaliptol apresenta
atividade antibacteriana e que o mesmo, segundo o primeiro autor, é responsavel pelas
propriedades antimicrobianas das espécies vegetais E. camadulensis e C. citratus. Nao foram
encontrados na literatura relatos de atividade antibacteriana para o metabdlito a-farneseno
descrito neste trabalho. Desta forma, como relatado por HUSSAIN et al. (2008) a atividade
antibacteriana observada em nosso trabalho, esta relacionada ao linalol e a outros metabolitos
oxigenados presentes nesta variedade de O. basilicum.

Comparando a acdo do dleo essencial com os antibidticos padrdes testados,
observou-se que este apresentou melhores resultados do que os antibioticos, frente as cepas da
E. coli e A. hydrofila. A vancomicina e a penicilina mostraram acdo especifica sobre
determinados grupos de bactérias, ou seja; sdo potentes antibidticos sobre bactérias gram-
positivas e alguns cocos-gram negativos, mas desprovidos de efeitos sobre os bacilos gram-
negativos (SILVEIRA et al. 2006), enquanto que a ampicilina é um antibiético com amplo
espectro de acdo, agindo tanto sobre bactérias gram-positivas quanto gram-negativas. De
acordo com os resultados observou-se também que a cepa do Staphylococcus aureus, testada,
continua sensivel a acdo da vancomicina e a penicilina, enquanto que a cepa de Listeria
monocytogenes se mostrou menos suscetivel tanto a acdo do Oleo essencial quanto aos

antibioticos testados.
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5.8 Atividade Larvicida

5.8.1 Atividade larvicida do Oleo essencial das partes aéreas frescas do Ocimum

basilicum

Os resultados da atividade larvicida do 6leo essencial das partes aéreas frescas do

O. basilicum frente as larvas do Aedes aegypti estdo na Tabela 6.

Tabela 6 — Mortalidade das larvas do A. aegypti ap6s 24h de exposicao a seis

concentracdes diferentes do 6leo essencial das partes aéreas frescas do O. basilicum.

Dose Log Mortos Vivos Acumul. Acumul. Mortalidade
(ppm) dose mortos Vivos (%)

250 2,3979 10,0 0,0 33,66 0,0 100,0
200 2,3010 10,0 0,0 23,66 0,0 100,0
150 2,1760 9,66 0,34 13,66 0,34 96,66
130 2,1139 2,00 8,0 4,0 8,34 20,0
100 2,0000 2,00 8,0 2,0 16,34 20,0

70 1,8450 0,0 10,0 0,0 36,34 0,0

A atividade larvicida do 6leo essencial do O. basilicum foi testada nas seis
concentragdes diferentes. Os dados sobre o numero de larvas vivas e mortas sdo uma média
dos ensaios realizados em triplicata. A concentracdo de 70 ppm ndo apresentou atividade
larvicida pois, nessa concentracdo, a taxa de mortalidade foi igual a zero. A concentracdo de
200 ppm do bleo essencial apresentou a maior atividade larvicida, provocando a morte de
100% das larvas testadas (Figura 43). As concentragdes de 100, 130 e 150 ppm apresentaram
uma taxa de mortalidade de 20, 20 e 96,66% respectivamente. A concentracdo letal 50%
(CLsp), ou seja; aquela concentragdo que mata 50% das larvas testadas foi encontrada no
intervalo entre as concentracfes de 130 e 150 ppm (Figura 44). A CLso do 6leo essencial das
partes aéreas frescas do O. basilicum foi estimada em 134,75+2,00 ppm, para um limite de
confianca de 95% de probabilidade.
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Figura 43 — Taxa de mortalidade das larvas do Aedes aegypti expostas a seis concentragdes

diferentes do 6leo essencial das partes aéreas frescas do Ocimum basilicum, ap6s 24h,

segundo o método Reed-Muench.
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Figura 44 — CLs do 0Oleo essencial das partes aéreas frescas do Ocimum basilicum calculado

pelo método Reed-Muench. O ponto de intersecdo das duas curvas € a dose letal 50%

requerida pelas larvas testadas.
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5.8.2 Atividade larvicida do 6leo essencial das partes aéreas secas do Ocimum basilicum

Os resultados da atividade larvicida do 6leo essencial das partes aéreas secas do

O. basilicum frente as larvas do A. aegypti estdo na Tabela 7.

Tabela 7 — Mortalidade das larvas do A. aegypti ap0os 24h de exposicao a seis

concentracdes diferentes do 6leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum.

Dose ) Acumul. Acumul. Mortalidade
Log dose Mortos Vivos
(ppm) mortos Vivos (%)
250 2,3979 10 0,0 39,99 0,0 100
200 2,3010 10 0,0 29,99 0,0 100
150 2,1760 9,33 0,67 19,99 0,67 93,33
130 2,1139 7,66 2,34 10,66 3,01 76,66
100 2,00 3,0 7,0 3,00 10,01 30,00
70 1,8450 0,0 10 0,0 20,01 0,0

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para a atividade larvicida do 6leo
essencial das partes aéreas secas do O. basilicum nas seis concentra¢fes diferentes. A
concentracdo com menor atividade larvicida contra o A. aegypti foi 100 ppm, que apresentou
30% de mortalidade. A concentracdo de 200 ppm mostrou ser a mais ativa, com uma taxa de
mortalidade de 100% das larvas testadas, enquanto que as concentragdes de 150 e 130 ppm
apresentaram uma taxa de mortalidade de 93,33 e 76,66% respectivamente (Figura 45). A
concentragéo letal 50% (CLsp) ficou no intervalo entre as concentraces de 100 e 130 ppm
(Figura 46). A CLs estimada para o 6leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum

ficou em 112,93+2,00 ppm, para um limite de confianca de 95% de probabilidade.
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Figura 45 — Taxa de mortalidade das larvas do A. aegypti expostas a seis concentragdes

diferentes do 6leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum, ap6s 24 h, segundo o

método Reed-Muench.
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Figura 46 — CLs do 6leo essencial das partes aéreas secas do O. basilicum, calculado pelo

método Reed-Muench. O ponto de interse¢do das duas curvas é a dose letal 50% requerida

pelas larvas testadas.
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Como pardmetro de controle nos testes larvicidas foi utilizado temefos na
concentracdo de 100 ppm, equivalente ao utilizado pela Fundagdo Nacional de Saude
(Funasa), 6rgdo do Governo federal responsavel pelo controle da dengue no Brasil. Nessa
concentracdo foram obtidos 100% de mortalidade das larvas ap6s 24 horas de exposicéo.
Admitindo-se essa concentracdo como padrdo, um O6leo essencial para exibir uma boa
atividade larvicida devera apresentar uma concentracdo letal a 50%, (CLsp) proximo a este
valor.

Os ensaios larvicidas mostraram que o 6leo essencial das partes aéreas secas CLsg
(112,93£2,00) apresenta uma atividade superior ao 6leo essencial das partes aéreas frescas
CLso (134,75+2,00), sugerindo assim que alguns compostos presentes na amostra fresca
inibem os metabdlitos responsaveis por tal atividade biolégica.

Como caracterizado pelas analises por CG-EM no item 5.5, tabela 2, o processo
de secagem acarretou alteragOes na relacdo terpenos/ fenilpropanos, o que provocou um leve
aumento na concentracdo do linalol com consequente diminuicdo do metilchavicol. Este
fendbmeno também foi relatado por GRAYER et al., (1996) e KLIMANKOVA et al., (2008)
gue observaram varia¢des significativas entre a composicdo fitoquimica do 6leo essencial das
partes aéreas frescas e secas. Assim, admite-se que essas variagdes contribuiram para
potencializar a acdo larvicida do 6leo essencial das partes aéreas secas desta espécie vegetal.

De acordo com os resultados, obteve-se uma correlacdo positiva entre a
concentracdo do Gleo essencial e o percentual de mortalidade, sendo desta forma a atividade
larvicida proporcional a concentracdo do éleo, e que as larvas dos estadios | e Il foram mais
susceptiveis do que as larvas dos estadios Il e IV. Esse fendmeno também foi observado por
MURUGAN et al. (2007), quando testaram o extrato metandlico de O. basilicum frente aos
quatro estadios larvais.

Como ja demonstrado, o 6leo essencial das partes aéreas do O. basilicum tem
como principais constituintes o metilchavicol, linalol, a-farneseno e eucaliptol. Entre estes
compostos o eucaliptol e o metilchavicol apresentam baixa atividade larvicida (SIMAS et al.
2004), enquanto que, para o a-farneseno, ndo foram encontrados, na revisao da literatura,
relatos de atividade larvicida para este metabélito secundario.

FURTADO et al. (2005) encontraram para o 6leo essencial de O. basilicum
purpurascens (quimiotipo linalol) CLsy de 67 mg/ml. SIMAS et al. (2004) relataram para o
(x)-linalol (padrdo analitico) uma CLso maior que 100 ppm. TELES (2009) encontrou para 0
(-) linalol uma CLsg de 279,89 ppm, enquanto para () linalol 0 mesmo autor relata uma CLsy
estimada em 346,73 ppm.
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Confrontando nossos resultados com os da literatura, percebe-se que ndo é
possivel afirmar que a atividade larvicida do 6leo essencial das partes aéreas do Ocimum
basilicum, relatada neste trabalho, seja atribuida somente a acéo do linalol, uma vez que 0s
valores de CLso encontrados apresentaram valores bem melhores do que os relatados na
literatura para este monoterpeno. Isto sugere que outros metabolitos atuaram como sinergistas,
uma vez que o 6leo essencial estudado é formado de uma mistura de terpenos e fenilpropano.
Desta forma, é provavel que outros terpenos estejam atuando de forma sinérgica com o
linalol, pois 0s mesmos sdo substancias que aumentam a absorcdo transmembranar tanto de

drogas lipofilicas quanto de drogas hidrofilicas (SIMAS et al. 2004).
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6. CONCLUSOES

Na espécie estudada foram encontrados, com maiores destaques, flavonoides,
saponinas, esteroides livres, agliconas esteroides e triterpenoides, depsideos e depsidonas.
Desta forma, caberia um estudo mais aprofundado para tentar identificar-se a estrutura
quimica desses metabolitos e seus possiveis atributos medicinais.

Os 0leos essenciais das espécies do género Ocimum sdo muito utilizados pela
indUstria cosmética nas mais variadas aplicacbes, no entanto, pouco se sabe sobre a
estabilidade térmica dessas matérias- primas, de forma que os resultados obtidos, sugerem que
termicamente os terpenos sdo menos estaveis do que os fenilpropanos. Este fato pode ser
explicado em funcdo da origem biossintética, sendo os primeiros compostos alifaticos,
enquanto que os fenilpropanos sdo compostos aromaticos.

Através do estudo por CG-EM, foi demonstrado que o 6leo essencial da variedade
de O. basilicum estudado apresenta em sua composi¢cdo quimica o metilchavicol como
principal componente seguido do linalol; assim, ficou demonstrado que a espécie vegetal aqui
pesquisada pertence ao quimiotipo metilchavicol-linalol semelhante a variedade que ocorre no
Estado do Ceara.

O estudo antioxidante revelou que o 6leo essencial das partes aéreas secas dessa
variedade apresenta atividade antioxidante superior ao Oleo essencial das partes aéreas
frescas. No entanto, € necessario um tempo minimo de 90 minutos para que a atividade
antioxidante se intensifique, e um maximo de 240 minutos, o que evidencia um gradativo
aumento do poder antioxidante com o decorrer do tempo.

O melhor desempenho do 6leo essencial das partes aéreas secas, frente ao 6leo
essencial das partes aéreas frescas, pode ser atribuido a alteragdes que ocorrem na relagéo
fenilpropanos/terpenos durante o processo de secagem da espécie vegetal. Assim, 0(S)
metabolito(s) responsavel ou responsaveis pela acdo antioxidante é/sdo favorecido(s) atraves
de um possivel aumento deste(s) no 6leo essencial, provocando entdo, um aumento
significante na atividade antioxidante. Partindo do principio de que a agdo oxidante que
ocorre nos alimentos processados é fungdo do tempo de prateleira, o 6leo essencial da espécie
estudada apresenta uma boa atividade antioxidante.

O estudo do 6leo essencial das partes aéreas do O. basilicum, uma espécie vegetal

muito utilizada com fins medicinais, demonstrou acentuada atividade antibacteriana com
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amplo espectro de agdo entre bactérias gram-positivas e gram-negativas, porém com
resultados mais promissores frente as bactérias gram-negativas.

Nesta pesquisa ficou evidenciado que o 0Oleo essencial obtido das partes aéreas
secas apresentou atividade larvicida superior ao Oleo essencial das partes aéreas frescas.
Comparando-se os resultados obtidos com o padrdo temefds conclui-se que o 6leo essencial
das partes aéreas secas de O. basilicum apresenta atividade larvicida proximo ao larvicida
sintético utilizado pela Fundacdo nacional da Saude frente as larvas do A. aegypti, porém com
a vantagem de ser menos toxico ao meio ambiente e por apresentar pouca possibilidade de
que 0 mosquito possa desenvolver resisténcia frente aos principios ativos do 6leo essencial.
Consequentemente, podemos afirmar que o material pesquisado apresenta dupla vantagem em

relacdo ao larvicida sintético.
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% O rendimento em 6leo essencial obtido variou muito em relacdo aos dias coletados,
tanto em relacdo as partes aéreas secas como em relacdo as partes aéreas frescas; esse
fendmeno pode ter sido provocado pelo cultivo aleatério da espécie vegetal. Para
amenizar essas variacbes e, consequentemente, otimizar o rendimento, em futuros
estudos sobre a espécie vegetal esta devera ser cultivada num ambiente em que seja
possivel o controle de todas as variaveis envolvidas no processo de cultivo, o que
podera ocorrer na propria instituicdo de pesquisa.

++ Quanto aos metabolitos detectados na triagem fitoquimica, estes poderédo ser isolados,
em estudos futuros, para averiguar-lhes as potencialidades farmacoldgicas,
antibacterianas ou como bioinseticidas.

% As andlises térmicas realizadas com o 6leo essencial da espécie vegetal foram pouco
conclusivas o que se faz necessario novas analises no intuito de descobrir 0s possiveis
subprodutos de sua decomposicdo térmica, uma vez que estas matérias-prima sao
muito utilizadas pelas industrias de cosméticos com os mais variados fins.

% Sobre a atividade antioxidante do Oleo essencial a literatura relata que o poder
antioxidante de um substrato é maior quando este apresenta derivados fenélicos em
sua constituicdo fitoquimica. Neste trabalho, ficou demonstrado que o substrato é
formado em grande parte por um derivado fenolico(metilchavicol), porém este ndo
apresenta grupos OH livres o que inibe de forma considerada a atividade antioxidante
do 6leo essencial. Sendo assim, com o proposito de melhorar o poder antioxidante do
6leo essencial o metilchavicol podera, em trabalhos futuros, ser hidroxilado no anel
aromatico ou no grupo propenil ligado a0 mesmo.

% A atividade antibacteriana do 0leo essencial foi realizada tendo o tween 80 como

surfactante. Porém, na literatura, ha relatos afirmando que estes compostos sao

responsaveis por comprometer ou inativar agentes antimicrobianos que apresentam
grupos fendlicos ou carboxilicos. Desta forma, os éleos essenciais, a principio, tém
maior atividade antibacteriana quando formulado em base hidrofilica do que em base
lipofilica; assim em trabalhos futuros, o Oleo essencial do O. basilicum podera ser
testado frente aos mesmos microrganismos, porém formulado em surfactante de base

hidrofilica.
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Foi observado que, durante os experimentos, ocorreu volatilizacdo do éleo essencial,
pois este foi submetido a uma temperatura de 37°C por 24 horas no processo de
incubacdo dos microrganismos. Em vista do exposto, em futuros experimentos, como
proposta de otimizar os resultados, as placas de petri na qual serdo realizados os
procedimentos, estas deverdo ser lacradas com filme de polietileno como forma de
evitar perdas por evaporagdo e garantir assim que todos os microrganismos sofram a
acao dos principios ativos do 6leo essencial durante a incubacao.

O dleo essencial da espécie vegetal é potencialmente viavel do ponto de vista quimico
para se tornar um larvicida eficiente frente as larvas do A. aegypti; no entanto, para
potencializar-lhe o efeito seriam necessarias novas pesquisas no sentido de
identificarem-se quais substancias apresentam atividade larvicida, se esta é produzida
somente por uma Unica substancia ou é provocada por um conjunto de substancias

através de um efeito sinérgico.
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Fonte: O proprio autor, (2009)

Anexo 01 — Refratbmetro usado para obter o indice de refracdo do 6leo essencial

do Ocimum basilicum

Fonte: O préprio autor, (2009)

Anexo 02 — Evaporador rotatorio usado na concentragdo dos extratos
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Fonte: O proprio autor, (2009)

Anexo 03 — Espectrofotometro UV-Vis Varian utilizado na determinagdo da
atividade antioxidante do 6leo essencial.

Fonte: O proprio autor, (2009)

Anexo 04 - Analisador térmico, aparelho no qual foram realizadas as analises por
TG e DSC.
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Anexo 05. Absorbéancias obtidas em um espectrofotdmetro UV-Vis Varian, para o

calculo da atividade antioxidante do Oleo essencial das partes aéreas frescas do Ocimum

basilicum.
Concentracdo do 6leo essencial em (g/mL)

«“T  DPPH 3,82. 5,73. 7,64. 1,14. 1,33. 1,52.

10°® 10° 107 10 107
0-30 0,4225 0,4188 0,4018 0,4000 0,3755 0,3742 0,3620 0,3620
30-60 0,4196 0,4038 0,3833 0,3797 0,3447 0,3371 0,3206 0,3157
60-90 0,4156 0,3923 0,3683 0,3596 0,3189 0,3079 0,2870 0,2807
90-120 0,4139 0,3824 0,3528 0,3396 0,2939 0,2820 0,2584 0,2488
120-50 0,4120 0,3736 0,3394 0,3239 0,2716 0,2594 0,2333 0,2241

*Tempo em minutos

Anexo 06. Absorbéancias obtidas em um espectrofotdmetro UV-Vis Varian, para o

calculo da atividade antioxidante do Oleo essencial das partes aéreas secas do Ocimum

basilicum.
Concentracdo do 6leo essencial em (g/mL)

«T DPPH 9,56. 1,91. 2,87. 3,80. 4,78. 5,73. 6,69. 7,64.

10* 107 107 107 10°3 10°8 10° 10
0-30 0,3426 03460 03310  0,3173 0,3139 0,3145 0,3100 03128  0,3211
30-60 0,3493 03408 03194 03074  0,3073 0,2921 0,2873 02831  0,2880
60-90 0,3454 03341 0,307 0,2857 02865  0,2684 0,2615 02531  0,2516
90-120 0,3433 03197  0,2759 02574 02554  0,2295 0,2206 02093  0,2036
120-150  0,3348 03128  0,2597 0,2391 02364  0,2046 0,1940 01797  0,1688
150-180  0,3303 03026  0,2869 0,2159 02104 01731 0,1599 01435  0,1300
180210  0,3279 02917 02080  0,1882 0,1817 0,1420 0,1281 01114  0,0989
210-240 0,327 02822 01884  0,1622 01565  0,1135 0,1011 00865  0,0780

*Tempo em minutos
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3,5

3,48 \\
3,46

3,44 \
\ 30 minutos
*

3,42
y =-0,0895x+ 3,9303
RZ=0,9875
3,4
3,38 T T T T T T 1

Anexo 07 — Caélculo da Clsp no tempo de 30 minutos para 0 6leo essencial da

partes aéreas secas do Ocimum basilicum

3,8

3,7

3,6

3,5

3,4 —— 60 minutos

33 y=-0,2519x + 4,9861
' \ Rz = 0,9893
3,2

3,1 T T T 1

Anexo 08 — Calculo da Clsp no tempo de 60 minutos para o dleo essencial da

partes aéreas secas do Ocimum basilicum
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4

- In (Conc. do éleo)

—4—90 minutos

=-0,3748x + 5,8933
R2=0,9931

partes aéreas secas do Ocimum basilicum

Anexo 09 — Célculo da Clsp no tempo de 90 minutos para o 6leo essencial da

42
4,15
41
4,05

3,95
S 3,9
<385
= 38
3,75
3,7

4

- In (conc. do déleo)

+ 120 minutos

y =-0,2955x + 5,5953
R2=0,9991

partes aéreas secas do Ocimum basilicum

Anexo 10 — Calculo da Clsg no tempo de 120 minutos para o 6leo essencial das
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4,4
4,3
4,2

54,1
=

—4=150 minutos

C

— 39 y=-0,3374x+ 5,9281
R?=0,999

3,8

3,7

oo

2 4 6
- In (Conc. do déleo)

o

Anexo 11 — Célculo da LCsy em 150 minutos para o 6leo essencial das partes aéreas secas do

Ocimum basilicum

—4—180 minutos

0,3539x + 6,1508
Rz = 10,9971

4 6 8
- In (Conc. do déleo)

0 2

Anexo 12 — Calculo da Clsp em 180 minutos para o 6leo essencial das partes

aéreas secas do Ocimum basilicum.
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46
4,55
45
4,45
44
4,35
S 43
4,25
— 42
415
4,1
4,05

\

\

\

—4— 210 minutos

0 1 2

3

4

5

- In (Conc. do dleo)

\
\
A\
;

y=-0,3245x +6,1153
R?= 0,995

Anexo 13 — Célculo da Clso no tempo de 210 minutos para o 6leo essencial das

partes aéreas secas do Ocimum basilicum.

4,65
4,6

4,55

~ 45

< 4,45 \

o

= 4,35

—4—240 minutos

4,3
4,25 \

4,2
4,15 : :

0 2 4
- In (Conc. do 6leo)

y = -0,3131x + 6,1428
2 = 0,996

Anexo 14 — Calculo da Clsg no tempo de 240 minutos para o 6leo essencial das

partes aéreas secas do Ocimum basilicum.
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3,6

3,5 F\3
3,4 \‘

3,3

+— 30 minutos

3,2

In (%AA)

»

3,1

3 y=-0,413x + 5,2704
. R2 = 0,9895
2,9 T T ]

0 2 4 6
- In(Conc. do dleo)

Anexo 15 — Célculo da Clsp no tempo de 30 minutos para o 6leo essencial das

partes aéreas frescas do Ocimum basilicum.

In (%AA)

| =4—60 minutos

1 y =-0,4952x + 5,8655
R2=0,9945

O T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
-In (Conc. do déleo)

Anexo 16 — Calculo da Clsp no tempo de 60 minutos para o 0leo essencial das

partes aéreas frescas do Ocimum basilicum.
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0 1 2 3 4
-In (Conc. do 4leo)

=——90 minutos

= -0,5586x + 6,302
R2 = 0,9946

Anexo 17 — Célculo da Clsp no tempo de 90 minutos para o 6leo essencial das

partes aéreas frescas do Ocimum basilicum.

0 1 2 3 4
-In (Conc. do dleo)

=—4—120 minutos

= -0,5891x + 6,557
R2 = 0,9961

Anexo 18 — Célculo da Clso no tempo de 120 minutos para o 6leo essencial das

partes aéreas frescas do Ocimum basilicum.
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4,3
4,2
4,1

4
3,9
3,8
3,7
3,6
3,5

IN(%AA)

4 150 minutos

y=-0,6311x + 6,8256
R?=10,9803

0 2 4 6

- In(Conc. do 4leo)

Anexo 19 — Célculo da Clso no tempo de 150 minutos para o 6éleo essencial das

partes aéreas frescas do Ocimum basilicum.

Fonte: O préprio autor, (2009)

Anexo 20 — Oleo essencial recém — extraido do Ocimum basilicum.
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1,0

0,8 4

0,7 -

Volume (mL)

0,6 -

0,5 ‘¢

0,9 4 °

T T T T T T T

10 20 30 40

T T T

50 60 70

Tempo (min)

Anexo 21 — Cinética de extracdo do Oleo essencial das partes aéreas frescas do

Ocimum basilicum.
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Hit 1. (replib) 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)-

Anexo 22 — 4-metil-1(1-metiletil)-3-ciclohexen-1-ol, proposta de identificacdo

segundo o software AMDIS, para o pico 3 do cromatograma da figura 27A.
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43 71
100+
a1
50
53 77
55 o3
B8
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Side by Side
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Hit 2. (mainlib) 2-Methyl-1,5-heptadien-4-ol

Anexo 23 — metil-heptadienol, proposta de identificacdo segundo o software
AMDIS, para o pico 3 do cromatograma da figura 27B.
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Hit 2. (replib) 1-Naphthalenol, 1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahydro-1,6-dimethyl-4-(1-methylethyl)-, [1R-(1.alpha.,4.beta.,4a.beta. 8a.beta.)]-

Anexo 24 — Proposta de identificacdo do cadinol, segundo o software AMDIS, e

as Bibliotecas WILEY 139 e NIST107 para o pico 6 do cromatograma da figura 27A e 27B.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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