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RESUMO

As plantas vém cada vez mais despertando o interesse da comunidade
cientifica como fonte natural de substancias antimicrobianas e, nesse
contexto, o Oleo essencial da espécie Pimenta dioica Lindl tem se
mostrado bastante promissor. Os melhores parametros de extracao do
o0leo essencial dos frutos dessa espécie foram determinados por
hidrodestilagao em aparelho de Clevenger, o que resultou em rendimento
médio de 2,16% (m/m). Além das propriedades fisico-quimicas como
densidade, indice de refracdao, solubilidade, cor e aparéncia, o odleo
essencial foi também caracterizado por técnicas espectroscdpicas de UV,
IV e RMN !3C, bem como por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas. Foram identificados dezessetes componentes
no 6leo essencial, onde o eugenol é o componente majoritario e cujo teor
foi determinado por voltametria de pulso diferencial e por espectroscopia
no UV. Avaliou-se ainda a atividade antibacteriana do dleo essencial, do
padrdo de eugenol e do metileugenol sobre as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e
Serratia odorifera (isoladas de alimentos) e os resultados comparados
com os testes feitos com antimicrobianos comerciais para as mesmas
bactérias. O estudo microbioldgico revelou que o dleo essencial dos frutos
da Pimenta dioica Lindl apresentou excelente atividade antibacteriana
contra todas as bactérias testadas, sendo que o eugenol é o principal

esponsavel por essa eficacia.
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ABSTRACT

The plants have been arousing the scientific community interest as a
natural source of antimicrobial substances and, in this context, the
essential oil of the Pimenta dioica Lindl specie has been showing itself very
promising. The best parameters of extraction of the essential oil from the
fruits of this specie were determined by hydrodistillation in appliance
Clevenger, what resulted in yield average 2.16% (m/m). Besides the
physic-chemical properties as density, refraction rate, solubility, color and
appearance, the essential oil was also characterized by UV spectroscopic
techniques, IV and NMR 13C, as well by gas chromatography coupled to
mass spectrometric. Were identified seventeen compounds in the essential
oil, where the eugenol is the majority compound which content was
determined by differential pulse voltammetric wrist and by spectroscopy
UV. Was still evaluated the essential oil’'s antibacterial activity pattern
eugenol and methyleugenol over Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia odorifera bacteria
(isolated from food) and the results compared with tests done with
commercial antimicrobials to the same bacteria. The study microbiologic
showed that the essential oil of Pimenta dioica Lindl presented excellent
antibacterial activity against all the tested bacteria, being the eugenol the

main responsible for this efficiency.
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INTRODUCAO 1

1 INTRODUCAO

Plantas foram e continuam sendo laboratérios naturais para a
descoberta de novos medicamentos. A pratica do seu uso remonta as
antigas civilizagdes que as utilizavam tanto no tratamento de diversas
enfermidades que o0s assolavam quanto em rituais religiosos
(VEIGA JUNIOR, 2008). A experimentacdao empirica proporcionou ao
homem reunir informagdes sobre plantas que apresentavam propriedades
terapéuticas, chamadas plantas medicinais, que por sua vez culminou na
producao dos primeiros medicamentos e no tratamento farmacoldgico de
doencas. A Descoberta dos principios farmacologicos ativos e,
conseqlientemente, dos primeiros medicamentos sintéticos, sé foi possivel
gracas ao desenvolvimento da quimica no século XIX e aos estudos "in
vitro" e em animais, os quais garantiram a dosagem terapéutica e toxica
de um medicamento. Avangos no conhecimento, como a descoberta dos
fatores etioldgicos causadores de doencas, principalmente as veiculadas
por alimentos e aguas, permitiram a aquisicdo de drogas especificas que

combatessem tais agentes, assim como as doengas causadas por eles.

Apesar desses avangos, a humanidade continua sendo assolada
por doencas causadas por microrganismos, as quais tém aumentado
consideravelmente nas ultimas décadas, principalmente pela resisténcia
adquirida a antimicrobianos (OLIVEIRA e SILVA, 2008). Tal resisténcia
persiste até mesmo em ambiente hospitalar, onde medidas corriqueiras de
assepsia de aparelhos e salas destinadas a cirurgias, higienizagcao das
maos, isolamento de pacientes e treinamento de pessoal ndo tém sido
suficientes para barrar o avanco das infeccoes de origem bacteriana
(PASKOVATY et al., 2005). Estima-se que cerca de 70% de varias cepas
de bactérias patogénicas sao resistentes a um dos antimicrobianos
comumente usados para combaté-las, e essa resisténcia esta associada ao

uso desordenado de antibidticos em hospitais, clinicas veterinarias ou por

UFPB Tese de Doutorado - Joelkson Diniz Ribeiro



INTRODUCAO 2

pacientes que adquirem o medicamento sem uma orientacdo médica
(DUFFY et al., 1999; CDC, 2001; HOEFLER et al., 2006).

A saida seria a busca por novos compostos com atividades
bioldgicas; nesse contexto, os Oleos essenciais tém se mostrado bastante
promissores conforme se observa em inUmeras publicacdes cientificas.
Dessa forma, conhecer sua composicao e determinadas propriedades

fisico-quimicas possibilita uma aplicacdo mais adequada desses dleos.

Neste trabalho, visando corroborar com os conhecimentos acerca
dos Oleos essenciais como agente antimicrobiano, servindo como
proposta, estudos foram realizados com o 6leo essencial dos frutos da
Pimenta dioica Lindl com o propdsito de testar a sua atividade
antibacteriana sobre bactérias patogénicas. Tal oleo foi caracterizado
através da espectroscopia (UV-Vis e IV), ressonancia magnética nuclear
de 13C, cromatografia gasosa e espectrometria de massas. No mesmo, ha
também a sugestao de uma metodologia alternativa para determinacdo e

quantificacao eletroquimica do componente majoritario do dleo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oleos essenciais

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

Os odleos essenciais estdo entre os constituintes ativos das
plantas medicinais, os quais exercem funcdes primordiais a manutencdo
da espécie vegetal, tais como: a de defesa contra predadores e
patégenos, bem como atrativo de polinizadores, aroma, entre outras
(RAVEN et al., 2001). Os alcaldides, flavondides e taninos também estao
entre aqueles que compdem os principios ativos de uma planta — que pode

chegar a mais de cem componentes (MARTINS et al., 2003).

Devido a essa versatilidade, os d6leos essenciais vém sendo
utilizados com diversas aplicagbes comerciais, seja como fixadores de
perfumes ou conservantes na industria de alimentos (HOLLEY e PATEL,
2005; SANTOS et al., 2006). No meio cientifico, pesquisas apontam sua
potencialidade como atrativo de insetos (MONTEIRO, 2008), como
estomaquicos (WEYERSTAHL et al., 1999), antioxidantes (MORAIS et al.,
2006), analgésicos (HEJAZIAN, 2006), antipiréticos e anti-inflamatorios
(ABENA et al., 2003), como agentes antibacterianos (COSTA et al., 2008)
e fungicidas (2001; OXENHAM et al., 2005), bem como a sua agao
repelente, larvicida e propriedade inseticida contra mosquitos; o Aedes
aegyopti, por exemplo (COSTA et al., 2005; SOUZA et al., 2007; TELES,
2009).

A International Organization for Standardization (ISO), na sua
Reunido Plendria realizada em marco de 1968, em Lisboa, definiu dleos
essenciais como sendo 6leos volateis, geralmente odoriferos, que ocorrem

em certas plantas ou partes especificadas de plantas e que sao obtidos
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por destilacdo por arraste a vapor d'agua ou por prensagem dos
pericarpos de frutos citricos (limdo, laranja etc). Por outro lado, o
Ministério da Saude, no seu Decreto n® 50040, de 24 de janeiro de 1961,
estabeleceu como sendo 6leo essencial o produto aromatico, sapido,

volatil, sob a forma oleosa, extraido de vegetais.

Quimicamente, os Oleos essenciais sdao misturas homogéneas
formadas por uma quantidade variada de substancias organicas de
diferentes fungdes: hidrocarbonetos terpénicos, alcoois, aldeidos, cetonas,
fenois, ésteres, éteres, furanos, acidos organicos, lactonas e cumarinas.
Tais compostos podem estar presentes em diferentes concentragoes,
variando de baixissimas quantidades a valores elevados, onde
normalmente um é majoritario (MELO, 2005). No entanto, a grande
maioria é constituida por moléculas bastante volateis de baixo peso molar,
as quais sao derivadas de fenilpropanodides e de isopreno, sendo que este

ultimo forma a classe dos terpenos ou terpendides (SILVA et al., 2003).

2.1.1 Processos de extracao

A escolha da técnica adequada para a extracdo do dleo essencial
esta intrinsecamente ligada a sua localizagdo na planta, assim como a que
se propde a sua utilizacdo, uma vez que cada método resulta em éleos
com composicdo diferenciada, o que altera suas caracteristicas
fisico-quimicas e/ou propriedades bioativas. Tais caracteristicas podem
ainda ser influenciadas pelas condicdes operacionais empregadas para
extracao de dleos essenciais (POVH et al., 2001). Dessa forma, o emprego
adequado da técnica e a sua correta execucao irao determinar a qualidade

do dOleo a ser usado.

Dependendo da espécie utilizada, os 6leos essenciais recém
extraidos podem apresentar-se com coloracdo que varia de incolor a
coloridos e com densidades entre 0,690 e 1,118 g cm™
(SIMOES e SPITZER, 2003). Sdo instdveis na presenca de luz, calor,

umidade, metal e oxigénio, os quais podem desencadear processos de
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polimerizacao, ciclizagao, dimerizacao e oxidagao, resultando em
alteracbes na sua composicdo quimica e coloracao original. Outras
caracteristicas dos 0Oleos volateis sao o indice de refracdo e a atividade
optica, sendo tais propriedades utilizadas na sua identificacdo e no
controle de qualidade (VITTI e BRITO, 2003).

As técnicas de extracdo comumente empregadas sdo a
enfloracdo (enfleurage), destilacdo por arraste de vapor d’‘agua,
prensagem, extracdo com solventes organicos e extracao por fluido
supercritico (SANTOS et al., 2003).

Embora a extracdao por fluido supercritico apresente maior
rendimento frente as demais técnicas, originando extratos livres de
residuos obtidos em baixas temperaturas (o que preserva a qualidade de
compostos termossensiveis), o elevado custo de sua aplicagao
(equipamento e gas) inviabiliza sua popularidade, além de fornecer dleos
constituidos por outras substancias que nao sao volateis (ZANCAN et al.,
2002). Dessa forma, a extragao por arraste de vapor d'agua acaba sendo
uma boa alternativa (com baixo custo) na obtencao de bleos essenciais, ja
que se trata de destilacdo simples e os 6leos obtidos apresentam elevada

pureza em volateis.

A extracdo por arraste de vapor pode ser realizada de trés
formas, sendo a hidrodestilacdo e a destilacdo a vapor d'adgua as mais
utilizadas. Na primeira, o material a ser destilado permanece diretamente
em contato com a d&gua em ebulicdo enquanto, na segunda, a
matéria-prima é submetida a uma corrente de vapor proveniente de uma
caldeira. Independente da forma de extracdao, o vapor promove a quebra
das bolsas intercelulares que contém o oleo essencial e o arrasta; a
mistura dos vapores de 6leo e agua, ao condensar, se separam em
camadas, devido a diferenca de densidade (SIMOES e SPITZER, 2003;
TRABBOLD, 2008).

Os Obleos obtidos na extracdo por arraste de vapor sao

normalmente emulsionados e de odor correspondente ao do principal
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constituinte do 6leo essencial. Obtém-se ainda uma fracdo aquosa de
coloracao inicialmente esbranquicada chegando a incolor, denominada
hidrolato, e que apresenta tracos do 6leo essencial (GUIMARAE et al.,
2000).

Devido a facilidade na montagem, a extracdo de d6leos essenciais
em niveis laboratoriais é feita por hidrodestilacdo, onde comumente é
utilizado um baldo contendo a matéria-prima e agua, acoplado a um
sistema extrator, como o extrator de Clevenger. Tal procedimento foi o

mesmo utilizado neste trabalho.

2.2 Pimenta dioica Lindl

Origindria da América Central, México e Oeste da India, essa
espécie — também conhecida como pimenta da Jamaica - pertence a
familia Mirtaceae, que compreende cerca de 140 géneros e 3.000 espécies
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais, bem como Australia
temperada (WAGNER et al., 1999; LANDRUM e KAWASAKI, 1997). No
Brasil, € encontrada nas regides sudeste e sul da Bahia, sendo esta regido
a principal produtora (OLIVEIRA, 2007).

A Pimenta dioica Lindl é uma arvore que se desenvolve muito
bem em regides tropicais Umidas e com precipitacdo pluviométrica
distribuida, podendo atingir altura de 20 m (ou mais) e apresentando uma
copa com formato ovalado. Origina flores de pequeno porte e de coloragao
branco-rosada, folhas elipticas alongadas (Figura 2.1) e frutos com
formato esférico (didmetro = 8 mm) que apresenta coloracdo escura

quando secos (Figura 2.2).

Essa espécie foi encontrada pela primeira vez na Jamaica por
exploradores espanhodis, os quais acharam semelhanca dos seus frutos
secos com os graos da pimenta preta, dai o nome usual. Por reunir um
forte aroma e sabor de canela, gengibre, cravo-da-india e noz-moscada
(em inglés é denominada allspice — todas as especiarias), rapidamente se

espalhou pelo mundo como um importante condimento, e a industria de
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alimentos passou a utiliza-lo para aprimorar o sabor de picles, ketchup,
sorvete, molhos para salada etc, bem como na conservacao de salsichas,
salames e carnes (DUKE et al., 2002). A demanda por esse condimento
cresce a cada ano, tendo a Jamaica e o México como 0s maiores

produtores e exportadores mundiais do fruto seco.

Fonte: WIKIMEDIA, 2008.

Figura 2.1 Flores e folhas da Pimenta dioica Lindl

Fonte: BOJENSEN, 2008.

Figura 2.2 Frutos da Pimenta dioica Lindl
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Além do seu uso como condimento, a Pimenta dioica Lindl tem
sido utilizada na medicina popular para o tratamento de resfriado,
hemorragias, estomatites, codlica, diarréia infantil, nauseas, calafrios,
flatuléncia, constipacdes, indigestao, reumatismo, entre outros
(DUKE et al., 2002).

Seus frutos e folhas fornecem um dleo essencial com aroma
semelhante ao do cravo-da-india e coloracao que varia de amarelo claro a
castanho avermelhado, a qual depende da regiao geografica e da parte da
planta (ISO 4729). O fruto seco contém 2 a 5% de 6leo essencial contra
2 a 3% nas folhas, nos quais o eugenol (4-alil-2-metoxifenol), Figura 2.3,
aparece como componente majoritario com cerca de 65 a 85% no fruto e
de 70 a 77,9% nas folhas (GONZALEZ DE COSIO, 1984; MINOTT e
BROWN, 2007).

O eugenol, foérmula molecular CioH:;202, e massa molar
164,2 g mol?, apresenta-se como um liquido incolor a amarelo claro (que
escurece quando exposto a luz), volatil, baixa solubilidade em agua,
cheiro forte e aromatico de cravo, sabor ardente e picante. Sendo o
eugenol o componente majoritario do dleo essencial da Pimenta dioica
Lindl, recomenda-se guardar seco tal d6leo em frasco ambar e em
geladeira por questdo visual, possivel decomposicao térmica e perda do

seu componente majoritario.
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Figura 2.3 Férmula estrutural do eugenol.

Dentre os compostos fendlicos volateis, o eugenol tem se
destacado pela sua elevada e comprovada capacidade flavorizante,
antiespasmoédico (MYINT et al., 1996), antioxidante (PEREIRA, 2007),
anestésico (VIDAL, 2007) e antipirético (LOPEZ, 1998), o que lhe confere
relevante valor para as industrias de cosméticos, alimentos, farmacéuticas
e odontoldgicas. O eugenol é ainda o ponto de partida para a sintese da
vanilina, importante matéria-prima na aromatizacao de doces, chocolates
e sorvetes (DAUGSCH e PASTORE, 2005). Sua consideravel capacidade de
atrair insetos, tanto na forma pura como modificada (metileugenol e
acetato de eugenila), pode vir a ser uma maneira segura e barata no
controle de pragas agricolas, substituindo os atuais defensivos agricolas
por atrativos de insetos, ou na avaliacdo de areas em via de degradacao
através da diversidade e contagem de abelhas no ambiente, por exemplo
(SOFIA e SUZUKI, 2004).

Além da Pimenta dioica Lindl, o eugenol é também encontrado
em algumas espécies de manjericaio (MAROTTI et al., 2005), no
cravo-da-india (MAZZAFERA, 2003), nas espécies de canela do género

Cinnamomum (LIMA et al., 2005) e no louro (Laurus nobilis), sendo que é
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atribuido a esse fenol o aparecimento de doencas, como dermatite,
gueilites e estomatites, em pessoas que mantém o contato freqliente com
tais plantas ou com o dleo extraido delas (DIOGENES, 1999).

Embora na literatura existam iniUmeros trabalhos sobre diversas
aplicacbes do eugenol, ainda ha poucas publicacbes a respeito do odleo
essencial da Pimenta dioica Lindl, principalmente como agente
antimicrobiano. Corroborando essa afirmacao, seguem importantes

pesquisas levantadas da literatura com esse enfoque:

Rodriguez e colaboradores (1996) pesquisaram a atividade
antimicrobiana do dleo essencial e de um extrato a 70% da Pimenta dioica
Lindl contra nove bactérias e treze fungos. Seus resultados mostraram
gue tanto o oleo essencial quanto o extrato apresentaram atividade
bactericida e antifungica contra todos os microrganismos testados, sendo

que os melhores resultados foram obtidos como agente antiflngico.

Suarez et al. (1997), ao estudarem a acao do extrato etandlico e
do extrato aquoso da Pimenta dioica Lindl em ratos, administrados por via
intravenosa, descobriram que ambos tanto reduziam a pressao vascular
como agiam no sistema nervoso central, demonstrando que a planta
apresentava atividade hipotensora e efeito sedativo. Curiosamente, o
efeito hipotensor do extrato aquoso foi significativamente maior (95%
reducdo) do que o efeito do extrato etandlico (67% reducdo) para uma
mesma dosagem (100 mg kg™'). Em outro estudo, os mesmos autores
(2000) demonstraram que a administracao intraperitoneal de diferentes
extratos de Pimenta dioica Lindl em ratos normais e hipertensos causava
uma depressdao do sistema nervoso central com dose-dependente, o

extrato aquoso novamente teve maior atuacdo.

Rodriguez e outros pesquisadores (1997) avaliaram a atividade
biolégica de um creme do éleo essencial da Pimenta dioica Lindl como
repelente de insetos. Os estudos mostraram que o creme, quando
comparado com outros repelentes sintéticos, apresentava repeléncia de

100%. Devido a tais resultados, os autores sugerem que o0 creme da
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Pimenta dioica Lindl pode ser empregado para evitar enfermidades

transmitidas por mosquitos, como a dengue hemorragica.

Lépez e colaboradores (1998) estudaram o efeito analgésico e
antipirético do extrato da Pimenta dioica Lindl em ratos e coelhos, bem
como a sua toxidade. Os resultados mostraram que o extrato apresentou
atividade antipirética e analgésica similares ao antiinflamatdério
ibuprofeno, porém em concentracdes bem pequenas. Para os autores, o
eugenol encontrado em grandes quantidades nas folhas da planta, que
atua inibindo a liberacao de prostaglandinas, pode ser o maior
responsavel por essas atividades, além disso, o ensaio toxicoldgico

permitiu classificar o extrato como ndo toxico.

Em uma linha de pesquisa diferente, Kikuzaki et al. (1999)
identificaram e isolaram fenilpropandides dos frutos da espécie Pimenta
dioica Lindl. Outros cinco compostos, como o eugenol, também foram
identificados. A estereoquimica de um fenilpropandide foi determinada,
bem como sua acao inibidora da auto-oxidagdo do acido linoleico em um
sistema de agua-alcool. Em pesquisa posterior, o autor e outros
colaboradores (2000) isolaram trés novos galoilglucosideos dos frutos da
Pimenta dioica Lindl e verificaram que tais substancias apresentaram
maior atividade antioxidante do que a atividade antioxidante das

substancias a-tocoferol e hidroxitolueno butilado (BHT).

Singh et al. (2003) avaliaram a acdo antimicrobiana de éleos
essenciais de cinco diferentes plantas sobre o fungo Listeria
monocytogenes isolado de alimentos e observaram que o éleo essencial
da espécie Pimenta dioica Lindl e de duas outras espécies foram os que
apresentaram o melhor efeito inibitério sobre o crescimento do referido
fungo, in vitro.

Estudo semelhante foi realizado por Diaz e colaboradores (2003)
guando testaram a acdao antimicrobiana do oleo essencial das espécies
Ocimum gratissimum L., Ocimum tenuiflorum L., Pimenta dioica Lindl e

Piper auritum H.B.K sobre os fungos Microsporum canis, Trichophyton
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mentagrophytes e Tricophitun rubrum, todos provenientes de isolamentos
clinicos. Os resultados demonstraram a presenca de atividade dos dleos
sobre as espécies estudadas, onde o 6leo da Pimenta dioica Lindl foi o que

apresentou o melhor efeito sobre as espécies de fungos empregadas.

Sousa (2003) avaliou a concentracdao do eugenol no odleo
essencial dos frutos da Pimenta dioica Lindl, tanto pela técnica de CG
quanto por UV-Vis, e encontrou valores muito parecidos, de 85,5%. Como
aplicacdo pratica do éleo, o autor testou-o (juntamente com um padrao de

eugenol) como atrativo de insetos.

Monteiro (2004) testou a acao antibacteriana do 6leo dos frutos
da Pimenta dioica Lindl e do padrdao de eugenol, encontrando o6timos
resultados sobre cepas de Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus,
Serratia sp. e Vibrio algynoliticus. Ele comparou ainda sua atividade com
as de antibidticos de largo espectro, constatando que (na maioria das
vezes) a acao do Odleo essencial se mostrou mais eficaz que a dos
antibioticos testados. Em outro trabalho (2008), o autor demonstrou a
capacidade do Oleo essencial em atrair abelhas euglossina (Eulaema
cingulata), resultado esse até entao possivel somente com o padrao de
eugenol (SOFIA e SUZUKI, 2004).

Marinho (2005) comparou os resultados do 6leo essencial dos
frutos da Pimenta dioica Lindl com os 6leos de outras duas espécies sobre
Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila, Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae e Providencia stuartii. O estudo revelou que o dleo
da Pimenta dioica Lindl apresentou os melhores resultados, o que reforca

a sua eficacia como agente antibacteriano.

Em pesquisa semelhante, Nascimento e colaboradores (2007)
estudaram a atividade antibacteriana de Oleos essenciais de varias
espécies vegetais sobre bactérias isoladas do bivalve Mytella falcata e
observaram que o 6leo da Pimenta dioica Lindl apresentou maior acao
antibacteriana contra a bactéria Escherichia coli, quando utilizado o

método de difusao em disco (MDD), e o segundo melhor resultado para o
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Vibrio parahaemolyticus, quando utilizado o método de difusdao radial em

duas camadas de agar perfurado (MDRCAP).

Costa Sobrinho (2007), ao estudar a acao antibacteriana do dleo
essencial extraido das folhas da Pimenta dioica Lindl sobre cepas de
Vibrio  parahaemolyticus, @ Salmonella  sp.,  Escherichia coli e
Pseudomonas sp., verificou que todas as bactérias testadas foram
sensiveis ao 0leo e que ele apresentou uma melhor eficacia do que a dos
antibidticos utilizados para efeito de comparacao. O autor identificou o
eugenol e o mirceno como constituintes do referido éleo, onde o eugenol é

0 componente majoritario com 74%.

Os trabalhos aqui apresentados mostram que a Pimenta dioica
Lindl possui importantes propriedades Uteis para o homem, entre elas a
acao antibacteriana do seu dleo (extraido das folhas ou dos frutos) frente
a alguns patégenos, considerando que tais propriedades se devem,

principalmente, ao seu componente majoritario, o eugenol.

2.3 Aspectos gerais sobre voltametria

A voltametria tem se mostrado promissora na determinagao de
substancias fendlicas quando comparada com outros métodos analiticos,
devido a sua elevada sensibilidade e boa seletividade, além de oferecer a
possibilidade de realizar estudo dos mecanismos eletrddicos de oxidacao e
reducdo, bem como cinético (FRANCISCO et al., 2007).

Segundo Skoog e colaboradores (2005), a voltametria
corresponde ao conjunto de técnicas eletroanaliticas, pela qual
informacgoes sobre a identificagdao e quantificagao de uma determinada
espécie contida em solucdao sdo obtidas através da medida da intensidade
da corrente em funcao do potencial aplicado. As varias técnicas existentes
distinguem-se basicamente no modo como a variacdo de potencial é
aplicada, sendo esse determinante para a sensibilidade das analises
(WANG, 2006).
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As analises sdo realizadas em recipiente adequado, denominado
célula eletroquimica, contendo uma solucdo eletrolitica (eletrdlito suporte)
gue apresenta a espécie a ser determinada. O eletrdlito suporte apresenta
como principais funcdes a de reduzir a resisténcia do meio e eliminar a
contribuicdo da corrente de migragcao. Em alguns casos, serve ainda para
manter o pH num valor desejado (solugdo tampdo) durante a leitura
(AGOSTINHO et al., 2004).

A célula é composta ainda por um eletrodo de referéncia
(eletrodo de calomelano, Hg/Hg>Cl,, em KCI saturado ou Ag/AgCl em KCI
saturado), por um eletrodo auxiliar (fio de Pt, Au, Ag ou uma vareta de
carbono vitreo) e por um eletrodo inerte com potencial variado,
denominado eletrodo de trabalho, onde ocorre eletrdlise da espécie

eletroativa.

O eletrodo de referéncia serve ao Unico propédsito de fornecer um
potencial elétrico constante e definido sem que seja substancialmente
polarizado durante o experimento. Ja o eletrodo auxiliar (também
chamado de contra-eletrodo) é responsavel por fornecer a corrente
requerida pelo eletrodo de trabalho para sustentar a eletrdlise
(SKOOG et al., 2005). Tais eletrodos encontram-se ligados a um
potenciostato, o qual é responsavel pelo fornecimento de potencial, pela
avaliacao da corrente gerada e envio de sinal para um dispositivo de
registro, que origina uma curva corrente-potencial denominada
voltamograma (VOGEL, 2002).

Materiais como mercurio, platina, carbono vitreo, grafite
pirolitico, pasta de carbono e ouro estdao entre os utilizados na confecgdo
do eletrodo de trabalho, o qual pode ser de varios tamanhos ou formas,
estacionarios ou rotatorios (FEI et al., 2004). A sua escolha dependera do
critério de estabilidade e de seletividade frente a espécie que se deseja
determinar (SOUZA, 1997).

A voltametria ciclica e a voltametria de pulso diferencial foram as

técnicas eletroanaliticas empregadas neste trabalho, cujos resultados sdo
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precisos e de facil interpretacao. O eletrodo de trabalho escolhido foi o de
carbono vitreo por atuar em potenciais suficientemente positivos
(0 a + 1,5V) e em meio acido, condicdes ideais para oxidar compostos
fendlicos, como o eugenol (MITCHELL et al., 1985).

2.3.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € uma técnica comumente usada para
adquirir informagdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos,
proporcionando sua utilizagdo nos campos da eletroquimica, bioquimica,
quimica inorganica e quimica organica (WANG, 2006).

O potenciostato é ajustado para varrer uma faixa de potencial
que contemple o potencial de oxidacdo e de reducdo da espécie
eletroativa. O voltamograma apresenta-se na forma de onda reversa, e
sua altura corresponde a corrente gerada na redugao (corrente de pico
catodico, Ipc) e oxidagao (corrente de pico anddico, Ipa) do composto, as
quais sdo proporcionais a concentracao da espécie eletrodica. Respostas
voltamétricas com essas caracteristicas sao denominadas reversiveis ou
quase reversiveis. Quando o voltamograma apresentar apenas um dos
picos, ou seja, pico anddico ou catddico, indica que a espécie investigada
é eletroativa, porém o seu comportamento eletroquimico é do tipo
irreversivel (WANG, 2006).

Nos processos reversiveis, 0s picos catdédico e anddico
correspondentes apresentam-se bem definidos e proximos, obedecendo a

relacdo da Equacao (1)

AEp = (Epa - Epc ) = (0,0592)/n (1)

gue também pode ser usada para determinar a quantidade de elétrons
envolvida nos processos. Quando esses sao realizados a 25 °C, a relacao
entre a corrente de pico Ipa (ou Ipc) e a concentracdao da espécie

eletroativa é descrita pela equacdo de Randles-Sevcik:
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Ip = 2,69 X 10° n3/2 A D'/2C v!/2 (2)

em que:
Ip = corrente de pico em ampére;
A = area do eletrodo, cm?;

D

coeficiente de difusdo, cm? s!;
C = concentracdo, mol cm™;
v = velocidade de varredura, V s’};

n = numero de mol de elétrons envolvidos no processo.

Outra caracteristica de sistemas reversiveis esta na igualdade
entre os modulos das correntes de pico anddica e catddica. Processos
eletroquimicos que resultem em picos, cujos potenciais sejam
ligeiramente acima de 59 mV e razdo de corrente préxima a unidade, sdo
considerados quase reversiveis (ANDRADE et al., 2004). Ocorre ainda que
0 aumento da velocidade de varredura pode resultar em processos quase
reversiveis ou até mesmo irreversiveis, mesmo sendo este reversivel
numa dada velocidade. Tal fenOmeno esta associado a reducdo da
velocidade de transferéncia de carga ao eletrodo, devido ao aumento
repentino de potencial com o acréscimo da velocidade, ndo permitindo
que o equilibrio na superficie do eletrodo seja atingido (ANDRADE et al.,
2004).

2.3.2 Voltametria de pulso diferencial

Nessa técnica, pulsos de igual amplitude sdo aplicados sobre
uma variagao continua do potencial para valores mais positivos (varredura
anddica), o monitoramento das correntes geradas é feito antes e no final
da duracdo do pulso. Essas correntes sao subtraidas, ja que a primeira é a

contribuicdo da corrente capacitiva e a segunda é a contribuicdo da
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corrente faradaica. Essa diferenca de corrente é relacionada graficamente
com o potencial aplicado, gerando um voltamograma de picos de corrente
com a forma de uma curva gaussiana, cuja altura é proporcional a
concentragao do analito (WANG, 2006).

A realizacdo do experimento é feita aplicando-se inicialmente um
potencial mais negativo que o potencial de meia onda da espécie a ser
determinada, visando sua deposicao sobre o eletrodo de trabalho. A etapa
de deposicao é sempre conduzida com agitacao, pois a sensibilidade da
técnica é altamente dependente das condigdes hidrodinamicas. Ganhos da
sensibilidade podem ser conseguidos aplicando-se um maior tempo de
deposicao ou ainda aumentando a altura do pulso, no entanto tais
parametros devem ser cuidadosamente determinados uma vez que o
aumento da corrente de pico vem acompanhado de uma diminuicao na
resolucao, o que torna a quantificagdo mais dificil entre picos com pouco
espacamento em potencial (MOUCHREK FILHO, 1997).

A técnica de pulso diferencial é bastante seletiva quando
comparada com a voltametria ciclica. Nela, a determinagao simultanea de
duas substancias eletroativas sé é possivel se apresentarem uma
diferenca de potencial de meia onda de, pelo menos, 200 mV. J& na
voltametria de pulso diferencial, essa diferenca é de apenas 50 a 100 mV
(CARDOSO, 2007).

Além da consideravel seletividade, a voltametria de pulso
diferencial possui ainda como vantagem frente a voltametria ciclica a sua
capacidade de determinar baixas concentragdes do analito, apresentando
um limite de deteccdo da ordem de 107 até 10® mol L (BUFFLE e
TEECIER-WAEBER, 2005).

2.4 Teste da atividade antibacteriana pelo método da difusdao em

disco

Corresponde a um dos métodos mais amplamente utilizados para

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

agente patogeno a avaliar.

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

Na pratica, os resultados obtidos sdao comparados com valores

tabelados para cada antibidtico conforme critérios da CLSI (CLSI, 2008a).

2.5 Antibioticos

Segundo Trabulsi e Alterthum (2004), antibidticos sao agentes
gue interferem nas diversas atividades da célula bacteriana, inibindo seu
crescimento ou causando a morte do microrganismo. Quando o antibiético
provoca a eliminacdo do agente bacteriano, € denominado bactericida. Por
outro lado, se o antibidtico somente inibir o crescimento e a reproducdo
bacteriana sem provocar sua morte imediata, recebe a denominacao de
bacteriostatico. (TAVEIRA et al., 2004).

Os antibioticos conseguem apresentar eficacia frente as células

bacterianas, interferindo em etapas essenciais a manutencao e
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perpetuacao do microrganismo: inibicao da atividade da membrana celular
e sintese de proteinas formadoras da parede celular, ou ainda intervindo
na sintese de acidos nucléicos, como 0os cromossomos e o proprio DNA
(TAVARES, 2001).

Além da comprovada eficacia dos antibidticos frente as bactérias,
muitos ndo causam nenhum efeito a determinados patdgenos, isso porque
alguns desses microrganismos apresentam resisténcia natural ao
medicamento ou a adquirem apds contato com o antibiético. Segundo
Moreira (2004), o uso inadequado e exacerbado de antibidticos também

podem levar a resisténcia bacteriana.

2.6 Consideragoes sobre as bactérias testadas
2.6.1 Escherichia coli

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

Segundo Jay (2005), seis tipos principais de E. coli sao
classificados em grupos especificos, os quais sdao baseados nos fatores de
viruléncia, mecanismos de patogenicidade, sindrome clinica e distintos
sorotipos de O:H, sendo eles: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénicas (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli difuso
aderente (DAEC), E. «coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli

enteroemorragica (EHEC).

Sao capazes de se desenvolverem entre 7 e 50 °C, tendo 37 °C
como temperatura ideal. Conseguem sobreviver em estado de laténcia por
varios meses em temperaturas de refrigeracao; algumas cepas de EHEC

podem crescer em alimentos acidos (até pH 4,4) e com minimo de
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atividade de agua (Aa), de 0,95. Sao facilmente destruidos sob cozimento
a 70 °C (WHO, 2005).

2.6.2 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus possui mais de trinta espécies. A
producdo de enterotoxina esta associada principalmente a espécie
S. aureus, embora outras espécies (como S. intermedius e S. hyicus)
também tenham sido reconhecidas como produtoras (ADAMS e MOSS,
2002).

Segundo Forsythe (2002), o S. aureus é um dos agentes
patogénicos mais comuns responsavel por severas infeccdes em humanos.
Esta amplamente distribuido na natureza, sendo os humanos e os animais

seus principais habitat.

Na epidemiologia das doencas veiculadas por alimentos,
especialmente os de origem animal e seus derivados, o E. aureus
destaca-se devido a sua alta prevaléncia e o risco de producao de toxinas
causadoras de gastrenterites alimentares (ZECCONI e HAHN, 2000)

2.6.3 Proteus mirabilis

O género Proteus tem como habitat natural o trato intestinal do
homem e de outros animais, sendo considerado um organismo oportunista
ja que pode ser achado em feridas, infusbes e abscessos. A espécie
Proteus mirabilis é freqlientemente encontrada em infeccdes humanas,
responsavel por 70 a 90% de todas as infeccoes (FERREIRA et al., 2008).

Embora bactérias do género Proteus estejam freqlientemente
relacionadas com deterioracao de alimentos, toxinfeccdes provocadas por

essas bactérias tém sido também relatadas (JAY, 2005).
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2.6.4 Pseudomonas aeruginosa

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

A espécie Pseudomonas aeruginosa encontra-se bastante
difundida na natureza e recebeu por varios autores a definicao de
bactérias ubiqua. Apesar de ser considerada um organismo que
predominantemente tem a agua fresca como habitat ideal (WHO, 2003), é
uma bactéria patdgena oportunista porque freqlientemente encontra-se

envolvida em infecgdes hospitalares (LOUREIRO et al., 2002).

2.6.5 Serratia odorifera

Sdo bastonetes gram-negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, importante agente causador de infecgOes
hospitalares, com cepas resistentes a iniUmeros antibidticos de largo

espectro; entre eles, os betalactdmicos (KONEMAN et al., 2001).

Serratia odorifera tem sido relacionada com surto de diarréia
aguda ocorrido em seis municipios do Estado do Amazonas, no periodo de
julho a outubro de 2003, com 27 ébitos de criancas menores de cinco
anos (MS, 2005).
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3 OBJETIVOS

Neste trabalho, o dleo essencial extraido dos frutos da Pimenta

dioica Lindl foi estudado com o intuito de caracteriza-lo fisico-

guimicamente, quantificar seu componente majoritario (eugenol), bem

como avaliar a sua capacidade como agente antibacteriano. Para tanto,

foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

Estabelecer as melhores condicdes de extracdo do dleo essencial

dos frutos da Pimenta dioica Lindl;

Extrair quantitativamente o dleo essencial dos frutos da Pimenta

dioica Lindl;
Determinar algumas propriedades fisico-quimicas do dleo essencial;

Caracterizar o 6leo essencial por espectroscopia de ultravioleta-
visivel, infravermelho e ressonancia magnética nuclear de carbono
13, além de determinar alguns de seus componentes por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas;

Quantificar o componente majoritario do 6leo essencial por técnicas

espectroscopicas e voltamétricas;

Testar a atividade antibacteriana do 6leo essencial dos frutos da
Pimenta dioica Lindl sobre as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa
e Serratia odorifera pelo método de difusdo em disco, bem como
comparar com a atividade do padrao de eugenol, metileugenol e de

antibioticos comerciais.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

A metodologia aqui empregada foi baseada, principalmente, em
propriedades fisico-quimicas e eletroquimicas para a caracterizacao do
componente majoritario do 6leo do fruto da Pimenta dioica Lindl, bem
como em testes microbiolégicos para a investigacdo de sua acao contra

microrganismos patdgenos especificos.

Para tanto, foi de fundamental importancia a parceria firmada
entre a Central Analitica, Laboratério de Pesquisa em Quimica Analitica
(LPQA) e Programa de Controle de Qualidade de Alimentos e Aguas
(PCQA) da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA), o Laboratério de
Pesquisas e Ensaios de Combustiveis (LAPEC) da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear (LRMN)
da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) e o Laboratério de
Combustiveis e Materiais (LACOM) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

4.1 Equipamentos
4.1.1 Sistema extrator

Para a extracdao do dleo essencial da Pimenta dioica Lindl,
utilizou-se a hidrodestilagao com extrator de Clevenger — empregado para
extracdo de 6leo menos denso que a agua (SANTOS et al., 2004) -,
acoplado a um baldao de fundo redondo de 1000 mL, tendo uma chapa

aquecedora como fonte geradora de calor (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Sistema utilizado na extracao do 6leo essencial dos frutos da

Pimenta dioica Lindl.

4.1.2 Refratometro

Utilizou-se um refratbmetro AABE de bancada, modelo 2 WAJ,

para as medidas de indice de refragao.

4.1.3 Moinho elétrico

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

4.1.4 Estufa bacteriologica

A estufa utilizada para as culturas bacterioldgicas foi da marca

Fanem, modelo 502.
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4.1.5 Peagometro

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

4.1.6 Balanca analitica

Utilizou-se uma balanca analitica da METTLER, modelo AE - 240,

com precisdo de 10™ unidades.

4.1.7 Analise espectroscoépica na regiao do ultravioleta e visivel

Foi utilizado espectrofotdmetro UV-Vis da Hewlett Packard,

modelo Cary 50.

4.1.8 Analise espectroscopica na regiao do infravermelho

Analisou-se o0 0leo essencial por IV no espectrofotometro
Nicolet - 5SXC FTIR, equipado com detector TGS na faixa de
4.000 - 400 cm™. As amostras foram analisadas diretamente em janelas
de KBr.

4.1.9 Analise espectroscopica de ressonancia magnética nuclear
de carbono 13 (RMN 3C)

Utilizou-se um espectrometro de RMN Briiker avance DRX 400 do
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da UFSCar, com freqiéncia
de 400 MHz e 1000 varreduras, sendo usado como solvente cloroféormio

deuterado.
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4.1.10 Anadlise por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG - EM)

Para a determinacao quimica do d6leo, foi utilizada a analise por
meio da cromatografia gasosa contendo uma coluna capilar VF-1ms 100%
metilsiloxano (15 m x 0,25 mm; 0,25 um de espessura de filme) com fase
estacionaria. O cromatografo encontrava-se acoplado a um detector
seletivo de massas por impacto de elétrons (ambos Varian 2100) e
analisador ion trap (CG-EM-IE-Ion trap), tendo hélio como gas de arraste,

com fluxo na coluna de 1 mL min™?.

Para as analises, foram injetadas aliquotas de 1 pL da amostra
diluida (20 pL do dleo em 1,5 mL de hexano), fixando-se as seguintes
condicoes: temperatura do injetor em 270 ©°C; split de 1:50; programacao
de temperatura do forno de 60 a 200 °C (com taxa de aquecimento de
8 °C min!) e de 200 a 290 ©°C (com taxa de aquecimento de
15 °C min™). No Espectrdmetro de Massas, as temperaturas do mainfold,
ion trap e da linha de transferéncia foram, respectivamente, de 50 °C,
190 °C e 200 °C.

Os constituintes foram identificados por comparacao dos
resultados obtidos (indices de retencdo e espectros de massa) com os

dados da espectroteca do aparelho (NIST02) e literatura.

4.2 Solugoes e reagentes

Todos os reagentes usados foram de pureza analitica. A agua
utilizada no preparo das solucdes e na limpeza dos materiais empregados
nas analises voltamétricas e espectroscopicas foi destilada e
posteriormente purificada em um sistema NANOPURE (Ultrapure Water
System), modelo D4741, ja a agua utilizada nas andlises microbianas era

destilada, porém esterilizada.
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4.2.1 Solugao tampao

Foi utilizado o tampao Britton-Robson (BR) em todos os
experimentos eletroquimicos, o qual era ajustado ao pH desejado com
uma solucdo NaOH 1,0 mol L. Tal tampdo era preparado com &cido
bérico (H3zBOs3) 0,04 mol L, &cido fosférico (HsPO4) 0,04 mol L e
perclorato de sddio (NaClO4) 0,10 mol L, o que resultava numa solugdo
de pH 1,8. O NaClO4 tinha a funcdo de manter a forca idnica na casa de
1071,

4.2.2 Solucgoes estoque

As solucdes padrdes de eugenol (98% de pureza e procedéncia
CHEM SERVICE) foram preparadas em diferentes concentragdes para cada
técnica analitica aplicada. Para a voltametria, utilizou-se uma solugao
estoque de concentracdo 5,79 x 102 mol L, a qual foi preparada
misturando-se 10 pL do padrdao em baldao de 10 mL e aferindo-se com
uma solucdo etanol/tampao BR pH 3,3 a 55% (v/v). J& para a
espectroscopia no UV, a solugdo estoque apresentava concentragdao de
5,79x102 mol L e foi preparada acrescentando-se 100 pL do padrdo de
eugenol em um baldo de 10 mL, aferido com solucdo etanol/agua
destilada a 60% (v/v). As solucdes estoque do odleo essencial foram
preparadas semelhantemente as do padrdao de eugenol para cada método

analitico, ou seja, 10 pyL e 100 pL, respectivamente.

4.3 Metodologia experimental

Relaciona-se a seguir todos os procedimentos praticos envolvidos

no desenvolvimento do trabalho.
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4.3.1 Obtencdao do dleo essencial dos frutos da Pimenta
dioica Lindl

4.3.1.1 Origem e preparo da amostra

Os frutos utilizados neste trabalho foram provenientes da
Cooperativa Agricola Mista do Projeto Onga LTDA, localizada no municipio
de Taperoa-BA, Brasil, coletados em agosto de 2005. Sdo oriundos de
arvores que possuem certificagdo organica do Instituto Biodinamico (IBD),
sob o nimero CA0212/05 (Apéndice A).

O material foi seco a sombra e sob ventilagdo natural, sendo em
seguida acondicionado em sacos plasticos devidamente lacrados e

guardados em local seco e arejado.

4.3.1.2 Moagem dos frutos

Os frutos secos foram triturados no moinho elétrico e o material
obtido foi armazenado em frascos de polietileno para posterior extracao

do oOleo essencial.

4.3.1.3 Extracao, tratamento e armazenamento do 6leo essencial

Para cada extracdo do dleo essencial da Pimenta dioica Lindl,
utilizava-se uma parte do material moido para dez partes de &agua
destilada (m/v), sem que excedesse em 50% a capacidade do baldo. O
melhor resultado foi obtido na mistura de 30 gramas dos frutos moidos
para 300 mL de agua destilada, apresentando um tempo de extracdo de

3,5 horas.

O Oleo essencial obtido era seco por meio de percolagdo em
Na,S0O4 anidro, acondicionado em frasco de vidro protegido contra luz e

guardado em geladeira até posterior analise.

Utilizando esse procedimento de extragao, determinou-se o seu

rendimento, o qual foi calculado na relagdo massa/massa a partir do
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volume observado no préprio sistema de extracao, sendo que, para tal

calculo, foi feita a extracdo em triplicata.

4.3.2 Avaliacao dos parametros de extracao do éleo essencial

Para a determinacdo dos parametros de extracdo, fez-se a
hidrodestilagao em sistema de Clevenger variando-se o tempo de extracao
em 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5 horas, a temperatura de
100 °C.

4.3.3 Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial

As propriedades fisico-quimicas determinadas foram densidade,

indice de refracao, solubilidade em alcool, cor e aparéncia.

4.3.3.1 Densidade

A densidade do 6leo essencial obtido foi determinada com o
emprego de um picnémetro de 1,0 mL previamente seco e tarado. Tal
vidraria foi entdo cheia com as amostras do 6leo essencial a 25 °C e, em

seguida, pesada.

4.3.3.2 Solubilidade em etanol 70%

Para esse teste, foram utilizados baldes volumétricos de 10 mL
contendo um volume constante do o6leo essencial, sobre o qual era
adicionado proporcionalmente volume crescente da mistura de alcool/agua

destilada a 70% (v/v) até a sua completa solubilizagao.

4.3.3.3 Indice de refracdo

As leituras eram feitas a 25 °C com o 06leo colocado diretamente

sobre o prisma de Flint do refratdmetro, empregando-se uma micropipeta.
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4.3.3.4 Cor e aparéncia

A cor foi avaliada visualmente comparando-se sobre um fundo
branco a coloracdo do dleo essencial com cores conhecidas. Também foi

avaliada a transparéncia ou limpidez dos éleos por testes sensoriais.

4.3.4 Quantificacao do eugenol no 6leo essencial

4.3.4.1 Determinacgoes voltamétricas

As medidas eletroquimicas foram realizadas com auxilio de um
potenciostato, modelo CV50W, da Bioanalytical Systems, Inc., acoplado
aos eletrodos e a um computador para captura dos dados, além de uma
célula eletroquimica de vidro de 10 mL contendo tampa com entradas
para os eletrodos (Figura 4.2). Utilizou-se ainda um agitador magnético

para a voltametria de pulso diferencial.

O eletrodo de trabalho utilizado (drea = 0,06 cm?), o de
referéncia e o eletrodo auxiliar foram, respectivamente, de carbono vitreo,
prata em solucdo de cloreto de prata (Ag/AgCl) e platina. O eletrdlito

suporte usado foi uma solucao etanol/tampao BR pH 3,3 a 55%.

1 - Eletrodo de trabalho
2 - Eletrodo de referéncia
3 - Eletrodo auxiliar

d—» 4 - Tampa

Figura 4.2 Diagrama esquematico da célula eletroquimica
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A quantificacdo do eugenol, no odleo, foi determinada por
voltametria de pulso diferencial com o método da adicao padrdao, para o
gual 10 mL de uma solucao contendo o éleo — preparada com 100 pulL da
respectiva solucdo estoque e com eletrdlito suporte em um baldo
volumétrico — foi adicionado a célula eletrolitica e o valor da corrente da
referida solucdo foi lido. Em seguida, adicionou-se volumes crescentes da
solucdo estoque do padrdao de eugenol, devidamente calculados, para
resultar em concentracdes de 2,0 x 10™ a 1,4 x 10” mol L, e as

respectivas correntes eram lidas.

A cada leitura realizada, fazia-se necessaria a renovacao da
superficie do eletrodo de trabalho, uma vez que era observada perda de
sinal devido a formacdo de um filme fendlico na sua superficie
(FADANELLI, 1981). Essa renovagao era obtida lixando o eletrodo sobre
feltro contendo suspensao aquosa de alumina 0,3 pym, e a limpeza do

eletrodo era feita com agua ultrapura.

4.3.4.2 Determinacgoes espectroscopicas no UV-Vis

Os testes foram realizados em comprimento de onda de 280 nm
e com as amostras diluidas em solucao de etanol/agua destilada a 60%
(v/v).

A quantificacdo do eugenol por essa técnica também foi
determinada pelo método da adicao padrdo. Para tanto, foram utilizados
cinco baldes volumétricos de 10 mL (contendo cada um 20 uL da solugao
estoque do Oleo essencial), nos quais se adicionou individualmente
volumes crescentes da solucao estoque do padrao de eugenol (0, 20, 40,
60 e 80 uL); sendo, em seguida, aferidos com a solucdao etanol/agua
destilada a 60%. A absorbancia das novas solucdes assim obtidas foi lida,

tendo como branco a solugao de etanol/agua acima citada.
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4.3.4.3 Determinacao pelo método da normalizacgao

A determinacao da concentracdo do eugenol e dos demais
componentes do dleo essencial por esse método foi obtida através da
integracao eletrénica das areas dos picos cromatograficos, para as quais

foi utilizado um software do préprio equipamento CG-EM (Varian 2100).

4.4 Testes da atividade antibacteriana

4.4.1. Bactérias testadas

As cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia odorifera utilizadas neste
trabalho foram provenientes de alimentos e isoladas no Laboratério de

Microbiologia da Universidade Federal do Maranhao.

4.4.2. Susceptibilidade ao odleo essencial, padrao de eugenol e

metileugenol

A atividade antibacteriana do dleo essencial e do padrao de
eugenol foi avaliada utilizando-se o método de difusdao em disco
recomendado pela CLSI (2008a).

Devido a semelhanca da molécula do metileugenol com a do
eugenol, diferenciando-se na presenca de um grupo metil no lugar do
hidrogénio da hidroxila desta ultima, optou-se também em verificar a sua

acao como agente antibacteriano frente as bactérias testadas.

4.4.2.1 Preparo do indculo

As culturas bacterianas foram inoculadas em caldo BHI (Brain
and Heart Infusion), e, apds 24 horas de incubacdo a 37 °C,
procedeu-se a diluicdo até a obtencdao de uma suspensdo padronizada

pelo grau 0,5 da escala de McFarland (108 microrganismos mL™).
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4.4.2.2 Semeadura das placas

O indculo de cada cultura bacteriana (0,10 mL) foi semeado com
swab estéril na superficie das placas contendo agar Mueller Hinton
solidificado, e sobre a mesma foram aderidos, com auxilio de uma pinga
previamente flambada, pequenos discos de papel de filtro com 6 mm de
diametro impregnados, individualmente, com 75 pL do dleo essencial e
com os padroes (eugenol e metileugenol), sendo pressionados levemente

sobre a superficie do meio.

As placas foram entao incubadas a 37 °C por 24 horas, e a
leitura dos halos de inibicao foi feita com a utilizacdo de uma régua

milimetrada, certificada pelo INMETRO.

4.4.2.3. Susceptibilidade aos antimicrobianos convencionais

O comportamento das cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia odorifera foi
testado frente a acao de antimicrobianos comerciais seguindo o método
de difusao de disco (CLSI, 2008a), conforme discutido no item 4.4.2.1 e
4.4.2.2. Os discos impregnados com os antimicrobianos foram distribuidos
nas placas com o auxilio de uma pinga previamente flambada, sendo em
seguida levemente pressionados contra a superficie do meio. Na

seqiléncia, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Os antimicrobianos utilizados foram escolhidos pela sua eficacia
ao respectivo microrganismo conforme recomendacao da CLSI (2008b),
sendo estes: tetraciclina (TET 30 ng), vancomicina (VAN 30 nug), cefoxitina
(CFO 30 pg), ampicilina (AMP 10 png), cloranfenicol (CLO 30 pug),
eritromicina (ERI 15 pg), gentamicina (GEN 10 ng), sulfazotrim (SUT
25 pg) e penicilina (PEN 10 ug).

Os halos de inibicao obtidos foram comparados com os valores

da tabela padrao de sensibilidade dos discos antimicrobianos
(Apéndice B).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo dos parametros de extracao do o6leo essencial dos

frutos da Pimenta dioica Lindl

O estudo mostrou uma relagao na quantidade da biomassa com
um volume minimo de agua, o qual influenciava consideravelmente no
rendimento da extracdo e aspectos visuais do 6leo. Quando era utilizada
uma quantidade de agua inferior a minima requerida, havia o risco de
gueima da amostra e o baixo rendimento da extracao. Por outro lado, a
extracdao quando era realizada com uma quantidade exagerada de agua,
além do aumento do tempo de extracdao, ocorria ainda formacao de
hidrolato em grande quantidade. Dessa forma, optou-se em determinar o
volume de agua que resultasse num maior rendimento do éleo, além do

tempo minimo de extragao.

A Figura 5.1 mostra a proporgao minima de agua necessaria ao
maximo de extracdao, na qual foi fixada uma massa de amostra em 30 g e
variada a quantidade de agua destilada até o volume de 300 mL. O estudo
revelou que a partir de uma razao de agua oito vezes maior que a massa
da amostra utilizada ja se chegava a sua extracdo maxima. No entanto,
com intuito de garantir que a extragao ocorresse sem o risco de queima
da amostra, adotou-se nas extracdes do o6leo essencial dos frutos da

Pimenta dioica Lindl uma proporgao de 1/10 (m/v).
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Figura 5.1. Curva de extracdo do 6leo essencial dos frutos da Pimenta

dioica Lindl.

Na Figura 5.2, € mostrada a relagdao entre o rendimento
percentual do 6leo e o tempo de extragdo para uma mesma massa de
amostra (30 g) com 300 mL de agua destilada. A extracdo foi considerada
concluida quando o incremento de tempo nao alterou o volume de dleo ja

extraido, o qual ocorreu apos 3,5 horas.

Tendo por base os parametros determinados, o rendimento da
extracao pode entdao ser calculado. Partindo de uma massa de 30 g, o
valor médio do dleo extraido era de 0,67 mL, o que resultou num
rendimento de 2,16% (m/m). Tal resultado foi considerado elevado
quando comparado com o rendimento na extracdo de outros oleos
essenciais (EHLERT et al., 2006), bem como superior ao valor encontrado
por Oliveira e colaboradores (2007) na extracao do déleo essencial dos
frutos da Pimenta dioica Lindl, cerca de 1,1% (v/m), além do tempo de
extracao ter sido menor que o utilizado pelos autores (cinco horas) para a

mesma técnica de extracdo aqui empregada.
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Figura 5.2 Curva do rendimento de extracdo do Oleo essencial dos frutos

da Pimenta dioica Lindl.

5.2 Caracteristicas fisico-quimicas do dleo essencial

Algumas caracteristicas fisico-quimicas do Oleo essencial dos
frutos da espécie Pimenta dioica Lindl foram determinadas e mostradas na
Tabela 5.1, bem como as encontradas pela literatura. Tais caracteristicas
sao especificas a 6leos essenciais e servem de parametros para avaliar a
pureza do produto (SIMOES e SPITZER, 2003).

A comparacao entre os valores encontrados e os valores da
literatura mostra que algumas caracteristicas fisico-quimicas sdo
concordantes entre si e que outras, como densidade e indice de refracao,
apresentam similaridade dos resultados. A variagdao observada no
rendimento é atribuida a época e regido de colheita uma vez que ambos
utilizaram o mesmo método e procedimento de extracdo. Forma de
armazenamento e periodo de extracdo podem também influenciar no
rendimento do d6leo obtido (FARIAS, 2001).
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Tabela 5.1 Propriedades fisico-quimicas do dleo essencial extraido de

frutos da espécie Pimenta dioica Lindl.

Propriedades

Literatura

Mouchrek

Monteiro

Experimental

Fisico-quimicas encontrado
Filho (2000) (2008)

Densidade (g mL™) 0,997 0,949 0,968
indice de refracdo

. 1,521 1,332 1,518
(Np*>")
Solubilidade em
, 1:2 1:2 1:2
alcool a 70% (v/v)
Rendimento (% m/m) 1,60 2,80 2,16
Cor Amarelo Amarelo Amarelo
Aparéncia Limpido Limpido Limpido
Odor Ctco Ctco Ctco

Ctco = caracteristico

5.3 Analises espectroscoépicas do 6leo essencial

5.3.1 Analise espectroscopica na regiao do ultravioleta - visivel

No presente trabalho, utilizou-se a espectroscopia UV-Vis tanto

para investigar a presenca do eugenol no dleo essencial dos frutos da

Pimenta dioica Lindl quanto para a sua caracterizacdo eletrOnica e

determinacao do seu teor no dleo.

A Figura 5.3 apresenta os espectros de absorcao do padrao de

eugenol, do solvente utilizado (solugao etanol/agua destilada a 60%) e do

6leo essencial na regiao do UV.
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Figura 5.3 Espectros de absorgao na regiao do UV para a solugao
etanol/agua destilada a 60 % (A), 6leo essencial (B) e para o padrao de

eugenol (C).

Tanto o espectro do dleo (B) como o do padrao de eugenol (C)
mostraram dois picos com absor¢cdo maxima nos comprimentos de onda
230 e 280 nm, sendo que a absortividade molar (¢) a 280 nm para o
padrdo resultou em um valor aproximado de 3x10% L mol?! cm™? em

solucao etanol/agua destilada a 60 %.

Essas bandas podem ser atribuidas a presenca de compostos
alifaticos insaturados (230 nm) e a compostos aromaticos com
substituicdo auxocrémica (280 nm) como o grupo hidroxila, sendo ambas
com transicOes eletronicas n — =*, embora unidades fenilpropilicas
apresentem bandas com maximo de absorcdo no mesmo intervalo dos
comprimentos de onda observados (UGAZ, 1994; SILVERSTEIN et al.,
2000). No entanto, ao se comparar o espectro do dleo essencial com o
espectro do padrao de eugenol, nota-se que os mesmos praticamente se
sobrepdem indicando que o eugenol encontra-se presente no dleo

essencial como componente majoritario.
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5.3.2 Analise espectroscopica na regiao do infravermelho

Na Figura 5.4, estdo apresentados os espectros do padrao de
eugenol (A) e do dleo essencial dos frutos da Pimenta dioica Lindl (B) na
regiao do infravermelho. Nota-se que todas as bandas de absorcao do
0leo coincidem na mesma freqliéncia das bandas de absorcao do padrao,
indicando a presenca de eugenol na sua composicao. A forte semelhanca
aponta ainda ser o eugenol o componente majoritario no éleo essencial

dos frutos da Pimenta dioica Lindl.

1270,6

151 A

3508,4
I

Absorbancia

L S A R T S

4000 3500 3000 2500 2000 1600 1000 00

Namero de ondas (cm™!)

Figura 5.4 Espectros na regiao do infravermelho do padrao de eugenol

(A) e do 6leo essencial (B).

Os espectros mostram uma forte banda de absorgao na regiao
de 3500, correspondente a deformacdo axial de OH. As bandas
observadas em 2980 e 2830 cm™ sdo atribuidas, respectivamente, a
deformacdo axial assimétrica e simétrica do grupo CH,, enquanto que a
existente em 3068 cm™ é atribuida & deformagdo axial de C — H da

estrutura benzénica. O estiramento da ligacdo C — O do grupo C — OH é
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atribuido & banda observada em 1270 cm™, aquelas observadas em torno
de 1234 e 1035 sao atribuidas aos estiramentos da ligacdo C — O do
grupo metoxi (SILVERSTEIN et al., 2007).

Conforme a literatura (SILVERSTEIN et al., 2007), o estiramento
da ligacdo dupla do carbono aromatico encontra-se em torno de 1595,
1499 e 690 cm™. Na Figura 3.4, tais estiramentos ocorreram em 1600,
1500 e 730 cm™; a Ultima banda é atribuida & deformacdo angular fora do

plano, enquanto as outras sdo atribuidas a deformacao axial.

O composto alifatico da molécula de eugenol apresentou bandas
caracteristicas em torno de 1610 e 900 cm™ tanto no 6leo como no
padrdao, sendo a primeira banda atribuida a deformacdo axial da ligacao
C = C e a segunda a deformacdo angular fora do plano de =CH-
(SILVERSTEIN et al., 2007; PEREIRA e MAIA, 2007).

A Tabela 5.2 apresenta o0 Amix dos principais estiramentos do

padrao de eugenol e do 6leo essencial dos frutos da Pimenta dioica Lindl.
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Tabela 5.2 Principais bandas de absorcao e modos vibracionais do
padrdo de eugenol e do dleo essencial dos frutos da Pimenta dioica Lindl

na regiao do infravermelho.

Composto Tipo de Grupo Tipo de |Absorgao (cm™)
(eugenol) | deformacgao | Funcional | ligagao eugenol | dleo
Axial Hidroxila O—H 3508,4 3513,5
Axial Aromatico c-C 1600,0 1600,0
Angular _ _
Hidroxila O—H 1369,8 1372,9
oH plana
SN _ Aromético
Axial hidroxila C—OH 1270,6 1270,5
Axial ’ [e)
| assimétrica Eter o N | 12341 | 1234,7
Axial E 0 1034,9 | 1034,9
simétrica ter c” ¢ ! !
Axial Aromatico C—H 3067,9 3073,1
Axial Metila C—H 2970,7 2965,6
Axial Alifatico c=C 1610,0 1615,0
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5.3.3 Anadlise espectroscopica de ressonancia magnética nuclear
de 13C
A Figura 5.5 mostra os espectros de RMN 3C em estado liquido

do padrao de eugenol (A) e do dleo essencial (B).

No espectro referente ao padrao observa-se a presenca de sinais
gue correspondem ao deslocamento quimico dos carbonos do eugenol. O
sinal com deslocamento quimico em torno de 143,9 ppm é relativo ao
carbono do anel aromatico (C;), no qual o grupo OH acha-se ligado. O
carbono que se encontra ligado ao grupo OCHs (C;) apresenta sinal em
146,5 ppm enquanto que os sinais em 111,2, 121,2 e 115,5 ppm sao
atribuidos aos carbonos do anel aromatico ligado a hidrogénio, ou seja,
Cs, Cs e Cg. O sinal em 131,9 ppm ¢é devido ao carbono do anel ligado ao
grupo CH,CHCH, (C4), ja os sinais em 39,9, 114,4 e 137,9 ppm sdao
provenientes do deslocamento quimico dos carbonos C;, Cg € Cg do grupo
CH,CHCH,. O carbono que se apresenta com maior intensidade em 55,8
ppm (C;0) deve-se ao seu grupo OCHs3 e a contribuicdo dos trés atomos de
hidrogénio.

No espectro do Oleo essencial, aparecem deslocamentos
guimicos de varios carbonos; nele €& notdria a existéncia de sinais
praticamente com mesma intensidade e posicao dos carbonos do padrao
de eugenol, o que confirma a presenca dessa molécula no éleo essencial
dos frutos da Pimenta dioica Lindl. Valores semelhantes foram obtidos por
Cortez e colaboradores (1998) ao analisarem o 6leo essencial da alfavaca,

cujo componente majoritario € o eugenol.

A Tabela 5.3 apresenta os resultados dos valores tedricos e
experimentais conforme deslocamentos quimicos de **C do padrdo de

eugenol e do 6leo essencial.
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Figura 5.5 Espectro de RMN de 3C do padrdo de eugenol (A) e do 6leo

essencial (B).
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Tabela 5.3 Deslocamentos quimicos tedricos e experimentais de °C do

eugenol e do 6leo essencial, a partir do TMS.

Composto 8 (ppm)

(eugenol) | Atomo Teérico | Padrdo |Oleo essencial
Cy 140,7 143,9 143,5
C 147,2 146,5 146,4
Cs 113,3 111,2 111,1
C4 131,3 131,9 131,7
Cs 122,4 121,1 120,9
Cs 116,8 115,5 115,2
C; 34,4 39,9 39,6
Cs 137,1 137,9 137,6
Co 113,2 114,4 114,9
Cio 54,1 55,8 55,4
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5.4 Analise cromatografica e espectroscopia de massas do éleo
essencial

Por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de
massa, foi possivel identificar dezessete constituintes do 6leo essencial
dos frutos da Pimenta dioica Lindl, os quais sao apresentados na

Figura 5.6 conforme a ordem de eluicao.

E 2 9 10
] 5
400
3:00:
200
] 4
100 1
1 6 17
] 1 14
] 3 T
] 8 12 43 151
0-;_
25 50 75 10.0 125

minutos

Figura 5.6 Cromatograma do Oleo essencial dos frutos da

Pimenta dioica Lindl.

O cromatograma mostra um pico mais intenso, com tempo de
retencao em 7,184 minutos (pico 10), correspondente ao eugenol, o qual
foi identificado por meio da comparagcao do seu espectro de massa com o
fornecido pela espectroteca do aparelho (Figura 5.7) e com o espectro de
massa do padrao de eugenol reportado por David et al. (2002) e Smith
(2004). Os demais componentes também foram identificados utilizando-se

a mesma metodologia adotada para o eugenol, além da comparagdo com
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0s espectros de massa encontrados na literatura (SMITH, 2004; ADAMS,
2007).

154

103 ug
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abundancia
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abundéncia
g

Figura 5.7 (A) Espectro de massa do eugenol, (B) proposta de

identificacao pela espectroteca NISTO02.

Segundo a literatura (SILVERSTEIN et al., 2007), fendis
apresentam um pico intenso correspondente ao ion molecular, o que
facilita sua identificacao. Observando-se a Figura 5.7, nota-se um pico
intenso com m/z 164 [M*], que é correspondente a formula CioH120,
confirmando a presenca majoritaria do eugenol no 6leo essencial dos
frutos da Pimenta dioica Lindl. Os espectros mostraram ainda picos tipicos
da quebra de fendis e éteres aromaticos, sendo que o pico m/z 149
[M - 15] é caracteristico da perda do radical metila e os picos m/z 77 e
m/z 65 s&o correspondentes, respectivamente, aos ions [CsHs"] e [CsHs™]

originados por rearranjo — com a saida do grupo CO; ja o fragmento com
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pico em m/z 133 [M-31] é referente a perda do grupo OCHs do éter
(CORTEZ et al.., 1998; SILVERSTEIN et al.., 2007). A Figura 5.8 ilustra o
mecanismo de fragmentacdo dos principais picos caracteristicos formados
pelo eugenol (CORTEZ et al., 1998).

+

CHZ0 \ CHZ0 \
eugenol m/z 164

=CHZ0 - CH,
(-31) (- 15)

>\ * 03 >\
HO HO

m/z 133 mfz 149

+

Figura 5.8 Fragmentacdgo do eugenol e formagao dos picos

caracteristicos.

A Tabela 5.4 mostra as substancias presentes no dleo essencial
da Pimenta dioica Lindl, apresentadas na Figura 5.6, assim como o tempo
de retencao de cada substancia na coluna e o seu respectivo teor no déleo
essencial, sendo que a quantificagago do eugenol e dos demais
componentes foram determinadas pela integracdo da area do pico
correspondente. Nota-se que o eugenol aparece em maior quantidade
(76,98%), caracterizando ser o componente majoritario do éleo essencial

dos furtos da Pimenta dioica Lindl.
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Tabela 5.4 Composicdo quimica do déleo essencial

Pimenta dioica Lindl.

48

dos frutos da

Pico TR? Substéncia Teor DPP Ccve
(min) identificada (%) (%)

1 2,15 1-octen-3-ol 1,40 0,04 2,49
2 2,33 B-pineno 6,52 0,08 1,27
3 2,49 o-pineno 0,28 0,00 1,79
4 2,66 0-cimeno 1,94 0,04 1,82
5 2,77 limoneno 4,09 0,05 1,32
6 3,56 linalol 0,64 0,02 2,38
7 4,64 cis-hidrato de sabineno 0,22 0,01 4,10
8 4,80 o-terpineol 0,13 0,01 4,23
9 5,76 5-indanol 5,88 0,20 3,42
10 7,23 eugenol 76,98 0,32 0,41
11 7,80 a-cubebeno 0,35 0,01 2,94
12 8,41 cariofileno 0,09 0,00 3,29
13 8,90 a-cariofileno 0,08 0,00 0,44
14 9,22 y-muroleno 0,25 0,01 2,27
15 9,58 a-candideno 0,19 0,00 1,53
16 9,74 a-muroleno 0,22 0,01 4,16
17 9,88 d-candideno 0,76 0,01 1,36

“tempo de retencdo; ®desvio padrdo; “coeficiente de variacdo

A seguir sao discutidos os picos da Tabela 5.4 que se

apresentaram com teores acima de 1%, ou seja, os picos 1, 2, 4, 5 e 9.

A Figura 5.9 mostra o espectro de massa do pico 1, o qual apds

ser analisado pela espectroteca NIST02 e comparado com os dados da

UFPB
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literatura (RAMONI et al., 2001; ADAMS, 2007), chegou-se a conclusdo
gue se tratava da substancia 1-octen-3-ol de formula CgHisO e massa

molar igual a 128 g mol™.

3004 57

/\(\/\/
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Figura 5.9 Espectro de massa do 1-octen-3-ol.

De acordo com a literatura (FERREIRA et al., 2001;
SILVERSTAIN et al., 2007), alcoois secundarios apresentam o pico do ion
molecular com pouca intensidade, principalmente quando nao apresentam
clivagem o e quando o espectro de massa é obtido por impacto de
eletrons, fatos que dificultam sua identificagdo. A substancia 1-octen-3-ol
€ um alcool secundéario, o que justifica a baixa intensidade do pico
correspondente ao ion molecular m/z 128. No entanto, observa-se o pico
caracteristico m/z 57 do ion [H,C=CH-CH=HO]**, o qual é decorrente da
guebra da ligacdo carbono-carbono vizinhos ao atomo de oxigénio com
liberacdo do maior grupo, ou seja, o radical [CH3-(CH;)3-H>C]°. Este ultimo
por se tratar de um fragmento longo, sofre ainda fragmentacao
semelhantemente aos alcenos com liberacdo de grupo metileno,
resultando no pico m/z 43. Buhr e colaboradores (2002) comentam que
durante o processo de fragmentacdo o 1-octen-3-ol é protonado e sofre
ressonancia de estabilizacdo com perda de agua originando o ion
[CH3-C=CH-(CH,)4-CH3]* com pico em m/z 111, que por sua vez sofre
fragmentacao resultando em outro ion caracteristico em m/z 69
(MH*-H,0-C3Hs). J& o pico m/z 99 [M-29] é atribuido a saida do grupo etil
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(FERREIRA et al., 2001; SILVERSTEIN, et al., 2007). A Figura 5.10 mostra
os principais ions formados na fragmentacdao do 1-octen-3-ol protonado
(BUHR et al., 2002).

' ﬁ?\]/\/\/ —»  HelSeTN
(OH: I

[I'|'|_-"2=129, MH+] C&M
HC G f:
+
+ G oSN
H,G“'c‘\"'ﬁ’\ -— H,C”™ c
[m/z=69, MH* - H,0 - C3Hg] [miz=111, MH* - H,0]

Figura 5.10 Fragmentacao do 1-octen-3-ol protonado e formagao dos

picos caracteristicos.

O pico 2 da Figura 5.6 foi identificado, segundo a espectroteca e
a literatura (FEITOSA et al., 2009; ADAMS, 2007), como sendo o B-pineno
de férmula CioHis € massa molecular correspondente a 136 g mol™
(Figura 5.11). Esse hidrocarboneto monoterpénico apresenta o pico
molecular m/z 136 e o pico caracteristico em m/z 121 [M-15], referente a
perda do grupo metil. O espectro de massa apresenta ainda os picos em
m/z 107 [M-15-14] e m/z 93 [M-15-14-14], os quais sao originados da
subseqliente perda do grupo metileno. O pico em m/z 41 é atribuido ao
fragmento CsHs* formado durante a clivagem da ligacdo carbono-carbono,
acompanhado de perda de hidrogénio. O pico em m/z 69 refere-se ao
fragmento CsHe*, resultante de clivagem alilica (SILVERSTEIN et al.,
2007).
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Figura 5.11 Espectro de massa do B-pineno.

A Figura 5.12 refere-se ao espectro de massa do pico 4
observado na Figura 5.6 identificado como sendo o-cimeno de formula

Ci0H14 € massa molecular 134 g mol™* (ADAMS, 2007).

Os espectros mostram um pico em m/z 134, referente ao ion
molecular do o-cimeno, e um pico mais intenso em m/z 119 [M-15] que é
atribuido a perda do grupamento metila. O pico em m/z 91 (CgHsCH,") é
indicativo de anel benzénico com cadeia lateral alquila, embora o ion
tropilio (C;H;"), rearranjo comum em hidrocarbonetos aromaticos,
apresente também massa 91. Tal ion sofre clivagem das ligagOes
carbono-carbono com liberacao de molécula neutra de acetileno (C;H;) e
formacdo do ion CsHs™, evidenciado pela presenca do pico em m/z 65.
(SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 5.12 Espectro de massa do o-cimeno.

De acordo com o banco de dados da espectroteca e espectro de
massa padrao constante na literatura (ADAMS, 2007), o pico 5 da
Figura 5.6 corresponde ao limoneno, CigH1g, evidenciado pela presenca do

ion molecular m/z=136 observado no espectro de massa da Figura 5.13.

O referido espectro mostra ainda o pico em m/z 121 [M-15] que
é referente a perda do grupo metila, enquanto que o pico em m/z 93 pode
ser decorrente da estrutura C;Ho" que é formada por isomerizagdo,
seguida de clivagem alilica. O aparecimento do pico em m/z 67 é atribuido
ao fragmento CsH;* resultante de clivagem alilica, enquanto que o pico
em m/z 68 (CsHs™) pode ser decorrente da quebra das ligacdes
carbono-carbono semelhantemente a reagao retro-Diels-alder, o qual é
bastante comum em alquenos ciclicos, sendo que resulta ainda numa
molécula neutra, conforme demonstrado na Figura 5.14 (SILVERSTEIN
et al., 2007).
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Figura 5.13 Espectro de massa do limoneno.

.+

A
! - A

Figura 5.14 Ocorréncia da reacdo de retro-Diels-Alder na fragmentacao

do limoneno.

O pico 9 do cromatograma da Figura 5.6 trata-se do 5-indanol,
CyoHoOH, confirmado pela presenca do ion molecular m/z 134 no espectro
de massa da Figura 5.15 (ADAMS, 2007).

A facil clivagem da estrutura alifatica em fendis substituidos
origina um pico mais intenso que o pico do ion molecular, o qual foi
observado em m/z 133 [M-1]. Outros picos sao freglientemente
encontrados em compostos fendlicos como os picos m/z=105 [M-28] e
m/z=77, sendo o primeiro proveniente da perda do grupo CO enquanto o
segundo ¢é atribuido a formacdo do ion CgHs". J& o pico m/z 115 [M-18] é
resultante da perda de agua (SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 5.15 Espectro de massa do 5-indanol.

5.5 Analise por voltametria

O comportamento eletroquimico do eugenol e o seu intervalo de
potencial sao mostrados na Figura 5.16, os quais foram obtidos por
voltametria ciclica utilizando eletrodo de carbono vitreo versus eletrodo de
Ag/AgCl em solucao de etanol/tampao BR pH 3,3 a 55%. Quando o
eletrodo era apenas polido e uma varredura de potencial era executada
(Figura 5.16A), nenhuma resposta eletroquimica era obtida na faixa
trabalhada, enquanto que na presenca do 6leo da Pimenta dioica Lindl
(Figura 5.16B) apareceram dois picos referentes a oxidacao (524 mV) e
reducao (285 mV), indicando que o eugenol sofre processo redox quase

reversivel.
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Figura 5.16 Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo (A) e do
padrao de eugenol (B) registrado em eletrdlito suporte (etanol/tampdo BR
a 55%), pH 3,3 e com velocidade de 50 mV s™..

O comportamento observado é tipico de compostos fendlicos que
ao ser polarizado pela acao de um campo elétrico (tal como ocorre na
célula), origina compostos do tipo p-benzoquinonas (FADANELLI, 1981;
YOSHIDA, 1983). A corrente de pico gerada é atribuida a um processo
difusional, o qual é confirmado pela relacdo linear entre a corrente de pico
anddico (Ipa) e a raiz quadrada da velocidade de varredura do potencial
(Figura 5.17).
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Figura 5.17 Dependéncia da corrente de pico anddico com a raiz

quadrada da velocidade de varredura do potencial.

Segundo Vertillion e Pearl (1964), se 0 processo ocorrer em meio
suficientemente acido, um composto fendlico como o eugenol devera estar
completamente ndo ionizado e entdo ocorre o ataque eletrofilico no nucleo
aromatico da molécula com a remocao irreversivel de dois elétrons,
resultando no ion eugenoxo6nio. Uma vez que esse ion se aproxima da
superficie do eletrodo é preferencialmente polarizado, cuja densidade
eletronica posiciona-se nas posicoes orto e para da hidroxila fendlica
(Figura 5.18).

ELETRODO
A
Bk
++++++++++

+++++++++4

<

ion eugenoxdnio
Figura 5.18 Formacao do ion eugenox6nio na superficie do eletrodo de

trabalho.

++++++++++
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Vertillion e Pearl comentam ainda que se a investigacao ocorrer
em faixas de pH mais basicas, o composto fendlico estara totalmente
ionizado devido a remocdo do ion H* da hidroxila e o pico de oxidagdo
representa 0 momento em que ocorre a reagao no eletrodo com remogao

de um elétron do anion fendxido, o que resulta no radical livre fendxi.

No entanto, se o estudo for realizado em um meio basico onde
esteja presente ions Na®, como é o caso do tampdo BR que além do
NaClO4 da sua composicao teve o pH ajustado com adicao de NaOH, estes
ions reagirdo com a molécula de eugenol com formacdo do sal eugenolato
de sddio, o que reduz a concentracao de eugenol na solugao. Tal efeito é
observado na Figura 5.19 onde é mostrado a curva obtida com o estudo
da dependéncia da corrente de pico anddico do eugenol de concentracdo

conhecida em fungao do pH.

Os estudos revelaram que o eugenol origina um pico de oxidagao
bem definido em toda faixa de pH (1,8 a 8,8) e que os respectivos
potenciais redox demonstram ser também dependente do pH, uma vez
que deslocam a potenciais menos positivos com o aumento do mesmo.
Nota-se ainda que o valor de pH onde se obteve maior ganho de corrente
foi em 3,3, além de apresentar uma melhor definicdo do voltamograma
sendo este, portanto, o valor de pH escolhido para as demais
determinacgoes.

Caracteristicas como essas sdo comuns em curvas voltamétricas
de substancias organicas, onde tanto o potencial de pico como a altura e
sua largura dependem do pH (GAYLOR et al., 1953).
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Figura 5.19 Dependéncia da corrente de pico andédico de

5,8 x 10® mol L™ do eugenol em fungdo do pH na faixa de 2,3 a 8,8.

A quantidade de elétrons envolvida no processo redox do
eugenol foi estimada através do estudo da dependéncia do potencial
formal pelo pH (Figura 5.20), sendo que o potencial formal foi
determinado pela média dos potenciais de pico anddico e catddico (Ipa e
Ipc). O estudo revelou um coeficiente angular de -0,029 mV pH™, o qual é
praticamente a metade do valor esperado teoricamente para uma meia
reacdo eletroquimica (-0,059 mV pH') com envolvimento uma razio
unitaria entre prétons e elétrons (SOUSA et al., 2006). Dessa forma,
pode-se considerar que na reagao do eugenol na superficie do eletrodo

ocorra uma razao fracionada de um proton para dois elétrons.
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Figura 5.20 Dependéncia do potencial formal de 5,8 x 10°® mol L* do

eugenol em fungao do pH na faixa de 2,3 a 8,8.

5.6 Quantificacdao do eugenol no dleo essencial
5.6.1 Determinacao por UV

A Figura 5.21 mostra a dependéncia da absorbancia do éleo em
funcdao da concentracao do eugenol, o qual foi utilizado para a sua
quantificacao. Os espectros de absorcao observados, assim com a curva
de adicao padrao, foram obtidos por varias concentracdes de eugenol no
intervalo de 1,28 x 10 a 5,12 x 10 mol L'! em solugdo de etanol/dgua a
60%.

A determinacao quantitativa do eugenol por espectroscopia de
UV foi acompanhada pelo aumento da absorcao da banda do anel
aromatico (Amax=280nm), em funcdao do aumento da concentracdo do
eugenol no dleo. A curva analitica de adicdo padrao foi caracterizada pelo

coeficiente de correlacgao linear igual a 0,9986 e desvio padrao de 0,039.
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Figura 5.21 (A) Curva de adicao padrao da solucao estoque do padrao
sobre 20 uL de solucdao estoque da amostra do éleo essencial em solugdo
etanol/agua a 60%; (B) Espectros de absorcdo da mistura etanol/agua a
60% (1), da amostra (2) e das concentracdes do padrao de eugenol: (3)
1,28 x 10™*; (4) 2,56 x 10™%; (5) 3,85 x 10* e (6) 5,12 x 10™* mol L.

Através da curva de adicdao padrdo, levando em consideracgao a
pureza do padrao de eugenol (98%) e as relacdes de diluicdo, pode-se
determinar, por espectrometria de UV, o teor de eugenol em 78,15%
contido no éleo essencial dos frutos da Pimenta dioica Lindl coletado em
2006.

5.6.2 Determinacao por voltametria

Devido a baixa sensibilidade analitica apresentada pela
voltametria ciclica, optou-se por fazer uso da técnica de voltametria de
pulso diferencial para a determinacao do teor de eugenol no 6leo essencial
da Pimenta dioica Lindl tendo-se como base os parametros determinados

a partir da voltametria ciclica.

Os voltamogramas de pulso diferencial obtidos por adigoes

sucessivas de concentragcdes de eugenol sobre o 6leo sdo apresentados na
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Figura 5.22. Inicialmente leu-se a corrente de 100 L da solugao estoque
da amostra (1) no eletrdlito e no potencial de oxidacdo de 524 mV. Em
seguida foram adicionados volumes pré-determinados de solugao padrao
de eugenol que resultou nas concentracdes: 2,0 x 107 (2); 4,0 x 107 (3);
6,0 x 107 (4); 8,0 x 107 (5); 10,0 x 10 (6) e 12,0 x 107 (7). O tempo de
deposicao foi de 100 s, amplitude de pulso de 100 mV e velocidade de

varredura de 50 mV s,

0 T T T T v T v ] v L] v L) v
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
E (V) vs Ag/AgClI

Figura 5.22 Voltamogramas de pulso diferencial da amostra (1) e do
padrao de eugenol (2 a 7), obtidos em solugao 55% etanol/tampao BR
pH 3,3.

A concentracao de eugenol no 6leo essencial dos frutos da
Pimenta dioica Lindl foi calculada a partir da curva de adicao padrao
(Figura 5.23) para o pico anddico. O valor da corrente lida para o 6leo foi
de 1,978 x 10°, o que resultou numa concentracdo inicial de eugenol na
célula de 4,273 x 10 mol L'! que ao ser levado em consideracdo a pureza
do padrao utilizado (98%) e as devidas correlacdes de diluicao, chegou-se

a um teor de 74,63% de eugenol presente no 6leo essencial.
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Figura 5.23 Curva da adicao padrao obtida a partir do voltamograma de
pulso diferencial da amostra e do padrao de eugenol em solugao 55%

etanol/tampao BR pH 3,3.

A partir dos resultados obtidos pelas técnicas
espectrofotométricas e voltametria de diferencial de pulso, bem como os
valores encontrados nos métodos de adicdo padrdao e o fornecido na
cromatografia pelo método da integracao de pico, foi possivel comparar e
avaliar a utilizacdo dessas técnicas aplicadas as determinacdes
qualitativas e quantitativas do eugenol no 6leo essencial da Pimenta dioica
Lindl (Tabela 5.5).
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Tabela 5.5. Comparacdo entre as técnicas analiticas de cromatografia,
espectroscopia e voltametria de pulso diferencial para determinacao

guantitativa do eugenol no d6leo essencial da Pimenta dioica Lindl.

Técnica Método Amostra| Teor de Fator de
analitica adotado eugenol |correlagao
(%)
Curva
Espectroscopia UV de adigédo Fruto 78,15 0,9985
padrao
Curva
Voltametria de
] . de adicdo Fruto 74,63 0,9991
pulso diferencial
padrao
Cromatografia .
Normalizagao Fruto 76,98 -

gasosa

A Tabela 5.5 apresenta os valores de eugenol no 6leo essencial
extraido dos frutos da Pimenta dioica Lindl variando de 74,63 a 78,15%. A
comparacgao dos resultados obtidos por espectrofotometria e voltametria
de pulso diferencial (VPD) que embora tenha resultado numa variacao de
3,52%, esta é considerada aceitavel para técnica analitica (CAULCUTT e
BODDY, 1983), o qual pode estar associado aos desvios da metodologia
ou, no caso da VPD, em perdas nas transferéncias de volumes e limpeza
dos eletrodos envolvidos na analise. Tais resultados ndo se encontram tao
aguém quando comparados com o obtido pela cromatografia, o que
credencia o emprego de uma dessas técnicas na industria de dleos

essenciais que contenham eugenol como componente majoritario.
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5.7 Susceptibilidade microbiana

A atividade antibacteriana do 6leo essencial dos frutos da
Pimenta dioica Lindl pelo método da difusdo em disco em relacdao as
bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa e Serratia odorifera, estao apresentadas na
Tabela 5.6. Para efeito de comparagao, foram realizados ainda testes de

susceptibilidade de tais bactérias aos padroes de eugenol e metileugenol.

Tabela 5.6 Sensibilidade das bactérias Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia odorifera ao
6leo essencial dos frutos da Pimenta dioica Lindl e aos padrdes de eugenol

e metileugenol, utilizando-se o método de difusdo em disco

BACTERIA*
Composto | Escherichia | Staphylococcus| Proteus | Pseudomona | Serratia
coli aureus mirabilis | s aeruginosa |odorifera
Oleo 21 21 20 16 13
essencial
Padrao de 19 15 15 16 11
eugenol
Padrao de 0 0 0 0 0
metileugenol

“halo medido em milimetro

O estudo mostrou que todas as bactérias testadas apresentaram
susceptibilidade ao 6leo essencial e ao padrao de eugenol, enquanto que o

padrao de metileugenol teve efeito nulo.

O resultado positivo tanto do 6leo como do padrao de eugenol
corroboram com os estudos realizados por Novacosk e Torres (2006)

quando verificaram que de cinco Oleos essenciais extraidas de plantas
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medicinais, os que apresentaram maior atividade antimicrobiana eram
aqueles que possuiam elevados teores de alcoois, fendis e aldeidos, bem
como com aqueles obtidos por Asolini et al. (2006) que observaram
atividade antimicrobiana de todos os compostos fendlicos extraidos de dez

plantas usadas como chas.

O desempenho negativo do metileugenol frente as bactérias
testadas - embora seja estruturalmente semelhante a molécula do
eugenol - é atribuido ao fato de ndo ser um fenol, pois apresenta o radical

metil no lugar do hidrogénio desse grupo.

Comparando-se os resultados da Tabela 5.6, observa-se que os
halos do dleo essencial sdo maiores que os halos do padrao de eugenol
(com excegao do obtido no teste com a Pseudomonas aeruginosa que
foram iguais, Figura 3.24), porém préximos, indicando ser o seu

componente majoritario o principal responsavel pelo efeito do dleo.

Os dados mostraram que o 6leo teve uma variacdo do diametro
dos halos de inibicao de 13 a 21 mm e que o menor halo de inibicao
(11 mm) foi apresentado pelo padrao de eugenol para a cepa de Serratia

odorifera.

Segundo Alzoreky e Nakahara (2003), halos com valores
menores que 12 mm nao sao indicativos de atividade antibacteriana. No
entanto, com relacdo a diferentes Oleos essenciais que apresentam o
eugenol como componente majoritario, € quase um consenso entre os
autores classificar sua eficiéncia como agente antibacteriano quando
apresentar um halo com diametro minimo entre 8 e 10 mm para testes
feitos pelo método da difusdao em disco (CIMANGA et al., 2002; FARAGO
et al., 2004; MOREIRA et al., 2005). Por outro lado, como a zona de
inibicdo de crescimento no teste de difusdao é bastante influenciada pela
velocidade de difusao das substancias no agar, o qual apresenta natureza
hidréfila, e sendo o 6leo essencial viscoso e de baixa polaridade, o que

dificultaria a sua difusdao nesse meio, entao qualquer valor do halo obtido,
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por menor que seja, da suporte para classificar tal 6leo como um agente
de atividade antibacteriana (FONSECA et al., 2006; GLISIC et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
Oleo Eugenol

Figura 5.24 Atividade antibacteriana do dleo essencial (A) e do padrdo de

eugenol (B) contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa.

O estudo da atividade antibacteriana do padrao de eugenol
frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus resultou em
halo de inibicao superior ao encontrado por Dorman e Deans (2000) para
as mesmas bacterias, as quais foram de 13,3 e 11,5 mm, e préximo ao
encontrado pelos mesmos autores para a Pseudomonas aeruginosa, sendo

esta 15,5 mm.

Oussalah e colaboradores (2007) ao estudarem a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de vinte e oito espécies, inclusive da
Pimenta dioica Lindl, frente a Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus, verificaram que todas
apresentaram susceptibilidade ao 6leo essencial da Pimenta dioica Lindl.
Resultado semelhante foi encontrado no presente estudo para as bactérias
Eschirichia coli e Staphylococcus aureus. Os dados apresentados na

Tabela 5.6 mostram que as bactérias citadas foram as mais susceptiveis
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ao Oleo, apresentando para ambas um halo de inibicdo de 21 mm
(Figura 5.25).

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Oleo Oleo

Figura 5.25 Atividade antibacteriana do éleo essencial contra as bactérias

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Corroborando com esses resultados, os estudos realizados por
Nascimento et al. (2007) com o dleo essencial da Pimenta dioica Lindl,
entre outros, frente as bactérias Escherichia coli, Sataphylococcus
coagulase positivo, Salmonella spp e Vibrio parahaemolyticus isoladas do
molusco sururu (Mytella falcata), mostraram que esse o6leo foi o que
apresentou melhor resultado para a Escherichia coli (halo de inibigao com
23 mm), quando utilizando o método de difusao de disco, e o segundo
melhor resultado (halo de inibicdo com 14 mm) para o método de difusao

radial em duas camadas de agar perfurada.

Romero et al. (2005) pesquisaram a atividade antimicrobiana de
23 extratos de plantas aromaticas utilizadas no sul do Texas como ervas
medicinais, entre elas a pimenta da jamaica, contra as bactérias
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeroginosa.

Seus resultados mostraram que o extrato da Pimenta dioica Lindl inibiu o
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crescimento da bactéria Staphylococcus aureus, porém ndao demonstrou
eficacia frente as bactérias gram-negativas. Nossos estudos mostraram
que o Oleo essencial da Pimenta dioica Lindl, em comparacao aos
resultados citados, apresentou maior eficacia frente a bactéria
Staphylococcus aureus, bem como atividade antibacteriana contra a
Escherichia coli e a Pseudomonas aeruginosa, ambas gram-negativas,

cujo halo de inibicdo para esta ultima foi de 16 mm.

O d6leo essencial da Pimenta dioica Lindl apresentou ainda
atividade antimicrobiana contra as bactérias gram-negativas Proteus
mirabilis e Serratia odorifera (Figura 5.26), onde resultou num halo de
inibicdo de 20 e 13 mm, respectivamente, sendo que estes foram

superiores aos halos obtidos como o padrao de eugenol (Tabela 5.6)

Proteus mirabilis Serratia odorifera
Oleo Oleo

Figura 5.26 Atividade antibacteriana do éleo essencial contra as bactérias

Proteus mirabilis e Serratia odorifera.

Para Cimanga e colaboradores (2002), dleos essenciais que
resultem em halos de inibicao de crescimento abaixo de 10 mm, sao
classificados como inativos, ativos se resultarem em halos entre 10 e 15

mm e muito ativo para valores acima de 15 mm. Dessa forma, pode-se
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observar que o O6leo essencial dos frutos da Pimenta dioica Lindl
apresentou atividade antibacteriana de excelente nivel para quatro das
cinco bactérias testadas (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus
mirabilis e Pseudomonas aeruginosa), para os quais o halo de inibicao foi
acima de 15 mm. Para a bactéria Serratia odorifera o 6leo apresentou um
halo de 13 mm, sendo, portanto, classificado como moderadamente ativo.
Os resultados mostram que todas as bactérias testadas foram mais
sensiveis ao Oleo essencial que a seu componente majoritario, com
excecao da Pseudomonas aeruginosa, onde o eugenol apresentou o

mesmo desempenho do dleo.

Ainda ndo se sabe ao certo qual o mecanismo de acao dos 6leos
essenciais frente as bactérias. Algumas pesquisas, no entanto, apontam
como sendo a membrana celular o primeiro ponto de ataque dos dleos
essenciais e isso se deve as suas caracteristicas fisicas intrinsecas:

apresentam componentes lipdfilos e volateis (STAMMATI et al., 1999).

Para Burt (2004), essa acdo conjunta dos componentes do éleo,
denominado sinergismo, é que o torna eficaz como agente antibacteriano.
Tal efeito justifica a maior atividade do dleo essencial frente as bactérias
testadas do que o seu componente majoritario e esse ganho de eficiéncia
sao atribuidos aos demais componentes do 6leo. O B-pineno, segundo
maior componente do 6leo essencial dos frutos da Pimenta dioica Lindl
com 6,52%, demonstrou apresentar atividade inibitéria contra o
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
pyogenes (LEITE et al., 2007). O limoneno (4,09%), quarto maior
componente do Oleo essencial, também apresentou atividade
antimicrobiana frente ao Staphylococcus aureus, bem como aos
microrganismos Eschirichia coli e Candida albicans (SCHUCK et al., 2001).
Dorman e Deans (2000) testaram a atividade antibacteriana do a-pineno
e do linalol e concluiram que ambos apresentaram eficacia frente as
bactérias Eschirichia coli e Staphylococcus aureus. Tais substancias estao
também presentes no 6leo essencial dos frutos da Pimenta dioica Lindl

com 0,28 e 0,64%, respectivamente.
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A Tabela 5.7 apresenta a sensibilidade da Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e
Serratia odorifera frente a antibacterianos tradicionalmente utilizados, os
quais foram selecionados com base na literatura (CLSI, 2008b) e que

serviram apenas como padrdes de comparagao.

Tabela 5.7 Sensibilidade das bactérias Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Serratia odorifera

frente a alguns antibidticos

BACTERIA*

Antibiético | Escherichia | Staphylococcus | Proteus | Pseudomona | Serratia

coli aureus mirabilis| saeruginosa | odorifera
Ampicilina 16 nt 0 nt 15
Cefoxitina 23 nt 0 nt 16
Cloranfenicol 22 nt 21 13 21
Eritromicina nt 20 nt nt nt
Gentamicina nt 19 nt 15 nt
Penicilina nt 40 nt nt nt
Sulfazotrim nt nt nt 12 nt
Tetraciclina 16 nt 14 12 8
Vancomicina nt 16 nt nt nt

* halo medido em milimetro; nt, ndo foi testado.

A bactéria Staphylococcus aureus foi a que se mostrou ser mais
facilmente eliminada, sendo sensivel a trés dos antibioticos testados

(vancomicina, gentamicina e penicilina) e moderadamente sensivel para a
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eritromicina (Apéndice B). Com um halo de inibicado de 21 mm, o dleo
essencial apresentou um desempenho melhor que o obtido por trés desses
antibidticos, ficando atras apenas da penicilina que resultou num halo de

40 mm.

Ja Proteus mirabilis apresentou resisténcia aos antibidticos
ampicilina, cefoxitina e tetraciclina, porém sensivel a clorafenicol
(Apéndice B), sendo que resultou em halo nulo frente aos dois primeiros.
Comparando-se ao 6leo essencial (halo igual a 20 mm), este apresentou
um desempenho superior a trés dos antibidticos e resposta proxima ao

obtido pelo cloranfenicol.

A Eschirichia coli foi sensivel aos antibidticos cefoxitina e
cloranfenicol e moderadamente sensivel a ampicilina e tetraciclina
(Apéndice B), os quais apresentaram halo de inibicdo variando de 16 a
23 mm. O resultado obtido com o 6leo essencial para essa mesma
bactéria foi superior ao atingido pela ampicilina e tetraciclina, ficando

muito préoximo do resultado obtido pelos demais antibidticos.

Tanto a bactéria Pseudomonas aeruginosa como a Serratia
odorifera tiveram um comportamento semelhante frente aos respectivos
antibioticos testados. A primeira foi sensivel a gentamicina,
moderadamente sensivel ao clorafenicol e sulfazotrim, sendo resistente a
tetraciclina. A Serratia odorifera mostrou também resisténcia a
tetraciclina, porém sensivel ao clorafenicol e moderadamente sensivel a
ampicilina e cefoxitina. Comparando-se estes resultados com os obtidos
pelo O0leo as mesmas bactérias, nota-se que aquele originado frente a
Pseudomonas aeruginosa (halo igual a 16 mm) foi superior aos obtidos
pelos antibidticos correspondentes. No entanto, a susceptibilidade da
Serratia odorifera ao 6leo essencial resultou num halo de inibicao de
13 mm, cujo valor s6 foi maior que o obtido no teste para esta bactéria
com a tetraciclina, porém proximo ao resultado do teste com a ampicilina

e cefoxitina.
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Tais resultados sao compativeis aos encontrados por Gongalves e
colaboradores (2008), os quais avaliaram a susceptibilidade das bactérias
Escherichia coli e Estaphylococcus aureus, isoladas de crustaceos, frente a
alguns antibidticos. Os autores verificaram que a Escherichia coli se
mostrou sensivel a vancomicina, porém nao apresentou susceptibilidade
ao antibidtico tetraciclina. Observaram ainda que Estaphylococcus aureus

foi sensivel a vancomicina, bem como a cefoxitina e clorafenicol,

Resultado semelhante foi obtido por Nascimento et al. (2007)
guando avaliaram a susceptibilidade dessas bactérias (Escherichia coli e
Estaphylococcus aureus), oriundas de moluscos, aos antibidticos
clorafenicol, tetraciclina, cefoxitina, vancomicina, eritromicina e
ampicilina. Seus resultados divergem com 0 nosso apenas no obtido com
a tetraciclina, onde constataram que a bactéria Escherichia coli se

mostrou resistente a esse antibiotico.

Os resultados do presente trabalho sdao também compativeis com
aqueles obtidos por Fernandez-Delgado e colaboradores (2007). Os
autores testaram 12 antimicrobianos comerciais frente a bactéria Proteus
mirabilis isolada de ostras da costa Venezuelana e verificaram que a
mesma apresentou resisténcia a maioria dos antibidticos testados, entre
eles a ampicilina, cefoxitina e tetraciclina. Kolar et al. (2005) testaram a
susceptibilidade da bactéria Proteus mirabilis oriunda de aves frente a 18

antibidticos e também observaram a sua resisténcia a tetraciclina.

Resultados também concordantes foram relatados por Gongalves
et al. (2005). Os autores avaliaram a atividade antimicrobiana de fonte
natural frente a 10 bactérias patogénicas e verificaram que Proteus
mirabilis também foi resistente a ampicilina e tetraciclina. A pesquisa
revelou também que a Escherichia coli foi sensivel a gentamicina, porém
resistente a ampicilina. Concluiram ainda que Staphylococcus aureus foi
sensivel a vancomicina e que a Pseudomonas aeruginosa foi sensivel a
gentamicina, no entanto se mostrou resistente a clorafenicol e

sulfazotrim.
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Corroborando também com nossos resultados, cita-se o estudo
realizado por Stock e colaboradores (2003). Estes autores testaram a
susceptibilidade antimicrobiana de cepas da espécie Serratia, entre elas a
Serratia odorifera, com varios antibidticos e constataram que tanto essa
espécie como a Serratia foram as menos sensiveis a tetracicling,
estreptomicina e espectinomicina, resultando em resisténcia natural a

tetraciclina e cloranfenicol para todas as estirpes.

A resisténcia da Pseudomonas aeruginosa a tetraciclina é
atribuida ao fato desse antibidtico ser bacteriostatico (somente inibe o
crescimento) e a sua capacidade de se agrupar formando col6nias unidas
por uma matriz de exopolissacarideo que resulta numa espécie de
blindagem. Além disso, sdo capazes ainda de produzir p-lactamase (PICAO
e GALES, 2007).

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

Entretanto, outras pesquisas sao necessarias para obtencdo de
mais informacgdes sobre a aplicacdao dos dleos essenciais como agentes
antibacterianos em alimentos e na medicina. Espera-se que o presente
trabalho dé suporte a aplicacdo do oleo essencial dos frutos da espécie
vegetal Pimenta dioica Lindl como agente antibacteriano no controle dos
microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis,

Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas aeruginosa.
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6 CONCLUSAO

1. O estudo de extracao do dleo essencial permitiu determinar a melhor
relacdo entre biomassa e quantidade de agua que propiciasse um
maior rendimento em funcdo do tempo, o que possibilitou um
rendimento de 2,16% (m/m). Tal rendimento foi considerado elevado
quando comparado com o rendimento na extracao de outros oleos

essenciais, inclusive o da Pimenta dioica Lindl;

2. Os estudos das propriedades fisico-quimicas do 6éleo essencial
apresentaram valores semelhantes aos valores obtidos pela literatura,
confirmando que os mesmos podem ser utilizados na sua identificacao

e no controle de qualidade;

3. Por meio das técnicas espectroscépicas no UV e IV, bem como por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono 13, foi
possivel identificar o eugenol como constituinte do éleo essencial dos
frutos da Pimenta dioica Lindl, o qual foi confirmado por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

4. A caracterizagao por CG-EM possibilitou ainda a identificagcao e
quantificacdo de dezesseis outros componentes do dleo, sendo que o
eugenol é o componente majoritdrio com 76,98%, calculado pelo

método de normalizagao;

5. Pela técnica espectroscépica de UV foi possivel a quantificacdo do
eugenol no 6leo essencial pelo método da adicdo padrdo, o qual

apresentou um teor de 78,15%;

6. O presente estudo também demonstrou a potencialidade da utilizacao
das técnicas eletroanaliticas de voltametria ciclica e da voltametria de
pulso diferencial na caracterizacao eletroquimica do eugenol com

emprego de eletrodo de carbono vitreo, bem como a viabilidade da
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aplicacdo na determinacdo quantitativa de compostos fendlicos, como

o eugenol, cujo teor determinado foi de 74,63%.

A partir dos resultados obtidos para a caracterizacao e quantificagao
do eugenol no éleo essencial da Pimenta dioica Lindl pelas técnicas de
voltametria ciclica e de pulso diferencial, novas metodologias poderao
ser desenvolvidas a outros tipos de dleos essenciais, levando-se em

consideracao as caracteristicas inerentes do analito de interesse.

Através do método de difusao em disco verificou-se que, a excegao
da Pseudomonas aeruginosa, todas as bactérias testadas foram mais
sensiveis ao 6leo essencial dos frutos da espécie Pimenta dioica Lindl
do que ao seu componente majoritario, o eugenol. Isso se deve a
contribuicdo sinérgica dos demais componentes presentes no 06leo,

como 0O B-pineno e o limoneno;

Os resultados mostraram ainda que o 6leo essencial apresentou, no
geral, uma atividade antibacteriana melhor do que o antibidtico

especifico a respectiva bactéria testada.
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Apéndice A. Certificacdo da espécie Pimenta didica Lindl emitido pelo

IB D NS | 1 | ; UJ | '@ ) SELO DE QUALIDADE
BIOIDINAMICO %y,
Rua Prudente de Morais, 530 - Cep 18602-060 - Botucatu - SP INSTITUTO
Fone / Fax: + 55 (0) 14 3882 5066 Llppramee
ibd@ibd.com.br - www.ibd.com.br Mares patiproduinni
Agricultura Orginica

YEAR CERTIFICATE
INTERNATIONAL MARKET

CONFIRMACAO DE CERTIFICACAO PARA ORGANICO
CERTIFICATION CONFIRMATION FOR ORGANIC

Production certified to IBD standards in compliance with EC 2092/91 Regulation and IFOAM Standards.

IBD standards also cover Social and Environmental Criteria such as: Child Labor, Medical Care, Personnel Development
Programs and the Preservation / Recuperation of native areas.

CERTIFICATE NUMBER: CA0212/05

VALIDITY: AUGUST 24, 2005 TO AUGUST 24, 2006.

CERTIFIED SINCE: JANUARY /2000

CESSIONARIO - CESSIONARY COOPERATIVA AGRICOLA MISTA DO PROJETO ONCA LTDA.
TAPEROA / BA BRAZIL

COD. PROJETO: BA 034

PRODUTO - PRODUCT GUARANA / GUARANA, SERINGUEIRA / RUBBER TREE , PIACAVA /

PIASABA, DENDBE / AFRICAN PALM, URUCUM / URUCUM , CRAVO /
CLOVES, PIMENTA JAMAICA / ALLSPICE PEPPER , PIMENTA REINO /
BLACK PEPPER, CACAU / COCOA, CASTANHA CAJU / CASHEW NUT,
COCO / COCONUT, JENIPAPO / GENIPAP.

Todos os prod siio produzidos sem o uso de organi g i te modificados e/ou quaisquer produtos derivados de tais
organismos. O produto niio é oriundo de Agricultura Biodindmica e niio pode ser comercializado como produto Biodinamico ou
Demeter.

All products are produced without the use of genetically modified organisms and / or any products derived from such organism.
This product is not of Biodynamic Agriculture and may not be traded as such nor as Demeter

Para vendas no meércado interno ou de exportaciio este certificado somente ter# validade acompanhado _do Certificado de
Transacip T/C.

For sales in the national market or for export products the certificate will only be valid when the Transaction Certificate T/C is
issued.

BOTUCATU AUGUST 24, 2005

Qua Prudents de Morses, 530 CEP 120
#onelf x+85{0) 14 3882 5086 - Botucotu/or
COMm Dr  www D3, com B

IDAERIDS
USDA D
o = (&)
ACCREDITED b 74 DAP-ZE-3.300.00
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Apéndice B. Adaptacdo dos parametros da CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE (CLSI) para os antibioticos testados.

Antibiético| Cédigo |concentragao Zona de inibigao, mm
Hg/L R MS s

Ampicilina AMP 10 <13 14-16 >17
Cefoxitina CFO 30 <14 15-17 > 18
Cloranfenicol CLO 30 <12 13-17 > 18
Eritromicina ERI 15 <13 14-22 > 23
Gentamicina GEN 10 <12 13-14 > 15
Penicilina PEN 10 <28 - > 29
Sulfazotrim SUT 25 <10 11-15 > 16
Tetraciclina TET 30 <14 15-18 >19
Vancomicina VAN 30 <9 10-11 >12

S = sensivel, MS = moderadamente sensivel, R = resistente (CLSI, 2008b)
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