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Titulo: Estudo da composicdo quimica e atividade bioldgica do dleo
essencial de Ruta graveolens Linneau (Rutaceae)

Autor: José Fabio Franca Orlanda

Orientadores: Profa. Dra. Adenilde Nascimento Ribeiro

Prof. Dr. Antonio Gouveia de Souza

RESUMO

A arruda (Ruta graveolens Linneau) € uma planta aromatica pertencente a
familia Rutaceae e popularmente empregada no tratamento de diversas
doencas sem a devida comprovacdo cientifica. O presente trabalho teve
como objetivo a identificacdo dos componentes quimicos presentes no
0leo essencial das partes aéreas da arruda e sua possivel aplicacdo em
atividade antimicrobiana, anticolinesterase, inseticida em graos
armazenados e larvas do mosquito Aedes aegypti. Os resultados
mostraram que o oleo essencial de arruda extraido por hidrodestilacao
forneceu um rendimento de 1,29%, com a presenca de sete componentes
identificados por CG-MS. Os compostos 2-nonanona e 2-undecanona
foram 0s componentes majoritdrios com 39,17 e 47,21%,
respectivamente. Na utilizacdo do método por difusdo em disco verificou-
se que todas as bactérias testadas foram sensiveis ao 6leo essencial, com
excecdo da Pseudomonas aeruginosa. O 6leo essencial demonstrou ser um
eficiente agente antifungico contra as leveduras do género Candida e
inativos para o0 crescimento de Saccharomyces  cerevisiae,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus Niger,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum. A atividade anticolinesterasica apresentou baixa
acao inibitoria. No controle de Acanthoscelides obtectus, o Oleo
apresentou 100% de mortalidade em adultos na concentracao de
25,0 uL/20g de feijao. A atividade larvicida frente as larvas do
Aedes aegypti apresentou atividade larval letal de 50%, na concentracao
de 61,64 pg mL! ao final de 24 horas de monitoramento.
Os resultados comprovaram que esta planta apresenta potencial de
aplicacdo em atividades bioldgicas promissoras.

Palavras-Chave: Oleo essencial. Ruta graveolens L. Atividade bioldgica
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Title: Study of chemical composition and biologic activity of
Ruta graveolens Linneau (Rutaceae)’s essential oil.

Author: José Fabio Franca Orlanda

Advisors: Profa. Dra. Adenilde Nascimento Ribeiro

Prof. Dr. Antonio Gouveia de Souza

ABSTRACT

The rue (Ruta graveolens Linneau) is an aromatic plant belonging to the
family Rutaceae and popularly used in the treatment of various diseases
without proper scientific evidence. This study aimed to identify the
chemical components present in the essential oil of aerial parts of rue and
its possible application in antimicrobial activity, anticholinesterase,
and stored grain insecticide in the Aedes aegypti larvae. The results
showed that the essential oil extracted by hydrodistillation of rue provided
a yield of 1.29%, with the presence of seven components identified by
GC-MS. The compounds 2-nonanona and 2-undecanone were the major
components with 39.17 and 47.21% respectively. When using the disk
diffusion method showed that all bacteria tested were sensitive to
essential oils, with the exception of Pseudomonas aeruginosa.
The essential oil was shown to be an effective antifungal agent against
Candida yeasts and inactive for the growth of Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes and
Trichophyton rubrum. The anticholinesterase activity showed low
inhibitory activity. In control of Acanthoscelides obtectus, the oil showed
100% mortality in adults in the concentration of 25,0 pL/20g bean.
The larvicidal activity against the larvae of Aedes aegypti larvae showed
lethal activity of 50% at a concentration of 61,64 mg mL* after 24 hours
of monitoring. The results showed that this plant has potential applications
in biological activities promising.

Key-words: Essential oil. Ruta graveolens L. Biologic Activity



CAPITULO 1

INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais como matéria-prima para a sintese
de compostos quimicos com atividade bioldgica tem sido amplamente
relatado ao longo dos anos. No Brasil, a biodiversidade é considerada uma
fonte de substancias biologicamente ativas, e sua preservagao e estudo é
fundamental, seja por sua enorme potencialidade na descoberta de novos
farmacos com acdo farmacoldgica, que ha muito vem despertando
interesse de pesquisadores da area farmacéutica (KORDALI et al., 2008).

A maioria dos farmacos em uso clinico ou sdo de origem natural
ou foram desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir de produtos
naturais (BARREIRO e BOLZANI, 2009). Em toda a parte da planta podem
ser encontrados principios ativos importantes, sintetizados pelo
metabolismo secundario das plantas que ddo origem a uma série de
substancias conhecidas e com diversas aplicagdes biotecnoldgicas.

Uma das classes mais importante é a dos 6leos essenciais, que
sao compostos volateis liberados por algumas plantas que tem como
funcdo a sinalizagcdo quimica para a comunicacao entre espécies,
protecdo contra microrganismos, herbivoros e condicdes ambientais
(FREIRE, 2008; NUNES et al 2006).

Os oOleos essenciais sdao uma rica fonte de metabdlitos
secundarios volateis, comumente associados a importantes atividades
bioldgicas. Entre as plantas produtoras de 6leo essencial, destaca-se a
representatividade da Familia Rutaceae, distribuida em 150 géneros e
conhecida por apresentar grande importancia medicinal e econémica.

Dentre o0s representantes desta familia, destaca-se a
Ruta graveolens Linnaeus, conhecida vulgarmente por arruda, é uma erva
aromatica utilizada no tratamento fitoterdpico da insonia, ansiedade,
dores de cabeca, nervosismo, célicas abdominais e problemas renais sem

a devida comprovacdo cientifica da sua eficiéncia e seguranca.



Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
bioatividade do dleo essencial das partes aéreas da arruda, visando
identificar os principais constituintes quimicos e atividades bioldgicas
através de ensaios antimicrobianos, anticolinesterasico, larvicida e

inseticida.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. As Plantas Medicinais

As praticas terapéuticas utilizando as plantas medicinais sempre
exerceram importante papel na busca de melhores condicdes de saude
pelo homem. De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS),
as plantas medicinais sao todas aquelas, silvestres ou cultivadas, que sao
utilizadas como recurso para prevenir, aliviar, curar e modificar um
processo fisioldgico normal ou patoldgico, e ainda como fonte de farmacos
e de seus precursores (SANTOS et al., 2011; DUTRA et al., 2009;
BRAGA, 2008).

A utilizacao de plantas com fins medicinais, para tratamento,
cura e prevencao de doencas, € uma das mais antigas formas de pratica
medicinal da humanidade. O conhecimento das propriedades curativas
destas plantas foi adquirido de forma totalmente empirica, e transmitido
através do tempo, como a unica forma de conhecimento disponivel sobre
as suas propriedades medicinais (SILVEIRA e OLEA, 2009;
SALVAGNINI et al., 2008)

As observacOes populares sobre o uso e a eficacia de plantas
medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdao das
atividades terapéuticas dos vegetais, prescritos com freqiéncia, pelos
efeitos medicinais que produzem, apesar de nao terem seus constituintes
guimicos conhecidos (SANTOS et al., 2008).

As plantas sdo produtoras de substancias quimicas que podem
ser Uteis no tratamento de uma grande variedade de doencas em homens
e animais (MCGAW e ELOFF, 2008). Os seus compostos ativos podem ser
originados de dois tipos de metabdlitos: primarios e secundarios.
Os metabdlitos primarios sao substancias amplamente distribuidas na
natureza, ocorrendo em praticamente todos o0s organismos e sao
originados as custas de energia. Nas plantas superiores estao

concentrados em sementes e oOrgdaos de armazenamento sendo



necessarios para o desenvolvimento fisioldgico, ja@ que possuem papel
importante no metabolismo celular basico.

Os metabdlitos secundarios sdao compostos derivados
biologicamente dos metabdlitos primarios, apresentam estrutura
complexa, baixo peso molecular e sao encontrados em concentracoes
relativamente  baixas em  determinados grupos de plantas.
Freqlentemente tém um papel ecoldégico, como: atrativos para
polinizadores representam adaptacdes quimicas a pressao ambiental ou
defensores quimicos contra microrganismos, insetos e predadores
superiores (RAVEN et al., 2007).

As atividades bioldgicas das plantas medicinais geralmente sdo
atribuidas aos seus metabdlitos secundarios, que na maioria das vezes,
possuem estrutura quimica complexa com muitos centros quirais, o que
determina os mais variados tipos de compostos bioativos com acao
farmacoldgica (AGRA et al., 2007).

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal,
encontram-se as plantas pertencentes a familia Rutaceae, que
apresentam espécies de importancia terapéutica, ecoldgica e econ6mica
(JANUARIO et al., 2009).

2.2. A Familia Rutaceae

A familia Rutaceae compreende cerca de 150 géneros e mais de
1600 espécies de portes variados, amplamente distribuidos pelas regides
tropicais e temperadas do globo, sendo mais abundante na
América Tropical, sul da Africa e Austrdlia (ALBARICI et al., 2010;
FERRONATO, 2010). No Brasil sdo descritas 33 géneros e
aproximadamente 192 espécies (PIRANI et al., 2010).

No sistema de Engler, as Rutaceae fazem parte da ordem
Rutales e incluem sete subfamilias, enquanto no rearranjo aqui utilizado e
proposto por Kubistzki, os géneros dessa familia se distribuem em cinco

subfamilias distintas, das quais a mais importante é a Rutoideae, onde se



encontram os géneros Ruta, Esenbeckia e Cusparia, que incluem espécies
medicinais (DI STASI et al., 2002).

Seus representantes mais comuns estdo entre os géneros Citrus,
Ruta, Zanthoxylum, tais como Citrus reticulata (tangerina),
Citrus aurantium (laranja), Citrus lemon (limao), Ruta graveolens
(arruda), Zanthoxylum rhoifolium (mamica-de-cadela)
(SOUZA e LORENZI, 2005).

Esta familia € conhecida por apresentar uma grande diversidade
de metabolitos secundarios. Os membros sao fortemente aromaticos
devido a presenca de 6leos essenciais e possuem importancia consideravel
como fonte de frutas citricas e ornamentais (DE LA CRUZ, 2008;
PERVEEN e QAISER, 2005).

Os Oleos essenciais estdo presentes em pontos translicidos
(glandulas) em diversas partes da planta, formados por minusculos
reservatdérios de esséncias aromaticas, muitas vezes com odor
caracteristico para a espécie, o que tem atraido a atencdo de varios
grupos de pesquisadores devido a importancia quimica e bioldgica de
muitos destes metabdlitos (COSTA et al., 2010).

2.3. Ruta graveolens Linnaeus (Arruda)

A arruda (Ruta graveolens Linneau), também conhecida como
arruda-fedorenta, ruta-de-cheiro-forte, arruda-domeéstica e
arruda-dos-jardins € uma espécie perene originaria da Europa meridional
pertencente a familia Rutaceae (LORENZI e MATOS, 2002), largamente
utilizada como recurso medicinal pela populagdao local em todo o Brasil
(AL-QURAINY et al., 2011; SOUZA et al., 2007).

Ruta graveolens Linneau € um arbusto perenifélio de existéncia
longa que se renova a cada ano, com varios talos de 60 cm,
muito ramificados e finos. As folhas de 12 a 15 mm de comprimento sao
alternas com peciolos compridos e muito divididos. Os foliolos sao

oblongos e os terminais trasovados. As folhas superiores sao pinadas,



de contorno triangular, obtusocrenadas, subcoriaceas, de cor azul
esverdeado. As flores s3ao amarelas, em corimbos terminais,
sobre pedunculos subdivididos. Apresenta ovario supero com muitos
ovulos, fruto do tipo capsular com quatro a cinco lobos, arredondados.
Os frutos tém a forma de capsulas arredondadas e as sementes sao
pardas e rugosas (MEJRI et al., 2010).

Todas as partes da planta estdao repletas de pontos
transparentes e, as folhas, cobertas por pequenas glandulas que contém
6leo com peculiar odor balsamico, de forte cheiro fétido e ativo, devido ao

6leo essencial que encerra de sabor amargo e muito espesso (Figura 1).

Figura 1. Ruta graveolens Linnaeus (arruda)
Fonte: VIEIRA (2008) e CORREA JR et al (2006)

Na medicina popular, a Ruta graveolens Linneau é tida como
uma planta magica, utilizada pelo homem desde muito tempo em rituais
de protecao, principalmente em criancas contra o mal olhado, desordens

menstruais, inflamacdes na pele, cdimbras, dor de ouvido e dente.



Ensaios farmacoldgicos comprovaram seu efeito como
antihelmintica, febrifuga, @ emenagoga, abortiva, antiparasitaria,
espasmolitica, fotosensiblilizante, cicatrizante, antiinflamatoria,
antireumatica e  antiulcerogénica, antihelmintica e sudorifera
(YAMASHITA et al., 2009).

De acordo MEJRI et al. (2010), a arruda também é indicada para
a normalizacao do ciclo menstrual, repelente, vermicida, tratamento da
leximaniose, vermes como o oxiuros, combate de piolhos e outros
parasitas.

A composicao quimica da arruda pode variar de acordo com a
variedade genética e fatores ambientais. Segundo OLIVEIRA (2011),
sao encontrados principios amargos, resinas, gomas, taninos, rutina,
psoraleno, quercetina, alcaldides, acidos orgéanicos, alantoina, saponinas

triterpénicas e mucilagem (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica dos principais constituintes quimicos
presentes nas folhas de arruda: (a) quercetina, (b) rutina, (c) psoraleno e

(d) alantoina.

A presenca de rutina na composicao quimica facilita a absorcao

da vitamina C pelo organismo, promove a inibicao da aldose-redutase,
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combate a fragilidade dos capilares, anticatarata, antidermatitico,
antidiabético, antiedémico, antieritémico, antihematurico, antihistaminico,
antiinflamatorio, antioxidante, antitrombogénico, antitumor, antiviral,
prevencao do cancer, protetor capilar, hipotensor, larvistatico, pesticida,
espasmolitico e vasopressor. A rutina também apresenta atividade
antbacteriana e alelopatica (SANTOS et al., 2009).

A quercetina s3o atribuidas as propriedades analgésica, antiHIV,
antialérgica, bactericida, antidiabética, carminativa, antigastrica,
hepatoprotera, antihistaminica, antiinflamatoria, antioxidante,
antiespasmaddica, antitumoral, antiviral e larvistatico. O psoraleno é
empregado em casos de vitiligo e psoriase (DONG et al., 2003;
KAMINSKI et al., 2003).

A alantoina é responsavel pelo efeito cicatrizante e possui acao
anti-irritante auxiliando o sistema de defesa da pele no processo de
proliferacdo de novas células. Apresenta acao hidratante e queratolitica,
sendo por esta razdo usada no tratamento da psoriase, ictiose e
hiperqueratoses (BATISTUZZO et al., 2000). A presenca de mucilagem
contribui para o efeito emoliente e restaurar a oleosidade perdida devido
ao ressecamento da pele (CANDIDA, 2003).

O uso interno desta planta é desaconselhado, pois, em grande
guantidade, a arruda pode causar hiperemia (abundancia de sangue) dos
orgaos respiratérios, vOmitos, sonoléncia e convulsdes. O efeito
considerado anticoncepcional na verdade €& abortivo, pois provém da
inibicdo da implantacdo do évulo no Utero, sendo que a ingestdao da
infusdo preparada com a arruda para esta finalidade é muito perigosa e
pode provocar fortes hemorragias (MARTINS et al., 2005).

A arruda é, ainda, muito usada para aliviar dores de cabeca.
Segundo os especialistas, isso pode ser explicado ao dleo essencial que
contém undecanona, metilnonilcetona e metilheptilcetona, todas essas
substancias possuem propriedades calmantes, que ao serem aspiradas,
aliviam as dores e diminuem a ansiedade (OLIVEIRA, 2011;
MEJRI et al., 2010).
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2.4. Oleos Essenciais e sua Importancia

Os oOleos essenciais sdao produtos obtidos tradicionalmente de
parte de plantas através de destilacdo por arraste com vapor d’agua,
também conhecida por hidrodestilacdo. Sdo misturas complexas de
substancias volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas.
Também sdo chamados de dleos etéreos ou  esséncias
(GIORDANI et al., 2008). Essas denominagcdoes derivam de algumas de
suas caracteristicas fisico-quimicas, como, por exemplo, a de serem
geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente.

Quimicamente sao compostos de hidrocarbonetos terpénicos,
alcodis simples e terpenos, aldeidos, cetonas, fenodis, ésteres, Oxidos,
peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos
contendo enxofre em diferentes concentracdes (SIMOES et al., 2007).

Sdo armazenados em estruturas especializadas como células
parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae e Poaceae),
bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae e Rutaceae),
canais oleiferos (Apiaceae), células epidérmicas ou tricomas glandulares
(Lamiaceae) ndo se distribuindo de maneira homogénea na planta.
Podem estar concentrados em érgaos anatomicos especificos, como folhas
(eucalipto), ramos (alecrim), raizes (vetiver), rizomas (gengibre),
flores (rosa), frutos (anis-estrelado), sementes (nhoz-moscada),
madeira (pau-rosa) e casca do caule (canela). O teor varia de acordo com
a idade, época do ano, solo ou clima onde a planta vive e podem ser
encontrados com maior facilidade nas partes verdes, devido as rotas
metabdlicas da fotossintese (BAKKALI et al., 2008).

Dessa forma, estdo amplamente distribuidos no reino vegetal,
especialmente nas familias Asteraceae, Laminaceae, Lauraceae,
Myrtaceae, Apiaceae e Rutaceae (FLORAO, 2006). S3o raramente
encontrados em gimnospermas, com excecao das coniferas,

Pinus densiflora e Pinus koraiensis (HONG et al., 2004).
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Nas angiospermas, ocorrem em menor freqliéncia em
monocotiledéneas, podendo citar as familias Poaceae e Zingiberaceae,
como em Cymbopogon winterianus, popularmente conhecida como
citronela (DUARTE et al., 2007), e Zingiber officinale, o gengibre
(SCHNITZLER et al., 2007), respectivamente.

Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais podem ser
divididos em duas séries, conforme sua origem biossintética: a aromatica,
constituida pelos fenilpropanodides e a série terpénica. Os fenilpropandides
sao constituidos por compostos com uma cadeia lateral de trés atomos de
carbono derivados de aminoacidos aromaticos, oriundos da via do acido
chiquimico. Nesta via, a partir do acido chiquimico, é produzido o
aminoacido fenilalanina que, por acdo da enzima fenilalanina amonialiase
(PAL) forma o &cido cindmico e &cido p-cumdarico (FLORAO, 2006).
A reducdo da cadeia lateral destes acidos leva a formacgao de alilbenzenos
e propenilbenzenos, esqueletos carbbnicos dos fenilpropandides
(Figura 3).
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Figura 3. Formacgao dos compostos fenilpropanoidicos

(FLORAO, 2006).
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Os compostos do grupo dos terpendides sao sintetizados pela
condensacao de unidades pentacarbonadas, o difosfato de isopentenila
(IPP) e seu isdmero difosfato de dimetilalila (DMAPP).

A formacao do IPP pode ocorrer por duas rotas biossintéticas
(Figura 4): a via classica ou via do mevalonato (MVA), responsavel pela
formacao dos sesquiterpenos e triterpenos, que ocorre preferencialmente
no citosol e cujos precursores sao piruvato e acetilcoenzima A;
e a via alternativa ou via do metileritritol fosfato (MEP), que origina os
monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos, ocorre preferencialmente nos
plastideos e tem como precursores piruvato e gliceraldeido-3-fosfato
(AHARONI et al., 2006).
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Figura 4. Biossintese de compostos terpénicos: via classica (MVA) e
via alternativa (MEP) (OWEN e PENUELAS, 2005).
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Por muitos anos acreditou-se que todos o0s organismos
sintetizavam IPP apenas pela via do MVA, entretanto, ha pouco mais de
uma década, pesquisas evidenciaram, em bactérias e células vegetais, a
existéncia da via do MEP (RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006).
Apds a sintese do IPP, este é convertido em seu isbmero difosfato de
dimetilalila (DMAPP), através da enzima IPP isomerase, a partir dai da-se
inicio a formacdo dos terpenos.

A juncdo de uma molécula de IPP a uma molécula de DMAPP
forma o difosfato de geranila (GPP), precursor dos monoterpenos (Cio).
A medida que sdo adicionadas unidades de IPP, formam-se o difosfato de
farnesila (FPP), precursor dos sesquiterpenos (C;s) e o difosfato de geranil
geranila (GGPP), precursor dos diterpenos (C,g). Estas estruturas sao
posteriormente modificadas por enzimas (hidroxilases, desidrogenases,
redutases e glicosil, metil e acil transferases), que juntas geram uma série
de compostos diferentes e dao origem aos dleos essenciais, terebentinas e
resinas. Os triterpenos (Csp) sao formados pela juncao de duas unidades
FPP e os tetraterpenos (C4) pela juncdao de duas unidades GGPP
(AHARONI et al., 2006).

Os oOleos essenciais estao envolvidos em diversas fungoes
ecolégicas no ambiente em que as plantas produtoras estdo instaladas,
tais como:

a) Defesa contra herbivoria (OWEN e PENUELAS, 2005) - pode ser de
varias naturezas: 1) Constitutiva, quando a planta produz naturalmente o
metabolito secundario, como, por exemplo, a producdo do monoterpeno
linalol por Arabidopsis thaliana (planta herbacea da familia das
Brassicaceae), que apresenta atividade repelente
sobre o} afidio  Myzus  persicae (pulgao-verde-do-pessegeiro)
(GERSHENZON e DUDAREVA, 2007); 2) Induzida, quando a planta
responde ao ataque por reconhecimento de um eliciador especifico do seu
herbivoro, o qual estimula uma cascata de sinais que promove a sintese

de novo de compostos volateis atuando como fitoalexinas;
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3) Direta, quando a planta reage produzindo volateis diretamente contra o
seu herbivoro, atuando como inibidores ou retardadores de crescimento,
causando danos na maturacao, reduzindo a capacidade reprodutiva ou
levando-os a morte por supressao do apetite ou toxicidade direta e
4) Indireta, em que a planta atrai os inimigos naturais do seu herbivoro,
tais como predadores, parasitdides e patégenos, através da emissdo de
compostos volateis;

b) Interacdes mutualisticas - os terpenos atuam como meios de
comunicacdo entre espécies, pois sdo moléculas de baixo peso molecular,
com alta pressao de vapor a temperatura ambiente e atuam em niveis
muito especificos. Por exemplo, na relacao planta-inseto, podem atuar
como sinalizadores, como no caso do hidrocarboneto aciclico
(E)-B-farneseno, um feromonio produzido pelos proprios afidios que
sinaliza para que sofram metamorfose e deixem a planta hospedeira.
Dessa forma, a prépria planta ao emitir (E)-B-farneseno repele esses
afidios (GERSHENZON e DUDAREVA, 2007);

c) Ha& indicios de que monoterpenos atuam como termo ou
fotoprotetores (OWEN e PENUELAS, 2005);

d) Defesa contra microrganismos fitopatogénicos - as plantas
aromaticas podem responder a invasdao de fitopatdgenos produzindo
fitoalexinas de carater lipofilico, que podem atuar em nivel molecular
tendo como alvo principal a membrana celular desses microrganismos
(INOUE et al., 2004), promovendo a perda do controle quimiosmatico;

e) Atracao de polinizadores e dispersores de sementes — por serem
sésseis, as plantas produzem compostos volateis que atraem agentes
polinizadores e dispersores, fato evidenciado por estudos que comprovam
gue terpenos sao reconhecidos pelo aparelho olfativo dos insetos como em
Manduca sexta (mariposa da familia Sphingidae), que apresenta células
receptoras que respondem fortemente a certos monoterpenos e
sesquiterpenos oxigenados como o geraniol, (E)-nerolidol e farnesol
(GERSHENZON e DUDAREVA, 2007).
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Os métodos de extracao de dleos essenciais podem ser obtidos
através de diferentes processos, dependendo da localizacdo no vegetal,
quantidade e das caracteristicas requeridas para o produto final.
Os processos usuais sdo: prensagem ou expressao; destilagdo por arraste
a vapor; extracdo com solventes volateis e CO, supercritico
(POURMORTAZAVI e HARJIMIRSADEGHI 2007).

Dentre as técnicas utilizadas, destacam-se a destilacdo por
arraste a vapor e extracdo com solventes volateis, por serem de extrema
simplicidade, facilidade de execucao, bom rendimento e baixo custo
(BAKKALI et al., 2008).

A hidrodestilacdo é o método mais utilizado, dentro deste
método o aparelho tipo Clevenger, é o principal aparelho usado em

laboratérios, devido ao facil manejo e baixo custo (Figura 5).

Figura 5. Extrator de 6leo essencial tipo Clevenger.
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Neste meétodo o material vegetal é imerso em agua sob
aguecimento até a temperatura de 100 °C, resultando na formacgao de
vapores que arrastam os compostos mais volateis. A mistura de vapor e
soluto passa por um condensador e, apds a condensacao, 0os compostos
separam-se da fase aquosa por decantacao (BIASI e DESCHAMPS, 2009;
MEZZOMO, 2008; RAGGI, 2008).

A industria utiliza, preferencialmente, a extracdao por vapor
d’ agua por ser reduzido o contato da amostra com a agua em relagao aos
métodos anteriores de arraste por vapor d’ agua. A extracdo por vapor de
agua é semelhante a hidrodestilagcdo, ambas retiram dleos essenciais por
arraste a vapor, a diferenca entre elas é o modo de preparacdao do
material: na primeira, o material ndo entra em contato com a agua; na
segunda o material é depositado na agua e os Odleos essenciais, por
possuirem tensdo de vapor mais elevada, sdo arrastados
(KELEN e TEPE 2008; PINO et al. 2006).

2.5. Analise dos Constituintes Quimicos dos Oleos Essenciais

Os odleos essenciais sao misturas complexas que podem conter
de 20 a 60, ou mais, compostos diferentes nas mais variadas
concentracdes (BAKKALI et al., 2008). A analise de misturas complexas
como os Oleos essenciais, requer a aplicacdo de métodos analiticos
modernos e instrumentacao adequada que permitam avaliar a qualidade
do d6leo essencial e garantir a identificacdo de seus constituintes quimicos.

A avaliagdo qualitativa e quantitativa envolve a utilizagao de
diversas técnicas basicas, que passaram por algumas alteracdes nos
ultimos anos, devido essencialmente a modernizacdo da informatica
(programa de computadores, niveis de automacdo, forma de integracao
dos dados obtidos) e da sofisticagao dos experimentos que podem ser
realizados, resultando na deducao de uma estrutura quimica coerente.

A andlise quimica de separacao e identificacdao dos constituintes

dos dleos essenciais é feita por meio das técnicas de Cromatografia em
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Camada Delgada (CCD), Cromatografia em Coluna (CC), Cromatografia
Gasosa (CG), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
Técnicas Espectroscopicas, dentre as quais as mais freqlientes sao:
a Espectroscopia na regidao do ultravioleta (UV), do infravermelho (IV), de
Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN'H) e de Carbono
(RMN!3C) e a Espectrometria de Massas (MS), além do uso de bibliotecas
contendo informacgdes espectroscopicas e espectrométricas de um grande
numero de substancias ja conhecidas (SILVERSTEIN, 2007).

A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa
(GC-MS) por impacto de elétrons (IE) é uma das técnicas mais aplicadas
na caracterizacdo de compostos quimicos volateis, devido a simplicidade,
precisio e rapidez (AVATO et al., 2005; VAGI et al., 2005).
Esta técnica permite a separacdo dos constituintes pela cromatografia
gasosa, que sao introduzidos individualmente em ordem de eluicao na
camera de ionizacao do espectrOmetro de massas. O espectro de massas
obtido para cada um dos constituintes geralmente indica a massa
molecular e o seu padrao de fragmentacao. O padrao de fragmentagao
pode ser comparado eletronicamente com aqueles constantes da
biblioteca de espectros de massas. Desse modo, é possivel resolver picos
cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de
massas acoplada a cromatografia gasosa fornece as fragmentagdes dos
componentes individuais separados (TAVARES et al., 2005).

A identificacdo de componentes de dleos volateis tem feito o uso
de CG e de CG-MS em associacao com a determinacao do indice de
Kovats. Este procedimento vem sendo aplicado com sucesso na
identificacdo de substancias de estruturas conhecidas porque, em sua
maioria, os dados gerados podem ser comparados diretamente com os
valores de tempo de retencdo (indice de retencao) obtidos em colunas de
polaridades diferentes e com o0s espectros de massas dos constituintes
volateis publicados (ADAMS, 2007).

Além disso, pode-se apresentar o espectro na forma de um

grafico ou uma tabela. O grafico tem a vantagem de mostrar seqiiéncias
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de fragmentacdo. No espectro de massas por impacto de elétrons, gerado
por um computador na forma de um grafico de barras, a abundancia
relativa dos picos apresentados como percentagem do pico base (100%),
é lancada contra a razao massa/carga (m/z) (SILVERSTEIN, 2007).
Atualmente, a cromatografia gasosa com detector de massas sob
condicdoes de impacto de elétrons é o método mais aplicado em
laboratérios de pesquisa, uma vez que os espectros obtidos sdo bem
documentados em bibliotecas. A quantificacdo € possivel com o uso de
padrdo interno, que compensa uma possivel baixa recuperacao durante o

processo de extracao e a variagao na resposta instrumental.
2.6. Aplicacoes Biolégicas dos Oleos Essencias

A utilizacgao de plantas medicinais tornou-se um recurso
terapéutico alternativo de grande aceitacdo pela populagcdo e vem
crescendo junto a comunidade médica. Sao comercialmente importantes
para as industrias farmacéuticas, agrondmicas, alimenticias, sanitarias,
cosmeéticas, de perfumes e muitos constituintes podem ser empregados
para diversas finalidades (BIZZO et al., 2009).

Os d6leos essenciais vém sendo empregados pelas propriedades
antisépticas, preservacao de alimentos, antimicrobiano, analgésico,
sedativo, antiinflamatdrio, espasmolitico, alérgicas, reumatimos, artrite e
como anestésicos locais. Esses tratamentos sdao reconhecidos através de
experimentacdes clinicas, em especial por aplicacado na pele,
via massagens e ungientos, mas ainda existem poucos estudos cientificos
sobre suas acoes bioldgicas (ARRUDA et al., 2006; NUNES et al 2006).

A literatura relata uma grande variedade de Oleos essenciais
ativos contra microrganismos patogénicos das mais diversas classes de
plantas. Espécies do género Origanum (SOUZA et al.,, 2007),
Salvia (ROTA et al., 2004), Lavandula (HANAMANTHAGOUDA et al.,2010),
Mentha (BOUCHRA et al., 2003), Eucalyptus (SARTORELLI et al., 2007)
Citrus (CHUTIA et al, 2009; Yi et al., 2008) e uma infinidade de outros
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géneros de plantas ja apresentaram algum tipo de atividade
antimicrobiana em seus Oleos essenciais.

Estudos antimicrobianos sao de grande relevancia, pois,
atualmente, um dos desafios para a area médica é a busca de agentes
antimicrobianos mais eficazes. A busca por novas substancias
antimicrobianas a partir de produtos naturais, tem aumentado o interesse
das industrias farmacéuticas, especialmente, em espécies de plantas que
sao utilizadas na medicina popular no tratamento de infecgdes sistémicas
em pacientes imuno comprometidos (LIMA et al.,, 2006a),
como portadores de leucemia, linfoma, diabetes mellitus, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (LIMA et al., 2006b), individuos que sofreram
transplantes ou quimioterapia (LIMA et al., 2006a), resfriados, bronquites,
doencas no trato respiratorio, gastrenterites, diarréias,
infeccdes urinarias, entre outras (SERRA, 2008).

Na busca por novas substancias ativas, tém-se desenvolvido
métodos de investigacdo in vitro que produzam resultados confiaveis e
possam ser reproduzidos e validados. Mas essa tarefa tem sido dificultada
pelas peculiaridades que os Oleos apresentam: volatilidade,
insolubilidade em agua e complexidade, caracteristicas que interferem
significativamente nos resultados. Por isso, em testes de susceptibilidade
microbiana deve-se levar em consideracdo a técnica usada,
o meio de cultura, os microrganismos e o Oleo essencial testado
(NASCIMENTO e PINHEIRO, 2007).

Os métodos de selecao atualmente disponiveis para a deteccao
da atividade antimicrobiana de produtos naturais definem-se em trés
grupos: o0s métodos bioautograficos, difusao e de diluicao
(VALGAS et al., 2007).

Os oleos essenciais de lavanda (Lavandula officinales), melaleuca
(Melaleuca  alternifolia), tomilho  (Thymus wvulgaris) e  cravo
(Eugenia caryophyllata) apresentam atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (NOVACOS e LAUTH, 2006).
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Segundo estudos realizados por EDRIS (2007), o 6leo essencial
de Melaleuca alternifolia promoveu a inibicao do crescimento de
microrganismos multiresistentes a drogas como Staphylococcus aureus,
Enterococci, Klebsiellae, Pseudomonas aeruginosa e
Stenotrophomonas maltophilia, sua acao bactericida é atribuida ao
terpinen-4-ol. A acao antibacteriana de monoterpenos como linalol,
1-8-cineol e limoneno também foram comprovadas, os dois Ultimos contra
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (SONBOLI et al., 2006)
e o0 primeiro contra Candida albicans, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (SONBOLI et al., 2005).

Em estudos realizados por WINWARD et al. (2008), observaram
gue os efeitos de toxicidade foram encontrados em 6leos essenciais do
género Thymus contra coliformes fecais no tratamento de desintoxicdo de
agua.

Efeitos citotdxicos sdao observados in vitro contra bactérias
patogénicas tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, no DNA e RNA
viral (REICHLING et al., 2005), em fungos (KOSALEC et al., 2005),
incluindo leveduras (PAULI, 2006).

Existem poucos estudos que evidenciem os mecanismos de agao
dos oleos volateis. De um modo geral, a complexidade da composicao
guimica da maioria dos 6leos volateis confere-lhes baixa especificidade
(BAKKALI et al., 2008). A atividade bioldgica ndo é atribuida a um unico
mecanismo de acao, uma vez que a grande variedade de grupos quimicos
presentes permite que haja varios alvos na célula. O carater lipofilico
permite que os Oleos volateis atravessem a membrana plasmatica e a
mitocondria dos microrganismos, desestabilizando essas estruturas e
tornando-as mais permeaveis, perdendo ions e outros conteudos
celulares. Os compostos fendlicos presentes nos dleos volateis também
atuam desestabilizando a membrana plasmatica, interrompendo a bomba
de prétons, a transferéncia de elétrons, o transporte ativo e a coagulacao

do conteudo celular.
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Estudos comprovaram sua acdo sob varios aspectos de forma a
provocar citotoxicidade em bactérias, coagulacao do citoplasma, além de
danos em lipidios e proteinas (Di PASQUA et al., 2006). Nas bactérias a
permeabilizacdo das membranas estd associada com a perda dos ions e a
reducdo do potencial da membrana, gerando colapso da bomba de
protons e posteriormente a deficiéncia de energia. Os danos na membrana
celular podem conduzir ao extravasamento de macromoléculas
acarretando a morte celular (OUSSALAH et al., 2006).

Esse efeito parece estar relacionado com o estado de
desenvolvimento celular. Em estado de divisdo, as células sao mais
sensiveis provavelmente pelo fato dos oleos essenciais atingirem com
maior facilidade os sitios-alvo e em geral a atividade citotoxica € maior na
presenca de fendis, aldeidos e alcoois (SACCHETTI et al., 2005).

Nas células eucaridticas, os O6leos essenciais podem provocar
despolarizacdao das membranas mitocondriais por decréscimo do potencial
da membrana, afetando o ciclo idnico Ca™™ e outros canais iOnicos e
reducao do gradiente pH, afetando a bomba de proton e a fusdao de ATP
(trifosfato de adenosina). Essas propriedades citotoxicas sao de grande
importancia na aplicacdo de dleos essenciais ndao somente contra certos
patdgenos humanos ou animais, mas também na preservacao de produtos
agricolas, incluindo o controle de acaros (RIM e JEE, 2006).

Além das atividades antimicrobianas, os 0leos essenciais
apresentam  propriedades antivirais, antidepressivas, relaxantes,
sedativas, digestivas, diuréticas, hormonais, inseticidas,
repelentes, mucoliticas, expectorantes, desodorantes,
antimalarica, anticarcinogénica, anticonvulsionante, antioxidante,
gastroprotetora (STEFLITSCH e STEFLITSCH, 2008) e anticolinesterasica
(ALBUQUERQUE et al., 2010).

Esta Ultima propriedade € de grande interesse no controle da
doenca de Alzheimer, patologia neurodegenerativa progressiva, que afeta
principalmente a populagao idosa, responsavel por 50 a 60% dos casos de
deméncia em pessoas acima de 65 anos (BARBOSA-FILHO et al., 2006).
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O principal sintoma é a perda de memodria, a medida que a
doenca progride aparecem caracteristicas como déficit na linguagem,
depressao, alteracdoes de humor, agitacao e psicose. Um dos tratamentos
mais promissores para a doenca €é o aumento do nivel do
neurotransmissor acetilcolina por meio da inibicao da enzima.

Varios estudos tém sido realizados com éleos volateis de plantas
e terpenos isolados, buscando novos tratamentos para o mal de
Alzheimer, tendo como alvo principal a inibicao da enzima
acetilcolinesterase. O dleo essencial de folhas de Centella asiatica L.
(centella-asiatica), tradicionalmente indicada pela medicina Ayurvedica
para restauracao da juventude, memodria e longevidade, é rico em
monoterpenos como acetato de bornila, a-pineno, B-pineno
e y-terpineno, com comprovada atividade anticolinesterasica
(HOWES e HOUGHTON, 2003).

O oleo essencial extraido de Salvia lavandulaefolia (Salvia) inibiu
a enzima em testes in vitro como in vivo. Alguns monoterpenos isolados
como a- e B-pineno, fenchol e fenchona também mostraram-se eficientes
na inibicao da acetilcolinesterase (MIYAZAWA e YAMAFUJI, 2005).

O uso de extrato de plantas para repelir insetos pragas de graos
armazenados tem sido objeto de muita pesquisa. Fontes importantes de
repelentes sdao os oOleos essenciais extraidos de espécies de plantas
aromaticas (ISMAN, 2006). Novas substancias sao necessarias para o
efetivo controle de pragas, oferecendo maior seguranca, seletividade,
biodegradabilidade, viabilidade econdmica, aplicabilidade em programas
integrado de controle de insetos e baixo impacto ambiental.

Entre os extratos vegetais e Oleos essenciais que possui
destaque na protecao das culturas, destaca-se o0s que possuem
monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos e outros compostos que
mostram dissuasao ovicida, larvicida, repelente, antialimentar e efeitos
toxicos em uma grande variedade de insetos (MAO e HENDERSON, 2010).
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Essas substdncias causam no inseto a nao preferéncia dos
produtos armazenados. Atualmente, repelentes sob a forma de Odleos
essenciais, em pd ou de destilados tém o potencial na exclusao de pragas
de produtos armazenados em grdo, e tém sido usadas para impedir a
alimentacao do inseto e oviposicao (LIU et al., 2006).

Os oleos essenciais obtidos de Mentha pulegium (poejo) e
Mentha spicata (hortela-verde) sao muito eficazes como inseticidas.
Pequenas quantidades ja sao suficientes para causar a morte de inUmeros
insetos. Os monoterpenos pulegona, mentona e carvona, 0S principais
constituintes do dleo de menta, foram considerados toxicos para larvas de
Drosophila melanogaster. Os principais mecanismos de acdo atribuidos a
terpenos superiores envolvem reducao da capacidade reprodutiva, inibicao
ou retardamento do crescimento, danos na maturacao e supressao do
apetite, levando os insetos a morte por toxicidade direta ou inanicao
(VIEGAS JUNIOR, 2003).

Em alguns paises da Asia, as sementes, raizes
e folhas de gengibre, Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae),
(ABUBAKAR et al., 2007), Oeste Africano pimenta preta, Piper thonn
(guineense e Schum) familia: Piperaceae (OYEDEJI et al., 2005)
e pimenta do jacaré, Melegueta aframomum (K. Schum)
familia: Zingiberaceae) sao utilizados para repelir  insetos
(ABO et al., 2008; ABUBAKAR et al., 2007).

Estudos demonstram bioatividade de oOleos essenciais de
Eucalyiptus citriodora e Cymbopogon nardus para insetos de graos
armazenados, inibicdo de fungos fitopatogénicos (VILELA et al., 2009) e
atividade bioherbicidas (EL-ROKIEK e EID, 2009).

Diferentes estudos reletam que os o0leos essenciais possuem
efeito inseticida, fungiestatico e herbitoxica em diversas pragas, incluindo
as de graos armazenados, com efeito na mortalidade, repeléncia,
deterréncia na alimentacdo e oviposicdo e reducdo no crescimento
(AKOB e EWETE, 2007, KABEH e JALINGO, 2007).
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Com isso, os 6leos essenciais sao considerados possiveis fontes
naturais para o0 desenvolvimento de novos medicamentos
(BARREIRO e BOLZANI, 2009). No entanto, grande parte da flora
brasileira ainda ndo foi completamente estudada, sendo uma alternativa
promissora para descoberta de novos compostos quimicos de interesse

farmacéutico.



CAPITULO 3

OBIJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Caracterizar os constituintes quimicos e avaliar a atividade
antimicrobiana, anticolinesterasica, inseticida e larvicida do 6leo essencial

extraido das partes aéreas de Ruta graveolens Linnaeus (arruda).

3.2. ESPECIFICOS

a) Extrair e quantificar o 6leo essencial das partes aéreas de
Ruta graveolens L. (arruda);

b) Determinar as propriedades fisico-quimicas do éleo essencial:
densidade, indice de refracao, solubilidade, cor e aparéncia;

c) Identificar os contituintes quimicos por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas;

d) Avaliar a atividade antibacteriana e antifUngica do odleo
essencial frente aos microrganismos patogénicos;

e) Determinar a concentragdo minima inibitoria para os ensaios
antimicrobianos;

f) Avaliar a atividade anticolinesterasica do odleo essencial de
arruda;

g) Verificar a potencialidade do éleo essencial para aplicacdo em
ensaios bioinseticidas no controle de Acanthoscelides obtectus em
graos armazenados;

h) Calcular a concentracao letal CLso do 6leo a partir do teste de

toxicidade (atividade contra larvas do mosquito Aedes aegypti).



ARTE EXPERITENTAL
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4. PARTE EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Fisico-Quimica e Microbiologia do Pavilhdo Tecnoldgico da Universidade
Federal do Maranhdao (UFMA) e Laboratdrio de Biotecnologia Ambiental
(LABITEC) da Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA),
Campus de Imperatriz.

A metodologia adotada envolveu analise cromatrografica dos
constituintes quimicos de plantas aromaticas, bem como os testes de
atividade antimicrobiana, anticolinesterasica, inseticida e larvicida usando

o 6leo essencial de Ruta graveolens Linnaeus (arruda).

4.1. Amostragem

As partes aéreas (mistura de folhas e caules) da espécie vegetal
em estudo foram coletadas pela manha no periodo de marco a agosto de
2007, no sitio localizado na Maioba, Municipio de Paco de Lumiar (MA).
Apds a coleta, as plantas foram transportadas até o Laboratério da
Universidade Federal do Maranhao (LFQPT-UFMA).

As espécies vegetais foram submetidas as operagoes de selecdo
e lavagem, separacao das partes da planta (caule e folha) e com descarte
dos materiais atacados por praga ou doencas. Em seguida, as amostras
foram trituradas e armazenadas em frascos de vidro ambar para posterior

extracdao dos Oleos essenciais.

4.2. Identificacao Botanica

A identificacdo botdnica da espécie vegetal em estudo foi
realizada empregando exsicatas. Para preparo das exsicatas, as folhas
coletadas foram tratadas, prensadas e secas individualmente e

acondicionados. A temperatura aplicada para secagem foi de,
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aproximadamente, 38 °C, por um periodo de 72 horas. Em seguida, as
exsicatas foram enviadas ao herbario da Universidade Estadual do
Maranhdo, Campus de Imperatriz que efetuou a caracterizacdo botanica
da espécie com base nas caracteristicas fisicas do material coletado.

De acordo com a caracterizacdo botanica, a espécie vegetal em
estudo, foi identificada pelo Prof. MSc. Marcelo Francisco da Silva, do
Departamento de Ciéncias, como pertencente a familia Rutaceae, cujo
nome cientifico é Ruta graveolens Linnaeus, conforme caracteristicas das
folhas, flores e galhos da espécie. A exsicata encontra-se depositada no
herbario sob o n® 107 (Figura 6).

; UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
; g - CENTRO DE ESTUDOS SUPERIORES DE IMPERATRIZ | N° 107

Familia: Rutaceae

Nome Cientifico: Ruta graveolens Linneau

Nome Vulgar: Arruda-fedorenta, ruta-de-cheiro-forte, arruda-doméstica e
arruda-dos-jardins

Determinador: SILVA, M. F. 2010

Localizagao: Brasil, Maranhdo, Imperatriz

Obs.: Planta arbustiva

Coletor: ORLANDA, 1. F. F. 2010
Data: 01/02/2010

Figura 6. Identificacdo da espécie vegetal em estudo.
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4.3. Extracao do 6leo essencial de Ruta graveolens L.

O 6leo essencial foi extraido de 30 gramas de mistura de folhas e
caules da espécie Ruta graveolens L. com 300 mL de agua destilada, por
hidrodestilacao em um sistema de Clevenger (Figura 7), mantendo-se a
temperatura de 100 °C. Posteriormente, o 6leo foi seco por meio da
percolacao em NaySO4 anidro. Essas operagdes foram realizadas em
triplicatas e as amostras foram armazenadas em frascos de vidro ambar
sob refrigeracdo, para evitar possiveis perdas de constituintes volateis.

Em seguida, esses 6leos foram submetidos as analises fisicas e quimicas.

Figura 7. Sistema Clevenger modificado para extracao de éleo essencial.
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4.4. Determinacao do rendimento do dleo essencial

A determinacdao do rendimento do dleo essencial em % (m/m)
corresponde a relacdo massa/massa pela medida da densidade,

observando o volume obtido no préprio sistema de extracao.

4.5. Determinacao do tempo de extracao

O melhor tempo de extracao foi determinado em fungao do
rendimento do dleo essencial. Oito extragdes foram realizadas nos tempos
0,5 a 8,0 horas. Exceto o tempo, todos os outros parametros foram

mantidos como descritos anteriormente.

4.6. Caracteristicas fisicas do oleo essencial

Na caracterizacdo das propriedades fisicas do d6leo essencial de
Ruta graveolens L. foram realizadas as analises de densidade, indice de

refracao, solubilidade em etanol a 70%, cor e aparéncia.

4.6.1. Densidade

Para o calculo da densidade, utilizou-se um baldo picnédmetro de
1,0 mL, previamente seco, tarado e aferido, onde se adicionaram as

amostras do 6leo essencial.

4.6.2. Solubilidade em Etanol (70%)

Para a determinagao da solubilidade, utilizou-se uma mistura de
etanol em agua a 70% (volume/volume). A solubilidade foi feita
mantendo-se constante o volume de dleo e adicionando-se
proporcionalmente volumes crescentes da mistura alcodlica, até a sua

completa solubilizacao.
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4.6.3. Indice de Refracao

Para a medida do indice de refracdo foram utilizados tubos
capilares de vidro para adicionar as amostras de 6leos diretamente sobre

o prisma de Flint do refratbmetro, a uma temperatura de 25 °C.
4.6.4. Cor

A técnica proposta € a visual, feita por comparagao das cores do

Oleo essencial com escala de cores conhecidas.
4.6.5. Aparéncia

A técnica proposta também €& a visual, onde se faz uma
comparacao das esséncias no que diz respeito a sua transparéncia ou

limpidez.

4.7. Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-MS)

A identificacdo da composicao quimica do dleo essencial extraido
das folhas e caules de arruda foi feita através da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. As analises foram realizadas em
equipamento CG-MS modelo QP-5000, fabricado pela Shimadzu
(Figura 8). As condicOes de operagao do equipamento estao apresentadas

na Tabela 1.
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Figura 8. Equipamento de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS modelo Shimadzu QP-5000).

Tabela 1. Condicdes cromatrograficas do CG/MS utilizadas na analise do

oleo essencial.

HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
Coluna Cromatografica Fase  estacionaria: 5% difenil e

95% dimetil polisiloxano

Impacto Eletronico 70 eV
Modo de injegao Split 1:10
Gas de arraste; Vazao Hélio; Fluxo de 1,0 mL/min

40 °C (5,0 min.) - 240 °C (4 °C/min.) -
Programacao de temperatura 240 °C - 300 °C (8 °C/min., 7,5 min.)
e linha de transferéncia 280 °C.

Temperatura do injetor 280 °C

Temperatura da coluna 280 °C

Volume injetado 0,3 pL
Detector de massas Tipo quadrupolo linear

Varredura 0,5 segundos/scan.




36

Para a identificacao dos compostos detectados na amostra
utilizou-se as bases de dados de espectros de massas NIST105, NIST21
EWILEY139. O programa AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution
Mass & Identification System) foi utilizado para a interpretacao dos
espectros de massas quando havia diferencas significativas entre o
espectro de massas obtido e o encontrado no banco de dados. O espectro
de cada constituinte da amostra foi comparado com cada um dos
espectros armazenados no banco de dados do computador.

Apds esta comparacao, o programa faz uma lista triplice de
compostos com sua respectiva probabilidade de ser ou nao um
determinado composto. O banco de dados é limitado e, em alguns casos,

indica quais seriam os provaveis constituintes, por aproximacao.

4.8. Avaliagcdao da atividade antimicrobiana do o6leo essencial de

Ruta graveolens L.

4.8.1. Microrganismos testados

Os microrganismos testados foram cepas padrao
ATCC (American Type Culture Colection) recomendadas para testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2009), como mostra a
Tabela 2.
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Tabela 2. Microrganismos testados nos ensaios de atividade antimicrobiana.

Microrganismos

Caracteristicas

Staphyloccoccus aureus (ATCC 25923)
Escherichia coli (ATCC 25922)

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145)

Salmonella thyphi (ATCC 19430)
Céndida albicans (ATCC 10231)

Céndida tropicalis (ATCC 7349)
Cryptococcus neoformans (ATCC 32264)
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763)

Aspergillus flavus (ATCC 9170)

Aspergillus fumigatus (ATCC 26934)
Aspergillus niger (ATCC 9092)
Microsporum gypseum (C115)

Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9972)
Trichophyton rubrum (C137)

Bactéria Gram-positiva, agente responsavel por varias infeccoes.
Bactéria Gram-negativa, agente de infeccdes gastrintestinal e infecgoes
urinarias.

Bactéria Gram-negativa, agente de infeccdes nosocomiais e resistente a
uma grande variedade de antimicrobianos.

Bactéria Gram-negativa, causador da febre tifdide.

Fungo leveduriforme, agente de infeccdes fungicas oportunistas no trato
vaginal e oral.

Fungo leveduriforme, causador da candidiase.

Fungo leveduriforme, causador de meningoencefalite.

Fungo leveduriforme, utilizado na producgao do pao e cerveja.

Fungos leveduriformes, que produzem aflatoxinas (grupo de

micotoxinas toxicas).

Dermatofitos, que provocam micoses superficiais.




38

As cepas microbianas foram reconstituidas de acordo com
a indicacao do fornecedor e as culturas foram padronizadas em
10® células/mL, estimadas por comparagdo ao tubo 0,5 da escala de

MacFarland.

4.8.2. Estudo da atividade antibacteriana

O método utilizado para avaliacdo da atividade antibacteriana do
oleo essencial de Ruta graveolens L foi baseado na norma M07-A8 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009).

O principio deste método baseia-se na inoculacdao em superficie
de um agar de solucao padronizada de microrganismo especifico. Sobre a
fase solida sdo colocados discos de papéis impregnados previamente com
solugdes das amostras que se deseja investigar a atividade antibacteriana.
As substancias impregnadas nos discos de papel difundem-se no meio de
cultura e, se a amostra em questao apresentar atividade inibitéria sobre o
microrganismo testado forma-se um halo de ndao crescimento ao redor do
disco impregnado. Apds o periodo de incubacao, respeitadas as condigoes
especificas para o microrganismo, as zonas de inibicdo sao medidas em

milimetros (mm) ao redor de cada disco.

4.8.2.1. Preparo das amostras e controles

O dleo essencial foi testado puro e em diferentes concentracoes.
O emulsificador Tween 80 na concentracdo 0,5% foi adicionado a solucao
de Oleo essencial com o objetivo de facilitar sua dispersao no meio de
cultura (LAHLOU, 2004; BRUNI et al., 2004). O emulsificador Twenn 80
em agua destilada estéril na concentracdo de 0,5% foi utilizado como
controle negativo.

Os antibidticos comerciais tetraciclina-TET (30 ug), cloranfenicol-
CLO (30 png), penicilina-PEN (10 pug), cefalotina-CEF (30 pug),
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vancomicina-VAN (30 pg) e gentamicina-GEN (30 pg) e clorafenicol foram

utilizados como controle positivo.

4.8.2.2. Ajuste das suspensodes bacterianas

As cepas bacterianas foram repicadas do estoque para tubos
contendo caldo de infusdao de cérebro coracao (BHI) e incubadas a 37 °C
durante 24 h. A partir deste indculo, as culturas microbianas foram
ajustadas em solucao salina 0,9% por comparagao com a escala 0,5 de

MacFarland que corresponde a aproximadamente 1,5x108 células/mL.

4.8.2.3. Teste de difusdao em agar

A difusdao em disco foi realizada impregnando 10 pL do dleo
essencial de Ruta graveolens L, os controles positivos e negativos em
discos de papel (6 mm de diametro). Aplicando 100 uL de cada suspensao
bacteriana previamente ajustada e semeada com o auxilio de alca de
Drigalsky sobre a superficie da placa contendo o meio de -cultura
Mueller-Hinton. O volume do controle negativo foi correspondente ao
empregado nas amostras e o antibidtico (controle positivo).

Antes da incubacdo a 35 £ 1 ©O°C por 24 h as placas
permaneceram em repouso por cerca de 30 minutos em temperatura
ambiente para permitir a difusdo das amostras. Apds a incubacdo,
verificou-se o didmetro do halo de inibicio em milimetros considerando o
diametro dos discos. Os testes foram realizados em triplicata e os
resultados estao apresentados como a média + desvio-padrao (DP).

No teste da atividade antimicrobiana foi considerado como
resultado final de cada extrato a média das 3 medidas e como suscetivel
halo igual ou acima de 9 mm de diametro de acordo com os critérios de
PAREKH e CHANDA (2007), SANTOS et al. (2007), HOLETZ et al. (2002) e
ALVES et al. (2000), como mostra a Tabela 3.
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TABELA 3. Critérios para aceitacdao da atividade antimicrobiana de dleos

essenciais.
Tamanho do Halo de Inibicdo (milimetros) Resultados
Inibicdo menor que 9 mm 0 (inativo)
Inibicao entre 9 a 12 mm 1 (parcialmente ativo)
Inibicao entre 13 e 18 mm 2 (ativo)
Inibicao acima de 18 mm 3 (muito ativo)
Os resultados foram comparados estatisticamente

empregando-se analise de variancia (ANOVA) e as diferencas significativas
entre as médias foram determinadas pelo teste t de Student considerando

um nivel de significancia de 95%.

-----

empregando prova de sensibilidade por diluicdao em caldo

As concentragoes de Oleos essenciais testados que apresentaram
atividade antimicrobiana na avaliacao preliminar (halo de inibicao igual ou
acima de 9 mm) foram submetidos a determinagao da concentragao
minima inibitéria (CIM) pela técnica de disco de difusdao em &gar e pela
técnica de diluicdo em caldo (CLSI 2009; SANTOS et al., 2007;
LIMA et al., 2006c; BERTINI et al., 2005).

O teste de diluicio em caldo ¢ o método padrao para a
determinacdo de niveis de resisténcia a  antimicrobianos.
Diluicdes seriadas de produtos antimicrobianos sao feitas em meios
liguidos nos quais sao inoculadas quantidades padronizadas de
microrganismos e incubadas por um tempo determinado. A menor
concentracao do antimicrobiano que impede a turvacdo é considerada a
concentracgdo inibitéria minima - CIM.

Adicionalmente, a concentragao bactericida minima (CBM) pode

ser determinada por uma subcultura do conteldo dos tubos em um meio
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sdlido e posteriormente examinando o crescimento microbiano. Embora o
teste de diluicdo em tubo seja satisfatoriamente preciso, o teste é
trabalhoso porque diluicdes seriadas de antibidético devem ser feitas e,
somente um isolado pode ser testado em cada uma destas diluicdes.

O ensaio de diluicio em caldo foi realizado em tubo estéril
contendo uma solucado, a partir da diluicdo de 0,8 mL do d6leo essencial e
0,08 mL do Tween 80 (agente emulsificante) em um volume de 9,12 mL
de caldo BHI, obtendo-se uma solucdo a 8% em 6leo. Em seguida, a partir
dessa solucdo, foi preparada uma série de diluicdes, variando de 0, 125;
0,25; 0,5; 1; 2 a 4 % do ¢dleo, além da solugao controle contendo
somente o0 agente emulsificante e o caldo BHI.

Posteriormente, foi adicionado o indculo bacteriano previamente
preparado conforme descrito no item 4.8.2.2. em tubos de caldo BHI
acrescidos de diferentes concentragdes do 6leo, com posterior incubacao a
37 °C por 24 horas. Apdés o periodo de incubacdo, foi realizado o

plagueamento em Agar padrao de contagem (PCA).

4.8.3. Avaliacao da atividade antifiingica

Os testes de atividadde antifungica foram conduzidos utilizando o

método do disco difusdo proposto pela CLSI (2009).

4.8.3.1. Padronizacao dos indéculos

Os fungos testes foram cultivados em placas de Petri contendo
agar Sabouraud a 25 + 1 °C (estufa BOD, TECNAL, TE-391) por 72 horas.
Para todos os fungos, a excecao do Aspergillus niger, a cultura foi lavada
com cerca de 3 mL de solucao salina estéril (0,9% m/v) adicionada de
Tween 80 (0,1% v/v) e pérolas de vidro.

Apds a adicdo de salina estéril foi feita uma leve raspagem com
alca de niquel-cromo, de forma a remover apenas os esporos dos fungos

evitando assim, a transferéncia de fragmentos de agar e de hifas.
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A suspensdo fungica (3 mL) foi coletada com ponteiras estéreis acopladas
a micropipeta automatica (1000 pL) e transferida para os tubos contendo
7 mL de solucao salina. Estes tubos foram agitados em aparelho tipo
vortex (Phoenix AP56) por 1 minuto.

A turbidez das suspensdes padrao dos fungos foram
padronizadas em espectrofotometro (FEMTO 800XI) em comprimento de
onda de 580 nm utilizando como branco salina estéril 0,9% com
Tween 80 (0,1%) e pérolas de vidro (CLSI, 2009).

A partir das suspensdes padrdo foram feitas diluicdes de 107
para todos os fungos e dessas retiradas 1000 pL com micropipeta
automatica que foram semeadas pelo método de pour-plate
(SHADOMY e ESPINEL-INGROFF, 2000).

4.8.3.2. Estudo da atividade contra fungos

Os testes de sensibilidade foram realizados de acordo com a
norma MO07-A8 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2009).

Para a determinacdo da atividade antifungica do 6leo essencial
de Ruta graveolens L. foi utilizado meio Sabouraud dextrose
(Difco Laboratories Ltda — Detroit/USA). O mesmo foi preparado de acordo
com as instrugdes do fabricante. O meio de cultura foi esterilizado em
autoclave por 20 minutos a uma temperatura de 121 °C e uma atmosfera
de pressao. O meio foi retirado da autoclave e resfriado até atingir 50 °C,
momento no qual foram adicionados e misturados perfeitamente o dleo
essencial de arruda. Para cada concentracao de 6leo essencial de arruda
foram preparados 100 mL de meio de cultura Sabouraud.
As concentracoes avaliadas foram de 0,5 a 10% (v/v). Foram empregadas
placas de Petri (10 x 90 mm) nas quais foram depositados 15 mL de meio
de cultivo, o mesmo permaneceu na camara de fluxo laminar até total

solidificacao.
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Uma vez solidificado, o meio foi inoculado com discos de micélio
(1,5 mm) retirados das culturas. As placas de Petri contendo meio
Sabouraud sem adicao do 6leo essencial foram utilizadas como
testemunhas (controle do desenvolvimento do fungo). Para todos os
tratamentos foram empregadas quatro repeticoes. As placas foram
incubadas em B.0O.D. a temperatura de 36 + 0,5 °C, sem luminosidade,
até a verificacdo do desenvolvimento das col6nias na placa controle sem
adicdo do dleo essencial.

O desenvolvimento do fungo foi analisado diariamente durante
10 dias, através de duas medicdes perpendiculares do diametro das
colonias, obtendo-se assim, o diametro médio para cada placa de Petri.
Esses dados foram convertidos em velocidade média de crescimento
micelial. Determinou-se a porcentagem de inibicdo de crescimento (P.I.C.)

dos tratamentos em relagdo a testemunha, utilizando-se a Equacao:

P.I.C. = (Diametro da testemunha - Diametro do tratamento) x 100

Diametro da testemunha

Os dados obtidos foram tabulados para anadlise de resultados
pelo teste F na analise da variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey com 5% de probabilidade, utilizando o “software” SAS- Statistical

Analyses System.

4.8.3.3. Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

A concentracao minima inibitéria (CIM) do 6éleo essencial foi
determinada usando técnicas de microdiluicdo, de acordo com as normas
do CLSI (2009).

O ensaio de diluicdo em caldo foi realizado em tubo estéril
contendo uma solucao, a partir da diluicdo de 0,8 mL do 6leo essencial e
0,08 mL do Tween 80 (agente emulsificante) em um volume de 9,12 mL

de caldo BHI, obtendo-se uma solugdao a 8% em éleo. Em seguida, a partir
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dessa solucdo, foi preparada uma série de diluicdes, variando de
0, 125; 0,25; 0,5; 1; 2 a 4 % do dleo, além da solucdo controle contendo
somente o0 agente emulsificante e o caldo BHI.

Posteriormente, foi adicionado o indculo flngico previamente
preparado conforme descrito no item 4.8.3.1 em tubos de caldo BHI
acrescidos de diferentes concentracdoes do 6leo, com posterior incubacao a
35 °C para leveduras e fungos filamentosos e a 28 - 30 °C para
dermatoéfitos durante 48 h para leveduras, e para os demais fungos, de
acordo com o crescimento do fungo controle. Apds o periodo de
incubacao, foi realizado o plagueamento em contagem meio Sabouraud
dextrose (Difco Laboratories Ltda — Detroit/USA).

A CIM foi definida como a mais baixa concentragcao do material
testado que inibe totalmente o crescimento visual dos fungos comparado
ao grupo controle, analisado em triplicata.

A concentracao inibitéria minima é considerada a menor em que
se observou a inibicdo do crescimento fungico. O odleo essencial que
apresentara um CIM menor que 75 pg/mL a atividade antifungica é
considerada forte, entre 75 a 150 pg/mL possuem atividade antiflingica
moderada, entre 150 a 250 pg/mL, fraca e maior que 250 upg/mL inativo
(CLSI, 2009).

4.9. Atividade anticolinesterasica

Os ensaios de atividade anticolinesterasica foram realizados
empregando 5 pL de dleo essencial de arruda e diluidas em metanol para
se obter 200 pg em 5 uL. Para a realizacdao do ensaio foram preparadas
previamente as seguintes solucdes: Solucao A Tris/HClI 50 mM, pH=8;
Solugao B: Tris/HCI 50mM, pH=8, com 0,1% de albumina bovina
fracao V; e Solugao C: Tris/HCI 50mM, pH=8, com 0,1 M de NaCl e 0,02 M
de MgCl, .6H,0. Para cada cavidade da placa foram adicionados 25uL de
iodeto de acetiltiocolina 15 mM, 125 pL de 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzdico)
3 mM na solugcdo (C), 50 uL da solucdo (B) e 25uL da amostra do dleo
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diluida 10 vezes na solucdao (A). Apds esse preparo, foi medida a
absorbancia a 405 nm em Espectrofotometro Femto 800 XI a cada
30 segundos por trés vezes. Em seguida, foram adicionados 25 uL da
enzima acetilcolinesterase (0,22 U mL?!) e a absorbancia medida
novamente a cada 10 minutos por 2 vezes (RHEE et al., 2001).

A porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase foi calculada
através da comparacao das velocidades de reacdo (hidrdlise do substrato)
das amostras em relagao ao branco (10% de MeOH na solugao A,
atividade total AChE = 100%).

4.10. Estudo da atividade inseticida no controle de

Acanthoscelides obtectus em graos armazenados de feijao

Os graos de feijao limpos e secos, utilizados para a criagao e
bioensaios com Acanthoscelides obtectus, foram acondicionados em sacos
plasticos e mantidos em freezer sob temperatura de -10 °C, durante sete
dias, para eliminacao de eventuais infestacdes de insetos provenientes do
campo. Apds este periodo no freezer, os graos foram transferidos para
frascos de vidro e mantidos no laboratéorio a temperatura ambiente
durante dez dias com a finalidade de atingirem o equilibrio higroscépico e
equilibrio da umidade dos graos.

A criacao dos insetos de graos armazenados foi iniciada a partir
da coleta dos graos infestados e mantidos em laboratério, utilizando-se
frascos de vidros de 1 litro, com tampa com varios furos por onde entrar o
ar para garantir a sobrevivéncia dos insetos. A criacdao tem como objetivo
obter insetos em quantidade e idade adequada para utilizacdao nos testes.

As espécies do género Acanthoscelides obtectus foram
identificadas com base, principalmente, no exame da terminalia feminina,
mediante a observacdao das dimensdes, morfologia do aculeo, padrao
cromatico do corpo e das asas, para os quais se empregaram trabalhos

taxondmicos e chaves de identificacdo (ZUCCHI, 2000).
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Apds a identificacdo, os insetos foram criados em grads de feijao
a temperatura de 24,7 £ 0,7 °C, umidade relativa de 77,4 + 5,5% e
fotofase de 12 horas, acondicionados em recipientes de vidro, fechados
com tampa plastica perfurada e revestida internamente com tecido fino
para permitir as trocas gasosas.

Os insetos foram confinados durante 15 dias para efetuarem a
postura e o0s recipientes estocados até a emergéncia, de modo a
assegurar a quantidade de adultos necessarios para a execugao dos
experimentos.

A atividade inseticida do 6leo essencial de arruda foi verificada
empregando diferentes concentracdes em 20 gramas de feijdo a
temperatura de 24,8 + 0,8 °C, umidade relativa de 79,2 £ 4,4% e
fotofase de 12 horas. Os graos foram colocados no interior de recipientes
de plastico e impregnados com dleo essencial de arruda em diferentes
concentracbes, com auxilio de pipetador automatico e os recipientes
agitados manualmente durante dois minutos.

Cada parcela de 20 g de graos foi acondicionada em recipiente
de plastico, com tampa perfurada, permitindo trocas gasosas com o
exterior e infestada com oito adultos de Acanthoscelides obtectus com
0 a 15 dias de idade. Decorridos cinco dias do confinamento, efetuou-se a
contagem dos insetos vivos e mortos, descartando-os em seguida.

Os adultos emergidos foram quantificados e descartados em
avaliacOes diarias, a partir do trigésimo quinto dia do confinamento até o
término da emergéncia (cinco dias consecutivos sem emergéncia).
O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado,
constando de oito tratamentos e cinco repeticdes.

Os resultados de mortalidade foram analisados estatisticamente
sem transformacdo, submetidos a anadlise de variancia, e as médias

comparadas pelo teste de Tukey (P = 0,05).
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4.11. Verificagao da atividade Ilarvicida em Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762)

Os ensaios larvicidas em laboratério foram montados com
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e realizados no Laboratério de
Biotecnologia Ambiental (LABITEC). Como os ovos do Aedes aegypti nao
sao postos diretamente na agua, mas sim milimetros acima de sua
superficie, principalmente em recipientes artificiais, foi preparada uma
armadilha simples para coleta desses ovos. Para tanto, foram utilizados
jarros de plastico para planta, de aproximadamente 500 mL, semi-
preenchidos com 4d4gua e um pedaco de madeira de dimensdes
aproximadamente 20 x 5 cm com uma parte imersa e outra nao.
A fémea do Aedes aegypti, deposita seus ovos na parte imediatamente
superior a lamina d’agua, na parte da madeira ainda umida, mas fora da

agua do jarro (Figura 9).

Figura 9. Armadilha utilizada para a coleta dos ovos do Aedes aegypti.

Os ovos do Aedes aegypti foram imersos numa bacia plastica, de
formato retangular, com cerca de 3 litros de agua mineral para a eclosdo.

Apds a imersao dos ovos, 0,5 g de racdo de rato foi adicionado a agua
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para auxiliar no crescimento das larvas. Todo o material foi mantido no
interior de uma gaiola de madeira e coberta com uma tela de tecido,
apropriada para insetos, a fim de evitar a contaminagao por ovos de
outras espécies de mosquito. Apds a eclosdo, as larvas foram
acompanhadas até que atingissem o 3° estagio do desenvolvimento,
guando entao foram utilizadas nos ensaios de atividade larvicida.
Foram necessarios de quatro a cinco dias para que as larvas atingissem o
tamanho ideal para os ensaios.

Os testes de toxicidade foram realizados empregando as larvas
selecionadas no terceiro estagio (Figura 10) foram transferidas para um
béquer contendo 20 mL de agua mineral (26 a 28 °C). As larvas foram
capturadas utilizando-se uma pipeta de Pasteur. Cada teste foi feito em
quintuplicata para cada concentracdao testada. Os controles positivos
foram realizados com o organofosforado temephos em larvas do
Aedes aegypti, na concentracao utilizada pela Vigilancia Sanitaria que é de
100 mg L. Os controles negativos foram realizados com 20 mL de agua
mineral (26 a 28 °C) contendo 0,04% de Tween. As larvas foram expostas
as solugodes por 24 horas, sendo monitoradas de hora em hora. Ao fim dos

periodos registrou-se a mortalidade.

Figura 10. Larvas do Aedes aegypti em terceiro estagio de crescimento.
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Para o preparo da solucao teste, pesou-se 20 mg do odleo
essencial em um recipiente (do tipo eppendorf), para cada mililitro da
solugao teste e, em seguida, foi adicionada uma gota de solvente do tipo
Tween 80 sobre o dOleo, fazendo-se entdao a homogeneizagao. A seguir,
utilizando-se uma pipeta automatica, foi adicionado um mililitro de agua
destilada fazendo-se nova homogeneizagao.

Esta solucdo foi entdo transferida para o béquer contendo as
larvas separadas para o teste, de acordo com as concentragoes
pré-estabelecidas apds testes iniciais.

Apds os testes, seguindo as normas padrdes foi montada uma
tabela com os valores das seis concentragoes, log das mesmas, o numero
de larvas mortas apds 24 horas (média dos cinco pontos), niumero de
larvas vivas apds 24 horas (média dos cinco pontos), o acumulado de
mortos (soma das células de mortos abaixo) e o acumulado de vivos
(soma das células de vivos acima).

A analise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o
método de REED-MUENCH (1938), o qual parte do principio de que um
animal que sobreviva a certa dose, também ird sobreviver em qualquer
outra dose menor que aquela, consequentemente, o animal que morrer
com certa dose, também irda morrer em doses maiores que aquela.
A partir de uma tabela contendo os dados de mortalidade para cada
concentracao testada, é construido um grafico onde se observa uma curva
para o acumulo de animais mortos em cada concentracao e outra curva
para o acumulo de sobreviventes. O ponto de intercessao entre as curvas
é a Concentracao Letal 50% (CLsg), pois nesse ponto o nimero de animais
sobreviventes é igual ao numero de animais mortos
(COLEGATE e MOLYNEUX, 1993).

O intervalo de confianca foi calculado segundo o método de
PIZZI (1950) no qual se constroi um grafico do percentual de mortos
versus logaritmo (log) da dose. A seguir determina-se o valor de “R”, que
é a diferenca entre o log da dose que mata 75% das larvas e o log da

dose que mata 25% das larvas. Calcula-se também a variavel “h” que
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consiste na média das diferencas dos valores de log das doses. Com esses
dados determina-se o log do erro padrdao (SE), através da seguinte
formula: (SE)* = 0,79 x h x R/20. Finalmente, o valor do intervalo de

confianca é igual 2 x 10°E.



CAPITULO 5

RESULTADOS £ DISCUSSAC
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo do tempo de extracdo do oOleo essencial de

Ruta graveolens L.

A determinacdo do odleo essencial de Ruta graveolens L. foi
realizado pelo processo de hidrodestilacdo por arraste de vapor d’agua
(aparelho de Clevenger modificado), fundamentado na tensdao de vapor
mais elevada do 6leo em relagdo a agua. O rendimento do dleo extraido
foi calculado para a relacdao massa do 6leo, medida por sua densidade a
partir do volume de dleo obtido no sistema de extracdo, dividido pela
massa fresca da amostra. O rendimento (R) de 6leo obtido de cada

amostra foi entdao calculado pela formula:

% de Rendimento = Volume do Oleo Essencial (mL) x Densidade x 100
Massa (g)

Em que:

R = Rendimento em porcentagem (%);
Volume do Oleo = Volume de éleo em mL;
Densidade = Massa de um mL de éleo em g;

Massa = Massa fresca de folhas em g.

De acordo com a Figura 11, pode se observar que o rendimento
maximo do dleo extraido foi verificado no tempo de extracao de 4,0 horas,
obtendo-se um volume de 6leo essencial igual a 0,44 mL para uma massa
fixada em 30 g para 300 mL de agua destilada a temperatura de 100 °C.
O rendimento obtido foi de 1,29% + 0,02 (CV=13,90%; n = 10).
Dessa forma, propde-se que o tempo ideal seja de 4,0 horas, que

corresponde ao rendimento maximo de extracao.
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Figura 11. Evolucao de extracdo do dleo essencial de Ruta graveolens L.,

em fungao do tempo, a temperatura de 100 °C.

Avaliando a Figura 11, é possivel observar o comportamento
ascendente nas primeiras quatro horas de extracgao.
Este fator é atribuido ao 6leo essencial acumulado em células oleosas
especificas, diferente de outras estruturas de armazenamento mais
frageis, como pélos glandulares, tricomas e glandulas epidermiais.
Estas células sao estruturas especiais, de parede celular lignificada, que
estdo presentes no tecido parenguimatoso localizado na lamina e nas
bordas da folha. O fato das células estarem em tecido mais interno na
planta e possuirem paredes lignificadas podem indicar que o aumento do
tempo de extracdo possa ocasionar maiores teores do 6leo essencial de
arruda.

Nas extracdes a partir de quatro horas, a curva do perfil de

concentracdao do d6leo essencial de arruda apresentou comportamento
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constante (Figura 11). Para extrai-lo é necessario quebrar as resisténcias
da planta a transferéncia de massa, aumentando o tempo de extracdo.
Sendo assim, nao foram testados tempos superiores a 8 horas de
extracdo, devido a significativa reducao de custos, pois, ultrapassando
este limite de horas, o gasto de agua e energia torna a extracdo mais
cara.

Estes resultados diferem aos obtidos por GINA et al. (2008), que
obteve rendimento de 0,1% do odleo essencial de arruda empregando
hidrodestilacdo das partes aéreas (caule e folhas) da planta por um
periodo de 4 horas de extracao.

Em estudos realizados por DE FEO et al. (2002),
a hidrodestilacdo das partes aéreas secas de R. graveolens apresentou
rendimento de extracao de 0,74% de 6leo essencial com a presenca de

cheiro bastante intenso e penetrante.
5.2. Caracteristicas fisicas do 6leo essencial

O d6leo essencial de arruda apresentou odor forte e pungente
caracteristico com uma coloracdo verde clara intensa. Os parametros
fisicos do odleo essencial extraido das partes aéreas da arruda sdao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Propriedades fisicas do 6leo essencial de Ruta graveolens L.

Caracteristicas Fisicas Oleo Essencial ) | Oleo Essencial )
Aparéncia Limpida Limpida
Cor Verde Claro Amarelo Claro
Densidade (g mL™?) 0,88 -
Indice de refracdo (ND 25°) 1,01 -
Rendimento (%) 1,29 0,74
Solubilidade em alcool a 70% (v/v) 1:1 1:1

(@) Esta pesquisa (b) DE FEO et al. (2002)
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Comparando os valores obtidos com os estudos realizados por
MEJRI et al. (2010) e DE FEO et al. (2002), pode-se observar que ha uma
similaridade entre os parametros analisados. As pequenas diferencas nos
valores encontrados podem ser atribuidas a fatores tais como: época de
coleta, diferentes tipos de solo, condicbes e tempo de armazenamento.
O grau de interferéncia nas caracteristicas quimicas e fisicas dos oloes
essenciais depende também das condicdes de temperatura, luminosidade

e umidade do ar as quais o material vegetal é submetido.

5.3. Identificacdo dos componentes quimicos por CG-MS

A composicdao quimica das amostras de Oleos essenciais de
folhas frescas de Ruta graveolens L. foi determinada empregando
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG-MS), com
identificacao dos constituintes principais que sao apresentados na

Figura 12 em ordem crescente de tempo de retencao.
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Figura 12. Cromatrograma do 6leo essencial de Ruta graveolens L.
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A identificacdo dos constituintes quimicos foi baseada em
(i) na comparacao do espectro de massa da substancia com um sistema
de banco de dados para CG-MS (NIST105, NIST21 EWILEY139 e o
programa AMDIS - Automated Mass Spectral Deconvolution
Mass & Identification System) e (ii) no indice de retencao de cada
composto quimico.

De acordo com a metodologia utilizada foi possivel identificar os
constituintes quimicos presentes no Odleo essencial de arruda.
A classe metilcetdnica ou monoterpendides esta representada por quatro
compostos: 2-nonanona, 2-decanona, 2-undecanona e 2-dodecanona.
Além destes compostos foram identificados os ésteres, acetato de octila,

ftalato de etila e acetato de pentadecanila, como mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Teor dos componentes identificados através do espectro de

massas do 6leo essencial de arruda.

Pico! | trer? (Minutos) Nome do Composto3 %A*
01 18,15 2-Nonanona 39,17
02 21,89 2-Decanona 2,03
03 23,48 Acetato de octila 7,31
04 25,45 2-Undecanona 47,21
05 27,79 2-Dodecanona 1,53
06 29,97 Acetato de pentadecanila 1,02
07 34,83 Ftalato de etila 1,73

!NUmero do pico pela ordem de eluicdo da coluna.

trer = Tempo de retencdo do composto na coluna em minutos.

3Nome mais comum do composto identificado.

“%A = Porcentagem de area normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos

compostos na amostra.
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O cromatograma do 6leo essencial de arruda mostra dois picos
mais intensos definidos como majoritarios, com tempos de retencdo em
18,15 e 25,45 minutos (picos 01 e 04), correspondente aos
compostos 2-nonanona e 2-undecanona respectivamente.

Os compostos 2-nonanona e 2-undecanona (metilcetonas)
identificados no Oleo essencial, segundo a literatura apresentam
propriedades comprovadas como: bactericida, fungicida, aleloquimicos,
antioxidante, inseticida, repelente, alelopatico, expectorantes, antivirais,
descongestionantes hepaticos, estimulantes da circulacdo e do sistema
nervoso central (SNC) (DE FEO et al., 2002; BERNARDO et al., 2002).

As estruturas quimicas dos compostos majoritarios e minoritarios

identificados no dleo essencial de arruda sdao mostradas na Figura 13.

O O
(a) CH3(CH2)5CH2)J\CH3 CH3(CH2)eCHz™  CHj (b)
O O
(c) CH3(CH2)7CHy™ "CHj H3C)J\CH2(CH2)SCH3 (d)
O
H3C)J\O

0.0 |
() HaC(CH2)2CHLCHZ ™ T Y H3CHaCHACH2)2CH,CHx(CH2)sCHs )

i

. .O.__CHy
il
O

(9)

Figura 13. Compostos identificados na amostra do 6leo essencial extraido
das folhas de arruda: (a) 2-nonanona, (b) 2-decanona, (c) 2-undecanona,
(d) 2-dodecanona, (e) acetato de octila, (f) acetato de pentadecanila e
(f) ftalato de etila.
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A seguir estdao relacionados os espectros de massas dos picos
apresentados na Figura 12 e as respectivas propostas de identificagao
através da comparacao com os dados da espectroteca NIST105, NIST21
EWILEY139 e o programa AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution
Mass & Identification System).

A Figura 14 mostra os espectros de massas do pico 01
(Figura 12), analisado pela espectroteca, chegou-se a conclusdao que se
tratava da substancia 2-nonanona de féormula CoH;180 € massa molar igual
a 142,24 g mol™.
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100*f :
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50-
| 41
71
55
it ; 67 \ 8285 95 99 113 127 142
O e e 70 8o so 100 110 120 130 140 150
(B) m/z
43
100 58
0]
504
41 71 CHS(CH2)50H2ACH3
| | | ‘ 67 \ 85 95 99 113 127 142
-4+ — e He———— e T
0 50 80 70 8 9 100 110 120 130 140 150
m/z

Figura 14. (A) Espectro de massa do 2-nonanona, (B) proposta de

identificacao pela espectroteca e o programa AMDIS.
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Os espectros de massas de cetonas apresentam pico molecular
intenso devido que a carga positiva esta estabilizada por ressonancia no

sistema n de elétrons da carbonila (Figura 15).

.+ -

Q =|:|:|) :r;lj:
I -
CH;—C—CH; + ¢ ——» CH;—C—CHz=—= CHg—(Ij—CHg + 2

Figura 15. Esquema de estabilizacdo por ressonancia do sistema n de

elétrons da carbonila.

O padrao de fragmentacdao das cetonas segue dois mecanismos
distintos: a) quebra da ligacdo a-carbolina levando a formagdao do cation
estabilizado por ressonancia [RC=0 «> RC=0].

Nas cetonas assimétricas existem duas possibilidades de
clivagem a-carbolina. A quebra favorecida é a que elimina o maior radical
alquil e quando a cadeia alquilica ligada ao grupo carbolina tem
hidrogénio-y, ocorre o rearranjo McLafferty como um segundo mecanismo
de fragmentagao. O ion fragmento refente este rearranjo é sempre par e
sua intensidade depende do tipo de estrutura molecular.

No espectro de massa do 2-nonanona foram observados os
fragmentos m/z 71 e 43 oriundos da quebra o, no entanto o ion a m/z 43

€ 0 mais intenso por resultar da quebra mais favorecida (Figura 16):

a";" . _ +
Lot o CH,CH, OH,CH, CH, CH;CH, + CHiC=0
Pl mfz 43
CH;CH,CH,;CHy CH,CH;CH; +C—CHy
“ TN (0, CH, OH,CH, CHy CBICHYC=0" + ¢,

miz 71

Figura 16. Esquema dos fragmentos provenientes da quebra o do

2-nonanona.
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O fragmento m/z 58 é resultante do rearranjo McLafferty seguido
de um segundo rearranjo de hidrogénio com perda de uma molécula

neutra de eteno (Figura 17):

)¥, o

H
H ot
?@ﬁ "or Hak r\] WOz v |
%> /W| +)\/\ ' QHHC
1 Hz
M

m/z=86 m/z=86 m/z=58

Figura 17. Esquema do rearranjo McLafferty para cetonas alifaticas.

Segundo SILVERSTEIN et al. (2007), os picos de fragmentos das
cetonas alifaticas resultam da quebra das ligacdes C-C adjacentes ao
atomo de oxigénio. A carga permanece no ion acilio por ressonancia
(Figura 18).

R _
b -:."4 v R’ :"_'1 i+ B n.f_
=0 — R—C=0 «—R—C=0
s ve . At
R

Figura 18. Esquema de estabilizagdo por ressonancia do ion acilico.
O pico 02 da Figura 12 foi identificado, segundo a espectroteca e

a literatura (ADAMS, 2007), como sendo o 2-decanona de formula CioH200

e massa molecular correspondente a 156 g mol™ (Figura 19).
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Figura 19. (A) Espectro de massa do 2-decanona, (B) proposta de

identificacao pela espectroteca e o programa AMDIS.

O pico 03 da Figura 12 foi identificado, segundo a espectroteca e
a literatura (ADAMS, 2007), como sendo o acetato de octila de férmula

C10H200> e massa molecular correspondente a 172,0 g mol™ (Figura 20).
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Figura 20. (A) Espectro de massa do acetato de octila, (B) proposta de

identificacao pela espectroteca e o programa AMDIS.

Os ésteres alifaticos apresentam pico do ion molecular dos
ésteres de metila de um acido alifatico de cadeia linear. O pico do ion
molecular é pouco intenso na faixa de massa entre m/z 130 e 200,
aproximadamente, tornando-se mais intenso acima dessa regido.
Os ésteres de cadeia acila maior apresentam seqiiéncia de fragmento dos
ésteres de metila de acido de cadeia linear correspondente.

A quebra sucessiva das ligagdbes C-C da origem a ion alquila (m/z 87).
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Aparecem aglomerados hidrocarbdnicos em intervalos de 14 unidades de

massa, apresentando em cada um deles um pico intenso em CpHz,.10%".

O pico em m/z 87, corresponde formalmente ao ion [CH,CH,COOCHs]",

é sempre mais intenso dos que os homologos (SILVERSTEIN et al., 2007).

De acordo com o banco de dados da espectroteca e espectro de

massa padrao constante na literatura (ADAMS, 2007), o pico 04 da

Figura 12 corresponde ao 2-undecanona, C;;H2,0O com massa molecular

correspondente a 170,0 g mol’ e evidenciado pela presenca do ion

molecular m/z=170 observado no espectro de massa da Figura 21.
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Figura 21. (A) Espectro de massa do 2-undecanona, (B) proposta de

identificacao pela espectroteca e o programa AMDIS.
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composto metil-cetdbnico apresenta pico molecular

e pico caracteristico em m/z 43 e 71 [M*] referente a perda
do grupo alquila (SILVERSTEIN et al., 2007).

identificado como sendo o

2-dodecanona de formula CioH.40 € massa molecular correspondente a

184,0 g mo

It (Figura 22), segundo a espectroteca e a literatura

(ADAMS, 2007).
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Figura 22. (A) Espectro de massa do 2-dodecanona, (B) proposta de

identificacao pela espectroteca e o programa AMDIS.
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De acordo com o banco de dados da espectroteca e espectro de
massa padrao constante na literatura (ADAMS, 2007), o pico 06 da
Figura 12 corresponde ao acetato de pentadecanila (Ci7H320,) e massa

molecular de 268,0 g mol™! (Figura 23).
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Figura 23. (A) Espectro de massa do acetato de pentadecanila, (B) proposta de identificacdo pela espectroteca e o

programa AMDIS.
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A Figura 24 refere-se ao espectro de massa do pico 07
observado na Figura 12, foi identificado como sendo ftalado de etila de
formula C12H1404 € massa molecular 222,0 g mol* (ADAMS, 2007).



68

(A)
149
100
40
44
© 50
- 65
g so
i+ 76
T
c
3
a
¢ 93 105 177
I 121
f' H 55 ‘69 ” 7083 91 | 132 |
l||'[l"hl!r1'{|'"lll't‘i‘ll""II!!"I"!'I I|'"'|1' ) R RIS AT | '\“'!l’ I T T L2 S S TR R T | ,!.I.lll,l—’
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
(B) m/z
0 149
O 100+ o]
ke i sl
= ‘/“\L 0" “CHs
g 50 A __O._CHs
9 T i A S | 222
I R S LI "i"'!":I“'l|!"'I:"'I”"I""'i""l"'!I""T'"'.l""i“"lt"'i""'_""_’
40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 180 170 180 190 200 210 220 230 240
m/z

Figura 24. (A) Espectro de massa do ftalato de etila, (B) proposta de identificagcdo pela espectroteca e o programa

AMDIS.
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O pico do ion molecular das cetonaromaticos é intenso. A quebra
alquil-cetonas ocorre na ligagao B ao anel, conformacao de um fragmento
caracteristico ArC=0"* (m/z 105 quando Ar = fenila), que usualmente leva
ao pico base. Um pico forte e caracteristico, de massa 149, ocorre em
todos os ésteres do acido ftalico, a partir do éster de dietila. Esse pico nao
€ importante nos ésteres de dimetila, etila e metila do acido ftalico e
tereftalicos, que ddao os picos esperados em M-R, M-2R, M-CO2R e
M-2CO2R. O fragmento m/z 149 de um anidrido ftalico protonado é
provavelmente formado por duas quebras de ligacao éster envolvendo o
rearranjo de 2 atomos de hidrogénio e, depois, rearranjo do outro atomo
de hidrogénio, seguida pela eliminacao da agua
(SILVERSTEIN et al., 2007).

J& o pico m/z 99 [M-29] é atribuido a saida do grupo etil
(FERREIRA et al., 2001). O pico em m/z 41 é atribuido ao fragmento
CsHs* formado durante a clivagem da ligagcdo carbono-carbono,
acompanhado de perda de hidrogénio. O pico em m/z 69 refere-se ao
fragmento CsHo ", resultante de clivagem alilica
(SILVERSTEIN et al., 2007). 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;Hs" que é formada por
isomerizacdo, seguida de clivagem alilica.

O emprego de substancias padrao externo como referéncia
auxiliou na confirmacdo da identificacdo dos compostos volateis
2-nonanona (tg = 18,15 minutos), 2-decanona (tg = 21,89), 2-undecanona
(tr = 25,45), 2-dodecanona (tr = 27,79) e ftalato de etila (tr = 29,97)
presentes no O6leo essencial de arruda, como mostra a Figura 25.
Os compostos volateis acetato de octila e acetato de pentadecanilina
foram identificados somente por GC-MS, utilizados para a proposta de

identificacao através dos respectivos espectros de massas.
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Figura 25. (A) Identificacdo dos constituintes quimicos presente no éleo
essencial de arruda por CG-MS e (B) mistura dos padrdes de cinco
componentes na concentracdo de 5,0 pg mL? por CG, usando o método

do padrao externo.
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Comparando os dois cromatrogramas foi possivel confirmar a
identificacdo dos constituintes quimicos presentes no dleo essencial de
arruda, por meio da sobreposicao dos picos cromatrograficos dos
componentes volateis e da mistura dos padrdes na concentracao de
5,0 pg mL? por CG, usando o método do padrdo externo (Figura 25).
A técnica é baseada no aumento da area do pico do cromatograma, em
funcao do aumento da concentragao da solugao padrao permitindo a
analise simultanea dos cinco compostos com um tempo de analise de
36 minutos, ndo havendo sobreposicao dos picos cromatograficos.

Estudos realizados por GINA et al. (2008), o 6leo essencial de
arruda apresentou quatorze componentes identificados, sendo 83,4% dos
compostos identificados como compostos alifaticos, principalmente
cetonas. Neste estudo foram encontrados a série 2-ona desde C-8 a C-13,
com predominancia de membros impares, sendo o mais abundante o
2-undecanona (43,0%) e o 2-nonanona (33,5%). Em menor concentragao
foram identificados os hidrocarbonetos insaturados: geijereno (0,2%) e
pregeijereno (6,0%), os compostos aromaticos: trans-anetol (3,5%) e
isomaturnina (1,3%).

De acordo com DE FEO et al. (2002) e RUSTAIYAN (2002),
a composicao quimica de 6leo essencial de arruda que cresce nos
Andes Venezuelanos (Mérida), apresentou como compostos majoritarios o
2-undecanona (43,0%) e 2-nonanona (33,5%).

O dleo venezuelano ndo apresentou compostos terpénicos e
somente a presenca de compostos alifaticos (83,4%), principalmente os
cetonicos (toda a série 2-ona a partir de C-8 até C-13 junto com pequenas
guantidades de alcoodis, aldeidos, ésteres, hidrocarbonetos insaturados:
geijereno e pregeijereno (6,2%) e dos compostos aromaticos:
trans-anetol e isomaturnina (4,8%).

Em contrapartida, um estudo realizado empregando as partes
aéreas de Ruta chalepensis L. (espécie de arruda nativas do Mediterraneo
e sudoeste da Asia) mostrou diferencas significativas na composicdo

quimica do oleo essencial. Os componentes majoritarios encontrados
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foram acetato de 2-metil-octanol (44,0%) e pB-felandreno (10,7%).
Enquanto que o 2-nonanona e 2-undecanona foram encontrados em
pequena quantidade, resultando em uma composicao muito diferente dos
outros oleos descritos na literatura (TZAKOU e COULADIS, 2001).

5.4. Atividade antimicrobiana do oleo essencial de arruda.

De acordo com os diametros dos halos observados, a atividade
antimicrobiana foi classificada segundo PAREKH e CHANDA (2007) e
SANTOS et al. (2007) como: inativo, para halos com diametros inferiores
a 9 mm ou semelhante ao observado para os respectivos controles
negativos; parcialmente ativo, para halos com diametros entre
9 e 12 mm; ativo, quando o diametro de inibicao variar entre 13 a 18 mm
e muito ativo quando o tamanho do halo observado ficar acima de 18 mm.
A atividade antimicrobiana foi considerada muito ativa quando o halo de
inibicdao observado foi igual ou superior ao observado para o controle
positivo.

Os resultados da atividade antibacteriana do 6leo essencial de
arruda estdo apresentados na Tabela 6, com a média dos halos de inibicao

em milimetro + desvio-padrdo (DP).



73

Tabela 6. Atividade antibacteriana do 6leo essencial de arruda frente as bactérias patogénicas.

S. aureus (ATCC 25923) 22,00 £ 0,06 Ativo 0,125 1,0 0,24
E. coli (ATCC 25922) 17,70 £ 0,04 Parcialmente ativo 0,25 1,0 0,80

S. typhi (ATCC 566K) 12,40 £ 0,03 Parcialmente ativo 0,25 1,0 0,37

P. aeruginosa (ATCC 10145) 8,30 £ 0,05 Inativo 0,75 75,0 0,37

7
@ 4

S. aureus (ATCC 25923) E. coli (ATCC 25922) S. typhi (ATCC 566K) P. aeruginosa (ATCC 10145)

Figura 26. Susceptibilidade de bactérias patogénicas ao déleo essencial de arruda na concentracdo de 75,0 ug/mL.
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Segundo a classificacdo proposta na Tabela 6, o dleo essencial de
arruda inibiu fortemente o crescimento da bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus e parcialmente ativo para as bactérias
Gram-negativas Escherichia coli e Salmonella typhi. Das bactérias
avaliadas a Pseudomonas aeruginosa apresentou atividade antimicrobiana
inativa, em funcdao tamanho do halo de inibicao formado ficar abaixo de
9 mm (Figura 26).

A Pseudomonas aeruginosa foi o microrganismo que se mostrou
menos vulneravel frente ao dleo essencial de arruda, classificado como
inibicdes satisfatérias. Esta bactéria é tida na literatura como a menos
susceptivel aos déleos essenciais (BURT, 2004).

Em relagdo as atividades antibacterianas, o dleo essencial de
arruda foi mais eficaz contra a bactéria Gram-positiva do que contra as
Gram-negativas, apresentando resultados semelhantes a maioria das
investigacdes do potencial antimicrobiano de volateis. De acordo com
REICHLING et al. (2005), as bactérias Gram-negativas sdo resistentes a
um grande numero de antibiéticos devido a presenca de uma membrana
externa envolvendo a parede celular, que dificulta a passagem de
compostos hidrofobicos. Apresentam grande capacidade de resisténcia aos
antimicrobianos devido as mutacgdoes genéticas. Possuem também uma
membrana que restringe a entrada de compostos anfipaticos, as
chamadas Bombas de Compostos Multidrogas (MDRs)
(TEGOS et al., 2002).

A acdo antimicrobiana de 6leos essenciais é ocasionada por
efeitos tdxicos contra a membrana citoplasmatica dos microrganismos.
Em muitos casos, tem-se indicado que sua atividade é devido a presenca
de monoterpenos, que parecem exercer danos a membrana e seu carater
lipofilico causa particdo de suas estruturas, resultando em expansao,
aumento de fluidez e inibicao de enzimas (DI PASQUA et al., 2007).

A hidrofobicidade dessas moléculas as possibilita se
particionarem nas membranas celulares dos microrganismos, alterando

suas funcoes e as deixando mais permeaveis. Sendo assim, o efeito como
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perturbacdo da membrana citoplasmatica, ruptura do fluxo de elétrons,
alteracdo no transporte de moléculas através da membrana, inibicdo de
atividade de certas enzimas e coagulacdo do conteldo citoplasmatico sao
alguns mecanismos envolvidos na promogao do poder antimicrobiano dos
6leos essenciais descritos na literatura (COX, 2000).

Apesar de, na maioria dos casos, a literatura relatar que
compostos fendlicos como timol, carvacrol, eugenol, anetol, entre outros
(BAKKALI et al., 2008; BURT, 2004) possuem atividade mais efetiva
contra microrganismos, o 6leo essencial de arruda ndo sao ricos nesses
compostos. Os compostos metil cetdnicos (2-nonanona e 2-undecanona) e
0S compostos minoritdrios presente na composicdao quimica, sao os
principais responsaveis pelas atividades bioldgicas. A atividade é devido a
possibilidade de varias formas de interacdes sinérgicas e antagobnicas de
varios componentes quimicos, isso pode explicar a sua acao
antimicrobiana frente a organismos cujos mecanismos de defesa sao
diferentes.

Os resultados sao promissores para o0 seguimento das
investigacbes dos d6leos essenciais desta espécie frente aos
microrganismos testados a fim de determinar a concentragdo inibitdria
minima e realizar testes pré-clinicos e clinicos. A menor concentracdo
inibitéria (MIC) encontrada foi 0,125 % para a Staphylococcus aureus,
0,25% para Escherichia coli e Salmonella typhi; e 0,75% para
Pseudomonas aeruginosa, como mostra a Tabela 6.

Observando a Tabela 6, pode-se constatar que o 6leo em estudo
se apresenta como agente antimicrobiano em potencial, j& que as CIM
correspondentes a cada %yv/v sao baixas variando entre 1 a 2 ug/mL com
excecao da cepa padrao de Pseudomonas aeruginosa que necessitou de
75 Jg/mL para se tornar sensivel ao éleo.

A determinacdo da sensibilidade flngica ao dleo essencial de
arruda foi analisada através da determinacao da formacao de halos de

inibicdo em milimetros (mm), estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Atividade antifungica do d6leo essencial de arruda.

C. albicans (ATCC 10231) 14,17 + 0,04 Ativo 0,25 1,0 0,50
C. tropicalis (ATCC 7349) 13,78 £ 0,07 Ativo 0,75 5,0 0,30
C. glabarata (ATCC 30070) 13,21 £ 0,05 Ativo 0,75 5,0 0,30
S. cerevisiae (ATCC 9763) 7,30 £ 0,04 Inativo 4,0 250 0,78
A. flavus (ATCC 9170) 3,60 £ 0,07 Inativo 4,0 250 0,14

A. fumigatus (ATCC 26934) 3,40 £ 0,04 Inativo 4,0 250 0,12
A. niger (ATCC 9092) 3,70 = 0,04 Inativo 4,0 250 0,95

M. gypseum (C115) 8,91 £ 0,04 Inativo 3,0 240 0,46

T. mentagrophytes (ATCC 9972) 8,66 0,07 Inativo 4,0 300 0,58
T. rubrum (C137) 7,97 £ 0,04 Inativo 3,0 240 0,57

C. neoformans (ATCC 32264) 8,20 + 0,04 Inativo 2,0 150,0 0,32
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De acordo com os testes da atividade antifuUngica apresentados
na Tabela 7, foi constatado que a C. albicans apresentou maior
sensibilidade comparada com a cepa de C. tropicalis e C. glabarata com
halos de inibicdo variando entre 13 a 15 mm.

Considerando sua resisténcia frente a antifungicos
comercializados atualmente, essas infecgdes sao com freqiéncia de dificil
tratamento. O Oleo essencial obtido das partes aéreas de
Ruta graveolens L. apresentou resultados interessantes para investigagoes
posteriores, apresentando inibicao classificada como ativa

As trés linhagens fungicas investigadas demonstraram ser
susceptiveis ao 6leo essencial de arruda. A menor concentracdo inibitoria
encontrada foi 0,25% para C. albicans e 0,75% para C. tropicalis e
C. glabarata (Tabela 7). Em relacdo a analise estatistica do tamanho dos
halos das cepas fungicas testadas, houve diferencas significativas entre as
cepas.

Em estudos realizados por NOGUEIRA et al. (2008), avaliando a
acao antifungica de o dleo essencial de Ruta graveolens na concentracao
de 4% observaram que todas as cepas de Candida testadas apresentaram
inibicdo com formacdo de halos de inibicao entre 10 a 13 mm diametro.

O oleo essencial de arruda nao foi eficiente para inibir o
crescimento de  Saccharomyces  cerevisiae, Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger com halos de inibicdo entre
3,4 a 7,30 mm, como mostra a Tabela 7. A concentracao inibitéria minima
foi de 4%, necessitando de 250 ug/mL para se tornar sensivel ao dleo.

A acdo de Oleos essenciais e de seus constituintes promovem
degradacao da parede celular, alteracdo na membrana plasmatica e nas
proteinas de membrana, no fluxo de elétrons e na coagulacdo do
citoplasma de fungos (LUO et al., 2004).

Sao poucos os estudos que relatam o mecanismo de acao de
0leos essenciais na inibicdo do crescimento e na producdo de micotoxinas.
A alteracao ocorre na permeabilidade da célula, devido as alteracoes da

membrana plasmatica que resulta na diminuicdao dos micélios e formacao
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de vesiculas nas membranas vinculadas no interior das células.
Além disso, também foi observada alteragdo nas membranas de
organelas, principalmente das mitocdndrias, e ainda é importante relatar a
delecdo e destruicdo dos GEDs (granulos elétrons densos).

A estrutura e funcdo da membrana plasmatica na célula fungica
€ essencial para a sobrevivéncia do fungo, visto que a ocorréncia de
alteracbes na sintese ou manutencdo da membrana celular resulta
geralmente em letalidade. Alguns autores colocam que pode ser
conseqiéncia da interferéncia na biossintese de ergosterol ou uma
interacdo direta com o ergosterol, na alteracao do perfil dos acidos graxos
da membrana plasmatica, na funcdo da H*/ATPase presentes na
membrana plasmatica, no efluxo de K* pela membrana, entre outros
fatores (BORELI et al., 2008).

Essas acOes sao justificadas pela presenca de monoterpenos na
constituicao quimica, promovendo atividade microbiana por
desencadearem efeitos toxicos na estrutura e na funcdo das membranas
das células dos microrganismos, como alteracdes na fluidez e
permeabilidade e interacdo com componentes internos da célula, acdes
estas, explicadas principalmente pelo carater lipofilico destas substancias
(TROMBETA et al., 2005).

A baixa atividade antifungica contra os dermatofitos empregando
0 Oleo essencial de arruda pode estar relacionada com a alta resisténcia
fungica das cepas em estudo. O dleo essencial em estudo apresentou
como fraco agente antifungico, no controle de T. mentagrophytes que
necessitou de 300 pg/mL e 240 pg/mL de M. gypseum e T. rubrum para
se tornar sensivel ao 6leo (Tabela 7).

Os resultados in vitro apresentados na Tabela 7 mostram que o
O0leo essencial de arruda apresentou baixo potencial no controle de
C. neoformans. A maior resisténcia dos microrganismos patogénicos € um
resultado que nao surpreende, e esse fato pode ser uma indicacao, de que

esses fungos apresentam certos niveis de resisténcia natural aos
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compostos. Nesse estudo foram utilizados 150 pg/mL para se tornar
sensivel ao dleo.

Entretanto, outras pesquisas sao necessarias para obtencdao de
mais informacdes sobre a aplicagcdo dos 6leos essenciais como agentes
antimicrobianos em alimentos e na medicina. Espera-se que o presente
trabalho dé suporte a aplicacao do 6leo essencial de arruda como agente

antimicrobiano para serem usados na producao de fitoterapicos.
5.5. Estudo da atividade anticolinesterasica

A atividade anticolinesterasica do 6leo esencial de arruda nos
resultados in vitro apresentou acao inibitoria baixa, por apresentarem
inibicbes abaixo de 40% sobre a enzima acetilcolinesterase nas

concentracgoes de 5,0 a 200,0 pg/mL (Tabela 8).

Tabela 8. Atividade anticolinesterasica de dleo essencial de arruda.

Concentracoes (ug/mL) % de Inibicao Classificacao
5,0 0,05 + 0,08 Inativo
25,0 2,47 £ 0,08 Inativo
50,0 6,33 £ 0,05 Inativo
75,0 7,11 + 0,06 Inativo

100,0 8,23 £ 0,04 Inativo
125,0 10,84 + 0,07 Inativo
150,0 11,98 +£ 0,09 Inativo
170,0 12,03 + 0,04 Inativo
200,0 14,63 + 0,08 Inativo
Controle 82,0 £ 0,06 -
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Segundo SAVELEV et al. (2003), em seu estudo com o dleo
volatil de Salvia lavandulaefolia e seus compostos terpénicos isolados,
demonstraram que as atividades anticolinesterasicas dos compostos
majoritarios testados isoladamente nas concentracdes encontradas no
6leo ndo foram tao fortes como a proporcionada pelo dleo bruto. Por isso,
também é importante ressaltar aqueles compostos cuja auséncia de
atividade foi comprovada, o que pode auxiliar na compreensao das
relacdes antagonisticas entre os compostos presentes nos dleos volateis.

Estudos realizados por BARBOSA FILHO et al. (2006) enumeram
uma série de compostos ja testados quanto ao seu potencial
anticolinesterasico, entre os quais o0s terpenos canfora, geraniol, linalol,
y-terpineno e terpineol mostraram-se inativos.

Muitos destes compostos ndo constituem o dleo essencial de
Ruta graveolens L., porém a inibicdo da enzima acetilcolinesterase nao
esta relacionada aos teores destes constituintes. Com base estudos
anteriores, é reforcada a hipdtese de que a inibicdo da enzima em maior
ou menor grau esteja relacionada a agao sinérgica ou antagbnica entre os
constituintes do dleo.

SAVELEV et al. (2003) sugerem ainda, em seu estudo, que a
diluicio entre os compostos pode reduzir a inibicio da enzima
acetilcolinesterase por bloqueio da entrada do substrato no sitio de ligacao
da enzima e que o periodo de incubacdo pode reduzir a atividade de
inibidores reversiveis.

Em estudos realizados por SOUZA (2007), que realizou testes
empregando os oleos volateis de populacdes de Eupatorium laevigatum
(C. laevigata) provenientes de diferentes localidades no Rio Grande do Sul
guanto a inibicdo da enzima acetilcolinesterase, pelo método qualitativo
de bioautografia em camada delgada, e observou que o 6leo oriundo de
Carad, cujo teor do monoterpeno a-pineno (6,5%) foi maior, apresentou
maior inibicdo da enzima em relagcdo ao dleo de Canela, cujo teor do
mesmo foi equivalente a 0,1%. No mesmo estudo, a laevigatina isolada

foi testada pelo mesmo ensaio e revelou-se fracamente ativa. Isso sugeriu



81

que a atividade exercida pelo 6leo volatil de C. laevigata oriundo do Rio
Grande do Sul ndo pode ser atribuida a presenca desse composto

isoladamente.

5.6. Atividade bionseticida do 6leo essencial de arruda no controle

de Acanthoscelides obtectus Cham.

Na Tabela 08 estdao apresentados os resultados do potencial
inseticida do dleo de arruda em diferentes concentragdes contra

Acanthoscelides obtectus Cham.

Tabela 9. Efeito do d6leo essencial de arruda em diferentes doses (uL/20g

de feijao) na mortalidade e emergéncia de adultos de Acanthoscelides

obtectus.

0,5 0,0 £ 0,00 75,64 £ 0,00 -

1,0 0,0 + 0,00 63,06+ 0,00 -

2,5 0,0 + 0,00 44,11 + 0,00 -
5,0 87,6 = 0,00 0,0 + 0,00 100,0
25,0 100,0 + 0,00 0,0 + 0,00 100,0
50,0 100,0 + 0,00 0,0 £ 0,00 100,0
75,0 100,0 + 0,00 0,0 + 0,00 100,0
100,0 100,0 + 0,00 0,0 £ 0,00 100,0

Testemunha 0,0 £ 0,00 4,80 £ 1,58 -
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De acordo com a Tabela 9, pode-se verificar que o 6leo essencial
de arruda acima da dose de 25 uL/20g de feijao apresentou maior
toxicidade aguda, causando 100% de mortalidade em adultos
Acanthoscelides obtectus em graos de feijao. Na concentragcao de
0,5 pL/20g de feijao nao apresentou mortalidade dos insetos em estudo,
permitino porcentagem de emergéncia de 75,64%.

A eficiéncia na mortalidade dos insetos adultos pode estar
relacioinada com o efeito foi decorrente das acdes de contato e ingestao,
pois essas caracteristicas geralmente estdo presentes em 6leos essenciais
(LEE et al., 2003; HUANG et al., 2000). As investigacOes prévias em
relacdo ao potencial inseticida de odleos essenciais tém mostrado, em
geral, que essa toxicidade, constatada para os Oleos essenciais de
diferentes plantas, sobre pragas de graos armazenados estd relacionada
aos componentes majoritarios.

Portanto, a toxicidade observada neste trabalho, para o dleo
essencial de arruda pode estar relacionada com a presenca de
2-nonanona e 2-undecanona (metil-cetonas), principais componentes
majoritarios de reconhecida eficacia como inseticida. Além disso, sem
deixar de levar em consideracao o provavel efeito sinérgico ou antagonico
resultante de outros componentes, presentes no 6leo em menor
percentagem.

Com base nos resultados obtidos, existe a possibilidade do uso
do oOleo essencial de arruda para o controlede insetos em graos
armazenados. Mas, requer maiores investigacdoes a cerca do
custo/beneficio desta pratica e novos estudos sdo necessarios antes de

seu uso sistematico.
5.7. Atividade larvicida frente ao Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
A atividade larvicida do dleo essencial de Ruta graveolens L.

extraido das partes aéreas foi testada em seis concentracdes diferentes:

20, 50, 70, 90, 100 e 120 pg mL?, sendo n é o nimero de larvas do
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mosquito Aedes aegypti utilizadas no ensaio larvicida para cada
concentracao (totalizando 10 larvas por ensaio).

Para cada concentracao os testes foram realizados em
quintuplicata. Os dados sobre o nUmero de larvas vivas e de larvas mortas
foram encontrados através de uma média das cinco repeticdes para cada

uma das seis concentragdes testadas (Tabela 10).

Tabela 10. Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apos

24 horas de exposicao em diferentes concentragoes de 6leo essencial de

arruda.

20 1,3010 1 9 3 19 10
50 1,6989 7 3 6 8 70
70 1,8451 10 0 12 0 100
90 1,9542 10 0 26 0 100
100 2,0000 10 0 34 0 100
120 2,0791 10 0 42 0 100

NUumero de larvas (n = 10).

De acordo com a Tabela 10, a concentracdo de 20 pg mL! do
6leo essencial de arruda apresentou a menor atividade larvicida, matando,
em média, uma larva, o que corresponde a 10% de mortalidade. A partir
da concentracdo de 70 pg mL! do 6leo essencial a atividade larvicida foi
constante, provocando a morte de 100% dos individuos testados, ou seja,

10 larvas.
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A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o 6leo é
mostrada na Figura 27, mostrando-se constante a partir do Log dose

1,8451 (concentragcdo 70 pg mL™).

100
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Log Dose

Figura 27. Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti
expostas a seis concentracdes diferentes do dleo essencial de arruda,

ap0ds 24 horas de exposicao.

A Figura 27 mostra que a Concentragao Letal 50% (CLso),
concentracao na qual cinquenta por cento das larvas testadas morrem, foi
encontrada préxima ao Log dose 1,8451 (acima da concentracao de
50 pg mL'). De acordo com CHENG et al. (2003) valores de

CLso < 100 pg mL! sdo considerados ativos.
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——Acumulados Mortos

Acumulados

0 | L i i
1,301 1,699 1,845 1,954 2 2,079

Log Dose

Figura 28. Estimativa da CLsy do dleo essencial de arruda pelo método
Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fungao
do logaritmo decimal da dose aplicada. A CLsy € o ponto de interseccao

das duas curvas.

A dose letal 50% para o 6leo essencial de arruda foi calculada
através da interseccao das curvas de individuos acumulados mortos e
individuos acumulados vivos (Figura 28), tendo como resultado a
concentracdo de 61,641 pg mL! com um intervalo de confianca de
1,72 yg mL™.

A atividade larvicida do oleo essencial de arruda contra o
Aedes aegypti € devido a presenca de compostos terpénicos, alcodis e
aldeidos (LUCIA et al., 2007; LEE, 2006; PANELLA et al., 2005).
Os O6leos essenciais podem atuar também em enzimas digestivas e
neuroldgicas bem como interagir com o tegumento do inseto
(ISMAN, 2006).

De acordo com KIM et al. (2003) demonstraram a importancia

da relacao entre a estrutura quimica e atividade bioldgica dos compostos;
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reportando que quanto maior a lipofilicidade, maior a penetragcao no
tegumento do inseto.

FURTADO et al. (2005) reportaram em seu estudo a acao
larvicida de éleos contendo limoneno, linalol e eugenol frente ao mosquito
Aedes aegypti. Na ocasiao esses compostos foram confirmados como
majoritarios e apresentaram menores atividades quando testados
isoladamente (como ocorreu no presente trabalho). Os autores também
sugerem a possibilidade de outros compostos serem responsaveis pela
atividade larvicida do 6leo essencial ou ainda a existéncia de um
sinergismo entre o composto majoritario e outros componentes do dleo,
existentes em menor fracao.

Os resultados obtidos no presente estudo poderdo contribuir com
o controle e a reducdo da infestacdao por Aedes aegypti em areas urbanas
ou rurais levando-se em consideragao a eficacia na mortalidade de larvas,
a facilidade de obtencao e preparo dos oleos essenciais sobre o uso de
plantas aromaticas com potencial para o desenvolvimento de produtos
biotecnoldgicos.

Além disso, esse estudo confirma a importancia do saber popular
como base do conhecimento cient ifico e mostram a importancia da
necessidade de novas alternativas usando produtos de origem natural,
especialmente se levarmos em conta que estes podem minimizar a

dependéncia aos inseticidas quimicos sintéticos.
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6. CONCLUSAO

Levando em consideracao os resultados obtidos, podemos
relacionar as seguintes conclusdes acerca deste trabalho:

a)As folhas e caules de Ruta graveolens L. forneceram um dleo
essencial cujo rendimento foi 1,291%, um valor consideravel para
extracdao por hidrodestilacao.

b) A caracterizagdao por CG-EM possibilitou a identificacdo de seis
componentes do 6leo, sendo que o 2-nonanona e 2-undecanona foram os
componentes majoritarios com 39,17 e 47,21%, respectivamente.

c) Através do método de difusdao em disco verificou-se que, a
excecdao da Pseudomonas aeruginosa, todas as bactérias testadas foram
mais sensiveis ao 6leo essencial das partes areas das folhas de arruda.

d)O 6leo essencial de arruda demonstrou ser um eficiente
agente antifungico contra as leveduras Céndida albicans,
Candida tropicalis e Candida glabarata.

e)Os resultados in vitro do oleo essencial contra os fungos
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus Niger, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum nao foi eficiente para inibir o crescimento.

f) A atividade anticolinesterasica do dleo esencial de arruda nos
resultados in vitro apresentou baixa acao inibitéria
(inibicoes abaixo de 40%).

g) O d6leo essencial extraido das folhas de arruda demonstrou-se
um eficiente agente bioinseticida no controle de Acanthoscelides obtectus
em graos armazenados, com a porcentagem de 100% mortalidade em
adultos com a concentracao de 25 uL/20g de feijao.

h)A atividade larvicida do 6leo essencial das folhas de
Ruta graveolens L. frente as larvas do Aedes aegypti apresentou atividade
larval letal de 50%, na concentracdo de 61,641 pug mL? ao final de

24 horas de monitoramento.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

a) Estudos relacionados com a toxicidade da planta;

b) Realizar a extracdo do dleo essencial com fluido supercritico e
verificar possiveis alteragcdes na composicdo quimica, no rendimento e
propriedades fisicas;

C) Estudos das metodologias eletroquimicas para as
determinacdes qualitativas e quantitativas do outros componentes dos
oleos essenciais;

d) Avaliacbes da acdo do oleo essencial de arruda frente outras
bactérias oriundas dos mais diversos tipos de ambientes contaminados;

e) Investigar a possibilidade de aplicagdo em insetos resistentes
gue infestam os graos armazenados;

f) Isolar e testar como agentes larvicidas outros componentes do
0leo essencial de arruda;

g) Investigar o efeito residual do dleo essencial das folhas no
ambiente (persisténcia larvicida);

h) Testar o 6leo em diferentes intervalos de temperatura para
verificar se ha resposta no monitoramento das larvas do mosquito
Aedes aegypti;

i) Testar o hidrolato do 6leo essencial de arruda como agente
inseticida contra instetos em graos armazenados e larvicida do mosquito

Aedes aegypti.
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