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RESUMO GERAL

Os oleos essenciais tém apresentado atividade biologica e servem como
uma fonte alternativa de agentes antimicrobianos. Nesse contexto, este estudo
foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial biocida dos 6leos essenciais
de Piper hispidinervum, Piper aduncum e Syzygium aromaticum, bem como
desenvolver e avaliar o perfil de sensibilidade do antisséptico com principio
ativo de 6leo essencial de Syzygium aromaticum, frente a bactérias patogénicas
in vitro e na reducio da contaminacio bacteriana natural das mios. A obten¢io
do oleo essencial foi realizada pela técnica de hidrodestilagdo, utilizando o
aparelho de Clevenger modificado e a identificacdo e a quantificacdo dos
constituintes, pelas andlises em CG/EM e CG-DIC. A atividade bioldgica dos
Oleos essenciais nas bactérias patogé€nicas foi determinada pela técnica de
perfuragdo em d&gar. Para o efeito inibitério dos fungos filamentosos, foi
utilizado o teste de difusdo em disco. Para verificar a sensibilidade ao
antisséptico desenvolvido com 6,3% de 6leo essencial de S. aromaticum, foi
utilizada a etapa in vitro, em que foi constatada a a¢do antimicrobiana frente as
bactérias Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi e Staphylococcus aureus. Isto
também se repetiu no teste nas maos, em que foi aplicado o antisséptico
elaborado com oéleo essencial de S. aromaticum sobre as maos naturalmente
contaminadas. Nas analises cromatrograficas, os constituintes majoritarios
encontrados no 6leo essencial de Piper aduncum foram (E)-nerolidol (19,30%) e
trans-sabineno hidratado (18,79%); no 6leo de Piper hispidinervum, o safrol
(73,44%) e p-menta-2,4(8)-dieno (18,78%) e, no 6leo de Syzygium aromaticum,
o eugenol (89,08%). O resultado da concentragdo minima inibitéria demonstrou
que todos os microrganismos testados apresentaram sensibilidade ao 6leo de S.
aromaticum. O ¢éleo de P. Hispidinervum foi mais eficiente para os fungos e o
6leo essencial de P. aduncum foi o que apresentou menor atividade
antimicrobiana. Nos dados obtidos in vitro e na antissepsia das mados, o
antisséptico com principio ativo de 6leo essencial de S. aromaticum mostrou-se
eficaz contra os microrganismos, nos diferentes tempos avaliados.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Antisséptico. Microrganismos.



GENERAL ABSTRACT

Essential oils have shown biological activity and serve as an alternative
source of antimicrobial agents. Therefore, this study aimed to evaluate the
biocide potential of essential oils of Piper hispidinervum, Piper aduncum and
Syzygium aromaticum, as well to develop and to evaluate the profile of
sensitivity of the antiseptic with active principle of essential oil of Syzygium
aromaticum against pathogenic bacteria in vitro and in reducing the natural
bacterial contamination of the hands. The obtainment of essential oil was
performed by hydrodistillation technique using the modified Clevenger
apparatus, and the identification and quantification of the constituents by
analysis in GC / MS and GC-FID. The biological activity of essential oils on
pathogenic bacteria was determined by Agar Perforating technique. For the
inhibitory effect of filamentous fungi, it was used the disk diffusion test. To
check the sensitivity to the antiseptic developed with 6.3% of essential oil of S.
aromaticum, it was used in vitro stage, where it was detected the antimicrobial
action on the bacteria Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi and Staphylococcus
aureus. This also happened in the hand test, which was applied antiseptic
formulated with essential oil of S. aromaticum on naturally contaminated hands.
In chromatographic analyzes, the major constituents found in essential oil of
Piper aduncum were (E)-nerolidol (19.30%) and trans-sabinene hydrate
(18.79%), in the oil of Piper hispidinervum were safrole (73.44%) and p-mint-
2,4(8)-diene (18.78%) and in the Syzygium aromaticum oil, eugenol (89.08%).
The result of Minimum Inhibitory Concentration showed that all tested
microorganisms showed sensibility to the oil of S. aromaticum. The oil of P.
hispidinervum was more efficient for the fungi and the essential oil of P.
aduncum showed the lower antimicrobial activity. In the data obtained in vitro
and in antisepsis of the hands, the antiseptic with active principle of essential oil
of S. aromaticum was effective against the microorganisms in different
evaluated time periods.

Keywords: Antimicrobial activity. Antiseptic. Microorganism.
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1 INTRODUCAO

As plantas aromaticas, condimentares e medicinais tém sido utilizadas
por um publico cada vez maior e vem recebendo incentivo da Organizagdo
Mundial de Saude (OMS), que recomenda o desenvolvimento de pesquisas
visando a utilizacdo da flora. Esses elementos que antes se apresentavam,
principalmente, como agentes vetores de aromas e gostos caracteristicos aos
alimentos, apresentam agora uma nova perspectiva de emprego.

Pesquisas evidenciam a potencialidade de constituintes vegetais como
agentes antimicrobianos capazes de serem aproveitados como fonte de
compostos alternativos, eficientes e viaveis, para o alcance do controle do
crescimento e da sobrevivéncia de microrganismos nas varias areas da
microbiologia.

Os oleos essenciais apresentam atividade biologica e servem como uma
fonte alternativa de agentes antimicrobianos contra patogenos causadores de
doencas alimentares ou deteriorantes de alimentos. A higiene pessoal ¢ uma das
medidas mais importantes para prevenir as doengas transmitidas por alimentos.
Além da tradicional lavagem com agua e sabdo, o uso de antissépticos tem se
destacado, pois, sdo essenciais no processo de higienizagdo pessoal, possuem
boa atividade antimicrobiana, dispensam a pia e alguns ainda previnem o
ressecamento de maos.

Em estudos com odleos essenciais foi demonstrado que eles apresentam
grande eficiéncia antimicrobiana, sendo muitos deles extraidos de condimentos
ou especiarias que s3o habitualmente utilizados na preparacao de alimentos, ndo
apresentando toxicidade ao homem nas concentragdes utilizadas. Devido a essa
caracteristica, tornam-se viaveis estudos que evidenciem o uso de produtos

naturais como agentes antissépticos na prevencao de doencas.
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Em face do exposto, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar
o potencial biocida dos dleos essenciais de Piper hispidinervum, Piper aduncum
e Syzygium aromaticum, bem como o uso de 6leos essenciais como principal
princirepio ativo na formulagdo de antisséptico e sua agdo sob microrganismos
patogénicos e deterioradores.

Sendo assim, no Capitulo 1, faz-se uma revisdo sobre a importancia dos
manipuladores de alimentos e sua contribuigdo nos surtos de doengas
transmitidas por alimentos, a importancia da higiene pessoal e a potencialidade
de compostos vegetais como agentes antimicrobianos capazes de serem
aproveitados como fonte de eficientes e vidveis compostos alternativos para o
alcance e o controle do crescimento e a sobrevivéncia de microrganismos as
varias areas da microbiologia. No Capitulo 2 realiza-se a caracterizagdo quimica
e o potencial biocida dos Oéleos essenciais de Piper aduncum, Piper
hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre microrganismos patogénicos e
toxigénicos importantes para alimentos e, no Capitulo 3, apresenta-se o
desenvolvimento e a avaliagdo de um antisséptico com principio ativo de dleo

essencial de Syzygium aromaticum.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Manipulacéo higiénica de alimentos

Ao longo do processo de producdo, elaboragdo, transporte,
armazenamento e distribui¢@o, qualquer alimento esta sujeito & contaminagdo
por substancias toxicas ou por bactérias patogénicas, fungos, virus e parasitas.
Portanto, a higieniza¢ao e a seguran¢a na producao de alimentos sdo questdes de
saude publica (CATAO; CEBALLOS, 2001).

Apesar da evolu¢do dos conhecimentos sobre os microrganismos, dos
mecanismos de intoxicacdes e das técnicas de higienizagdo, tem-se observado,
ainda, a ocorréncia de um numero elevado de surtos ¢ de casos de doencas
transmitidas por alimentos (DTA) (ANDRADE, 2008).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as doencas de
origem alimentar representam um dos maiores problemas de saide em todo o
mundo. A contamina¢do dos alimentos pode ter varias origens, entretanto, o
manipulador ¢ uma das principais causas da maior incidéncia de surtos
alimentares, pois seu estado de saude e suas praticas higiénicas influenciam em
cada operagio realizada (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE - OMS,
1984).

Dados da OMS indicam que os manipuladores sdo responsaveis, direta
ou indiretamente, por até 26% dos surtos de enfermidades bacterianas veiculadas
por alimentos (FREITAS, 1990). O Ministério da Satide, na RDC n° 12/2001,
define DTA como uma sindrome originada pela ingestao de alimentos e ou de
agua que contenha agentes etiologicos (bioldgicos, toxinas, fisicos ou
substancias quimicas) em quantidades tais que afetem a satide do consumidor de

forma individual ou de um grupo de populagdo (BRASIL, 2001).
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As doencgas transmitidas por alimentos sdo classificadas como: a)
intoxicagdes causadas por ingestdo do produto contendo venenos quimicos ou
toxinas produzidas por microrganismos; b) infeccdes mediadas por toxinas
causadas por bactérias que produzem enterotoxinas (toxinas que afetam a agua,
glicose e transferéncia de eletrdlitos), durante sua colonizagdo e crescimento no
trato intestinal e c) infec¢cdes causadas quando microrganismos invadem e
multiplicam-se na mucosa intestinal ou em outros tecidos. Essas manifestagdes
variam desde um desconforto leve até reagdes severas que podem terminar em
morte (CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA - CVE, 2008).

No que concerne a indistria de alimentos, € interessante ressaltar que
muitas contaminagdes sdo provenientes de procedimentos de limpeza
inadequados e de comportamentos improprios dos manipuladores de alimentos.
As Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) sdo um conjunto de regras que definem
formas ideais de fabricacdo a partir de mudangas nos métodos de limpeza,
comportamento das pessoas envolvidas, equipamentos e edificios, buscando
eliminar as fontes genéricas de possiveis contamina¢des de um produto
(CARBALLIDO; VIYELLA; MORENO, 1994).

Segundo Duarte (2005), a agdo especifica do manipulador de alimentos
¢ responsavel pela redugdo, minimizagdo ou eliminagdo dos perigos alimentares.
E toda essa responsabilidade comeca pela higiene pessoal, ambiental, dos
equipamentos e da operagdo a ser realizada.

Portanto, as pessoas que manipulam alimentos tém uma fungio
importante na preservacdo da higiene, pois podem representar importante fonte
de transmissdo de patdgenos. Uma das formas de se prevenir a propagacdo de

doengas veiculadas pelos alimentos € a higiene correta das maos.
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2.1.1 Higiene das maos

A microbiota das maos e do vestudrio externo dos manipuladores de
alimentos normalmente reflete o0 meio e os habitos individuais. Os organismos
envolvidos podem ser os do solo, das aguas, do p6 e de outras fontes do meio.
Fontes importantes de contaminagdo sdo, ainda, as cavidades nasais, a pele e o
trato gastrintestinal, os quais podem ser fontes de microrganismos devido a
praticas higiénicas precarias (JAY, 2005).

As maos podem ser uma via de contamina¢ao de varios microrganismos
patogénicos, como os coliformes fecais, Escherichia coli, os quais sdo
indicadores de contaminagdo fecal;, Staphylococcus aureus, que indicam a
presenga de material nasal ou orofaringeo; Bacillus cereus, indicador de
contaminagdo ambiental ¢ Pseudomonas aeruginosa, indicativo de que houve
utilizagdo inadequada de produtos antissépticos (FERREIRA, 2005).

Segundo Lagaggio, Flores e Segabinazi (2002), os principais
microrganismos patogénicos encontrados em alimentos e nas maos de seus
manipuladores consistem de coliformes fecais. Entre eles citam-se Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. Dessa forma, a higiene das maos torna-se
imprescindivel, uma vez que ela tem a finalidade de remover sujidades, suor,
oleosidade, pelos, células descamativas e da microbiota da pele, de forma a
prevenir ou a interromper a transmissdo de infecgdes veiculadas pelo contato ou
pela contaminagdo cruzada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA - ANVISA, 2007).

A eliminagdo de todos os microrganismos das maos é impossivel, mas a
eficiéncia da lavagem pode ser melhorada pela aplicagdo de antisséptico apos

seu término.
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2.2 Agentes antissépticos

O aumento das preocupacdes com o potencial de contaminagdo
microbiana e com os riscos de contaminagao e infec¢do alimentar ocasionou um
aumento do uso de desinfetantes e de antissépticos por parte do ptblico em geral
(MCDONELL; RUSSELL, 1999).

Os agentes antissépticos s@o substancias aplicadas a pele para reduzir o
numero de agentes da microbiota transitéria e residente, e os desinfetantes sdo
produtos que matam todos o0s microrganismos patogénicos, mas nao
necessariamente todas as formas microbianas esporuladas em objetos e
superficies inanimadas (ANVISA, 2007).

Na pele das maos podem ser encontradas, principalmente, duas
populagdes de microrganismos: os pertencentes a microbiota residente e a
microbiota transitoria. A microbiota residente ¢ constituida por microrganismos
de baixa viruléncia, como Staphylococcus, Corynebacterium e Micrococcus,
pouco associados as infecgdes veiculadas pelas maos. E mais dificil de ser
removida pela higienizagdo das maos com agua e sabdo, uma vez que coloniza
as camadas mais internas da pele (ANVISA, 2007).

A microbiota transitéria coloniza a camada mais superficial da pele, o
que permite sua remo¢ao mecanica pela higienizagdo das maos com agua e
sabdo, sendo eliminada com mais facilidade quando se utiliza uma solucgéo
antisséptica. E representada, tipicamente, pelas bactérias gram-negativas, como
enterobactérias (Ex: Escherichia coli) e bactérias ndo fermentadoras (Ex:
Pseudomonas aeruginosa), além de fungos e virus (ANVISA, 2007).

Os antissépticos devem remover ou destruir os microrganismos
presentes na pele sem alterar as estruturas. Terapeuticamente falando, o papel

dos antissépticos € o de auxiliar os meios naturais de defesa da pele no controle
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de microrganismos patogénicos responsaveis por infeccdes cutdneas. O espectro
de acdo, o tempo de inicio de ativacdo, o tempo de atividade, os efeitos
residuais, a toxicidade, a capacidade de penetragdo e as possiveis substancias
que inativam os antissépticos podem variar de um produto para outro
(SANCHEZ-SALDANA; ANDUAGA, 2005).

Entre os principais antissépticos utilizados para a higienizacdo das maos
destacam-se alcoois, clorexidina, compostos de iodo, iodoforos e Triclosan
(ANVISA, 2007; KAWAGOE, 2004). Tais antissépticos sdo testados em
espécies bacterianas envolvidas em DTAs, como Escherichia coli, Salmonella
sp. ¢ Staphylococcus aureus.

Em geral, o mecanismo de agdo dos antissépticos e desinfetantes
depende de trés mecanismos basicos, incluindo capacidade de coagular e
precipitar proteinas, alterar as caracteristicas de permeabilidade celular e
toxicidade ou envenenamento dos sistemas enzimaticos das bactérias. Estes
podem produzir a morte ou a inibicdo celular das bactérias por oxidagao,
hidrélise ou inativagdo de enzimas, com perda de constituintes celulares

(SANCHEZ-SALDANA; ANDUAGA, 2005).

2.3 Microrganismos envolvidos em surtos de intoxicagéo alimentar

As bactérias, os fungos, os virus, os parasitas, os agentes quimicos e as
substancias toxicas de origens animal e vegetal atuam como agentes etiologicos
de surtos de intoxicacdo alimentar, mas ndo ha dividas da importancia das
bactérias como agentes das doencas de origem alimentar (ANDRADE; SILVA;
BRABES, 2003). De acordo com o Center For Disease Control nos EUA, elas
sdo responsaveis pela ocorréncia de cerca de 70% dos surtos e 95% dos casos de

toxinfecc¢des alimentares (BUZBY et al., 1996).
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A maioria dos casos de toxinfec¢do alimentar no homem ¢ atribuida a
Salmonella sp., Staphylococcus aureus ¢ Clostridium perfringens. Sabe-se,
contudo, que uma porcao substancial dos casos ¢ determinada por espécies ndo
rotineiramente avaliadas durante a investigacdo de surtos (BULHOES; ROSSI
JUNIOR, 2002).

2.3.1 Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila sdo bastonetes gram-negativos de vida livre,
anaerobios facultativos, pertencentes provisoriamente a familia Vibrionaceae.
Foi proposto, recentemente, que esta espécie fosse classificada numa nova
familia, Aeromonadaceae (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

Aeromonas hydrophila esta presente em ambientes de agua fresca e em
aguas salgadas. Tem sido frequentemente encontrada em peixes e frutos do mar
e em amostras de carne vermelha (gado, porco e ovelha) e de frango de mercado.
Algumas linhagens de A. hydrophila sdo capazes de causar doengas em peixes e
anfibios, bem como em humanos, os quais adquirem infec¢des por meio de
feridas abertas ou pela ingestdo de alimentos e 4gua contaminada (FORSYTHE,
2005).

Aeromonas tém emergido como importante patdgeno humano, devido a
suspeita de estarem relacionadas com surtos provocados por alimentos ¢ pelo
aumento da incidéncia de isolamento de Aeromonas de pacientes com diarreia
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2004). Esse microrganismo pode ocasionar
diversas infecgdes, incluindo gastrenterites em individuos saudaveis ou até
septicemia em individuos com o sistema imunolégico debilitado (FORSYTHE,

2005).



27

2.3.2 Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa, anaerobica facultativa e
um dos habitantes mais comuns do trato intestinal. Sua presenga na agua e nos
alimentos ¢ um importante indicador de contaminagdo fecal, porém, ndo ¢
normalmente considerada patogénica; entretanto, pode ser a responsavel por
infec¢des urinarias e produtora de enterotoxinas, que podem causar graves
doengas de origem alimentar (TORTORA, 2005).

A bactéria Escherichia coli é parte da flora normal do colo em humanos
e outros animais, mas pode ser patogé€nica dentro ou fora do trato gastrintestinal
(HARVEY; CHAMPE; FISHER, 2008). No trato intestinal dos animais
(incluindo o homem) exerce um efeito benéfico sobre o organismo, suprimindo a
multiplicagdo de bactérias prejudiciais ¢ sintetizando uma consideravel
quantidade de vitaminas. Dentre as cepas de E.coli, entretanto, ha um grupo
capaz de provocar doengas em individuos humanos, coletivamente chamadas de
E.coli enteropatogénicas (EEC) (OLSEN et al., 2000).

Atualmente, ha seis classes de E.coli enteropatogénicas reconhecidas.
Dentre elas, as mais importantes para alimentos ¢ E.coli O157:H7, que pertence
ao grupo das E.coli entero-hemorragicas (EHEC) ou produtoras de verotoxina

(VTEC) (SILVA et al., 2003).

2.3.3 Listeria monocytogenes

As espécies de Listeria sdo bacilos delgados e curtos gram-positivos que
nao formam esporos. Sdo parasitas intracelulares avidos que podem ser vistos

dentro das células do hospedeiro em amostras de tecido (HARVEY; CHAMPE;
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FISHER, 2008). Sao capazes de crescer em temperatura de geladeira, embora
sua temperatura ideal seja 37°C (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

Listeria spp. é um microrganismo que se encontra amplamente
disseminado na natureza, podendo ser encontrada no solo, na agua, nos
alimentos e como microbiota normal do homem e animais (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2004). Todas as espécies de Listeria sdo encontradas na
natureza e podem, eventualmente, contaminar os alimentos, porém, somente a
Listeria monocytogenes é patogénica para o homem (CARTER et al., 1995),
tornando-se um dos principais patégenos nas doengas transmitidas pelos
alimentos (TAEGE, 1999).

As infecgdes por Listeria que podem ocorrer como casos esporadicos ou
em pequenas epidemias, geralmente sdo veiculadas por alimentos como
laticinios processados (incluindo sorvete e queijo), carne moidas e carne de aves
vendidas em atacado (HARVEY; CHAMPE; FISHER, 2008).

Orgaos de satde e industrias alimenticias aumentaram o interesse sobre
L. monocytogenes devido a diversos fatores, entre eles, a resisténcia a condigoes
adversas (calor, elevada concentracdo de sais, baixas temperaturas), a gravidade
da patologia e a incidéncia de listeriose veiculada por alimentos (BLACKMAN;
FRANK, 1996). A prevengdo das infeccdes por L. monocytogenes pode ser
obtida pelo preparo e manuseio apropriado dos alimentos (HARVEY;

CHAMPE; FISHER, 2008).
2.3.4 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa pertence a familia Pseudomonadaceae. Trata-

se de bacilos gram-negativos retos, ndo esporulados, movel por um simples

flagelo polar e aerdbios obrigatérios e sdo capazes de crescer rapidamente em
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meios muito simples. Alteram muitos alimentos ricos em proteinas, como leite,
ovos, carne ¢ alimentos marinhos, como peixes e camardo, além de vegetais
(MASSAGUER, 2005). Esta espécie ¢ comumente encontrada no solo, na agua,
nos vegetais, nos alimentos, nos animais e nos mais diversos ambientes
hospitalares (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

Esse microrganismo permanece como um dos mais prevalentes agentes
de infecgdes hospitalares em todo o mundo (ARRUDA, 1998). Sua importancia
clinica esta baseada na dificil erradicacdo da infeccdo e continuos fracassos
terapéuticos, consequéncia direta da ampla expressdo de fatores de viruléncia,
assim como resisténcia natural e adquirida a muitos antibidticos e desinfetantes
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

P. aeruginosa tem recebido aten¢do pela frequéncia com que esta
relacionada a doencas em pacientes com comprometimento imunologico,
acompanhado de procedimentos invasivos, queimaduras e feridas operatorias,
que se tornam porta de entrada para esta espécie (OLIVEIRA;
ALBUQUERQUE; ROCHA, 1998).

2.3.5 Salmonella typhi

Salmonella sp. ¢ amplamente distribuida na natureza. O sorotipo Typhi é
0 Unico patdogeno exclusivamente humano, enquanto as outras linhagens sdo
associadas a animais e a alimentos, como, por exemplo, ovos ¢ frangos
(HARVEY; CHAMPE; FISHER, 2008).

Salmonella enterica sorovar Typhi, bactéria gram-negativa da familia
Enterobacteriaceae, ¢ o agente etiologico da febre tifoide. E responsavel por 22
milhdes de novos casos por ano no mundo, 5% dos quais sdo fatais (CRUMP;

LUBY; MINTZ, 2004; IVANOFF, 2003).
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A transmissdo da enfermidade se da pela ingestio de agua ou de
alimentos contaminados com fezes humanas ou, menos frequentemente, com
urina contendo a bactéria; mais raramente pode ser transmitida pelo contato
direto (mao/boca) com fezes, urina, secre¢do respiratoria, vOmito ou pus
proveniente de individuo infectado (BASTOS et al., 2008). A contaminagdo de
alimentos geralmente acontece pela manipulacdo por portadores, razao pela qual
a febre tifoide ¢ também conhecida como a doenga das maos sujas (BRASIL,
2005).

A doenga se caracteriza clinicamente por febre, cefaleia, diarreia e/ou
constipacdo, dor abdominal, podendo causar ainda danos respiratdrios,
hepaticos, esplénicos e neurologicos. A emergéncia da resisténcia bacteriana aos
antibidticos disponiveis pode ainda ser um fator agravante dessa salmonelose, ja
que o tratamento de individuos com febre tifoide consiste, basicamente, em
antibiodticos e reidratacdo (BASTOS et al., 2008).

Os principais alimentos responsaveis pela transmissdo da febre tifoide
sd0 ostras e outros moluscos, assim como leite e derivados, mas praticamente
todos os alimentos, quando manipulados por portadores, podem veicular a

Salmonella typhi (BRASIL, 2005).

2.3.6 Staphylococcus aureus

As Dbactérias do género Staphylococcus pertencem a familia
Micrococcaceae e apresentam-se como cocos Gram-positivos, com didmetro
entre 0,5 a 1,5 pm, imodveis, agrupados em massas irregulares ou em cachos de
uva. Sdo aerébios ou aerdbios facultativos, produtores de catalase e,
normalmente, beta-hemoliticos. Fermentam a glicose com produgdo de acido,

tanto em aerobiose como em anaerobiose (TORTORA, 2005).
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Staphylococcus aureus ¢ um importante patégeno devido a sua
viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e associacdo a varias doengas,
incluindo enfermidades sist€émicas potencialmente fatais, infec¢des cutaneas,
infec¢des oportunistas e intoxicacdo alimentar (LOWY, 1998). A intoxicacdo
alimentar causada por estd bactéria esta relacionada a contaminacdo de
alimentos pelas enterotoxinas termoestaveis por ela produzidas que podem
permanecer no alimento, mesmo ap6s o cozimento (FRANCO; LANDGRAF,
1996).

Esta bactéria habita com frequéncia a nasofaringe do ser humano, a
partir da qual pode facilmente contaminar as maos do homem e penetrar no
alimento, causando a intoxica¢do alimentar estafilococica (KENNEDY et al.,
2000). Ele também ¢ uma causa frequente de infecgdes cutdneas nas maos
podendo ser disseminada aos alimentos através de ferimentos (TORTORA,
2005).

Entre os principais substratos alimenticios capazes de suportar o
desenvolvimento natural do Staphylococcus aureus podem ser citados os
produtos lacteos, como queijo, leite cru ou pasteurizado e manteiga, além de
sorvetes, produtos de confeitaria, como bolos recheados, tortas e doces
cremosos, carnes frescas e curadas, ovos e massas alimenticias (SANTOS,

2004).
2.4 Contaminacdo microbioldgica por fungos filamentosos e leveduras
A contaminagdo e a deterioragdo dos alimentos causados por fungos sao

mais comuns que as originadas por qualquer outro grupo de microrganismos. A

contamina¢do por fungos ¢ importante ndo apenas do ponto de vista sensorial,
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mas também pelo perigo que a producdo de micotoxinas representa para o
consumidor (MUNINBAZI; BULLERMAN, 1996).

As micotoxinas sdo metabolitos secundérios de fungos filamentosos,
toxicos a0 homem e animais, mesmo em baixas concentracdes, ¢ sdo produzidas
por espécies pertencentes aos géneros Aspergillus, Alternaria, Claviceps,
Fusarium, Penicillium e Stabotrys. Sdo fungos que, geralmente, contaminam os
produtos agricolas tanto na pré e na poés-colheita. Quando ingeridas, as
micotoxinas podem resultar em doengas cronicas ou agudas. As doencas
crénicas apresentam um impacto maior, induzindo e iniciando diversos efeitos
toxicos, como carcinogénico, mutagénico, teratogénico, estrogénico,
hemorragicos, imunossupressivos, nefrotoxicos, hepatoxicos, dermatoéxicos e

neurotéxicos (MILICEVIC; SKRINJAR; BALTIC, 2010).

2.4.1 Aspergillus flavus

Aspergillus flavus ¢ uma espécie de fungo que pode ser encontrado em
diversos alimentos, como nozes, temperos, sementes oleaginosas, cereais e,
ocasionalmente, em frutas secas. Esse fungo parece passar a maior parte de sua
vida como um saproéfita no solo, onde desempenha um papel importante como
reciclador de nutrientes. Essa espécie também ¢é capaz de causar doengas em
culturas economicamente importantes, tais como milho e amendoim. Ele ¢é capaz
de produzir micotoxinas potentes, como as aflatoxinas B; ¢ B, e ¢ considerado o
segundo maior causador de aspergilose invasiva e ndo invasiva (HEDAYATI et
al., 2007).
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2.4.2 Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus pode ser encontrado em cereais aquecidos, na
compostagem ¢ no lixo (SAMSON; HOEKSTRA; FRISVAD, 2000).
Ecologicamente, esta espécie ¢ comumente encontrada em paises com clima
temperado. Devido a sua patogenicidade, os isolados devem ser manuseados
com cuidado. A. fumigatus é o agente etiolégico mais comum da aspergilose
pulmonar, sendo responséavel por aproximadamente 90% de todos os casos de

infecgoes fungicas (LUCCA, 2007).

2.4.3 Aspergillus niger

A. niger pode ser encontrado em véarios alimentos, principalmente em
alimentos secos e especiarias. Esta ¢ uma espécie amplamente utilizada em
processos biotecnoldgicos e a tnica que possui o “status” (“Generally Regarded
as Safe”) pela Food And Drug Administration. No entanto, algumas espécies
destacam-se pela producdo de micotoxinas. A principal micotoxina relacionada a
estas espécies € a ocratoxina A (OTA), que vem merecendo atencdo mundial
pelo risco que pode causar a saude de animais e humanos (ABARCA et al.,,
2004; BENNETT; KLICH, 2003). As ocratoxinas s3o potencialmente
nefrotoxicas e carcinogénicas, teratogénicas e imunotoxicas (FORSYTHE,

2005).

2.4.4 Aspergillus parasiticus

Aspergillus parasiticus é uma espécie de fungo comum em cereais, no

solo e, principalmente, no amendoim. Ele pertence a Sec¢do Flavi e possuem
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conidios em tons verde-amarelados e esclerddios marrons (KLICH, 2002).
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus sdo as principais espécies produtoras
de aflatoxinas desta Secdo (CODNER; SARGEANT; YEO, 1963;
SCHROEDER, 1966; PITT; HOCKING, 1997; VARGA et al., 2003). O
Aspergillus parasiticus, quando se desenvolve, pode produzir as aflatoxinas By,
B,, G, e G, (PITT; HOCKING, 1997).

2.4.5 Candida albicans

A levedura Candida albicans faz parte da flora normal da boca, do trato
gastrintestinal e da vagina. Sua multiplica¢do, normalmente, ¢ inibida por outros
microrganismos da flora normal e pelos mecanismos de defesa do organismo.
Uma diminuigdo desses mecanismos, que ocorre em algumas doengas
debilitantes, pode gerar condigdes para um crescimento descontrolado da
levedura (PELCZAR JUNIOR; CHAN; KRIEG, 1996).

A distribui¢do das leveduras do género Candida ¢ muito ampla no meio
ambiente, fazendo parte da microbiota normal ou participando de alguma
patologia. C. albicans s6 ocorre no solo € na agua quando os mesmos s3o
contaminados por dejetos humanos e animais (TRABULSI; ALTERTHUM,
2004).

2.4.6 Cladosporium cladosporioides

Cladosporium cladosporioides ¢ uma espécie muito comum ¢ que
apresenta uma ampla distribui¢do, podendo ocorrer em materiais vegetais ou no
solo. Esta espécie também pode ser isolada do ar, de produtos téxteis, de

sementes ¢ de diversos tipos de culturas. Ele provoca podriddo em frutas,
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legumes e outros produtos agricolas, especialmente apds a colheita (LUCCA,
2007). Cladosporium cladosporioides é comum também em ambientes fechados
(SAMSON; HOEKSTRA; FRISVAD, 2000).

2.4.7 Penicillium brevicompactum

Penicillium brevicompactum foi isolado a partir de uma ampla gama de
alimentos, incluindo queijos, presuntos, salsichas italianas, alimentos secos,
produtos de panificagdo, graos de cereais e agua de torneira. Esta espécie ¢
capaz de produzir o acido micofendlico (MPA), que estd cada vez mais
associado aos casos de fibrose pulmonar e processos alérgicos e ¢ muito comum

em ambientes fechados (NDAGIJIMANA et al., 2008).

2.4.8 Penicillium citrinum

Penicillium citrinum é comum em varios tipos de alimentos € no setor de
cereais tropicais e especiarias. Esta espécie também pode ocorrer em ambientes
fechados. Um metabdlito secundario produzido por esta espécie de Penicillium é
a citrinina, que pode ser encontrada na cultura do milho (PITT; HOCKING,
1997). A citrinina foi associada a sindrome do arroz-amarelo, no Japdo, em
1971, em virtude da constante presenga de P. citrinum nesse tipo de alimento

(SAITO; ENOMOTO; TATSUNO, 1971).

2.4.9 Penicillium solitum

Penicillium solitum é contaminante de diversos produtos alimenticios

como queijos, paté de figado, peixe seco e produtos de carne. Esta espécie ¢é
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comum no ar e pode ser patégeno de macas e peras, principalmente durante o
armazenamento destes frutos (PITT; HOCKING, 1997).

O controle dos fungos filamentosos nas lavouras ¢ feito por meio do uso
de fungicidas. Ja na industria de alimentos, a prevencdo da contaminagdo ¢
realizada dentro da higienizacdo com o uso de desinfetantes. A presenca dos
fungos filamentosos normalmente estara associada com deterioragdo dos

alimentos.

2.5 Plantas aromaticas, condimentares e medicinais

Plantas aromadticas sdo aquelas que t€ém aroma capaz de sensibilizar
nosso olfato de modo agradavel. Plantas condimentares sdo utilizadas como
tempero, para realgar o sabor e o aspecto dos alimentos, podendo apresentar
propriedade de conservagdo, enquanto as medicinais possuem principio ativo
que, dependendo da concentragdo, podem possuir propriedades toxicas ou
curativas (UPNMOOR, 2003). Existem plantas que podem ser, a0 mesmo
tempo, aromaticas, condimentares ¢ medicinais, ¢ sua utilizagdo ¢é relevante
desde as primeiras civilizagdes (FURLAN, 1998).

Determinadas especiarias foram empregadas para embalsamar no antigo
Egito; em muitos paises, sdo utilizadas para fins medicinais e, em locais de
clima quente onde falta refrigeragdo, tém servido para mascarar o sabor ¢ o odor
de carne em inicio de decomposi¢cdo (BEDIN; GUTKOSKI; WIEST, 1999). No
Brasil, o emprego de plantas medicinais estd presente desde antes da
colonizacdo, quando os indios ja utilizavam ervas, passando pelos colonizadores
e, hoje, ¢ amplamente empregada na medicina caseira nas formas de chas,

xaropes, entre outros (RATES, 2001).
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Diversas plantas encontradas nos biomas brasileiros, tais como a mata
atlantica, floresta amazonica e cerrado, tém sido empregadas como farmacos
naturais pelas populacdes locais no tratamento de varias doengas tropicais,
incluindo esquistosomose, leishmaniose, malaria e infecgdes flngicas e
bacterianas (ALVES et al., 2000).

A grande maioria dessas plantas ¢ de ervas ou arbustos de consisténcia
herbacea que vegetam pelos campos ou sub-bosques das matas. Umas adaptam-
se mais a terra firme, outras, nas varzeas; umas sdo consideradas invasoras de
areas cultivadas, outras aparecem nas frestas dos muros da cidade (SANTIAGO
et al., 2001). Apresentam diversas vias metabdlicas secundarias que levam a
formacao de compostos, cuja distribuicdo ¢ restrita a algumas familias, géneros
ou, mesmo, espécies. O conjunto de compostos secundarios nas plantas ¢
resultado do balango entre a formag@o ¢ a eliminagdo desses compostos durante
o crescimento da planta, sendo esse equilibrio influenciado por fatores genéticos
¢ ambientais como a presenca de luz, temperatura, tipo de solo ¢ dgua, os quais
sdo variaveis (CARDOSO et al., 2000).

Os compostos quimicos formados e degradados sdo chamados de
metabdlitos e as reagdes enzimdticas envolvidas, respectivamente, sdo
designadas como anabdlicas, catabdlicas ou de biotransformacdo. Essas reacdes
visam, primariamente, ao aproveitamento de nufrientes para satisfazer as
exigéncias fundamentais da célula (SANTOS et al., 2004).

Os oleos essenciais presentes nestas plantas servem como uma fonte
alternativa de agentes antimicrobianos contra patdgenos causadores de doengas
alimentares ou deteriorantes de alimentos, sendo esses causadores de diversos
prejuizos para as industrias alimenticias. Recentemente, € crescente o interesse,

por parte dos consumidores, por produtos naturais em decorréncia de os
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antimicrobianos  sintéticos  apresentarem  toxicidade ao  consumidor
(KOTZEKIDO; GIANNAKIDIS; BOULMATIS, 2007).

Essas plantas t€ém demonstrando atividade biocida contra bactérias,
fungos filamentosos e leveduras e suas principais caracteristicas devem-se,
principalmente, aos 6leos essenciais (SARTORATTO et al., 2004; ARAUIJO,
2005; SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

2.5.1 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdo produtos volateis do metabolismo secundario de
plantas aromaticas, normalmente formados em células especiais ou grupos de
células encontrados em muitas folhas e caules de plantas. Eles sdo comumente
concentrados em uma regido em particular na planta e, quando ocorrem em
varios 6rgdos em uma mesma planta, possuem diferentes perfis de composigdo
(OUSSALAH et al., 2007).

Sdo produzidos por meio do ciclo biossintético dos metabolitos
secundarios das plantas (Figura 1), variando a intensidade e a composi¢do de
acordo com a espécie, fatores ambientais e o estagio de desenvolvimento da

planta (SIMOES et al., 2007).
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Figura 1 Ciclo biossintético dos metaboélitos secundarios
Fonte: SIMOES et al., 2007.

Dependendo da familia, podem ocorrer em estruturas secretoras
especializadas, tais como pelos glandulares (Lamiaceae), células
parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceac e Poaceae), canais
oleiferos (Apiaceac) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae,
Rutaceae). Podem ser estocados em certos 6rgdos, tais como nas flores, folhas,
cascas, madeira, raizes, rizomas, frutos ou sementes (SIMOES et al., 2007).

Sao misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de 6leos essenciais, 6leos
etéreos ou esséncias (SANTOS, 2004). Segundo Burt (2004), sdo liquidos
oleosos aromdticos obtidos de materiais vegetais, como folhas, flores, brotos,
sementes, cascas, ramos, madeira, frutas e raizes.

Sao, geralmente, incolores ou ligeiramente amarelados; poucos sdo os

6leos que apresentam cor, como o 6leo volatil de camomila, de coloragdo
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azulada, pelo seu alto teor em azulenos; em geral, sdo muito instaveis,
principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais; a maioria dos
0leos volateis tem indice de refragdo e ¢ opticamente ativa, propriedades essas
utilizadas na sua identificacdo e controle da qualidade (SIMOES et al., 2007).

Os componentes quimicos destes 6leos sdo representados por varias
misturas de terpenoides, especificamente monoterpenos (C10) e sesquiterpenos
(C15), embora alguns diterpenos possam estar presentes (C20) (DORMAN;
DEANS, 2000). Outros compostos também fazem parte como alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, 6xidos, peroxidos, furanos,
4cidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre (SIMOES et
al., 2007).

Para a extracdo dos oOleos essenciais, podem ser aplicadas diversas
técnicas, como hidrodestilagdo, prensagem, maceracdo, extragdo por solvente,
enfleuragem, gases supercriticos e micro-ondas. Dentre esses, o método de
maior aplicag@o ¢ o de hidrodestilagdo (SANTOS et al., 2004; BURT, 2004).

Avalia-se a producdo brasileira de 6leos essenciais em 45 milhdes de
ddlares, o que corresponde a 13,1% da produgdo mundial. O maior empecilho ao
desenvolvimento da agroindustria produtora de 6leos essenciais € a concorréncia

com similares sintéticos (DI STASI, 1995).

2.5.2 Aspectos relacionados ao mecanismo de a¢édo antimicrobiana de 6leos
essenciais

Os principios ativos dos condimentos estdo inseridos na classe dos
preservativos de ocorréncia natural nos alimentos, aparecendo como
biomoléculas organicas de baixo peso molecular. Esses componentes tém sua
inclusio em alimentos permitida pelas autoridades reguladoras (BRUL;

COOTE, 1999).
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O mecanismo de acdo desses compostos sobre 0s microrganismos esta
relacionado a hidrofobicidade, que permite quebrar os lipideos da membrana
celular e da mitocondria, alterando as estruturas e tornando-as mais permeaveis,
acarretando em vazamento de ions e outros conteudos celulares (CARSON;
MEE; RILEY, 2002; BURT, 2004), além da inativagdo das enzimas
extracelulares e diminuigdo de ATP intracelular (DELAQUIS; MAZZA, 1995).
Em estudos desenvolvidos por Conner ¢ Beuchat (1984) foi demostrado que os
oleos essenciais danificam varios sistemas enzimaticos, inclusive os envolvidos
na producdo de energia celular e na sintese de compostos estruturais,
interferindo no mecanismo de reparo necessario para a divisao celular.

Considerando o grande numero de diferentes grupos de compostos
quimicos presentes nos oOleos essenciais, observa-se que sua atividade
antibacteriana ndo ¢ atribuida somente a um mecanismo especifico, havendo
varios diferentes alvos na célula microbiana (CARSON; MEE; RILEY, 2002).
Barbel e Yashphe (1989), avaliando o efeito do 6leo essencial de Achillea
fragmentissima em Escherichia coli, concluiram que o dleo atua na membrana
bacteriana, inibindo a respirac¢ao celular, reduzindo o conteudo de ATP, além de
facilitar a liberagdo de polipeptideos e ions K™ para o meio.

Os organismos vegetais possuem peptideos ou proteinas, denominadas
defensivas, que tém a capacidade de perturbar o funcionamento da membrana
plasmatica dos microrganismos (SEGURA et al., 1999). A agdo inibitoria de
muitos desses peptideos e proteinas estd ligada a ruptura de membrana
(CAMMUE et al., 1995). Os O6leos essenciais sdo capazes de agir atuando,
principalmente, nas proteinas de membrana, ocasionando a liberagdo do
conteudo celular (LAMBERT et al., 2001). A desestruturagdo da parede celular
das bactérias ¢ a principal acdo de muitos antibidticos comerciais comumente

produzidos pela industria farmacéutica (BRUL; COOTE, 1999).
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Com a ocorréncia de uma alteragdo da parede celular do microrganismo,
este se torna carente de uma estrutura que nao aparece somente como uma
cobertura inerte, mas sim como uma estrutura cumpridora de um papel dindmico
em todos os aspectos da fisiologia microbiana. Dessa forma, a célula microbiana
torna-se carente de uma estrutura que age como uma barreira protetora,
impedindo uma ruptura osmoética e capaz de conferir-lhe forma, sendo, assim,
essencial para o seu desenvolvimento e viabilidade (YUNES et al., 2001).

Nas membranas dos fungos estd presente o ergosterol, que se apresenta
como modulador de fluidez da membrana fingica. Quimicamente, classifica-se
como um esteroide de membrana e qualquer ag¢do sobre esse elemento
desencadeia um desequilibrio na fluidez da membrana plasmatica dos fungos,
vindo causar alteragdes na homeostase intracelular (SOUZA et al., 2003).

De forma geral, qualquer agdo que interfira na composi¢do da membrana
plasmatica celular microbiana estard tornando-a desprovida de uma organela
essencial ao equilibrio homeostasico, condicdo fundamental para o seu 6timo
funcionamento fisioldgico. Assim, uma alteracdo nessa estrutura celular pode vir
a tornar o ambiente microbiano intracelular incompativel com a sua
sobrevivéncia (SOUZA et al., 2003).

As diferencas com respeito as técnicas empregadas para investigacao da
acao de compostos de plantas e uma grande variacdo encontrada na composi¢do
quimica de algumas preparacdes vegetais podem resultar em dados de dificil

comparagdo entre as pesquisas (SIVROUPOULOU et al., 1995).

2.6 Espécie Piper aduncum (pimenta-de-macaco)

A espécie Piper aduncum L. (Figura 2), conhecida vulgarmente como

pimenta-de-macaco, pertence a familia Piperaceaec e ocorre naturalmente na
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Amazonia e no sudeste do Brasil (MOTA, et al., 2001; LUSTOSA; OLIVEIRA;
ROMEIRO, 2007).

E um arbusto ou arvoreta de 2 a 7 m de altura, bastante nodoso, com
espigas alongadas com 7 a 14 cm de comprimento e 2,5 a 3,5 mm de didmetro,
com flores minusculas e frutos obpiramidais (SILVA, 2004). Possui folhas
elipticas ou lanceoladas, com base redonda ou cardulata, asperas na face ventral
e pubescentes nas faces dorsal e ventral (PIMENTEL; PEREIRA; OLIVEIRA,
1998).

(A) (B)

Figura 2 Aspecto de Piper aduncum, sendo (A) inflorescéncia (B) folhas frescas.

Segundo Fazolin (2005), os constituintes quimicos mais comuns do
género Piper sdo as amidas, destacando-se as isobutilamidas, a piperidina e a
pirrolidina. Outro grupo de compostos potencialmente ativos e ndo menos
importantes, que estdo presentes em proporgdes consideraveis, ¢ o dos
fenilpropanoides, incluindo-se entre eles os monolignoides, como apiol,
miristicina, eugenol, safrol, dimeros de fenilpropanoides e dilapiol.

Os constituintes quimicos da composi¢do do o6leo essencial da espécie
Piper aduncum L. sdo cénfora, monoterpenos, sesquiterpenos e dilapiol
(GOTTLIEB et al., 1981). O dilapiol (Figura 3) aparece como constituinte
principal no 6leo essencial desta espécie, variando de 58% a 88,4% (SMITH;

KASSIM 1979; GOTTLIEB et al., 1981). Segundo Pimentel, Pereira e Oliveira
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(1998), o 6leo essencial desta espécie constitui, predominantemente, de 12,71%
a 28,73% desse composto. O dilapiol ¢ um éter fenilico que vem sendo testado
com &xito como fungicida, moluscicida, acaricida, bactericida e larvicida, com a

vantagem de ser um produto biodegradavel (LOBATO et al., 2007).

X o
C@Q
N

Figura 3 Estrutura quimica do dilapiol.

O oleo essencial da Piper aduncum tem um grande potencial de
exploragdo, uma vez que possui comprovada acdo sobre fitopatdgenos de
culturas tradicionais, como fungos (BASTOS, 2004; LOBATO et al., 2007),
bactérias e moluscos (ORJALA et al.,, 1994), além de comprovada acdo
analgésica e anti-inflamatdéria, com baixos niveis de toxicidade (FONTES
JUNIOR et al., 2002). Suas espigas curvas e aromaticas contém taninos,
esséncias e resinas. A infusdo das folhas ¢ utilizada como estomaquica,
balsdmica, adstringente e desobstruente do figado (GUIMARAES;
GIORDANO, 2004). Dessa forma, tem grande potencial para exploracao
econdmica, em funcdo da comprovada utilidade de seu o6leo essencial na

agricultura e na saide humana (MOTA et al., 2001).
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2.7 Espécie Piper hispidinervum (pimenta-longa)

A Piper hispidinervium (Figura 4), vulgarmente conhecida como
pimenta-longa, pertence a familia das Piperaceas. E uma planta arbustiva, que
ocorre naturalmente em areas de capoeira no estado do Acre, principalmente no
vale do rio Acre (THOMAZINI, 1999; OLIVEIRA; LUNZ, 1996).

Apresenta-se como um arbusto que se diferencia pelas caracteristicas
morfoldgicas de ramos pubescentes e folhas oblongo-lanceoladas ou oblongo-
elipticas, levemente d&speras na face ventral (PIMENTEL; PEREIRA;
OLIVEIRA, 1998). Suas inflorescéncias sao espigas alongadas e curvadas, com
2-3 mm de diametro e comprimento acima de 10-12 cm, com flores mintsculas
e frutos obpiramidais (YUNCKER, 1972).

SN

(A) (B)

Figura 4 Aspecto de Piper hispidinervum, sendo (A) inflorescéncia (B) folhas frescas.

Desenvolve-se, normalmente, em areas de pousio (capoeiras), formando
populagdes dominantes de grande densidade. Possui, em suas folhas, teores de
safrol que variam de 90% a 94% em seu 6leo essencial. Com base em coletas de
espécies desse género, constatou-se que a pimenta-longa constitui uma espécie
promissora para a producao de safrol (MAIA et al., 1987).

A grande vantagem de empregar a pimenta-longa como matéria-prima

para a obtencao do safrol é que, sendo um recurso renovavel, ndo agride o meio
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ambiente, pois se exploram somente as folhas e os galhos finos, por meio de
cortes pré-estabelecidos, sem a destrui¢do da planta (THOMAZINI, 1999).

A descoberta de populagdes nativas de pimenta-longa no Acre,
apresentando altos teores de safrol em seu oOleo essencial, vem despertando
interesse por parte das empresas processadoras que utilizam o6leos ricos em
safrol (SA; PIMENTEL, 2001), pois essa substncia ¢é utilizada como precursora
na fabricagdo de inseticidas biodegradaveis, cosméticos e produtos
farmacéuticos.

Os derivados mais importantes obtidos do safrol (Figura 5) sdo a
heliotropina, ou piperonal, utilizada como componente de fragrancias nas
industrias de cosméticos e perfumarias, e o butdéxido de piperonila, utilizado

como agente sinergistico, junto com o piretrium (OLIVEIRA; LUNZ, 1996).

Figura 5 Estrutura quimica do safrol.

Em estudos de Miranda (2002), foi demonstrado que o safrol concentra-
se nas folhas e ramos secundarios da pimenta-longa, sendo extraido pelo
processo de hidrodestilagdo. Este autor encontrou teor médio de umidade da
matéria fresca em torno de 75%, sendo o rendimento de 6leo da matéria seca de
3,5%, com teor de safrol superior a 92%.

O potencial econdmico dessa pimenta a torna ideal para ser cultivada em

pequenas propriedades, projetos de assentamento, reservas extrativistas e polos
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agroflorestais, pois essa espécie apresenta regeneracdo abundante e alta
capacidade de rebrota ap6s o corte. Estudos agrondmicos, fisioldgicos, genéticos
e agroindustriais estdo em andamento na Embrapa Acre, para que a tecnologia
de producgdo e processamento da cultura possa ser difundida aos produtores

(THOMAZINI, 1999; MIRANDA, 2002).

2.8 Espécie Syzygium aromaticum (cravo-da-india)

A arvore produtora de Syzygium aromaticum L. (Figura 6), vulgarmente
conhecida como cravo-da-india, da familia Myrtaceae, ¢ endémica nas Molucas
do Norte (Arquipélago de Molucas, Indonésia), tendo sido disseminada pelos
alemdes durante a colonizagdo pelas outras ilhas do arquipélago, assim como
para outros paises. Atualmente, Zanzibar e Madagascar sdo os principais
produtores desta espécie, seguidos pela Indonésia (MAZZAFERA, 2003).

No Brasil, praticamente apenas na Bahia, na regido do Baixo Sul
(Valenga, Itubera, Taperoa, Camamu e Nilo Pecanha), esta especiaria ¢

produzida na forma comercial (FRAILE-FILHO et al., 2005).

Figura 6 Aspecto de Syzygium aromaticum, sendo (A) folhas e flores ¢ (B) botdes florais
Secos.
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Tem ampla utilizac¢do, atuando como estimulante estomacal, aromético e
antisséptico, sendo empregado também como expectorante nas bronquites e
como condimento versatil nas industrias de perfumaria (SANTOS, 1988).

E muito utilizado também como condimento na culinaria, devido ao seu
marcante aroma e sabor, conferido por um composto fenélico volatil, o eugenol
(Figura 7). Nas folhas, ele chega a representar aproximadamente 95% do 6leo
extraido (RAINA et al, 2001) e, nos botdes florais, também ¢ o principal

componente do 6leo, variando de 70% a 85% (BROWN; MORRA, 1995).

OH

Figura 7 Estrutura quimica do eugenol.

Seu o6leo essencial contém, além do eugenol, o acetato de eugenila e
humuleno (SANTOS, 1988) e outros compostos, como dacido oleandlico,
vanilina e acido galotanico (ROOBERS et al., 1997).

O é4cido oleandlico e o eugenol sdo substancias que tém importantes
atividades biolégicas. O acido oleanodlico inibe as lipases, glicerol
fosfatodesidrogenases, DNA-ligases e quinases AMP-c dependentes; tem
atividade anticolesterolémica, anti-hepatotéxica, antioxidante, anti-inflamatdria,
antifiingica, antibidtica e inibe o crescimento de tumores ¢ de patdgenos orais

(LIU, 1995).
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O eugenol, por sua vez, ¢ amplamente utilizado em perfumaria, como
aromatizante de alimentos e cigarros € como anestésico em tratamentos
odontologicos. Possui também atividade antioxidante, hepatoprotetora e
antinefrotoxica (KELECON et al., 2002).

Em alguns trabalhos foi demonstrado que eugenol, ou extratos de S.
aromaticum, tem atividade bactericida (DORMAN; DEANS, 2000,
NASCIMENTO et al., 2000), inseticida (EL-HAG; EL-NADI; ZAITOON,
1999), antiviral (YUKAWA et al., 1996) e fungicida (DELESPAUL et al., 2000)
e ¢ uma alternativa promissora no controle de acaros fitofagos (GONCALVES
et al., 2001), podendo apresentar aplicabilidade na elaboracdo de antissépticos e

desinfetantes.
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RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a caracterizacio
quimica e o potencial biocida dos 6leos essenciais de Piper aduncum, Piper
hispidinervum ¢ Syzygium aromaticum sobre microrganismos patogénicos e
toxigénicos importantes para industria de alimentos. A obten¢do do o6leo
essencial foi realizada pela técnica de hidrodestilagdo, utilizando o aparelho de
Clevenger modificado e a identificacdo e a quantificacdo dos constituintes, pelas
analises em CG/EM e CG-DIC. A atividade bioldgica dos 6leos essenciais nas
bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila e na levedura
Candida albicans foi determinada pela técnica de perfuragdo em agar. Para o
efeito inibitéorio dos fungos filamentosos Cladosporium cladosporioides,
Penicillium citrinum, Penicillium brevicompactum, Penicillium solitum,
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e Aspergillus
parasiticus foi utilizado o teste de difusdio em disco. Nas andlises
cromatrograficas, os constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial de
Piper aduncum foram (E)-nerolidol (19,30%) e trans-sabineno hidratado
(18,79%); no dleo de Piper hispidinervum, o safrol (73,44%) ¢ p-menta-2,4(8)-
dieno (18,78%) e, no dleo de Syzygium aromaticum, o eugenol (89,08%). O
resultado da concentragdo minima inibitoria (CMI) demonstrou que todos os
microrganismos testados apresentaram sensibilidade ao 6leo de S. aromaticum,
sendo os mais sensiveis A. hydrophila, E. coli e C. cladosporioides. Das duas
espécies de Piperaceae testadas, o 6leo de P. Hispidinervum foi mais eficiente
para os fungos, ndo apresentando inibi¢do somente para C. albicans, A. flavus e
P. brevicompactum e menos eficiente para as bactérias, apresentando forte
inibicdo somente para A. hydrophila. O 6leo essencial de P. aduncum apresentou
atividade antimicrobiana somente para A. hydrophila, S. aureus, A. fumigatus e
P. brevicompactum.

Palavras-chave: Potencial biocida. Oleo essencial. Microrganismos.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the chemical characterization biocide
potential of essential oils of Piper aduncum, Piper hispidinervum and Syzygium
aromaticum on pathogenic and toxigenic microorganisms important to food
industry. The obtainment of essential oil was performed by hydrodistillation
technique using the modified Clevenger apparatus, and the identification and
quantification of the constituents by analysis in GC / MS and GC-FID. The
biological activity of essential oils on bacteria Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhi, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Aeromonas hydrophila and the yeast Candida albicans was
determined by Agar Perforating technique. For the inhibitory effect of
filamentous fungi Cladosporium cladosporioides, Penicillium citrinum,
Penicillium brevicompactum, Penicillium solitum, Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Aspergillus fumigatus and Aspergillus parasiticus was used the disk
diffusion test. In chromatographic analyzes, the major constituents found in
essential oil of Piper aduncum were (E)-nerolidol (19.30%) and trans-sabinene
hydrate (18.79%), in the oil of Piper hispidinervum were safrole (73.44%) and
p-mint-2,4(8)-diene (18.78%) and in the Syzygium aromaticum oil, eugenol
(89.08%). The result of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) showed that
all microorganisms tested showed sensitivity to oil of S. aromaticum, being the
most sensitive A. hydrophila, E. coli and C. cladosporioides. For the two species
of Piperaceae tested, the oil of P. Hispidinervum was more efficient for the
fungi, showing no inhibition only for C. albicans, A. flavus and P.
brevicompactum and less efficient for bacteria, presenting strong inhibition only
for A. hydrophila. The essential oil of P. aduncum showed antimicrobial activity
only for A. hydrophila, S. aureus, A. fumigatus and P. brevicompactum.

Keywords: Biocide potential. Essential oil. Microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio das notificagdes de surtos de doengas transmitidas por
alimentos (DTAs), de 1999 até 2008, foram notificados ao Ministério da Saude,
6.062 surtos, com o acometimento de 117.330 pessoas doentes e registro de 64
obitos, sendo as bactérias o agente etiologico de 84% dos surtos. Os principais
microrganismos envolvidos em surtos de DTAs no Brasil sdo Salmonella spp,
Staphylococcus sp., Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Salmonella
Enteritidis e Shigella sp. (BRASIL, 2008)

Os Oleos essenciais obtidos de plantas servem como uma fonte
alternativa de agentes antimicrobianos contra esses patdgenos causadores de
toxinfeccdes alimentares ou microrganismos deterioradores, sendo eles
causadores de diversos prejuizos para as industrias alimenticias (KOTZEKIDO;
GIANNAKIDIS; BOULMATIS, 2007).

As plantas aromaticas, condimentares e medicinais tém sido utilizadas
por um publico cada vez maior, recebendo incentivos da Organiza¢cdo Mundial
de Saude (OMS), que recomenda que seus paises membros desenvolvam
pesquisas visando o uso da flora. Esses elementos que antes se apresentavam,
principalmente, como agentes vetores de aromas e gostos caracteristicos dos
alimentos, apresentam agora uma nova perspectiva de emprego (OZCAN;
ERKMEN, 2001).

Os o6leos essenciais sdo produtos volateis do metabolismo secundario
das plantas, normalmente formados em células especiais ou grupos de células
encontrados em muitas folhas e caules de plantas. Eles sdo comumente
concentrados em uma regido em particular na planta e, quando ocorrem em
varios 6rgdos em uma mesma planta, t€ém diferentes perfis de composi¢do

(OUSSALAH et al., 2007). Foi demonstrado em estudos que esses 6leos podem
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apresentar acdo inibitoria contra bactérias, fungos filamentosos e leveduras
(ARAUJO, 2005; SARTORATTO et al., 2004; SCHWAN-ESTRADA;
STANGARLIN; CRUZ, 2000).

As espécies Piper aduncum L. e Piper hispidinervum ocorrem
naturalmente na Amazdnia e pertencem a familia Piperaceac (MOTA et al.,
2001). Os constituintes quimicos da composi¢do do 6leo essencial da espécie
Piper aduncum sdo céanfora, monoterpenos, sesquiterpenos ¢ dilapiol
(GOTTLIEB et al., 1981). O dilapiol ¢ o composto majoritario, conforme
descrito por Maia et al. (1998). Este composto é um éter fenilico que vem sendo
testado com éxito como fungicida, moluscicida, acaricida, bactericida e
larvicida, com a vantagem de ser um produto biodegradavel (SILVA, 2004).

A Piper hispidinervum, por apresentar teores de safrol acima de 90% em
seu dleo essencial, vem despertando o interesse das empresas processadoras que
utilizam 6leos ricos em safrol (SA; PIMENTEL, 2001). Isso porque essa
substdncia ¢ utilizada como precursora na fabricagdo de inseticidas
biodegradaveis, cosméticos e produtos farmacéuticos.

A Syzygium aromaticum (L.) é endémica nas Molucas do Norte
(Arquipélago de Molucas, Indonésia). Seu Oleo essencial ¢ constituido
principalmente de eugenol, acetato de eugenol, humuleno e outros compostos,
como 4cido oleandlico, vanilina, 4acido galotdnico (ROOBERS et al., 1997).
Possui ampla utilizagdo, atuando como estimulante estomacal, aromatico e
antisséptico, sendo utilizado também como expectorante nas bronquites € como
condimento versatil nas industrias de perfumaria Em alguns trabalhos foi
demonstrado que os constituintes de S. aromaticum apresentam atividade
bactericida (DORMAN; DEANS, 2000, NASCIMENTO et al., 2000), inseticida
(EL-HAG; EL-NADI; ZAITOON, 1999), antiviral (YUKAWA et al., 1996) e
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fungicida (DELESPAUL et al., 2000), sendo uma alternativa promissora no
controle de acaros fitoéfagos (GONCALVES et al., 2001).

Dessa forma, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
caracterizagdo quimica e o potencial biocida dos Oleos essenciais de Piper
hispidinervum, Piper aduncum e Syzygium aromaticum frente a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila, Candida albicans,
Cladosporium cladosporioides, Penicillium citrinum, Penicillium
brevicompactum, Penicillium solitum, Aspergillus niger, Aspergillus flavus,

Aspergillus fumigatus e Aspergillus parasiticus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As plantas Piper hispidinervum e Piper aduncum foram obtidas no
campus da Universidade Federal de Lavras (altitude: 920 m; coordenadas:
21°13°50” Sul e 44°58°27” Oeste), em abril de 2009, as 8h00, com temperatura
em torno de 21°C e auséncia de chuvas. Foram coletadas as folhas jovens de
Piper hispidinervum e Piper aduncum. A espécie de Syzygium aromaticum foi

obtida em um estabelecimento comercial da cidade de Belo Horizonte, MG.

2.2 Oleos essenciais

2.2.1 Extracao dos 6leos

A extracdo dos 6leos essenciais dos vegetais foi realizada no Laboratdrio
de Quimica Organica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

Fragmentos das folhas frescas de Piper hispidinervum (328¢g) e Piper
aduncum (289g) e os botdes florais de Syzygium aromaticum (300g) foram
acondicionados a baldes de 6 litros e submetidos ao processo de hidrodestilagdo,
utilizando-se o aparelho de Clevenger modificado, por 2 horas, para a obtengio
do hidrolato (GUIMARAES et al., 2008). Para aumentar a superficie de contato
e obter maior quantidade de 6leo essencial, o material vegetal fresco foi picado
em quadrados pequenos (CASTRO, 2004). Decorrido esse tempo, coletou-se o
hidrolato, centrifugou-se em centrifuga de bancada de cruzeta horizontal (Fanem

Baby®I Modelo 206 BL), a 965,36 x G, por 5 minutos. Esse procedimento foi



68

realizado para os 6leos de Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum. Para a
amostra de Piper aduncum, foi realizado o particionamento com solvente
(diclorometano) para a obten¢do do 6leo desejado. O 6leo essencial foi retirado
com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e acondicionado em frasco de vidro

ambar envolto com papel aluminio, mantido sob refrigeragao.

2.2.2 Determinacao da umidade

A determinacdo da umidade foi realizada simultaneamente ao processo
de extracdo do oOleo. Para tanto, utilizaram-se 5 g do material vegetal picado e
submergido em 80 mL de ciclohexano em baldo volumétrico com capacidade de
250 mL. O baldo foi acoplado ao condensador e aquecido, por meio de manta
aquecedora, por 2 horas. O volume de agua presente na amostra foi quantificado
com o auxilio do coletor volumetricamente graduado (PIMENTEL et al., 2006).

O rendimento do 6leo essencial foi calculado e expresso em peso de 6leo

por peso de material com base livre de umidade (% p/p BLU).

2.2.3 ldentificacdo e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais

A andlise qualitativa do 6leo essencial foi realizada por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM - Shimadzu,
modelo QP 5050A), na Universidade Federal de Sergipe, sob as seguintes
condi¢des experimentais: coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com
fase ligada DBS5 (0,25 um de espessura de filme); hélio (He) como gés de arraste
com fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura foi programada mantendo-se 50°C por
Imin30, seguindo de um aumento de 4°C/min, até atingir 200°C, depois a 10°C,

até atingir 250°C, mantendo-se constante essa temperatura por 5 minutos. A
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temperatura do injetor era de 250°C e a temperatura do detector (ou interface),
de 280°C. O volume da amostra injetada foi de 0,5uL em acetato de etila; taxa
de particdo do volume injetado de 1:100 e pressdo na coluna de 64.20 kPa. As
condigdes do espectrometro de massas foram: detector de varredura 1.000;
intervalo de varredura de 0,50 fragmento e fragmentos detectados na faixa de 40
a 500 Da.

A identificacdo dos constituintes foi realizada com base na comparagao
dos indices de retencao da literatura (ADAMS, 2007). Para o indice de retengao,
foi utilizada a equagdo de Van den Dool e Kratz (1963) em relagdo a série
homologa de n-alcanos (nC8-nC18) e fazendo-se a extrapolagdo para C19 e C20.
Também foram utilizadas duas bibliotecas do equipamento NIST107 e NIST21,
que permitem a comparagdo dos dados dos espectros com aqueles existentes nas
bibliotecas.

A andlise quantitativa foi realizada no Laboratorio de Quimica Organica
da UFLA, utilizando-se cromatografo gasoso Shimadzu CG — 17A, equipado
com detector por ionizagdo de chamas (DIC), nas seguintes condig¢des
experimentais: coluna capilar DBS; programagdo da coluna: temperatura inicial
de 40°C até 240°C; temperatura do injetor de 220°C; temperatura de detector de
240°C; gas carreador nitrogénio (2,2 mL.min-1); taxa de split de 1:10; volume
injetado de 1 pL (1% de solucdo em diclorometano) e pressdo na coluna de 115
KPa, sendo a quantificagio de cada constituinte obtida por meio de

normalizacdo de areas (%).
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2.3 Potencial biocida dos 6leos essenciais

O potencial biocida dos 6leos essenciais foi determinado no Laboratério
de Microbiologia de Alimentos de Departamento de Ciéncia dos Alimentos da

UFLA, em Lavras, MG.

2.3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram Staphylococcus aureus
ATCC25923, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhi ATCC 6539,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Candida albicans ATCC 10231,
Cladosporium cladosporioides, Penicillium citrinum, Penicillium
brevicompactum, Penicillium solitum, Aspergillus niger, Aspergillus flavus,

Aspergillus fumigatus e Aspergillus parasiticus.

2.3.2 Manutencao e ativacdo dos microrganismos testados

Durante o experimento, os microrganismos foram mantidos, em tubos
contendo meio de congelamento, sob refrigeracao (4 °C).

As culturas bacterianas e de levedura foram ativadas em caldo BHI
(caldo-infusdo de cérebro e coragdo) e, posteriormente, incubadas em condig¢des
adequadas, a 37°C, por 24 horas, para a obtengdo do inoculo. Os fungos foram
inoculados em meio de cultura malt extract Agar (MA) e incubados em BOD, a

25°C, por 5 dias .
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2.3.3 Efeito biocida dos 6leos essenciais sobre bactérias e levedura

A atividade biocida dos 6leos essenciais em bactérias foi determinada
pela técnica de perfuragdo em dgar (OSTROSKY et al., 2008). Para padronizar a
densidade do inoculo bacteriano, utilizou-se o controle de turbidez de
equivalente a uma solu¢do padrdo McFarland de 0,5, o que resulta numa
suspensdo contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10° UFC/mL. A densidade
correta do controle de turbidez foi verificada utilizando-se um espectrofotometro
Shimadzu UV-160 1 PC, no comprimento de onda de 625 nm, em que a
absorbancia ocorreu entre 0,08 a 0,10, como recomendado por National
Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS (2003).

Apos a ativacdo das bactérias, aliquotas foram transferidas para um tubo
com 5 mL de caldo peptona de caseina e soja (TSB). Os tubos foram incubados
a 37°C, até turbidez de uma solucdo-padrdo McFarland de 0,5, resultando em
uma suspensio contendo 10° UFC.mL™".

Para a avaliacdo do efeito inibitorio in vitro dos oleos de Piper
hispidinervum, Piper aduncum e Syzygium aromaticum, a concentra¢do de
inéculo obtida pela escala McFarland de 0,5 (10° UFC.mL™") foi diluida até
atingir a concentragdo de 10° UFC.mL".

Para a realizagdo da técnica de perfuragdo em agar, os pogos de
deposigao dos 6leos essenciais foram feitos no Agar, com o auxilio de pérolas de
vidro esterilizadas de 5 mm, retiradas previamente. Em seguida, foram
transferidos para os pogos 10 pL dos oleos essenciais diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO), nas concentragdes de 500, 250, 125, 62,5, 31,25,
15,62, 7,81 e 3,9 pg/mL conforme Senthilkumar, Kannathasan e Venkatesalu
(2009) com modificagdes. Para as culturas de Staphylococcus aureus
ATCC25923, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhi ATCC 6539 e
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 foi utilizado o agar Miller Hinton,
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 em agar Triptc Soy Agar (TSA), Listeria
monocytogenes ATCC 7644 TSA-YA e Candida albicans ATCC 10231 em
MEA.

As placas contendo as culturas bacterianas foram incubadas em BOD, a
37°C, por 24 horas e as contendo Candida albicans em BOD, a 25°C, por 72
horas (OSTROSKY et al., 2008). O controle negativo foi realizado com 10 pL
de DMSO (dimetilsulféxido) e, para controle positivo, foi utilizado clorafenicol

(1g/L) (RABANAL ET AL., 2002; GUERRINI ET AL., 2009).

2.3.4 Efeito biocida dos 6leos essenciais sobre fungos filamentosos

Para o efeito inibitorio de fungos filamentosos, foi utilizado o teste de
difusdo em disco aceito pelo Food and Drug Administration (FDA) e
estabelecido como padrio pelo National Committe for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) (BARRY; THORNSBERRY, 1991). Para tanto, foi
utilizado um indculo na concentragdo de 10° esporos/mL, com contagem em
camara de Neubauer. Posteriormente, esse indculo foi transferido para a placa
contendo meio extract malt Agar (MEA) pela técnica de espalhamento em
superficie. Discos de papel de filtro de 6 mm de diametro embebidos com 5 pL
dos 6leos nas concentracdes de 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81 ¢ 3,9
pg.mL" foram colocados sobre o meio de cultura, como sugerido por Karaman
et al. (2003). O controle negativo foi realizado por meio de discos impregnados
com 10 uL. de DMSO (dimetilsulféxido) e, para controle positivo, foi utilizado
um fungicida controle (cloreto de benzalconio). As placas foram incubadas em

BOD, a 25°C, por um periodo de 72 horas.
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2.3.5 Avaliacdo do efeito biocida

A avaliacdo foi comparativa frente a um padrdo biologico de referéncia
(controle positivo) e a zona ou o halo de inibicdo de crescimento foi medida
partindo-se da circunferéncia do disco ou pogo, até a margem onde houve
crescimento de microrganismos (BARRY; THORNSBERRY, 1991).
Realizaram-se medi¢des ortogonais do didmetro, tendo cada medigdo
correspondido a média de duas medidas diametralmente opostas (ZACARONI et
al., 2009). A concentragdo minima inibitéria (CMI) foi definida como a menor
concentragdo de Oleo essencial, na qual se identificou a presenca de halo de

inibicao.

2.3.6 Analise estatistica

Para a analise estatistica, utilizou-se o delineamento em blocos
inteiramente casualizados, com esquema fatorial de 15 x 3 x 9 (microrganismos
x 6leo essencial x concentragdo), com trés repeticdes. O programa estatistico
empregado foi o SISVAR (FERREIRA, 2003). Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a

5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Oleos essenciais

3.1.1 Rendimento

Pelos dados da Tabela 1, observa-se que os rendimentos dos 6leos
essenciais foram de 2,48% para as folhas frescas de Piper Hispidinervum, de
0,56% para as folhas frescas de Piper aduncum e de 1,14% para os botdes florais
de Syzygium aromaticum. O maior rendimento constatado foi o de Piper
Hispidinervum. Valores superiores aos encontrados neste trabalho foram
relatados por Fazolin et al. (2007) que obtiveram rendimento dos 6leos na faixa
de 3,0% a 3,5%, para P. hispidinervum e de 2,0% a 2,2% para P. aduncum. Foi
demonstrado em alguns estudos que a concentragdo de oleo dentro de uma
mesma espécie de determinadas plantas pode variar, influenciada por fatores
hereditarios, que dizem respeito as interferéncias quantitativas e qualitativas, e
por fatores ontogénicos, como solo, clima e microrganismos (CARDOSO et al.,
2001). Grande parte dos estudos incluindo Piper hispidinervum e Piper
aduncum ¢ realizada no estado do Acre, que possui diferengas sazonais
significativas em relacdo ao sul de Minas, o que pode ter interferido no

rendimento do 6leo dessas espécies.

Tabela 1 Rendimentos dos Oleos essenciais de Piper hispidinervum, Piper
aduncum e Syzygium aromaticum em base livre de umidade (% p/p

BLU).
Material vegetal Massa (g) Oleo essencial (%) Umidade (%)
Piper aduncum 289 0,56 76
Piper hispidinervum 328 2,48 72,7

Syzygium aromaticum 300 1,14 7,3
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Santos (2005) obteve rendimento de 1,1% em botdes florais secos de
Syzygium aromaticum, resultado semelhante ao encontrado neste estudo, 1,14%
e inferior ao encontrado por Pereira (2008) que relatou rendimento de 2,32%.
A obtengd@o do rendimento do 6leo essencial torna-se importante, uma

vez que esta diretamente relacionado com a sua viabilidade econdmica.

3.1.2 Identificacéo e quantificacdo dos constituintes dos éleos essenciais

3.1.2.1 Identificacdo e quantificacdo dos constituintes do 6leo essencial de
Piper aduncum

Os constituintes principais encontrados no o6leo essencial de Piper
aduncum estdo descritos na Tabela 2. Os compostos majoritarios foram (E)-
nerolidol (19,30%), trans-sabineno hidratado (18,79%), (E)-B-ocimeno (7,84%),
biciclogermacreno (5,26 %) e a-humuleno (4,44%) (Figura 8).

Navickiene et al. (2006) estudaram o 6leo essencial de Piper aduncum e
encontraram, como compostos majoritarios, linalol (31,7%), biciclogermacreno
(11,2%), nerolidol (10,4%) e B-cariofileno (9,1%), resultados diferentes ao deste
estudo, exceto pela presenga do biciclogermacreno e nerolidol. Fazolin et al.
(2007) apontaram, como componente majoritario do 6leo essencial de P.
aduncum, o dilapiol (73,97%), composto que ndo foi identificado neste estudo.
De acordo com Burt (2004), essas variagdes podem ser atribuidas a diferengas
de época de colheita, tipo de solo, clima da regido e umidade relativa do ar no

dia da coleta.
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Tabela 2 Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas frescas de Piper

aduncum
Compostos TR IRRIit IRRcal %

(E)-nerolidol 30,703 1563 1563 19,30
trans-sabineno hidratado 10,774 1098 1102 18,79
(E)-B- ocimeno 8,788 1050 1046 7,84
Biciclogermacreno 27,888 1500 1495 5,26
o-humuleno 26,055 1454 1455 4,44
o-muuroleno 27,229 1479 1481 4,00
(Z)-B- ocimeno 8,406 1037 1035 3,16
(E)-cariofileno 24,597 1419 1419 3,22
Oxido de cariofileno 31,461 1583 1582 2,87

TR= tempo de reten¢do (minutos), IRRIit = indice de reten¢do da literatura (Adams,
2007), IRRcal = indice de retengdo calculado pela equacdo de Kovats , % =concentragao
em porcentagem.

/
E E
OH
(E)-nerolidol trans-sabineno hidratado (E)-B- ocimeno
/E
E
>< \E
biciclogermancreno o-humuleno

Figura 8 Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes no dleo essencial de
Piper aduncum.
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3.1.2.2 ldentificacdo e quantificacdo dos constituintes do 6leo essencial de
Piper hispidinervum

Na Tabela 3 estdo descritos os nove constituintes identificados no 6leo
essencial de Piper hispidinervum, sendo safrol (73%) e p-menta-2,4(8)-dieno

(18,78%) os componentes majoritarios (Figura 9)

Tabela 3 Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas frescas de Piper
hispidinervum

Compostos TR IRRIit IRRcal %
Safrol 18,981 1287 1293 73,44
p-menta-2,4(8)-dieno 10,329 1088 1085 18,78
4-3-careno 7,516 1011 1008 1,65
(Z)-B- ocimeno 8,762 1037 1035 1,46
Mirceno 6,865 990 988 0,87
0- terpineno 8,122 1017 1016 0,84

o~ pineno 5,369 939 932 0,83
Limoneno 8,389 1029 1028 0,58
(E)-B- ocimeno 9,169 1050 1045 0,58

TR= tempo de reten¢do (minutos), IRRIit = indice de reten¢do da literatura (Adams,
2007), IRRcal = indice de retencdo calculado pela equacdo de Kovats , % =
concentracdo em porcentagem.

safrol p-menta-2,4(8)-dieno

Figura 9 Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes no dleo essencial de
Piper hispidinervum.
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No estudo de Lima et al. (2009), verificou-se que o 6leo essencial de P.
hispidinervum apresentou, como composto majoritario, o safrol (82,0 %) e, em
baixas concentragdes, a-pineno (0,6%), d-3-careno (1,4%) e a-terpinoleno
(13,5%). Nascimento et al. (2008) constataram 82,5% de safrol e, em menores
concentragdes, os monoterpenos a-pieno (0,68%), d-3-careno (1,31%) e a-
terpinoleno (13,38%) no dleo essencial de P. hispidinervum. Dados de Miranda
(2002) indicam que o 6leo essencial desta espécie é rico em safrol (92%) e que
essa substincia concentra-se, principalmente, nas folhas e nos ramos
secundarios. Zacaroni et al. (2009) também identificaram como composto
majoritario o safrol (89%). Esses dados corroboram aqueles encontrados neste
trabalho para o composto majoritario (safrol).

O menor teor de safrol encontrado no 6leo essencial estudado pode ser
decorrente da variagdo de fatores como sazonalidade, desenvolvimento da
planta, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta e fontes de

nutrientes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

3.1.2.3 Identificacdo e quantificacdo dos constituintes do dleo essencial de
Syzygium aromaticum

No oleo essencial de Syzygium aromaticum foram identificados trés
constituintes (Tabela 4), sendo o eugenol (89,08%) o composto majoritario.

Em pesquisas realizadas por Pereira (2008), com S. aromaticum, foi
demonstrado que o eugenol (86,3%) foi o principal componente, seguido de
trans-cariofileno (8,2%), a-humuleno (0,8%) e acetato de eugenila (3,6%). No
presente estudo, também se obteve o eugenol como composto majoritario;
porém, o constituinte minoritario, acetato de eugenila, ndo foi identificado.

Segundo Mazzafera (2003), os Oleos essenciais de S. aromaticum

apresentam as seguintes variagdes: eugenol, 70% a 85%; acetato de eugenila,
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15% e B-cariofileno, 5% a 12%. Oliveira et al. (2009), avaliando a composi¢ao
do 6leo essencial de botdes florais de S. aromaticum, verificaram a presenga de
eugenol (88,38%), B-cariofileno (0,64%) e acetato de eugenila (10,98%). Esses
dados concordam com os obtidos neste estudo, em relagdo ao elevado teor de
eugenol na composicdo do Oleo essencial de botdes florais de Syzygium
aromaticum e difere por alguns constituintes minoritarios. Estas diferencas
podem estar relacionadas com a idade e a origem dos botdes florais, regido de

plantio, método de extracdo do 6leo essencial e outros.

Tabela 4 Composi¢do quimica do dleo essencial dos botdes florais secos de
Syzygium aromaticum

Compostos TR IRRIit IRRcal %
Eugenol 28,773 1359 1354 89,08
trans-cariofileno 31,234 1419 1417 5,86
o- humuleno 35,802 1454 1453 2,30

TR= tempo de reten¢do (minutos), IRRIit = indice de retengdo da literatura (Adams,

2007), IRRcal = indice de retengdo calculado pela equacdo de Kovats , % =
concentragdo em porcentagem.

OH
o\
H /E
E
E\
H
eugenol trans-cariofileno a- humuleno

Figura 10 Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes no 6leo essencial de
Syzygium aromaticum
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3.1.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de Piper hispidinervum,
Piper aduncum e Syzygium aromaticum, para os microrganismos em estudo, esta

expressa na Tabela 5.

Tabela 5 A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de Piper aduncum,
Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum
Microrganismos Zona de inibi¢do (mm)"/ Concentra¢dio minima inibitoria (CMI)

P. aduncum P. Hispidinervum S. aromaticum

(10ul/ slot) (10 pl/ slot) (10 pl/ slot)
Bactéria Z1 CMI 71 CMI 71 CMI

(mm)  (ugml)  (mm)  (ugml)  (mm)  (ug/ml)

A. hydrophila 1,0+0,0 250,0 4,0+1,0 250 1,7+0,3 15,6
E. coli NI - NI - 1,0+0,0 15,6
L. monocitogens NI - NI - 1,3+0,6 62,5
P. aeruginosa NI - NI - 2,7+0,3 62,5
S. typhi NI - NI - 1,7+0,5 31,2
S. aureus 1,3+0,3 500,0 NI - 2,0+0,3 62,5
Levedura
Candida albicans NI - NI - 2,7+0,5 125
Fungos P. aduncum P. Hispidinervum S. aromaticum
filamentosos (5 pL/ disc) (5 pL/ disc) (5 pL/ disc)
A. flavus NI - NI - 3,7+1,2 62,5
A. fumigatus 3,0+1,0 500,0 3,0+0,0 500,0 20,0£1,0 125
A. niger NI - 3,0+0,0 500,0 4,7+0,6 62,5
A. parasiticus NI - 2,0+0,0 500,0 14,0+0,0 125
C. cladosporioides NI - 2,7+0,6 250,0 2,7+0,6 31,25
P. brevicompactum 4,0+0,3 500,0 NI - 15,3+1,0 125
P. citrinum NI - 2,7+0,6 500,0 3,7£1,2 62,5
P. solitum NI - 1,0+0,0 250,0 2,0+0,0 62,5

NI: Auséncia de inibigdo, (-): ndo identificado.

O resultado da CMI do 6leo de S. aromaticum indica que todos os
microrganismos testados apresentaram sensibilidade em uma concentragdo <125
ug/mL, sendo Aeromonas hydrophila e Escherichia coli as mais sensiveis, com
o CMI de 15,6 pug/mL. Estes resultados indicam que o 6leo essencial de S.

aromaticum pode ser utilizado no controle destas bactérias.
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O dleo de S. aromaticum mostrou forte atividade antifiingica nas
concentragdes de 31,25-125,0 ug/mL. Os fungos mais resistentes foram Candida
albicans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus parasiticus e P. brevicompactum.
Cladosporium cladosporioides foi o fungo que apresentou maior sensibilidade
ao 6leo mencionado.

Nao héa consenso sobre o nivel de inibi¢do aceitavel para materiais de
plantas. De acordo com Aligianis et al. (2001), uma classificagdo para materiais
vegetais, com base nos resultados de CMI, é: forte inibi¢ado (CMI até 500
pg/mL), inibicdo moderada (CMI entre 600 e 1.500 pg/mL) e como fraca
inibigdo (CMI acima de 1.600 pg/mL). De acordo com os resultados da Tabela
5, o 6leo essencial de S. aromaticum pode ser considerado um forte inibidor,
uma vez que apresentou acdo inibitéria em todos os microrganismos testados,
com valores de CMI<500 pg/mL.

Alguns estudos tém demonstrado que os componentes de S. aromaticum
sdo bactericidas contra Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa (DORMAN; DEANS, 2000), assim como
outras bactérias e leveduras (HOFFMANN et al., 1999; NASCIMENTO et al.,
2000) e fungicidas (DELESPAUL et al., 2000; DZAMIC et al., 2009). A agdo
bactericida do 6leo essencial de S. aromaticum, segundo Craveiro (1981), pode
estar relacionada ao seu composto majoritario, o eugenol, pois ele provoca
inibicdo na produgdo de amilase e proteases pela célula, bem como sua
deterioracdo e lise. Esse principio ativo ¢ muito utilizado na odontologia como
componente de seladores e outros produtos antissépticos.

O dleo de P. hispidinervum foi mais eficiente para os fungos analisados,
ndo apresentando inibicdo nas concentra¢des testadas somente para Candida

albicans, Aspergillus flavus e Penicillium brevicompactum e menos eficiente
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para as bactérias, apresentando forte inibicdo somente para Aeromonas
hydrophila (250 ug/mL).

O dleo essencial de P. aduncum apresentou atividade antimicrobiana
especifica para A. hydrophila (250 ug/mL), S. aureus (500 ug/mL), Aspergillus
fumigatus e P. brevicompactum (500,0 pg/mL). Pode-se notar que foram
necessarias concentragdoes mais elevadas do 6leo essencial para um controle de
poucas espécies, quatro dos quinze microrganismos avaliados.

Navickiene et al. (2006) relataram a baixa atividade fungicida do 6leo
essencial de folhas e hastes de P. aduncum sobre o fungo Cladosporium
cladosporioides. Contudo, a eficiéncia foi maior quando o dleo foi extraido dos
frutos. Neste estudo, a baixa atividade sobre C. cladosporioides também foi
observada.

Duarte et al. (2007), avaliando a agfo inibitoria do 6leo de P.aduncum
sobre treze sorotipos de E. coli, encontraram valores de CMIs>500 pg/mL,
chegando a CMIs superiores a 1.000 pg/mL, demonstrado um baixo potencial
biocida para estes microrganismos. Neste estudo, concentragdes inferiores a 500
pug/mL também foram ineficientes contra o E.coli, estando, portanto, de acordo
com os valores encontrados na literatura.

Esses resultados podem ser justificados pelo fato de o 6leo essencial de
P. aducum utilizado neste estudo ter como composto majoritario o (E)-nerolidol
e ndo o dilapiol mencionado por Fazolin et al. (2007). Segundo Silva (2004), o
dilapiol é um éter fenilico que vem sendo testado com éxito como fungicida,
moluscicida, acaricida, bactericida e larvicida, com a vantagem de ser um
produto biodegradavel.

Os estudos demonstraram que os potenciais biocidas de P. aduncum e P.
hispidinervum sdo contraditorios (DUARTE et al., 2007; GUERRINI, et al.

2009), podendo ser estes resultados influenciados pela origem da planta, técnica
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analitica, metodologia de extragdo do Oleo, concentragcdes e microrganismos
testados.

As duas espécies de Piperaceas testadas apresentaram potencial biocida
inferior ao dleo essencial de S. aromaticum tanto contra bactérias quanto contra
leveduras e fungos filamentosos. A avaliacdo do efeito inibitorio de oleos

essenciais sobre microrganismos pode ser vista na Figura 11.

(A) (B) (©)
Figura 11 rotografia do efeito inibitério (A) Efeito inibitorio de S. aromaticum sobre S.

aureus (B) Efeito inibitorio de S. aromaticum sobre E.coli (C) Efeito
inibitorio de P. hispidinervum sobre C. cladosporioides.
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4 CONCLUSAO

Os constituintes majoritarios encontrados no 06leo essencial de Piper
aduncum foram (E)-nerolidol (19,30%), trans-sabineno hidratado (18,79%), (E)-
B-ocimeno (7,84%), biciclogermacreno (5,26 %) e a-humuleno (4,44%); no 6leo
essencial de Piper hispidinervum, foram identificados o safrol (73%) e p-menta-
2,4(8)-dieno (18,78%) como componentes majoritarios; no o6leo essencial de
botdes florais de Syzygium aromaticum foi identificado o eugenol (89,08%)
como composto majoritario.

O oleo essencial de Syzygium aromaticum, na concentragdo de 125
pug/mL, foi capaz de inibir o desenvolvimento de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhi, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Aeromonas hydrophila, Candida albicans, Cladosporium
cladosporioides, Penicillium citrinum, Penicillium brevicompactum, Penicillium
solitum, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e
Aspergillus parasiticus.

O dleo essencial de Piper aduncum, na concentragido de 500,0 ug/mL,
inibiu somente Staphylococcus aureus, Aspergillus fumigatus e Penicillium
brevicompactum e apresentou atividade antimicrobiana especifica para A.
hydrophila, na concentragido de 250 pg/mL

O dleo de Piper hispidinervum inibiu somente a bactéria Aeromonas
hydrophila na concentragdo de 250 ug/mL, ndo apresentando inibigdo nas
concentragdes testadas para Candida albicans, Aspergillus flavus e Penicillium
brevicompactum.

O o¢leo essencial de Syzygium aromaticum foi mais eficiente que o 6leo

essencial de Piper aduncum e Piper hispidinervum.
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Aeromonas hydrophila foi a bactéria mais sensivel a todos os 06leos
testados.

O dleo essencial de Syzygium aromaticum demonstrou ser eficiente no
controle de microrganismos patogénicos e deterioradores, de origem alimentar,

podendo ser utilizado na formulacdo de produtos de higienizacao.
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CAPITULO 3: Desenvolvimento e perfil de sensibilidade do antisséptico
com principio ativo de dleo essencial de Syzygium aromaticum frente a

bactérias patogénicas
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RESUMO

O uso de produtos naturais em substituicdo as substancias quimicas
sintéticas tem se tornado um desafio para a industria de perfumaria, cosméticos,
alimentos e farmacé€utica. Antissépticos desenvolvidos a base de 6leos essenciais
tém grande potencial econdmico, apresentando-se como alternativa viavel no
processo de assepsia. Este estudo foi realizado com o objetivo de desenvolver e
avaliar o perfil de sensibilidade do antisséptico com principio ativo de o6leo
essencial de Syzygium aromaticum frente a bactérias patogénicas in vitro e na
redugdo da contaminagdo bacteriana natural das maos. Na etapa in vitro foi
verificada a acBio antimicrobiana frente as bactérias Aeromonas hydrophila,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhi e Staphylococcus aureus. Nas méos, a metodologia utilizada consistiu em
formar trés grupos com cinco pessoas cada, totalizando quinze participantes. O
primeiro grupo foi submetido ao tratamento com sabdo liquido sem propriedades
antimicrobianas. O segundo grupo teve as mdos tratadas com antisséptico com
teor alcoolico de 70% e o terceiro grupo utilizou o antisséptico elaborado com
6,3% de oleo essencial de S. aromaticum. Nos dados obtidos in vitro e na
antissepsia das maos, o antisséptico com principio ativo de 6leo essencial de S.
aromaticum mostrou-se eficaz contra os microrganismos, nos diferentes tempos
avaliados, demonstrando ser uma alternativa para a higieniza¢do das maos, com
a vantagem de ser obtido por meio de produtos naturais e, ainda, ndo ocasionar o
ressecamento delas.

Palavras-chave: Antisséptico. Syzygium aromaticum. Higiene das maos.
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ABSTRACT

The use of natural products to replace the synthetic chemicals has
become a challenge for the perfumery, cosmetics, food and pharmaceutical
industries. Antiseptics developed based on essential oils have great economic
potential, presenting itself as a viable alternative in the process of asepsis. This
study aimed to develop and evaluate the sensitivity profile of the antiseptic with
active principle of essential oil of Syzygium aromaticum against pathogenic
bacteria in vitro and in reducing natural bacterial contamination of hands. In the
in vitro stage, was verified antimicrobial activity against bacteria Aeromonas
hydrophila, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi and Staphylococcus aureus. In the hands, the
adopted methodology consisted of 15 people split into three groups of five each.
The first group was treated with liquid soap without antimicrobial properties.
The second group had the hands treated with antiseptic with an alcohol content
of 70% and the third group used the antiseptic formulated with 6.3% of essential
oil of S. aromaticum. In the data obtained in vitro and in antisepsis of the hands,
the antiseptic with active principle of essential oil of S. aromaticum was
effective against the microorganisms in different evaluated time periods.
Therefore, it demonstrated to be an alternative to hand hygiene with the
advantage of being produced using natural products and still may not cause
dryness of the hands.

Keywords: Antiseptic. Syzygium aromaticum. Hand hygiene.
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1 INTRODUCAO

A crescente preocupagdo com o potencial de contaminag@o microbiana e
os riscos de contaminagdo e infec¢do alimentar ocasionou um aumento do uso de
desinfetantes e de antissépticos pelo publico em geral (MCDONELL;
RUSSELL, 1999).

As maos sdo as estruturas corporais mais utilizadas no contato direto
com os alimentos e constituem o principal veiculo de transmissdo de
microrganismos patogénicos. Dessa forma, a sua antissepsia ¢ um aspecto
fundamental para a redugdo da microbiota e do risco de intoxicacao alimentar.

O agente antisséptico ¢ definido como uma substancia antimicrobiana
aplicada a pele e mucosa integra para reduzir a microbiota, ou seja, para efetuar
a descontaminagdo das maos por meio de fricgdo ou lavagem com esses
produtos sem alterar a sua estrutura (BOYCE; PITTET, 2002). Sao substancias
de uso estritamente externo e devem responder ao duplo critério de eficacia e
inocuidade (SANCHEZ-SALDANA; ANDUAGA, 2005).

Atualmente, encontram-se no mercado varias preparagdes para
antissepsia das maos, dentre elas sabdo ou detergente antimicrobiano, alcool,
clorexidina, iodo, compostos de quaternario de amoénio e triclosan (Kawagoe,
2004). O alcool esta entre os antissépticos mais seguros, ndo s6 por possuir
baixissima toxicidade, mas também pelo seu efeito microbicida rapido e de facil
aplicagdo (SANTOS et al., 2002).

Muitas industrias pesquisam continuamente os 6leos essenciais como
fontes alternativas de antimicrobianos, mais naturais € menos nocivas a0 meio
ambiente. A toxicidade apresentada pelos Oleos essenciais sobre alguns
microrganismos pode ser devido a alta complexidade de sua formula quimica.

Os grupamentos alcoois, fenois, ésteres, acidos, aldeidos e terpenos podem
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explicar sua agdo bacteriostatica e ou bactericida (NOVACOSK; TORRES,
2006).

O dleo de Syzygium aromaticum possui agdo antisséptica, expectorante ¢
estimulante estomacal. E utilizado para diminuir a sensibilidade da polpa
dentaria, tendo sido muito utilizado em odontologia como analgésico. Também ¢
um excelente reidratante para a pele, principalmente no verdio (GRAMOLELLI
Janior et al., 2006).

Alguns trabalhos mostraram que eugenol conferido por um composto
fendlico volatil ou extratos de Syzygium aromaticum apresenta atividade
bactericida, dessa forma podendo ser empregado como antisséptico (DORMAN;
DEANS, 2000, NASCIMENTO et al., 2000, NOVACOSK; TORRES, 2006).

A utilizagdo do dleo essencial de Syzygium aromaticum como matéria-
prima na formulacdo de antissépticos é pouco explorada no Brasil. Dessa forma,
este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o perfil de sensibilidade do
antisséptico com principio ativo de dleo essencial de Syzygium aromaticum
frente a bactérias patogénicas in vitro e na redugdo da contaminagdo bacteriana

natural das méos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Elaboracéo do gel neutro e do antisséptico

A elaboragdo do gel neutro foi realizada na Farmacia Escola Verde
Vida, do Centro Universitario de Lavras, em Lavras, MG.

Para a obtengdo do gel neutro (base) foi utilizado carbopol (1%),
propilenoglicol (5%), metilparabeno (0,1%), aminometilpropanol-AMP 95
(0,5%) e 4gua destilada. Inicialmente, o metilparabeno foi dissolvido em 462 mL
de 4gua destilada. Posteriormente, colocou-se em um béquer o carbopol, o
propilenoglicol, o metilparabeno e¢ 231 mL de agua destilada, que foi
homogenizada com o auxilio de um batedor Mix Walita (tipo RI1364/R11362).
Apds a completa homogeneizacdo dos componentes, acrescentaram-se 231 mL
de 4gua destilada e, novamente, a solucdo foi submetida ao Mix. A mistura
permaneceu em repouso por 24 horas. Apds este periodo, adicionou-se o
aminometilpropanol (AMP 95), que foi homogeneizado até a formagao do gel. O
produto final teve o pH ajustado em pH=6,0. Na elaboragdo do antisséptico foi

adicionado ao gel neutro 6,3% do dleo essencial de S. aromaticum.

2.2 Avaliacado do perfil de sensibilidade do antisséptico com principio ativo
de Oleo essencial de Syzygium aromaticum frente a bactérias
patogénicas in vitro

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

Foi realizada avaliagdo do perfil de sensibilidade do antisséptico com
principio ativo de 0leo essencial de Syzygium aromaticum, in vitro, em seis

espécies de bacterias: Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Escherichia coli
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ATCC 8739, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Salmonella typhi ATCC 6539 e Staphylococcus aureus ATCC
25923. As bactérias foram mantidas no freezer, em meio de congelamento, com
posterior reativagdo em caldo BHI (caldo-infusdo de cérebro e coracdo), com
incubacdo 37°C, durante 24 horas.

Para padronizar a concentragdo de células para o teste de sensibilidade,
foi utilizada uma solucdo padrdo McFarland de 0,5, resultando numa suspensao
contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10° UFC/mL. A densidade correta do
controle de turbidez foi verificada usando um espectrofotometro (Shimadzu UV-
160 1 PC), no comprimento de onda de 625 nm, em que a absorbancia situou-se
entre 0,08 a 0,10, como recomendado por National Committee for Clinical
Laboratory Standards - NCCLS (2003).

Como neutralizante do principio ativo do antisséptico desenvolvido foi
utilizada uma solugdo estéril de Tween 80 (3%), saponina (3%), histidina (0,1%)
e cisteina (0,1%) (BOUAZIZ et al., 2009).

Uma aliquota de 100 pL, correspondente a 1 x 10%, foi transferida para
900 pL do antisséptico e incubadas imediatamente, a 37°C. O tempo de contato
avaliado foi de 5 e de 15 minutos. Ap6s o periodo de incubagdo, 100 uL desta
suspensao foram inoculados em 900 pL da solugdo neutralizante. Deixou-se em
repouso por 2 minutos e, posteriormente, foi realizado o plaqueamento em
superficie e incubagdo por 24 horas, a 37°C. Para as culturas de Staphylococcus
aureus ATCC25923, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhi ATCC
6539 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, foi utilizado o agar Miller
Hinton, Aeromonas hydrophila ATCC 7966 em agar Triptc Soy Agar (TSA),
Listeria monocytogenes ATCC 7644 TSA-YA. O experimento foi realizado com
trés repeticdes e o resultado expresso em UFC/mL. Para o teste controle foi

utilizada a base do antisséptico sem o principio ativo.
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2.3 Avaliacdo da eficiéncia do antisséptico com principio ativo de 6éleo
essencial de Syzygium aromaticum na reducdo da contaminacéo
bacteriana natural das méos

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

Foram utilizadas duas formula¢des comerciais (Tratamentos 1 e 2) e
uma formulacdo elaborada (Tratamento 3). O tratamento 1 foi um sabao liquido
sem propriedades antimicrobianas, constituido de tensoativos anidnicos
(detergente doméstico). O tratamento 2 foi um antisséptico comercial alcoolico
em gel com principio ativo de etanol 70%. O terceiro tratamento foi com
antisséptico com principio ativo de 6leo essencial de S. aromaticum (cravo-da-
india).

Foi realizada a analise da mdo antes da higeinizagdo denominando-a
amostra controle e, depois da higienizagdo, como Tratamento 1 (sabdo liquido),
Tratamento 2 (antisséptico alcodlico) e Tratamento 3 (antisséptico com o6leo
essencial de cravo).

A metodologia utilizada consistiu em formar trés grupos com cinco
pessoas cada, totalizando quinze participantes. Considerando que os sujeitos da
pesquisa eram voluntarios adultos, higidos, sem les@o e ou ressecamento de pele.
O primeiro grupo foi submetido ao tratamento com sabdo liquido sem
propriedades antimicrobianas. O segundo grupo teve as maos tratadas com
antisséptico com teor alcodlico de 70% e o terceiro grupo utilizou o antisséptico
elaborado com 6leo essencial de S. aromaticum.

Para delimitar a area da palma da mao, controle e tratamento, foi
utilizado um molde estéril de 30 cm”. No momento da coleta, foram utilizados
swabs estéreis que, depois de umedecidos em agua peptonada 0,1%, foram

friccionados de forma angular, com movimentos giratdrios, conforme Litz et al.
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(2007), na area palmar delimitada.

Tomou-se a mao direita para amostragem da pele antes da higienizacgao,
denominando-a amostra controle. Na mao controle, um swab, previamente
umedecido em solugdo estéril de agua peptonada 0,1%, foi friccionado na area
delimitada por um minuto e colocado em 5 mL de solugdo estéril de agua
peptonada 0,1% para a contagem em placa. Para os dois antissépticos foram
aplicados 1 mL na area palmar, friccionando-se por 1 minuto. Ap6és um minuto
da aplicagdo do gel antisséptico, um swab umedecido em solugdo estéril de agua
peptonada 0,1% foi friccionado por 1 minuto na éarea tratada e submetido a
contagem em placas. Posteriormente, fez-se a higienizagdo das mdos com 1 mL
da formulacdo de sabdo liquido comercial, esfregando-as por 30 segundos e
enxaguando-as com 200 mL de agua destilada estéril, sem secar, de acordo com
Martins e Soares (1993).

Tanto para a amostra controle quanto para os tratamentos, o
plaqueamento foi realizado com duas repeti¢cdes pelo método de plaqueamento
em superficie e incubacdo por 24 horas a 37°C. A avaliagdo foi feita visualmente
apods o periodo de incubagdo, contando-se o nimero de colonias. Para calcular o
numero significativo de unidades formadoras de col6énia/cm? (UFC/cm?), foi

utilizada a equagdo proposta por Silva et al. (2007):

A 2
UFC/cm? = UFC/mL da suspensio x (area amostrada (cm”) j

volume diluente (mL)

2.4 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. O programa estatistico

empregado foi o Sisvar (FERREIRA, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil de sensibilidade do antisséptico com principio ativo de dleo
essencial de S. aromaticum frente aos microrganismos patogénicos

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 6, foi observado que a
base utilizada para a elaboragdo do antisséptico ndo apresentou agdo
antimicrobiana frente aos microrganismos testados. As contagens iniciais dos
microrganismos variaram de 1,1 x 10° a 2,4 x 10%. Os resultados absolutos da
tabela demonstram que as contagens de microrganismos foram reduzidas apos 5
e 15 minutos de contato com os microrganismos, em 8,2 log;o ou 1,55 x 108,
ap6s o tratamento com antisséptico com principio ativo de odleo de S.

aromaticum.

Tabela 6 Perfil de sensibilidade do antisséptico com principio ativo de o6leo
essencial de S. aromaticum frente aos microrganismos patogénicos,
nos tempos de 5 e 15 minutos.

Composto
Microrganismo Base Antisséptico
5 min. 15 min. 5 min. 15 min.

Aeromonas hydrophila 1,6x10° >1,6x10° - -
Escherichia coli 1,6x108 >1,6x10° - -
Listeria monocytogenes 2.4x10% >2.4x108 - -
Pseudomonas aeruginosa 1,1x10% >1,1x10% - -
Salmonella typhi 1,3x10% >1,3x108 - -
Staphylococcus aureus 1,3x10% >1,3x10% - -

(-) Composto eficaz no tempo indicado: auséncia de crescimento microbiano.
(>)Composto ndo eficaz no tempo indicado: presenga incontivel de crescimento
microbiano.
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Na Figura 1 (A e B) esta ilustrada a eficacia do antisséptico com

principio ativo de 6leo essencial de S. aromaticum, frente a bactéria Escherichia

coli.

Figura 12 A) Escherichia coli em mio Miller Hinton; B) auséncia de crescimento de E.
coli frente ao antisséptico com principio ativo de 6leo essencial de
Syzygium aromaticum.

3.2 Perfil de sensibilidade do antisséptico com principio ativo de 0leo
essencial de S. aromaticum na reducdo da contaminacdo bacteriana
natural das maos

Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias da contagem de colonias em
placas por cm® da palma da méo, antes e apds a higienizagdo com os produtos
em estudo. Analisando os resultados obtidos na Tabela 2, observa-se que o
namero de unidades formadoras de colonia por cm’ nas mios controle
apresentou ampla variagdo, com valores de 150 a 4.300 UFC. A média
encontrada foi de 1.149 UFC/ cm’. A pele saudavel é colonizada por
microrganismos em quantidades que variam de 100 a 10° UFC/cm® (REDIERS
et al., 2008). A contagem de microrganismo nas maos dos individuos testados

neste estudo esta de acordo com a de uma pele saudéavel.
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Tabela 7 Unidades formadoras de colonia por cm” da palma das mios, antes e
apos a higienizagao.

Contagem total (UFC/cm?)

Tratamento

Controle Apos
1,5x102 1,3x10°
o 4,3x10° 9,0x107
Sabdo liquido 1.2x10° 1,2x10°
(Tratamento 1) 2 2
7,8x10 2,0x10
2,0x10° 6,0x10
6,6x10° <1
Antisséoticn alcogl 1,6x10? <1
ntisséptico alcodlico 6,3x102 <1
(Tratamento 2) 2
2,0x10 <1
1,5x10° <1
2,4x10? <1
Antisséoti » ol 2,8x10° <1
ntisséptico com 6leo essencial 4,6x10% <1
(Tratamento 3) 5
2,0x10 <1
1,6x10? <1

Controle: amostra da mio direita dos individuos antes da higienizag@o; Tratamento 1:
amostra da mdo esquerda dos individuos apds a higienizagdo com sabdo liquido;
Tratamento 2: amostra da mao esquerda dos individuos apds a higienizagdo com
antisséptico alcoolico; Tratamento 3: amostra da mdo esquerda dos individuos apés
higienizagdo com antisséptico com principio ativo de 6leo essencial de S. aromaticum.

Os resultados demonstram que as contagens de microrganismos foram
reduzidas na sua totalidade apds o tratamento com os antissépticos (Tabela 2).
Para a contagem apos a utilizacdo de sabao liquido, a reducdo foi menos
evidente. Também se pode verificar que, nas maos tratadas com antissépticos, a
reducdo da contaminagdo bacteriana foi independente da concentragdo inicial de
bactérias, que foi compreendida entre 1,6 x 10° a 2,8 x 10° UFC/cm’.

De modo geral, constatou-se que o tratamento com sabdo liquido sem
propriedade antimicrobiana demonstrou reducdo da carga bacteriana. Esses
dados podem ser considerados coerentes, pois, segundo Rottee (1996), a

atividade de limpeza de sabdes pode ser atribuida a sua propriedade surfactante,
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favorecendo a remog¢do da sujeira, de substincias orgénicas e da microbiota
transitoria das maos pela acdo mecanica. Se o procedimento de lavar as maos for
realizado por um periodo de 30 segundos, a redu¢do bacteriana da pele ¢ em
torno de 1,8 a 2,8 logjy. O desempenho do sabdo ndo-antimicrobiano utilizado
no presente estudo apresentou valores inferiores e superiores, uma vez que, em
um dos voluntarios, ndo ocorreu reducdo na carga microbiana e o maior valor
encontrado foi de 3,5 log.

Estudos tém documentado a atividade antimicrobiana in vivo dos alcoois
e, efetivamente, apresentam redugdo na contagem bacteriana de maos
(MARTINS; SOARES, 1993; Santos, et al., 2002; Kawagoe, 2004).
Normalmente, a redu¢do logaritmica de maos artificialmente contaminadas por
bactérias-teste ¢, em média, de 4,0 a 5,0 log;o, apés 1 minuto de aplicagdao
(BOYCE; PITTET, 2002). Neste estudo, o valor encontrado foi inferior ao
mencionado, uma vez que a reducdo apresentada foi de 2,8 log;o. Mas, a redugéo
de valores de tal grandeza pode ndo ter sido possivel, pois o maior valor
encontrado antes da higienizagdo foi de 1,5x10° UFC/cm’® ou 3,2 log)o (Tabela
2), sendo, contudo, importante ressaltar que o antisséptico alcodlico eliminou a
carga microbiana encontrada.

Ehrenkranz e Alfonso (1991) afirmam que, quando comparada a
lavagem simples com agua e sabdo, a aplicacdo de solugdes alcodlicas para a
higienizagdo das maos oferece vantagens, como rapidez de aplicacdo, redugio
do tempo de higienizagdo e maior efeito microbicida. Estes dados se
assemelham aos encontrados neste estudo, uma vez que o antisséptico alcoolico
apresentou efeito bactericida superior ao da lavagem simples com agua e sab3o.

A atividade antimicrobiana dos alcoois tem sido atribuida a capacidade
de desnaturar proteinas. Solugdes alcodlicas contendo de 60% a 90% de élcool

sd0 mais potentes e concentragdes mais altas sdo menos efetivas porque as
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proteinas ndo sdo faceis de desnaturar na auséncia de agua (BOYCE; PITTET,
2002). Porém, o uso frequente de solugdes alcodlicas nas maos pode causar
ressecamento (KAWAGOE, 2004).

O o¢leo essencial de S.aromaticum tem propriedades antimicrobianas
excelentes. Dentre os seus componentes com atividade contra microrganismos,
destaca-se o eugenol, muito usado na odontologia como componente de
seladores e outros produtos antissépticos de higiene bucal, tendo efeito
bactericida comprovado (SHAPIRO et al., 1994; CAI; WU, 1996, KAPLAN et
al., 1999). A a¢do antisséptica do 0leo essencial de S. aromaticum apresentou
reducdo de 3,0 logjo, valor superior ao encontrado para o alcool 70%. Esta
eficiéncia pode, em parte, ser atribuida a ag@o hidratante do oleo, pois os
principios ativos podem continuar atuando com ac¢do surfactante. Essa acdo
antimicrobiana pode ser justificada pelo fato de os Oleos essenciais serem
capazes de agir atuando principalmente nas proteinas de membrana, ocasionando
a liberagdo do conteudo celular (LAMBERT et al., 2001).

O eugenol, principal constituinte quimico do o6leo essencial de S.
aromaticum, exibe comprovadas atividades como antibacteriano, antimicético,
antimicrobiano, anti-inflamatério, anestésico, antisséptico, antioxidante,
alelopatico e repelente (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A comparagdo das médias de reducdo percentuais da contagem total
apos a higienizagdo das maos com sabdo liquido, antisséptico alcoolico e
antisséptico com principio ativo de Oleo essencial de S. aromaticum esta

demonstrada na Tabela 3.
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Tabela 8 Médias de redugdes percentuais da contagem total apds a higienizacdo
das maos com sabdo liquido, antisséptico alcodlico e antisséptico
com principio ativo de 6leo essencial de S. aromaticum.

Tratamentos Reducéo (%)
Média @
Antisséptico alcodlico
(Tratamento 2) 100,0a
Antisséptico com éleo essencial
(Tratamento 3) 100,0a
Sabdo liquido 47.4b

(Tratamento 1)

M a, b: médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente, pelo teste de

Tukey, a 5% de significancia.

No teste com sabdo liquido neutro, verificou-se reducdo média de
47,4%, em 30 segundos de tratamento. Este resultado difere do encontrado por
Silva et al. (1991) que determinaram uma redugéo superior a 90% sobre a flora
microbiana das maos com o uso do sabao neutro, por 15 segundos.

Apesar de o sabdao ser um produto destinado a higiene corporal ou das
maos, alguns estudos relatam um aumento da colonizag¢do bacteriana das maos
(BRESOLIN et al., 2005; BOYCE; PITTET, 2002; LARSON, 1995), sugerindo
contamina¢do microbiana durante o processo de higienizagao.

O antisséptico com principio ativo de 6leo essencial de S. aromaticum ¢
o alcodlico, apoés cinco minutos de aplicacdo, ndo demonstrou diferenga
estatistica entre eles (p<0,05), no que diz respeito a redugdo da contagem de
microrganismos ap6s a sua aplicacdo, evidenciando a potencialidade do
composto vegetal, como agente antimicrobiano.

A partir dos resultados obtidos, fica clara a necessidade da aplicacdo do
procedimento duplo de higienizacdo das maos que consiste, resumidamente, em
limpeza com sabao, seguida de enxague e aplicagdo de antisséptico, uma vez que
a lavagem das maos com sabdo ndo-antimicrobiano falhou em remover

completamente os patdogenos das maos.
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O perfil de sensibilidade do antisséptico com principio ativo de dleo
essencial de S. aromaticum apresentou resultado semelhante, quando comparado
ao antisséptico alcodlico, o que permite afirmar que esse principio ativo
apresentou alta eficiéncia bactericida. Esses resultados sdo importantes, uma vez
que, para a elaborac¢do do antisséptico, foram utilizados recursos renovaveis que
ndo agridem o meio ambiente, pois exploram somente os botdes florais, sem a
destrui¢do da planta, além de agregar valores aos subprodutos vegetais. Dessa
forma, antissépticos desenvolvidos a base de produtos naturais possuem grande
potencial para exploragdo econdmica, tornando-se uma alternativa viavel no
processo de antisepsia.

Uma vez que a eficiéncia do antisséptico com principio ativo de 6leo
essencial de S. aromaticum foi comparada a eficiéncia do alcool 70%, pode-se
dizer que essa proposta € inovadora, pois contribuiu para o desenvolvimento de
um produto que visa o bem-estar da saide humana, em substituicdo aos ja
existentes, que colocam em riscos a saude da populagdo, promovem a sele¢do de
microrganismos resistentes e ocasionam impactos ambientais.

Mediante esta constatagdo, sugere-se a continuidade de estudos que
relacionem a viabilidade econdmica ¢ o uso desse oleo na claboragdo de

produtos destinados a higiene pessoal, em especial das maos.
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4 CONCLUSAO

Na avaliagdo in vitro, o antisséptico com principio ativo de 6leo
essencial de S. aromaticum demonstrou eficiéncia contra as bactérias Aeromonas
hydrophila, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi e Staphylococcus aureus, apds 5 e 15 minutos de
aplicacao.

O antisséptico com principio ativo de 6leo essencial de S. aromaticum
reduziu 3,2 logyy de microrganismos naturalmente encontrados nas maos de
adultos saudaveis.

O antisséptico com principio ativo de 6leo essencial de S. aromaticum
apresentou vantagens, em comparacdo com o dalcool 70%, dentre elas a
hidratagdo das maos e a utilizagdo de recursos renovaveis que ndo agridem o
meio ambiente.

Antissépticos desenvolvidos a base de oOleos essenciais com
propriedades antimicrobianas tém grande potencial para explora¢do econdmica,
tornando-se uma alternativa viadvel na elaboragdo de produtos de higiene pessoal

e na preveng¢do da contaminagdo de alimentos.
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Tabela 1 Média dos resultados dos halos de inibigdo dos dleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre
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Tabela 1 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos dleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre
Aeromonas hydrophila ATCC 7966

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concemra}lgao P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum
(ug.mL™)
DMSO Oa Oa Oa
39 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa Oa
15,62 Oa Oa 1,7a
Aeromonas 31,25 Oa Oa 55b
hydrophila 62,5 Oa Oa 14,8 ¢
125 Oa Oa 18,8 d
250 1b 40b 19,5 de
500 2¢ 6,7b 21,8 ¢
Clorafenicol 22,3d 21,6 ¢ 21,8 ¢
CV (%) 7,2 32,0 9.0

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 2 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos o6leos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre
Escherichia coli ATCC 8739

Halo de inibi¢ao (mm)

Bactéria Concenm}?ao P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum
(ug.mL")
DMSO Oa Oa Oa
3,9 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa Oa
15,62 Oa O0a lab
Escherichia 31,25 O0a O0a 2,7bc
coli 62,5 Oa Oa 33bcd
125 Oa Oa 48cd
250 Oa Oa 5,7d
500 Oa Oa 11e
Clorafenicol 13,6 b 15,6 b 16,3 f
CV (%) 53,4 23,3 19,1

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.
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Tabela 3 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos dleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre
Listeria monocytogenes ATCC 7644.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concentra}?ao P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum
(ng.mL")
DMSO Oa Oa Oa
3,9 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa 0a
15,62 Oa Oa Oa
Listeria 31,25 Oa Oa Oa
monocytogenes 62,5 Oa Oa 1,L3ab
125 Oa Oa 2,7b
250 Oa Oa 43¢
500 Oa Oa 5,7¢
Clorafenicol 10,3b 11b 10d
CV (%) 17,6 28,7 21,0

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 4 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos o6leos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concentra}?ao P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum
(ug.mL")
DMSO Oa Oa Oa
39 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa Oa
15,62 Oa Oa Oa
Pseudomonas 31,25 Oa Oa Oa
aeruginosa 62,5 Oa Oa 2,7b
125 Oa Oa 3b
250 Oa Oa 4bc
500 Oa Oa 5¢
Clorafenicol 14b 17b 16,3 d
CV (%) 22,59 37,2 16,69

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.
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Tabela 5 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos dleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre
Salmonella typhi ATCC 6539.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concentra}?ao P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum
(ng.mL")
DMSO Oa Oa Oa
3,9 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa 0a
15,62 Oa Oa Oa
Salmonella 31,25 Oa Oa 1,7ab
typhi 62,5 Oa Oa 3,7abc
125 Oa Oa 4bc
250 Oa Oa 5bc
500 Oa Oa 7c
Clorafenicol 11,6 b 12,3 12,6 d
CV (%) 41,4 14,8 38,2

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 6 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos o6leos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre
Staphylococcus aureus ATCC25923.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concentra}?ao P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum
(ug.mL")

DMSO Oa Oa Oa
39 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa Oa
15,62 Oa Oa Oa
Staphylococcus 31,25 Oa Oa Oa
aureus 62,5 Oa Oa 2b
125 Oa Oa 3¢

250 Oa Oa 4,7d
500 1,3b Oa 7e

Clorafenicol 10,3 ¢ 10,3b 123f
CV (%) 34,2 35,3 8,6

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.
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Tabela 7 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos dleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre
Aspergillus flavus.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concentra}?ao P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum
(ng.mL")
DMSO Oa Oa Oa
3,9 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa 0a
15,62 Oa Oa Oa
Aspergillus 31,25 Oa Oa Oa
flavus 62,5 Oa Oa 3,7b
125 Oa Oa 73 ¢
250 Oa Oa 21,7d
500 Oa Oa 26,7 ¢
Cloreto de 33D 7b 5be
benzalconio
CV (%) 342 35,3 8,6

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 8 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos dleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre
Aspergillus fumigatus.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concenm}?ao P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum
(ng.mL")
DMSO Oa Oa Oa
3,9 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa 0a
15,62 Oa Oa Oa
Aspergillus 31,25 Oa Oa Oa
fumigatus 62,5 Oa Oa Oa
125 Oa Oa 20 ¢
250 Oa Oa 40d
500 3b 3b 453 ¢
Cloreto de 133 ¢ 19,6 ¢ 15b
benzalconio

CV (%) 232 8,0 3,6
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* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 9 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos oleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum sobre
Aspergillus niger

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concentra@ao P. aduncum P. hispidinervum S, aromaticum
(ng.mL")
DMSO Oa Oa Oa
3,9 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa Oa
15,62 Oa Oa Oa
Aspergillus 31,25 Oa Oa Oa
niger 62,5 Oa Oa 47ab
125 Oa Oa 83b
250 Oa Oa 32,3 ¢
500 Oa 3b 35,7¢
Cloreto de 461 sc 5b
benzalconio
CV (%) 232 8,0 3,6

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 10 Média dos resultados dos halos de inibi¢do dos 6leos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum
sobre Aspergillus parasiticus.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concentra@ao P. aduncum P. hispidinervum S, aromaticum
(ng.mL")
DMSO Oa Oa Oa
3,9 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa Oa
15,62 Oa Oa Oa
Aspergillus 31,25 Oa Oa Oa
parasiticus 62,5 Oa Oa Oa
125 Oa Oa 14b
250 Oa Oa 33,7¢
500 Oa 2b 38,3d
Cloreto de 33b 46¢ 5a
benzalconio

CV (%) 54,7 273 12,6
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* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 11 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos Oleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum
sobre Candida albicans ATCC 10231.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concentra}?ao P. aduncum P. hispidinervum S, aromaticum
(ng.mL")
DMSO Oa Oa Oa
3,9 Oa Oa Oa
7,81 Oa Oa Oa
15,62 Oa Oa Oa
Candida 31,25 Oa Oa Oa
albicans 62,5 Oa Oa Oa
125 Oa Oa 2,7b
250 Oa Oa 4c
500 Oa Oa 6d
Cloreto de 11,6 b 10,6 b 113e
benzalconio
CV (%) 15,6 17,1 10,4

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 12 Média dos resultados dos halos de inibi¢do dos oOleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum
sobre Cladosporium cladosporioides.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria C(()E;eg]rj?;() P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum
DMSO Oa 0a 0a
3,9 0a Oa 0a
7,81 Oa Oa 0a
15,62 Oa 0a 0a
Cladosporium 31,25 Oa 0a 27a
cladosporioides 62,5 Oa Oa 14,70
125 Oa Oa 27,7d
250 0a 2,7b 33de
500 Oa 43b 36,3 ¢
Cloreto dfe 146 26¢ ole
benzalconio

CV (%) 12,4 245 15,7
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* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 13 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos Oleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum
sobre Penicillium brevicompactum

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria C(()E;egf?;o P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum

DMSO Oa Oa Oa

3,9 0a Oa Oa

7,81 Oa Oa Oa

15,62 0a Oa 0a

Penicillium 3612’255 8 z 8 Z 8 Z
brevicompactum 125 0a 0a 153b
250 Oa Oa 323d

500 4b Oa 37¢
Cloreto de 21 ¢ 16 213 ¢

benzalconio
CV (%) 12,6 19,7 9,1

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabelal4 Média dos resultados dos halos de inibigdo dos oleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum
sobre Penicillium citrinum

Halo de inibi¢8o (mm)

Bactéria C?E;E:f‘f;o P. aduncum P. hispidinervum S, aromaticum

DMSO Oa Oa Oa

3,9 Oa Oa Oa

7,81 Oa Oa Oa

15,62 0a Oa Oa

Penicillium 31,25 0a 0a 0a
citrinum 62,5 Oa Oa 3,7b
125 0a Oa 9,7¢

250 0a Oa 19d
500 0a 2,7b 243 ¢

Cloreto de 4b 10,6 ¢ 4b

benzalconio

CV (%) 79,0 29,93 11,74
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* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 15 Média dos resultados dos halos de inibicdo dos Oleos essenciais de
Piper aduncum, Piper hispidinervum e Syzygium aromaticum
sobre Penicillium solitum.

Halo de inibi¢do (mm)

Bactéria Concemraﬁao P. aduncum P. hispidinervum  S. aromaticum
(pg.mL")
DMSO Oa Oa Oa
3,9 0a Oa Oa
7,81 Oa Oa Oa
15,62 0a Oa 0a
Penicillium 31,25 0a 0Oa 0a
solitum 62,5 Oa Oa 2a
125 0a Oa 5ab
250 Oa 1b 21,3 ¢
500 Oa 2c¢ 29d
Cloreto de 10,3 b 16 d 9b
benzalconio
CV (%) 17,67 16,64 26,45

* Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra sdo iguais entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 16 Composi¢do quimica do Oleo essencial das folhas frescas de Piper

aduncum.
Compostos TR IRRIit IRRcal %
1 o~ pineno 5,379 939 932 0,95
2 - pineno 6,527 979 976 1,59
3 (Z)-B- ocimeno 8,406 1037 1035 3,16
4 (E)-B- ocimeno 8,788 1050 1046 7,84
5 Cis-6xido de linalool 9,686 1072 1070 0,78
6 Trans-sabineno hidratado 10,774 1098 1102 18,79
7 NI 11,390 - 1113 1,39
8 NI 15,251 - 1208 0,63
9 safrol 18,757 1287 1289 1,07
10 2-undecanona 19,036 1292 1294 0,49
11 2-undecanol 19,393 1301 1302 0,68
12 a-gurjuneno 23,410 1409 1406 0,84
13 (E)-cariofileno 24,597 1419 1419 3,22
14 Aromadredeno 25,430 1441 1437 0,48
15 o-humuleno 26,055 1454 1455 4,44
16 Allo-aromadrendeno 26,358 1459 1460 0,72
17 <trans->cadina-1(6),4-dieno 27,033 1476 1474 0,55
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18 o-muuroleno 27,229 1479 1481 4,00
19 NI 27,430 - 1488 0,78

“Continua.”
Tabela 16 “Continuagao”.

Compostos TR IRRIit IRRcal %
20 Biciclogermacreno 27,888 1500 1495 5,26
21 y-cadineno 28,223 1513 1512 0,58
22 6-cadineno 28,623 1523 1518 1,15
23 Germacreno B 28,988 1561 1559 1,89
24 (E)-nerolidol 30,703 1563 1563 19,30
25 Espatulenol 31,219 1578 1577 2,67
26 Oxido de cariofileno 31,461 1583 1582 2,87
27 NI 31,797 - 1595 0,80
28 NI 32,249 - 1605 1,57
29 NI 32,472 - 1610 1,68
30 1-epi-cubenol 32,705 1628 1628 0,67
31 NI 33,009 - 1633 0,50
32 NI 33,222 - 1639 0,60
33 epi-a-cadinol 33,720 1640 1642 2,79
34 o-muurolol 33,915 1646 1647 0,76
35 NI 34,246 - 1656 2,79
36 NI 34,858 - 1671 0,77
37 NI 35,633 - 1694 0,85

TR = tempo de retencdo (minutos), IRRIlit = indice de retengdo da literatura (Adams,
2007), IRRcal = indice de retengdo calculado pela equagdo de Kovats, % = concentrago
em porcentagem. NI = ndo identificado

Tabela 17 Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas frescas de Piper
hispidinervum.

Compostos TR IRRIit IRRcal %
1 o- pineno 5,369 939 932 0,83
2 Mirceno 6,865 990 988 0,87
3 6-3-careno 7,516 1011 1008 1,65
4 a- terpineno 8,122 1017 1016 0,84
5 Limoneno 8,389 1029 1028 0,58
6 (Z)-B- ocimeno 8,762 1037 1035 1,46
7 (E)-B- ocimeno 9,169 1050 1045 0,58
8 p-menta-2,4(8)-dieno 10,329 1088 1085 18,78
9 Safrol 18,981 1287 1293 73,44
10 NI 27,850 - 1495 0,97

TR = tempo de retencdo (minutos), IRRIit = indice de retengdo da literatura (Adams,
2007), IRRcal = indice de retengdo calculado pela equagdo de Kovats, % = concentrago
em porcentagem, NI = ndo identificado.
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Tabela 18 Composi¢do quimica dos botdes florais secos de Syzygium

aromaticum.
Compostos TR IRRIit IRRcal %
1 NI 12,661 - 932 2,02
2 Eugenol 28,773 1359 1354 89,08
3 Trans-cariofileno 31,234 1419 1417 5,86
4 o- humuleno 35,802 1454 1453 2,30

TR = tempo de reten¢do (minutos), IRRIlit = indice de retengdo da literatura (Adams,
2007), IRRcal = indice de retencdo calculado pela equacdo de Kovats , % =
concentragdo em porcentagem, NI = ndo identificado



