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RESUMO

LIMA, Rafacla Karin. Oleos essenciais de Myristica fragrans Houtt. e de
Salvia microphylla H.B.K.: caracterizagdo quimica, atividade biologica e
antioxidante. 2008. 162 p. Tese (Doutorado em Agroquimica) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Nos ultimos anos, o interesse por “produtos naturais” na industria de perfumes,
alimentos e de defensivos tém estimulado a demanda do mercado mundial. Entre
eles, os Oleos essenciais vém se destacando ¢ sendo cada vez mais estudados
para a substituicdo de compostos sintéticos, que apresentam toxicidade ao
homem e ao meio ambiente. Diante do exposto, objetivou-se caracterizar os
6leos essenciais de Myristica fragrans Houtt. e de Salvia microphylla H.B.K.,
bem como avaliar suas possiveis atividades antioxidantes, bactericidas e
inseticidas. O oleo essencial foi obtido por hidrodestilagdo, empregando o
aparelho de Clevenger modificado, sendo posteriormente, submetido, a andlise
por CG-EM e CG-DIC. Para avaliar a atividade bactericida, foi utilizado o
método de difusdo cavidade em agar, para as bactérias Aeromonas hydrophila
ATCC 7966, Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa ATCC
25853, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Salmonella Cholerasuis ATCC
6539, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Listeria monocytogenes ATCC 19117 e Listeria innocua ATCC 3309, e
a atividade antioxidante, foi avaliada pelo teste do DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazila) e B-caroteno/acido linoléico. A atividade inseticida foi avaliada
pelos testes de deterréncia e de aplicagdo topica sobre Spodoptera frugiperda e
de repeléncia e fumigagdo sobre Tenebrio molitor (L.). Nas analises
cromatograficas, foram encontrados como compostos majoritarios no 6leo
essencial de M. fragrans, os monoterpendides terpin-4-ol (14,95%), sabineno
(13,07%), vy-terpineno (11,22%) e P-pineno (9,30%) e, em menores
concentragdes, os fenilpropandides metil-eugenol (2,44%), miristicina (3,25%) e
safrol (1,92%), ao passo que, para o 6leo essencial de S. microphylla, o (E)-
cariofileno (15,35%), os sesquiterpenos alcodlicos a-eudesmol (14,06%), B-
eudesmol (8,74%) e y-eudesmol (7,64%). Os Oleos essenciais apresentaram
atividade bactericida sobre os microrganismos testados e antioxidante pelo teste
B-caroteno/acido linoléico. Nos testes em que se avaliou a atividade inseticida,
verificou-se que os Oleos essenciais apresentaram repeléncia e deterréncia
alimentar, causando mortalidade pelos testes de fumigacdo e a aplicagdo topica
para os insetos avaliados.

*Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientadora), Jair Campos
Moraes - UFLA e Luis Roberto Batista - UFLA (Co-orientadores)
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ABSTRACT

LIMA, Rafaela Karin. Essential oils of Myristica fragrans Houtt. and of Salvia
microphylla H.B.K.: chemical caracterization, biological and antioxidant
activity. 2008. 162 p. Thesis (Doctorade in Agrochemistry) — Federal University
of Lavras, Lavras, MG.”

In recent years the interest in "natural products" in the perfume industry, food
and chemicals, has stimulated the demand of the world market. Among these,
essential oils and has been emphasizing being increasingly studied for the
replacement of synthetic compounds that show toxicity to humans and the
environment. Facing the above, aimed to characterize the essential oils of
Myristica fragrans Houtt. and of Salvia microphylla H.B.K. and also to assess
their possible antioxidant activity, insecticide and bactericide. The essential oil
was obtained by hydrodistillation, using the apparatus of Clevenger modified,
and subsequently subjected to the analysis by GC-MS and GC-FID. To evaluate
the bactericidal activity was used method by agar well diffusion, for the bacteria
Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Escherichia coli ATCC 11229,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes 19117 and
Listeria innocua ATCC 3309 and the antioxidant activity was evaluated using
the DPPH (2,2-diphenylpicryhydrazyl) and B-carotene/acid linoleic assay.
Insecticidal activity was evaluated by the tests of feeding deterrence and topical
application against Spodoptera frugiperda and repellency and fumigation against
Tenebrio molitor (L.). In the chromatographic analysis were found as major
compounds in the essential oil of M. fragrans, the monoterpenoids terpin-4-ol
(14.95%), sabinene (13.07%), y-terpinene (11.22%) and B-pinene (9.30%) and
lower concentrations in the phenylpropanoids methyl-eugenol (2.44%),
miristicin (3.25%) and safrole (1.92%), while for the essential oil of S.
microphylla (E)-caryophyllene (15.35%), the oxygenated sesquiterpenes o-
eudesmol (14.06%), B-eudesmol (8.74%) and y-eudesmol (7.64%). The essential
oils showed bactericidal activity on the microorganisms tested and the
antioxidant activity for the [-carotene/acid linoleic assay. The tests that
evaluated the insecticidal activity revealed that these oils are repellent and
antifeeding and causing death by fumigation and topical application assay to the
insects evaluated.

*Orienting Committee: Maria das Gragas Cardoso — UFLA (Advisor), Jair Campos
Moraes - UFLA and Luis Roberto Batista - UFLA (Co-advisor)
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1 INTRODUCAO GERAL

Os aromas ¢ as fragrancias estdo cada vez mais presentes na industria de
cosméticos, alimentos e de farmacos. Sua obten¢do pode ocorrer por fontes
naturais, ou seja, diretamente de plantas, por meio de processos que utilizam
microrganismos e células de plantas, ou sinteticamente em laboratério
(Rozenbaum et al., 2006). Nos ultimos anos, o interesse por esses ‘“‘aromas
naturais” estimulou a demanda do mercado internacional, movimentando
aproximadamente 14 bilhdes de dolares, em relacdo a perfumes, aromas e
“flavor” de produtos alimenticios (Mardstica Junior & Pastore, 2007; Bandoni &
Czepak, 2008).

As industrias de fragrancias e aromas utilizam cerca de 700 matérias-
primas (naturais e sintéticas), sendo aproximadamente 300 de origem vegetal,
divididas em 6leos essenciais, compostos isolados desses oleos (eugenol, anetol
e citral) e produtos obtidos por semisintese, como, iononas, terpineol e
didromircenol. Assim, 85% do mercado mundial de fragrancias e aromas sdo
representados pelos 6leos essenciais, tendo como principais os de laranja, limao,
menta, citronela, cedro, espécies de eucalipto, lavandas, entre outros (Bandoni &
Czepak, 2008).

O Brasil é um pais rico em plantas, com importantes 6leos essenciais
que possuem compostos de grande interesse comercial, como o de sassafras
(Ocotea odorifera) (Lauraceae), pimenta-longa (Piper hispidinervum C. DC.)
(Piperaceae) constituido principalmente de safrol (Fazolin et al., 2007). Dentre
os Oleos essenciais promissores, citam-se o alecrim-pimenta (Lippia sidoides
Cham.) (Verbenaceae), candeeiro (Vanillosmopsis arborea Baker) (Asteraceae),
priprioca (Cyperus articulatus L.) (Ciperaceae), laranja (Citrus sinensis L.)
(Rutaceae) e de Eucalyptus sp.. A espécie Eucalyptus citriodora HooK



(Myrtaceae) é considerada a segunda principal produtora de 6leo essencial,
tendo como componente majoritario o citronelal, que varia entre 65-85% no 6leo
(Bandoni & Czepak, 2008).

No mercado nacional, o comércio de cosméticos que utiliza substancias
naturais tem aumentado o nimero de empregos, além dos altos investimentos em
pesquisa, desenvolvimento e inovagdo. Entre essas industrias, a que mais se
destaca ¢ a Natura; seu faturamento em 2004 foi de R$ 2,5 bilhdes (Loureiro,
2008). De acordo com a SECEX (Secretaria de Comércio Exterior), no ano de
20006, as exportacdes dos 6leos essenciais chegaram a 31.110 toneladas, sendo a
maior parte de laranja. Existem também associa¢des, como a ABIFRA
(Associagdo Brasileira das Industrias de Oleos Essenciais: Produtos Quimicos
Aromaticos, Fragrancias, Aromas e afins), que promovem agdes para o
fortalecimento da industria nacional, estabelecendo normas de controle de
qualidade. A ABIFRA esta associada a duas organizagdes internacionais: a
IFRA (International Fragrance Association, 2007) e a IOFI (International
Organization of the Flavour Industry, 2007).

Os 6leos essenciais, bem como varios terpenos, estdo sendo utilizados na
agricultura contra fungos, bactérias, nematodides e insetos-pragas, € muitos
desses compostos, como o timol, anetol, mentol e o 1,8 cineol, ja fazem parte de
varias formulagdes comercializadas. Sua importincia estd relacionada
principalmente a sua biodegradabilidade, sendo esse um requisito de extrema
importancia, por oferecer maior seguranga ao homem e ao meio ambiente
(Isman, 2000; Isman, 2006).

Na industria alimenticia, os 6leos essenciais, além de conferirem aroma
e sabor, possuem importantes atividades antioxidante e antimicrobiana, que
podem potencializar o seu uso. Devido & importincia crescente dos o6leos
essenciais no mercado mundial e & diversidade de espécies existentes, ainda

inexploradas, sdo necessarios, mais estudos que viabilizem o uso dessas plantas.



Assim, diante do exposto, objetivou-se caracterizar quimicamente os Oleos
essenciais de noz-moscada (Myristica fragrans Houtt) e de melhoral (Salvia

microphylla H.B.K.), bem como avaliar suas possiveis atividades antioxidantes,

bactericidas e inseticidas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas condimentares

As plantas aromaticas ou condimentares sdo utilizadas na culinaria
desde a antiguidade, sendo capazes de realcar o sabor dos alimentos. As
principais espécies importadas pelos paises europeus sdo horteld, salvia,
orégano, manjerona, alecrim e louro, sendo os paises em desenvolvimento, como
o Brasil, responsaveis por mais de 50% da producdo de dleos essenciais, o que
se deve principalmente ao clima tropical e a mao-de-obra barata (Bandoni &
Czepak, 2008).

Os oleos essenciais obtidos de plantas aromaticas e condimentares,
além de realgarem o sabor dos alimentos, apresentam importantes atividades,
como a antioxidante e a antimicrobiana, relatadas em inumeros trabalhos. Entre
esses, destacam-se o de salsinha (Petroselinum crispum), alecrim (Rosmarinus
officinalis), orégano (Origanum vulgare), louro (Laurus nobilis), manjericio
(Ocimum basilicum), manjerona (Manjorana hortensis) ¢ agafrdo (Curcuma
longa). Outros sdo utilizados na preparagdo de pratos doces, como o de noz-
moscada (Myristica fragrans), cravo-da-india (Syzygium aromaticum), canela
(Cinnamomum  zeylanicum), anis-estrelado  (lllicum verum), erva-doce
(Foeniculum vulgare) e o de gengibre (Zingiber officinales) (Tomaino et al.,
2005; Lima & Cardoso, 2007).

2.2 Metabdlicos secundarios

As plantas possuem dois tipos de metabolismo: o “primario”, que se
constitui na formagdo das principais macromoléculas, isto é, das proteinas,
carboidratos, lipideos e acidos nucléicos, sendo comuns em um organismo

animal ou vegetal. O outro, “metabolismo secundario”, produz multiplos



compostos que ndo sdo considerados essenciais, porém garantem vantagem para
a sobrevivéncia da planta. Essas substancias apresentam principalmente as
fungdes de atracdo a insetos polinizadores e de defesa contra insetos-praga,
fungos, bactérias e nematoides (Santos, 2004; Bakkali et al., 2008).

O metabolismo secundario da origem aos compostos por meio de dois
metabdlicos intermediarios que sdo derivados da glicose: o acido chiquimico e o
acetato. O acido chiquimico é precursor de taninos hidrolisdveis, cumarinas,
alcaldides derivados dos aminoacidos aromaticos e fenilpropandides, compostos
que t€ém em comum a presenca de um anel aromatico na sua constitui¢do; ao
passo que os derivados do acetato sdo aminoacidos alifaticos, e os alcaldides

derivados dele, terpenoides, esterdides, acidos graxos e triglicerideos.

2.3 Oleos essenciais

Oleos essenciais sio compostos volateis caracterizados pelo forte odor,
podendo ser obtidos de diversas partes de plantas por meio de varias técnicas,
como a hidrodestilacdo, arraste a vapor, fluido supercritico ou por prensagem de
pericarpos de frutos citricos. Apresentam normalmente de um a trés compostos
majoritarios na sua constitui¢do (20-70%), comparado com outros, que estdo
presentes em baixas concentragdes (Dewick, 2002).

Sdo produzidos no metabolismo secundario das plantas, variando a
intensidade e a composicdo de acordo com a espécie, variabilidade genética,
fatores ambientais, sendo geralmente especifico para um determinado 6rgdo e
caracteristico para o estagio de desenvolvimento da planta. Podem ser
consideradas moléculas lipofilicas, de baixo peso molecular, constituidas de uma
ou mais insaturacdes, instaveis a temperatura ¢ a luz, podendo ser degradadas,
ou sofrerem polimerizacdo (Guimardes et al., 2008).

Dependendo da familia, sdo encontrados em diferentes estruturas, como

em pélos glandulares (Lamiaceae), canais oleiferos (Apiaceae), bolsas lisigenas



ou esquisolisigenas (Pinaceaec, Rutaceae) e células parenquimaticas
diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), podendo estar presentes em
diferentes orgdos da planta, como flores, caules, raizes, frutos, folhas, entre
outros (Simdes et al., 2004; Bakkali et al., 2008).

Os constituintes dos oleos essenciais sdo agrupados em duas classes
quimicamente distintas: terpenodides e fenilpropandides (Robbers et al., 1997,

Santos, 2004).

2.3.1 Biossintese de terpendides

Os terpenodides sdo constituidos de duas ou mais moléculas de isopreno
(Figura 1), ocorrendo de forma mais abundante nas espécies produtoras de 6leo
essencial, sendo freqiientemente encontrados os monoterpenos, formados por
duas moléculas de isopreno (cerca de 90% dos oOleos essenciais) e os

sesquiterpenos, formados por trés moléculas de isopreno (Robbers et al., 1997).

J

FIGURA 1. Estrutura quimica do isopreno

Os terpendides sdo sintetizados no citoplasma via mevalonato. Esse ¢
formado por condensacdo de uma unidade da acetoacetil-CoA com a acetil-CoA,
seguida de uma hidrélise, formando o 3-hidréxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-
CoA). Em seguida, o HMG-CoA ¢ reduzido por um processo que depende de
NADPH e ¢ catalisado pela HMGCoA-redutase a mevalonato que, por sua vez, €
convertido em isopentenil-pirofosfato (IPP) e seu isomero dimetilalilpirofosfato

(DMAPP) (Figura 2) (Simdes et al., 2004).



Tem sido mostrado recentemente que a producdo do IPP pode também
ocorrer no cloroplasto (plastidios), pela via 1-deoxi-D-xilulose conhecida como
via DXPS. Essa via inicia-se com a condensagdo de uma molécula de piruvato e
outra D-gliceraldeido-3-fosfato, formando a 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato; apds
sucessivas reagodes, a molécula de IPP e de DMAPP sdo formadas (Figura 3). As
moléculas de IPP ¢ DMAPP formadas em ambas as vias condensam-se e
originaram o trans-geranilpirofosfato (GPP), o qual é convertido nos diferentes
monoterpenos. Devido a polimerizagao do trans-geranilpirofosfato com IPP, sdo
formadas cadeias crescentes de cinco em cinco atomos de carbono, que dara
origem aos monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e assim por diante

(Dewick, 2002).
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FIGURA 2. Biossintese de terpenos via mevalonato (Simdes et al., 2004)
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FIGURA 3. Biossintese de terpenos via DXPS (Dewick, 2002)

Outros dois isomeros formados a partir do GPP sdo o linalilpirofosfato
(LPP) (com mudanga no grupo pirofosfato para um carbono terciario) e o cis-
nerilpirofosfato (NPP), (formando um estereoisdmero cis). Esses trés compostos

originam varios monoterpenos aciclicos, citados na Figura 4 (Dewick, 2002).
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FIGURA 4. Monoterpenos aciclicos (Dewick, 2002)

Os monoterpenos monociclicos, também conhecidos como mentanos, sdo
formados por reagdes de ciclizagdo, que envolvem a formagdo de varios

intermediarios, como do carbocation mentil/a-terpinil. Esse ¢ formado a partir

10



do LPP, por rearranjo de Wagner-Meerwein (W-M), baseada na formagao de um
carbocation mais estavel (carbocation terciario) (Figura 5) (Dewick, 2002).

O cation mentil/a-terpinil reagindo com uma molécula de 4gua, da origem
ao o-terpineol, que, por sua vez, ciclizando, origina o 1,8 cineol, compostos
presentes em varios 6leos essenciais da familia Lamiaceae. Com a perda de um
proton H', outro composto formado é o limoneno, um composto isomérico
comumente encontrado nos o6leos de Citrus ssp., que, por agdo de enzimas
especificas, origina outros compostos oxigenados como mentol, isopiperitenol e
a carvona encontrados em espécies de Mentha. O cation terpine-4-il é formado
pelo rearranjo W-M, com mudanca de hidreto 1,2, que resulta na formagao de
um carbocation terciario, originando os isdmeros terpinenos. Com a uma nova
deslocalizag¢ao da dupla por este mesmo rearranjo, com mudanga de hidreto 1,3,
forma-se outro cation alilico, o felandril, estabilizado por duas estruturas de
ressonancia, que permite a formagao dos felandrenos (a e B) (Figura 6).

Os monoterpenos biciclicos sdo formados pelo mesmo intermediério,
mentil/o-terpinil, e origina diferentes compostos, os quais sdo classificados
como pinanos, fenchanos, boranos, tujanos e caranos, de acordo com seu

esqueleto molecular (Figura 7) (Dewick, 2002).
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2.3.2 Biossintese de fenilpropanéides

Os fenilpropanoides sdo derivados da rota que inicia com a formagao do
acido chiquimico, dando origem a fenilalanina e a tirosina que, por sua vez, com
a acdo da enzima fenilalanina amonialiase (FAL), perde uma molécula de
amodnia, resultando na formag¢do dos 4cidos cindmico e p-cumarico,
respectivamente (Figura 8). Portanto, por meio de varias reagdes de reducdo,
oxidacdo e ciclizacdo, levam a formacgao de fenilpropandides, tais como eugenol,

metil-eugenol e aldeido cindmico, entre outros (Simdes et al., 2004).
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FIGURA 8. Biossintese de fenilpropanoéides (Simdes et al., 2004)
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2.3.3 Técnicas de extracio de oleos essenciais
De acordo com a necessidade e o material disponivel, varias técnicas de
extragdo podem ser utilizadas, as quais estdo sendo cada vez mais aperfeicoadas

e viabilizam a produ¢do com uma determinada composi¢do e pureza desejada.

2.3.3.1 Hidrodestilagao

Para a obtencdo dos o6leos essenciais por hidrodestilagdo, o material
vegetal entra em contacto com a agua e, juntos, sdo levados a ebuli¢do; os
vapores gerados sdo condensados e o dleo essencial que ¢ imiscivel na agua, &
posteriormente separado. O equipamento recomendado para esse tipo de
extracdo em escala laboratorial ¢ o aparelho de Clevenger modificado (Simdes et
al., 2004; Bandoni & Czepak, 2008).

2.3.3.2 Destilaciio por arraste de vapor

E um dos processos mais antigos que garante a qualidade do oleo
essencial, pois assegura que ndo haja o superaquecimento. No momento da
extracdo, os vapores de agua sdo gerados dentro de uma camisa que reveste o
destilador; portanto, o calor dessa camisa aquece o material vegetal, diminuindo
a quantidade de vapor necessario para chegar a temperatura em que ocorre o

arraste do dleo essencial (Simdes et al., 2004).

2.3.3.3 Destilacao com agua-vapor

Nesta técnica, a planta ndo entra em contacto com a agua em ebuli¢do, os
vapores concentram-se em um compartimento separado e passam pelo material
vegetal arrastando os componentes volateis. Para minimizar os gastos, pode ser
aplicado um sistema de coobacdo, o qual envolve o retorno da agua condensada

(Bandoni & Czepak, 2008).
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2.3.3.4 Extracio com solvente orginico
Nao ¢ recomendada, pois o dleo obtido ¢ impuro devido a presenga de
acidos graxos e outros compostos que sdo soliveis no solvente, necessitando de

aquecimento para a separacao (Simdes et al., 2004).

2.3.3.5 Extracio por microondas

O material vegetal fica imerso em um solvente transparente as
microondas; assim com o aquecimento da adgua contida no vegetal, as estruturas
celulares rompem-se e o 6leo essencial fica dissolvido no meio com o solvente.
A principal vantagem ¢ a rapidez, comparada com as demais técnicas; todavia,
as microondas sdo capazes de modificar os isdmeros cis e trans, por causarem

rotacao nas moléculas (Bandoni & Czepak, 2008).

2.3.3.6 Presagem ou expressio

Neste processo, ocorre a dilacera¢do da epiderme e dos tricomas dos frutos
citricos inteiros ou das cascas; pode ser realizado de forma manual ou mecanica.
Dependendo da quantidade de matéria-prima e da qualidade do 6leo essencial
desejado, escolhe-se o processo adequado. Durante esse processo de extragdo,
compostos fotossensibilizantes, conhecidos como furanocumarinas sao
substancias que absorvem fortemente energia na regido do ultravioleta; por isso,
sdo altamente reativas sob a incidéncia de luz. Sdo extraidas junto com os 6leos
essenciais, as quais, em contato com a pele, causam queimadura pelo fato de
reagirem com o DNA, RNA, proteinas e lipidios. Portanto, 6leos essenciais
citricos obtidos por este processo ndo podem ser utilizados na industria de

cosméticos (Simoes et al., 2004).
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2.3.3.7 Extracio por fluidos supercriticos

E um método bastante eficiente, tendo a vantagem de utilizar baixa
temperatura e, ainda, por ndo existir residuo de solventes. Podem ser utilizados
para varios tipos de aromas, ndo somente para 6leos essenciais (Simdes et al.,

2004).

2.3.3.8 Microextraciao em fase solida

Outra técnica analitica importante para extragdo de 6leos e substincias
volateis € a microextracdo em fase solida. Nesta técnica os componentes volateis
sdo depositados em uma agulha com material adsorvente e, em seguida, essa ¢é
inserida em um cromatografo gasoso, tendo como principal vantagem a pequena
quantidade de material necessario para a analise (Sant’ana & Stein, 2001;

Simdes et al., 2004).

2.3.3.9 Enfloracao

E um dos métodos mais antigos e atualmente utilizados por algumas
indastrias de perfume, para a extragdo de oleos volateis de pétalas de flores.
Essas sdo depositadas sobre uma camada de gordura e substituidas por novas até
que a gordura fique saturada. O 6leo volatil é extraido com alcool e, em seguida,

esse ¢ destilado (Simdes et al., 2004).

2.3.4 Atividade biolégica

2.3.4.1 Atividade bactericida

Tem sido registrado atualmente um grande aumento no numero de
bactérias, que eram reconhecidamente sensiveis as drogas de rotina usadas em
clinicas, mas que se apresentaram resistentes a quase todos os farmacos

disponiveis no mercado. A Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, ¢ uma
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bactéria causadora de infecgdes hospitalares. Essa tem sido alvo de intimeras
pesquisas, devido a sua adaptacdo as condigdes adversas, desenvolvendo
resisténcia durante a terapia (Arruda, 1998).

A resisténcia desses microrganismos patogénicos vem se tornando cada
vez mais grave, devido as dificuldades para se descobrirem e de se lancarem
novos antimicrobianos. Assim, esse problema tem contribuido durante décadas
para estudos de novos compostos sintéticos e/ou naturais originados de plantas
(Huycke et al., 1998; Cowan, 1999).

Na literatura existem varios relados da atividade bactericida de oleos
essenciais; contudo, poucos correlacionam essa atividade aos mecanismos de
acdo no microorganismo. Estudos de Barbel & Yashphe (1989), nos quais se
avaliou o efeito do dleo essencial de Achillea fragmentissima em Escherichia
coli, atribuiram que o déleo atua na membrana bacteriana, inibindo a respiragdo
celular, reduzindo o conteido de ATP, além de facilitar a liberagdo de
polipeptideos e ions K+ para o meio. Segundo Carriconde et al. (1996), essa
atividade deve-se principalmente a presenga de terpenos, como, por exemplo, o
citral (mistura de isémeros neral e geranial) encontrado no o6leo essencial de
capim-limao (Cymbopogon citratus), considerado bactericida e fungicida.

Outros compostos importantes sdo o timol e o carvacrol. Eles vém sendo
largamente testados na preservacdo e inibicdo do crescimento de
microrganismos encontrados em alimentos. Estudando a planta Zataria
multiflor, Sharififar et al. (2007) constataram que a presenca desses compostos
foi responsével pela atividade bactericida sobre bactérias (Gram-negativas), bem
como a atividade antioxidante encontrada para o seu o6leo essencial. Segundo
estes pesquisadores, o timol e o carvacrol apresentaram maior bioatividade sobre
bactérias Gram-negativas devido a maior afinidade deste pela estrutura lipidica
da membrana que as envolve. Em estudos anteriores de Burt (2004) sugeriu-se

que as bactérias
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Gram-negativas sdo em geral menos susceptiveis a acdo dos 6leos essenciais que
as Gram-positivas.

A atividade do 6leo essencial e de seus componentes majoritarios pode
variar quando esses compostos sido avaliados separadamente. Vandra-Unlii et al.
(2003), estudando o dleo essencial de Thymus pectinatus (tomilho), constituido
principalmente de timol, borneol y-terpineno, p-cimeno e carvacrol, verificaram
uma atividade antimicrobiana excelente para as fragdes do dleo essencial que
continham o timol e carvacrol, ¢ que os demais compostos poderiam estar
agindo sinergisticamente com esses fenilpropandides. No ano seguinte Burt
(2004) relatou o sinergismo entre carvacrol e p-cimeno e entre cinamaldeido e
eugenol.

Recentemente, Pereira et al. (2008) constaram em testes in Vvitro que os
Oleos essenciais de capim-limio (Cymbopogon citratus), orégano (Origanum
vulgare) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) promoveram efeito inibitdrio
sobre as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli
ATCC 8739. Entretanto, quando avaliaram o efeito sinergistico dos 6leos sobre
as mesmas bactérias, ndo observaram diferencas significativas. Estudos
realizados por Freire (2008) com as cepas dos mesmos microrganismos S.
aureus ATCC 25923 ¢ E. coli ATCC 25992 constou a atividade bactericida para
os Oleos essenciais de anis-estrelado (lllicium verum), canela (Cinnamomum
zeylanicum) e manjerona (Origanum manjorona). Entre os compostos
majoritarios encontrados para esses 0leos estdo o anetol, aldeido cinamico e 4-

terpineol, respectivamente.

2.3.4.2 Atividade fungicida
Na agricultura, os fungos sdo encontrados em grande diversidade e
podem apresentar tanto aspectos positivos como negativos. Sdo considerados

maléficos, causando doengas e muitos prejuizos. Com o uso indiscriminado de
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agrotoxicos, os danos ocasionados no ambiente t€m levado ao desequilibrio
ambiental e a selecdo de populagdes de fungos resistentes aos fungicidas
tradicionais. Com isso, os produtos derivados de plantas estdo sendo cada vez
mais requisitados, por apresentarem baixa toxicidade ao homem e ao meio
ambiente (Bergamim-Filho et al., 1995).

Intiimeros estudos com 6leos essenciais demonstraram sua eficdcia diante
de fitopatdgenos. Trabalhando com trés espécies de eucalipto, Salgado et al.
(2003) caracterizaram quimicamente e avaliaram a atividade fungicida dos 6leos
essenciais obtidos sobre os microrganismos Fusarium oxysporum, Botrytis
cinerea e Bipolaris sorokiniana. A maior atividade foi encontrada para a espécie
Eucalyptus urophylla. Eles atribuiram a esse fato a presenca do composto
globulol, ausente no E. camaldulensis e no E. citriodora. Posteriormente, Santos
et al. (2007), avaliando o Oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium
aromaticum), constituido principalmente de eugenol, encontraram alta atividade
fungicida contra F. oxysporum e Rhizoctonia solani.

Atualmente, em alguns estudos, infere-se que a atividade de um o6leo
essencial pode variar de acordo com a metodologia utilizada. Recentemente
Nascimento et al. (2008), estudando a atividade fungicida do 6leo essencial de
pimenta-longa (Piper hispidinervum C. DC), sobre Alternaria alternata,
constataram que ele apresentou efetivo no controle desse fitopatégeno e que o
emulsificante Tween® 80, quando aplicado em diferentes concentragdes,
influenciou nessa atividade.

O mecanismo de ag¢do dos compostos presentes nos o6leos essenciais
ainda ndo estd bem esclarecido. Alguns autores, como Cowan (1999), sugerem
que os terpenos sdo 0S compostos mais ativos contra bactérias, fungos e
protozoarios, agindo possivelmente na desorganizagdo da estrutura de sua

membrana.
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As propriedades antimicrobianas de condimentos e Oleos essenciais
também podem ser importantes para a industria alimenticia, pois podem
promover efeito inibidor de fungos presentes em alimentos (Bertini et al., 2005).
Estudando os o6leos essenciais de canela, anis-estrelado e manjerona, Freire
(2008) evidenciou o efeito inibitorio desses Oleos sobre os fungos Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus. Observou que a concentragdo minima inibitoria
encontrada para o crescimento micelial do A. parasiticus foi de 1,00 ¢ 0,01
uL/mL para os 6leos de anis-estrelado e canela e, para o A. parasiticus, de 0,25;
2,00 e 2,00 pL/mL para os de canela, anis-estrelado e manjerona,
respectivamente. Segundo o autor, os fungos do género Aspergillus sdo
produtores de micotoxinas, produtos toxicos que se desenvolvem sobre ou em
produtos alimenticios de origem animal ou vegetal, que causam problemas a
satide humana.

Outros tipos de fungos importantes sdo aqueles causadores de micoses
de pele e mucosas, como, por exemplo, os géneros Candida, Aspergillus,
Fusarium e Zygomycestes encontrados principalmente em grupos de pessoas
com deficiéncia imunologica Eles tém demonstrado resisténcia aos antimicéticos
ultimamente utilizados (Krcmery & Barnesz, 2002). Estudando o 6leo essencial
de Hyptis ovalifolia Benth., conhecida como malva-do-cerrado, Oliveira et al.
(2004) observaram que essa planta possui atividade fungicida satisfatoria contra
varios desses fungos dermatofitos, Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Tricophyton mentagrophytes e Tricophyton rubrum, com concentragdo inibitoria

minima que varia de 125-7,8 ug/mL.

2.3.4.3 Atividade inseticida
Como os oleos essenciais sdo compostos volateis oriundos de plantas,
podem ser detectados por antenas ou tarsos de insetos. Entre esses compostos,

estdo os monoterpenos (citronelal, linalol, mentol, a e P-pinenos, mentona,
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carvona ¢ limoneno); sesquiterpenos (farnesol, nerolidol); fenilpropanoides
(safrol, eugenol) e muitos outros compostos quimicos (Panizzi & Parra, 1991;
Simdes et al., 2004).

A atividade inseticida de 6leos essenciais pode ocorrer de diversas formas,
causando mortalidade, deformagdes em diferentes estagios de desenvolvimento,
como também repeléncia e deterréncia, sendo a atividade repelente 0 modo de
acdo mais comum dos 6leos essenciais e de seus componentes majoritarios
(Isman, 2006).

Em varias pesquisas tem sido comprovada a atividade repelente de 6leos
essenciais. De acordo com Harbone (1993), os monoterpenos o e [-pineno,
presentes no 6leo volatil extraido da resina de pinheiro (Pinus sylvestris L.), sdo
armazenados pela larva da vespa Neodiprion (Hymenoptera), e utilizados pela
ela, quando ¢ atacada por um predador, causando repeléncia.

Machado et al. (1995), estudando o 6leo essencial do louro (Laurus nobilis
L.), verificaram que 6leo essencial foi repelente a barata Periplaneta americana
(L.) (Dictyoptera: Blattidae). Oliveira & Vendramim (1999), avaliando o 6leo
essencial de canela Cinnamomum zeylanicum L., que apresentaram como
constituintes majoritarios o eugenol e o aldeido cindmico, observaram o efeito
repelente sobre o caruncho-do-feijao Zabrotes subfasciatus (Boh.) (Coleoptera:
Bruchidae).

Varios efeitos sdo observados quando os dleos essenciais sdo aplicados
sobre os insetos. De acordo com Hummelbrunner & Isman (2001), compostos
presentes em Oleos essenciais (terpendides e fenilpropanodides) podem bloquear a
octopamina, um neurotransmissor de insetos que possui fungdes similares da
adrenalina em vertebrados. Isso foi evidenciado por Ngoh et al. (1998), que
comprovaram a repeléncia, e a alta toxicidade por fumigagdo do safrol sobre P.

americana. Concluiram que moléculas com as estruturas similares a do safrol e
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isosafrol  apresentam efeitos de neurotoxicidade, como convulsdo,
hiperatividade, agitacdo, tremores e paralisia.

A atividade deterrente alimentar, outra forma de acdo dos O6leos
essenciais, foi evidenciada por Huang et al. (1999) para o safrol e o isosafrol,
em pragas de grios armazenados das espécies Sitophilus zeamais Motsch.
(Coleoptera: Curculionidae) e Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae), sendo observadas também a inibi¢do para a enzima o-amilase in
vivo. Anos depois, Harmatha & Nawrot (2002) relataram o mesmo efeito
deterrente alimentar de varios fenilpropandides e lactonas para os insetos
Sitophilus granarius (L.) (Coleoptera: Curculionidae), Tribloium confusum
(Duv.) (Coleoptera: Tenebrionidac) e Trogoderma granarium (Evert.)
(Coleoptera: Dermestidae). Esses pesquisadores correlacionaram essa atividade
com substituintes ndo-polares com grupos metoxilas e metilenodioxilas
encontrados nesses compostos.

Cestari et al. (2004) avaliaram a atividade do 6leo essencial de Tagetes
minuta L. (Asteraceae), rico em (E)-nerolidol e (E)-anetol, no controle de
piolhos Pediculus humanus capitis (L.) (Anoplura: Pediculidae). Observaram
que esse mostrou-se toxico e capaz de provocar um desarranjo nos filamentos de
actina e miosina no exoesqueleto desse inseto.

O mentol, encontrado em plantas do género Mentha, é considerado um
excelente inseticida, agindo como inibidor do crescimento de varias larvas
(Agarwal et al., 2001). Os monoterpendides fendlicos, timol e carvacrol,
possuem atividade inseticida contra varias pragas de graos armazenados, como o
S. zeamais (Motsch.), T. castaneum (Herbst) e Rhyzopertha dominica (F.)
(Coleoptera: Bostrichidae), agindo principalmente por fumigagio (Isman, 2000;
Huang et al., 2002).

Os oleos essenciais de Ocimum sp. que s@o constituidos principalmente

de metil-chavicol, trans-anetol, cis-anetol e eugenol, possuem atividade
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inseticida comprovada por diversos autores. Paula et al. (2003), avaliando a
atividade inseticida do oleo essencial da espécie Ocimum selloi Benth.,
verificaram que ele apresentou-se repelente para o mosquito Anopheles
braziliensis Chagas (Diptera: Culicidae), transmissor de doengas como maldria,
dengue e febre amarela. Segundo os autores, esse Oleo ¢ extremamente
promissor, por ndo apresentar risco mutagénico e de irritabilidade na pele
humana.

Outros compostos presentes nos 6leos essenciais podem ser atrativos a
insetos polinizadores. Malerbo-Souza et al. (2003) demonstraram o efeito
atrativo para o extrato capim-limdo Cymbopogon citratus (DC.) Stapfs, bem
como dos compostos sintéticos eugenol, geraniol e citral, para abelhas Apis
mellifera (L.) (Hymenoptera: Apidae).

Inimeros outros compostos presentes nos Oleos essenciais sdo
considerados inseticidas, como o y-terpineno, o-terpineno, linalol, metil-
eugenol, eugenol, B-pineno, a-pineno, 1,8-cineol e citronelol. Contudo, varios
estudos ainda s8o0 necessarios para a aplicagdo de novos inseticidas organicos, a
partir de produtos naturais, para se constatar a sua eficiéncia no controle de
insetos-praga e¢ a viabilidade economica (Viegas Junior, 2003; Sahin et al.,

2004).

2.3.4.4 Atividade antioxidante

No organismo humano, sdo formados compostos que contém um ou
mais elétrons ndo pareados, conhecidos como radicais livres (Re). Entre as
principais espécies de radicais livres, encontram-se o 'O, (oxigénio singlete), 0>
(radical superoxido), OHe (radical hidroxila), NOe¢ (6xido nitrico), ONOO
(peroxinitrito) e Qe (radical semiquinona). S8o moléculas muito reativas, que
causam danos oxidativos nas células e tecidos, os quais tém sido relacionados

com a citologia de varias doengas, dentre aquelas degenerativas, como o cancer,
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aterosclerose ¢ cardiopatias, entre outras. O desequilibrio entre moléculas
oxidantes e antioxidantes resulta em danos celulares, e é conhecido como
estresse oxidativo. Assim, a utilizagdo de elementos antioxidantes na
alimentagdo e em bebidas pode ajudar a combater os radicais livres. Varios
compostos presentes em plantas possuem essa atividade, como as vitaminas (a-
tocoferol, B-caroteno, acido ascérbico), clorofilina, curcumina, flavondides e
também alguns 6leos essenciais (Bianchi & Antunes, 1999; Ruberto & Baratta,
2000).

Na alimentacdo, as plantas condimentares e seus derivados tém sido
utilizados para preservacdo da oxidacdo de alimentos. Ozkan et al. (2007),
pesquisando a atividade antioxidante do 6leo essencial de Satureja ciclica
(Lamiaceae) em margarina, constataram que esse 6leo pode ser usado como
antioxidante natural e aromatizante. Segundo eles, o processo de oxidac¢ao dos
lipideos presentes nos alimentos ocorre durante o processamento e a estocagem,
devido a presenca de instauragdes na sua cadeia.

Devido a presenga de compostos muito volateis em alguns os dleos
essenciais, durante o processamento de alimentos, eles podem volatilizar e sofrer
modificagdes estruturais em suas moléculas, acarretando mudanca na sua
capacidade antioxidante. Tomaino et al. (2005), avaliando a capacidade
antioxidante de oéleos essenciais de cravo (Eugenia caryophyllata), canela
(Cinnamomum  zeylanicum), manjericio (Ocimum basilicum), orégano
(Origanum floribundum), tomilho (Thymus vulgaris) e noz-moscada (Myristica
fragrans) em azeite de oliva, a uma temperatura de 180°C, durante 10 minutos,
relataram que o 6leo essencial de noz-moscada sofreu modificagdes na sua
constitui¢do e na sua capacidade antioxidante. Outro fator que deve ser levado
em consideragdo ¢ a matriz alimenticia em que os Oleos essenciais estdo

inseridos, uma vez que esses compostos sdo instaveis, podendo ocorrer
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oxidagdo, polimerizagdo ou outro tipo de modificagdo estrutural (Bakkali et al.,
2008).

Os compostos responsaveis pela atividade antioxidante conferida a
alguns 6leos essenciais sdo principalmente aqueles que possuem um ou mais
grupos hidroxila (OH), ou metoxila (CH30") ligados ao anel aromatico,
instauragdes e elétrons disponiveis para serem doados (Carvalho, 2004). O timol
e o carvacrol, comumente encontrados em Oleos essenciais do género Tymus e
Origanum (Lamiaceae), sdo exemplos de terpendides antioxidantes. Esses
compostos apresentam carater acido, sendo, portanto, capazes de doar atomos de
hidrogénio com um elétron desemparelhado (H¢), um radical que ¢ estabilizado
pelas estruturas de ressonancia resultante da deslocalizagdo dos elétrons na
molécula, ocorrendo o mesmo para moléculas que apresentam grupos metoxila

(CH;0), como a miristicina (a), e insaturagdes, como o p-cimeno (b) (Figura 9).

5200 "\ o
+ R _5 . R—H
(radical livre)

~
(QCH3 kx o

o + R’ — 0 + R—CH;
< (radical livre) <

o N X (a)

)/+\- - * R (b)

(radical livre)

FIGURA 9. Moléculas de carvacrol, miristicina e p-cimeno, respectivamente,
atacadas por um radical livre (R»)
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Outros compostos estudados que possuem atividade antioxidante sdo os
fenilpropanoides, que apresentam em sua estrutura os grupos metoxila (CH;0-)
e hidroxila (-OH). Entre esses, citam-se o trans-anetol, safrol, apiol, eugenol e
metil-eugenol. Por outro lado, os terpenos, como o a-pineno, B-pineno, y-
terpineno e p-cimeno, citados por Ruberto & Baratta (2000) e Zhang et al.
(2006), apresentam baixa atividade, sendo, entretanto, capazes de aumentar a
atividade ao agir sinergisticamente com outros compostos (Dorman et al., 1995).

No Brasil os 6leos essenciais estdo sendo cada vez mais estudados como
agentes antioxidantes, porém, deve ser avaliada a preferéncia ou ndo preferéncia
do 6leo quando presente em um determinado alimento, ja que havera impacto
também no seu sabor (Bertini et al., 2005; Morais et al., 2006; Ozkan et al.,
2007).

2.4 Melhoral (Salvia microphylla H.B.K.)

As plantas da familia Lamiaceae pertencem a ordem Tubiflorae
Lamiales, abrangendo cerca de 200 géneros e, aproximadamente, 3.200 espécies,
distribuidas em todo o mundo. A maioria das espécies é conhecida pelo seu uso
condimentar, e muitas delas possuem atividade bioldgica ja relatada na
literatura, por diversos autores (Lorenzi & Matos, 2002)

O género Salvia abrange aproximadamente 900 espécies. Algumas sdo
utilizadas como flavorizante em perfumes, cosméticos e em alimentos (Kotan et
al., 2008). Nos paises da Europa, as espécies S. officinalis e S. triloba sdo as
mais comercializadas, podendo ser utilizadas como condimento e chas. A
espécie Salvia officinalis é economicamente a mais importante, principalmente
pelo seu uso na culinaria para temperar carnes, possuindo intimeras propriedades
medicinais, como espasmolitica, anti-séptica, adstringente. A maioria das
espécies que possui atividade adstringente se deve a presenca de taninos nas

folhas (Newall et al., 1996; Tepe et al., 2005).
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A espécie Salvia microphylla H.B.K, originaria do México, ¢ utilizada
para o tratamento de dores, gripes, resfriados, problemas circulatorios e
cardiacos (Figura 10) (Ritter et al., 2002). E conhecida popularmente como
melhoral, podendo ser utilizada na culindria em pratos doces. Vérios
diterpendides originados do acido sandaracopimarico (1) foram isolados dessa
espécie, sendo o mais abundante o acido 7a-hidroxisandaracopimaico (2), bem
com seu derivado metil éster (3), e outros constituintes polares, como o 7a-
hidroxi-neo-clerodan-3,13-dien-18,19:15,16-diolide (4) (Figura 11) (Esquivel et
al., 1987). Posteriormente, esse ultimo composto, juntamente com outros
diterpendides isolados de espécies de Salvia, apresentaram atividade deterrente
alimentar para Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae).
(Simmonds et al., 1996).

FIGURA 10. Aspecto geral da espécie melhoral (Salvia microphylla H.B.K.)
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FIGURA 11. Estrutura quimica de alguns compostos encontrados em S.
microphylla

Tepe et al. (2005) constaram que os constituintes do dleo essencial de
Salvia tomentosa (Miller), coletada na Turquia, sio o B-pineno (39,7%), o-
pineno (10,9%) e canfora (9,7%). Constataram, também, atividade bactericida e
antioxidante com os testes do DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila) ¢ do B-
caroteno/4cido linoléico.

Tabanca et al. (2006) observaram que os principais constituintes do 6leo
essencial de Salvia macrochlamys e Salvia recognita foram o 1,8-cineol, borneol
e canfora, monoterpenos comumente encontrados em espécies desse género.
Delamare et al. (2007) encontraram como constituinte majoritario do o6leo
essencial de S. officinalis a o-tujeno (24,8%), 1,8-cineol (14,85%), canfora
(10,9%), borneol (11,1%) e B-pineno (9,87%), enquanto que para a S. triloba,

encontraram tujona (20,1%), 1,8-cineol (15,7%), canfora (12,6%) e B-cariofileno
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(11,8%). A atividade bactericida foi evidenciada para as espécies Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, com CMI de 0,50 ¢ 0,30 mg/mL, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, com CMI de 5,0-10,0 e 0,23 mg/mL, respectivamente para
ambos os 0leos essenciais. Recentemente, Kotan et al. (2008), avaliando o 6leo
essencial de Salvia hydrangea, encontraram a canfora (54,2%), a-humuleno
(4,0%), hidrato de cis-sesquisabineno (2,8%), mirtenol (2,6%), B-bisabolol
(2,2%) e 1,8-cineol (2.1%) como sendo seus principais constituintes, além de
comprovarem sua atividade bioldgica em varias espécies de fungos, bactérias e

insetos.

2.5 Noz-moscada (Myristica fragrans Houtt.)

A noz-moscada (Myristica fragrans Houtt.), pertencente a familia
Myristicaceae, é produzida no Sri Lanka, na Malasia e nas Antilhas. E uma
arvore de 10 a 20 metros, com folhas ovais; o fruto tem formato oval como uma
ameixa, quando maduro e a semente d4 origem ao condimento noz-moscada
(Figura 12) (Pelt, 2004). Essa ¢ tradicionalmente utilizada na medicina devido a
importantes atividades carminativas, antitrombdticas, antiinflamatorias e

analgésicas (Skoglund & Jorkjend, 1991; Chung et al., 2006).

Fonte: http://arundati.files.wordpress.com
FIGURA 12. Aspecto geral da semente de noz-moscada (Myristica fragrans
Houtt.)
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Em sua constitui¢do, o 6leo essencial da semente estd presente em torno
de 5-15%, sendo encontrado compostos como o canfeno, elemicina, eugenol,
isoelemicina, isoeugenol, metoxi-eugenol, pineno, sabineno, safrol, miristicina
etc. (Choo et al., 1999; Maeda et al., 2008).

Possui também o6leo fixo, compostos de acido dihidroguaiarético,
elemicina, acido miristico e lignanas (Isogai et al., 1973; Kuo, 1989).

Apresenta atividade antioxidante, evidenciada para seu 6leo essencial pelo
teste do acido tiobarbitirico ¢ do DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila) (Dorman et
al., 2000; Tomaino et al., 2005). Possui atividade bactericida contra inumeras
bactérias encontradas em carnes, como Campylobacter jejuni, Salmonella
enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes
(Smith-Palmer et al., 1998).

Esse 6leo essencial também apresentou atividade inseticida para diversas
espécies de insetos. Huang et al. (1997) contaram seu efeito anti-alimentar para
as pragas de grdos armazenados T. castaneum e S. zeamais. Recentemente, Jung
et al. (2007), avaliando a atividade inseticida de alguns constituintes do extrato
hexanico de M. fragrans contra as fémeas adultas de Blattella germanica (L.)
(Dictyoptera: Blattellidae), constataram alta toxicidade dos compostos dentre
monoterpendides e fenilpropanoides. Observaram altos valores de toxicidade por
contato em papel de filtro contaminado para (R)-(+)-B-pineno com DLs, (0,06
mg/cm?), seguido da (R)-(+)-canfora (0,1 mg/cm?®) e (+)-o-terpineol (0,14
mg/cm?).

Chaubey (2008) verificou que o 6leo essencial de M. frgarans afetou o
desenvolvimento de larvas do besouro Callosobruchus chinensis (L.)
(Coleoptera: Bruchidae). Em adultos ocasionou redugdo do numero de ovos,

bem como do potencial de oviposicdo e mortalidade pelo teste de fumigagdo.
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Esses dois ultimos efeitos foram evidenciados por Shukla et al. (2008), com a
espécie T. castaneum e Park et al. (2008) demonstraram o efeito fumigante para

larvas de Lycoriella ingenua (Dufour) (Diptera: Sciaridae).

2.6 Oleos essenciais no controle de pragas
2.6.1 Spodoptera frugiperda

Uma das pragas que mais de destacam na cultura do milho ¢ a lagarta-
do-cartucho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797), pertencente a ordem
Lepidoptera e familia Noctuidae (Figura 13). Os adultos pdem cerca de 2000
ovos na parte superior da folhas e, apds trés dias, as lagartas eclodem e passam a
se alimentar das folhas mais novas, sendo a dura¢do do periodo larval de 12 a 30
dias. Sua coloragdo ¢ escura e, com o passar do tempo, apresentam faixa dorsal
com pontos pretos (pindculas) na base das cerdas. A cabeca € preta com uma
linha clara em forma de Y invertido, nitidamente perceptivel. A mariposa mede
aproximadamente 35 mm de envergadura, com as asas anteriores pardo-escuras

e posteriores branco-acinzentadas (Gallo et al., 2002).

T

FIGURA 13. Aspecto geral da lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera
frugiperda
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Considerada a principal praga do milho no Brasil, ataca plantas jovens e
reduz em até 34% a producdo, dependendo da idade da planta (Valicente &
Cruz, 1991). O cultivo no periodo “safrinha” oferece boas condi¢des para o
desenvolvimento dessa praga, devido a permanéncia de plantas na mesma area
durante o ano todo (Farias et al, 2001).

E comumente encontrada apenas uma lagarta desenvolvida por cartucho,
devido ao canibalismo, podendo também encontrar lagartas de diferentes
instares, porém, separadas por laminas das folhas. O periodo pupal ocorre no
solo, com duragdo de oito dias no verdo e aproximadamente vinte e cinco dias
no inverno, sendo as pupas de coloragdo avermelhada, medindo cerca de 15 mm
de comprimento (Gallo et al., 2002).

Dentre os principais métodos de controle da lagarta-do-cartucho, estd o
controle bioldgico e o quimico com o uso de inseticidas sintéticos (fosforados,
carbamatos, piretroides, entre outros), os quais sdo toéxicos ao homem e ao meio
ambiente. Atualmente t€m sido utilizados inseticidas reguladores de
crescimento, como o Lufenuron, que atuam na sintese de quitina, alterando o
processo de ecdise (Griitzmacher et al., 2000; Gallo et al., 2002).

Varios extratos de plantas e 6leos essenciais ja foram testados sobre a S.
frugiperda. Roel et al. (2000) testaram extratos de folhas e ramos de T. pallida
no alimento da lagarta no 1° instar e constataram que todos apresentaram
atividade toxica, sendo maior para o extrato acetonico em relagdo ao metandlico,
acetato de etila e hexanico.

Posteriormente, Viana & Prates (2003), analisando o efeito do extrato
aquoso de folhas de nim (Azadirachta indica A. Juss.), constataram que quando
as folhas de milho eram pulverizadas ou submergidas no extrato de nim, causava

elevada mortalidade, cerca de 100%, ou entdo prejudicava o desenvolvimento
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das lagartas. No mesmo ano, Godes et al. (2003) constataram que o extrato de
nim foi o mais eficiente em relagdo a outros extratos vegetais.

Borgoni & Vendramim (2003, 2005), trabalhando com Trichilia pallens
e T. pallida, observaram que os extratos aquosos das espécies, quando testados
nas folhas de milho, apresentaram promissores para o controle da lagarta-do-
cartucho do milho.

Saito et al. (2004), testando varios extratos etandlicos de plantas sobre a
lagarta-do-cartucho, observaram que o extrato da leguminosa Machaerium
hirtum (Vell.) Stellf foi o mais ativo com relagdo a atividade deterrente
alimentar. Posteriormente, outros extratos de plantas, como de Myrtillocactus
geometrizans, Lippia sidoides Cham., Ruta graveolens L., Mormodica charantia
L. e Ricinus communis L. apresentaram efeitos na biologia desse inseto, como na
duracdo do periodo pupal, reducdo de postura, peso de pupa e lagartas (Céspedes
et al., 2008; Santiago et al., 2008).

Estrela et al. (2005), pesquisando amidas andlogas a piperina, com 0s
grupos N-hexil, N-isopropil e N-isopentil ligados ao isopentil (3,4-
metilenodioxifenil) amida, observaram que essas amidas causaram alta
toxicidade sobre a lagarta S. frugiperda, provocando mortalidade e deformidades
envolvidas em suas atividades vitais.

Alguns o6leos essenciais ja foram avaliados para lagarta S. frugiperda. O
6leo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus J.), rico em citronelal e
citronelol, demonstrou agdo inseticida e repelente (Labinas et al., 2002). Castro
et al. (2006) verificaram a ndo-preferéncia de 6leos essenciais de mil-folhas
(Achiellea millefolium), e de tomilho (Thymus vulgaris) apresentando como
composto majoritario o germancreno-D e timol, respectivamente. Neste mesmo
ano, Lima (2006) evidenciou o efeito repelente/deterrente para o 6leo essencial

de folhas de goiabeira Psidium guajava L. sobre esse inseto.
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2.6.2 Tenebrio molitor

Na estocagem de produtos alimenticios, podem ocorrer problemas com a
presenca de insetos que reduzem a qualidade e quantidade desses produtos.
Entre esses, o coledptero Tenebrio molitor (L.) (Coleoptera:Tenebrionidae) ¢é
uma espécie dentre muitas que pode ser encontrada (Figura 14), ataca alimentos
originados de grdos, como farinhas, racdes e macarrao, causando contaminagao
com seus fragmentos, resultando, assim, na perda e recusa desses produtos para

comercializacdo (Garcia et al., 2003; Pinto Junior, 2008).

FIGURA 14 Aspecto geral de adultos de Tenebrio molitor

O controle desses insetos pode ser realizado por fumigantes a base de
brometo de metila (Brasil, 2005). Todavia, varios problemas tém sido

observados para esses inseticidas, como a carga residual que geram e
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persisténcia no meio ambiente, bem como sua toxicidade e destrui¢do que
causam na camada de ozdnio e da estratosfera terrestre (Ghini et al., 2002).

A atividade inseticida de varios compostos secundarios avaliados sobre
T. molitor, foram de diferentes formas na sua biologia. A “Azadiractina”, um
limondide encontrado em nim (Azadirachta indica A. Juss.), ocasionou atraso na
ecdise de larvas, enquanto que compostos benzofuranos derivados trans-
cinamicos causaram deficiéncia no desenvolvimento de larvas e pupas (Pascual
et al., 1990; Carrizo et al., 1998).

Na classe dos terpendides, foram avaliados os diterpendides clerodanos
que ocasionaram atividade deterrente alimentar (Enriz et al, 1994).
Posteriormente, Garcia et al. (2003), avaliando a atividade inseticida sobre
larvas T. molitor, constataram o efeito inseticida de alguns sesquiterpenos
isolados da espécie Tessaria absinthioides ¢ de derivados semi-sintéticos. Esses
pesquisadores observaram que o acido tessarico causou a maior porcentagem de
mortalidade e o aldeido costico causou alta repeléncia.

Recentemente, Fazolin et al. (2007) demonstraram que os Oleos
essenciais das Piperaceas Piper aduncum L., Piper hispidinervum C. DC. e da
Bignoniacea Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) Bur. & K. Shum
apresentaram-se promissores para o controle T. molitor, em testes de contacto

(superficie contaminada) e aplicagdo topica.

2.7 Oleos essenciais no controle de microrganismos

Um grande numero de doengas transmitidas por bactérias alimentares
tem aumentado no mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento, onde
a seguranga alimentar é precaria. Assim, com a resisténcia adquirida por elas, o
interesse por estudos sobre novos antibidticos passou a ser alvo de inumeras
pesquisas. Entre os principais patégenos originados de alimentos, citam-se os

géneros: Campylobacter, Salmonella, Shigela, Streptococcus, Clostridium,
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Vibrio, Brucella, Echerichia, Listeria, Yersinia, Staphylococcus, Bacillus,

Aeromonas e Pleisionomas.

2.7.1 Staphylococcus

O género, Staphylococcus compreende as bactérias esféricas Gram-
positivas, ndo formadoras de esporos, que geralmente se dispdem em cachos
irregulares semelhantes a cachos de uva. A espécie Staphylococcus aureus
produz uma grande patogenicidade e viruléncia, sendo a mais estudada a
gastrenterite de origem alimentar. As intoxicacdes alimentares sdo causadas
pelas enterotoxinas, proteinas de baixo peso molecular, sendo essas
termoestaveis e resistentes a coc¢do ou enzimas proteoliticas (Forsythe, 2005).

S. aureus existem no ar, poeira, esgoto, agua, leite e nos alimentos. Nos
seres humanos e animais, colonizam principalmente a pele e as mucosas nasais,
podendo ser encontrado em menor quantidade no trato gastrintestinal, vagina e
axilas (Wertheim et al., 2005).

As intoxicagdes humanas sdo causadas pela ingestdo de enterotoxinas
produzidas nos alimentos por algumas linhagens. Provocam infecgdes, tais como
pneumonia, endocardite, sinusite, artrite e infecgdes no trato urinario (Chambers,
2001).

Os sintomas sdo caracterizados por periodos curtos de incubagdo, em
casos mais agudos podem prolongar até 3 dias. Nauseas, vOmitos, dores
abdominais e prostracao sdo considerados os sintomas predominantes, embora a
diarréia seja freqiientemente notificada, a recuperacao ocorre de 1 a 2 dias. Esses
sintomas podem variar dependendo da suscetibilidade individual a toxina, da
quantidade de alimento contaminado ingerido, da quantidade de toxina presente
no alimento e da saide da pessoa. Portanto, alguns individuos podem nfo
demonstrar todos os sintomas associados a enfermidade (Santos, 2004; Forsythe,

2005).
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2.7.2 Listeria

Neste género, as bactérias sdo Gram-positivas, ndo formadoras de
esporos, possuindo formato de bastonetes regulares ou pequenos com 0,4-0,5 X
0,5-2,0 pum com extremidades arredondadas, desenvolvendo em ampla faixa
entre 0 e 42°C. Sdo sensiveis ao calor, sendo a pasteurizagdo suficiente para
destrui-las (Forsythe, 2005).

O género Listeria possui seis espécies conhecidas: L. monocytogenes, L.
ivanovii; L. innocua; L. seeligeri e L. welshimeri e L. grayi, que sfo
caracterizadas por seus antigenos, determinando 17 sorovares, sendo L. innocua
considerada uma variante ndo patogénica de L. monocytogenes, segundo a
INTERNATIONAL COMMISSION ON CICROBIOLOGICAL
SPECIFICATIONS FOR FOODS - ICMSF (1996).

A L. monocytogenes ¢ a que causa maior preocupacao no que concerne a
enfermidades causadas por alimentos. Essa ¢ causadora de infecg¢des
oportunistas, infectando principalmente pessoas com o sistema imunoldgico
alterado, como de mulheres gravidas, idosos e recém-nascidos, podendo causar
septicemia, abortos e doencas do Sistema Nervoso Central (SNC) no homem e
em animais domésticos e silvestres (Hofer et al., 2000; Forsythe, 2005).

Pode ser encontrada em varios alimentos como legumes e frutas, tanto
crus como processados, queijos e leites, carnes cruas fermentadas, e também em
peixes e frutos do mar. E considerada resistente a baixas temperaturas,
desenvolvendo a 3°C e podendo multiplicar-se em alimentos refrigerados

(ICMSF, 1996; Borges et al., 1999).
2.7.3 Escherichia

A Escherichia coli ¢ um bacilo Gram-negativo, nao-esporulado

anaerdbico facultativo, capaz de fermentar a glicose, com produgdo de acido e
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gas. Pode ser movel, dotado de flagelos peritriquicos ou iméveis. E um género
com grande numero de linhagens e pode ser encarado como possuidor de uma
unica espécie, na qual existem varias centenas de diferentes tipos antigénicos
(Jay, 2005).

As linhagens de Escherichia coli consideradas patogénicas sdo
agrupadas em seis classes, baseadas nos fatores de viruléncia, manifestacdes
clinicas e epidemiologicas: EPEC (enteropatogéncia cléssica); EIEC
(enteroinvasora); ETEC (enterotoxigénica); EHEC (entero-hemorragica), DAEC
(difusamente adesiva) e EAggEC (enteroagragativa). Seus sintomas sio
caracterizados por diarréia, acompanhada de dores abdominais, vomitos e febre
com duragdo de seis horas a trés dias, com periodo de incubacdo que varia entre

17 e 72 horas (Forsythe, 2005).

2.7.4 Salmonella

As salmonelas sdo bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos.
Existem mais de 2.324 diferentes sorovares no género Salmonella, produzindo
muitas e variadas enfermidades identificadas de um grande numero de
hospedeiros distribuidos pelo mundo. A classificagdo baseada no estudo do
DNA determina somente duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella
bongori (ICMSF, 1996).

A espécie enterica possui seis subespécies (Enterica, Salamae, Arizonae,
Diarizonae, Houtenae e Indica). A subespécie Enterica possui um grande
numero de sorovares (Paratyphi A, Typhimurium, Agona, Derby, Heidelberg,
Paratyphi B, Cholerasuis, Infantis, Virchow, Dublin, Enteritidis, Typhi e
Anatum) (Forsythe, 2005; Jay, 2005).

A Salmonella enterica causa gastrenterite, diarréia, dores adnominais,

nausea, febre, calafrios e dores de cabega. A febre tifoide é a mais grave de todas
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as doengas causadas por salmonelas, incluindo S. Typhi, S. Parathyphi A e C.
(Kaku et al., 1995; Jay, 2005).

As salmonelas causam gastrenterite febril acompanhada, algumas vezes,
por bacteremia. A doenga ¢ autolimitante, podendo ser severa nas criangas € nas
pessoas mais velhas. As infecgdes humanas resultam da ingestdo de produtos de
origem animal, incluindo ovos, carne de frango, de carne suina e de carne bovina
(ICMSF, 1996).

A Salmonella Cholerasuis ¢ uma Salmonella enterica sorovar
Cholerasuis, que faz parte dos sorovares adaptados ao hospedeiro neste caso a
suinos. Essa espécie tem propensdo de invadir a corrente sanguinea
(bacteremia), causando febre alta e persistente, dor no térax, calafrios, sudorese

e vomito, e o estado pode ser passageiro ou cronico (ICMSF, 1996; Jay, 2005).

2.7.5 Aeromonas

O género Aeromonas compreende bactérias compostas por bacilos
Gram-negativos, imoveis e moveis por flagelo polar. Estido amplamente
distribuidas na natureza, principalmente nos ecossistemas aquaticos (Forsythe,
2005).

As formas moveis de Aeromonas estdo relacionadas a diversas doencas
no homem, como a diarréia autolimitante e até mesmo mais severas do tipo
colérica. S3o agentes etiologicos de varias doengas, como infec¢des oculares, no
trato urinario e respiratorio, peritonite, meningite e septicemia (Janda & Abbott,
1998; Ojeda-Vargas, 2005).

A bactéria A. hydrophyila encontra-se principalmente em alimentos,
como peixes ¢ frutos do mar e também em carnes vermelhas de gado, porco e
ovelha. E responsavel por gastrenterites, doenga do tipo colérica e disentérica

caracterizada por liberacdo de fezes contendo sangue e muco. Quando liberada
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na corrente sanguinea, pode causar infeccdo generalizada em pessoas com

sistema imunoldgico deficiente (Gracey et al., 1982; Janda & Abbott, 1998).

2.7.6 Pesudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa ¢ um Dbacilo Gram-negativo ndo
fermentador, sendo considerado um dos mais prevalentes agentes de infecc¢des
hospitalares do mundo (Brito et al., 2003).

Em ambientes hospitalares, essa bactéria torna-se um agente infeccioso
importante, o nimero de fatores de viruléncia ¢ significativamente maior em
cepas oriundas de isolados clinicos, quando comparados as cepas do meio
ambiente, sendo a resisténcia a varios antimicrobianos um de seus maiores

problemas (Arruda, 1998).
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CAPITULO 1

Atividade bactericida e antioxidante de éleos essenciais de Myristica

fragrans Houtt. e de Salvia microphylla H.B.K
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1 RESUMO

LIMA, Rafaela Karin. Atividade bactericida e antioxidante de 6leos essenciais
de Myristica fragrans Houtt. ¢ de Salvia microphylla HBK. In: . Oleos
essenciais de Myristica fragrans Houtt. ¢ de Salvia microphylla H.B.K.:
caracterizagdo quimica, atividade biologica e antioxidante. 2008. Cap. 1, p.56-
93. Tese (Doutorado em Agroquimica) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

Nos ultimos, anos o interesse por “aromas naturais” nas industrias de perfumes e
alimentos tem estimulado a demanda do mercado mundial. Os 6leos essenciais
estdo se tornando uma alternativa contra processos oxidativos e t€ém se mostrado
como promissores na atividade antimicrobiana de alimentos. As plantas
condimentares, na sua maioria, apresentam 6leos essenciais com importantes
atividades que podem potencializar seu uso. Diante do exposto, objetivou-se
caracterizar quimicamente os 6leos essenciais de Myristica fragrans Houtt. e de
Salvia microphylla H.B.K., bem como avaliar suas possiveis atividades
antioxidante e bactericidas. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilagao,
empregando-se o aparelho de Clevenger modificado e, posteriormente,
submetido a andlise por CG-EM e CG. Para avaliar a atividade bactericida,
utilizou-se o método de difusdo em agar sobre as bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas das espécies: Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Escherichia
coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes ATCC 19117 e Listeria innocua ATCC 3309. A atividade
antioxidante dos o6leos essenciais foi testada pelos testes DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazila) e B-caroteno/acido linoléico. Nas analises cromatograficas, foram
encontrados como constituintes majoritarios, no 6leo essencial de M. fragrans,
os monoterpendides terpin-4-ol (14,95%), sabineno (13,07%), y-terpineno
(11,22%) e B-pineno (9,30%) e, em menores concentragdes os fenilpropanodides
metil-eugenol (2,44%), miristicina (3,25%) e safrol (1,92%), enquanto que, no
6leo essencial de S. microphylla, o (E)-cariofileno (15,35%), os sesquiterpenos
alcoolicos a-eudesmol (14,06%), B-eudesmol (8,74%) e y-eudesmol (7,64%).
Ambos os 6leos essenciais apresentaram atividade bactericida satisfatoria para
os microrganismos avaliados. O 0leo essencial de S. microphylla apresentou
menores valores de CMI (Concentragdo Minima Inibitéria) em relagdo ao dleo

*Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientadora), Jair Campos
Moraes - UFLA e Luis Roberto Batista - UFLA (Co-orientadores)
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essencial de M. fragrans, para a maioria das bactérias. Observaram baixos
valores de CMI (3,90-7,81 upg/mL) para bactérias do género Listeria,
Pseudomonas, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella Cholerasuis,
testadas com o dleo essencial de S. microphylla e para Aeromonas hydrophila
ATCC 7966, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442, quando testadas com o 6leo essencial de M. fragrans. A atividade
antioxidante foi evidenciada pelo teste P-caroteno/acido linoléico para o o6leo
essencial de M. fragrans, com Clso 976 ug/mL, e para o 6leo de S. microphylla
com Clsy 770 pg/mL.
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2 ABSTRACT

LIMA, Rafaela Karin. Bactericidal and antioxidant activity of essential oils of
Myristica fragrans Houtt. and Salvia microphylla HB.K. In: . Essential
oils of Myristica fragrans Houtt. and of Salvia microphylla H.B.K.: chemical
caracterization, biological and antioxidant activity. 2008. Cap. 1, p. 56-93.
Thesis (Doctorade in Agrochemistry) — Federal University of Lavras, Lavras,

MG."

In recent years, the interest in "natural flavors" in the perfume and food
industries has stimulated the demand of the world market. The essential oils are
becoming an alternative against oxidative processes and have been shown as
promising in the antimicrobial activity of food. The plants condiments have for
the most essential oils with important activities that can maximize its use. Facing
the above, aimed to chemically characterize the essential oils of Myristica
fragrans Houtt. and of Salvia microphylla H.B.K. and also to assess their
possible antioxidant activity and bactericidal. The essential oil was obtained by
hydrodistillation, using the apparatus of Clevenger modified, and subsequently
subjected to the analysis by GC-MS and GC. To evaluate the bactericidal
activity using the method by agar well diffusion on the bacteria Gram-negative
and Gram-positive of species: Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Escherichia
coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes ATCC 19117 and Listeria innocua ATCC 3309. The antioxidant
activity was evaluated using the DPPH (2,2-diphenylpicryhydrazyl) and (-
carotene/acid linoleic assay. In the chromatographic analysis, were found as
major constituents for the essential oil of M. fragrans, the monoterpenoids
terpin-4-ol (14.95%), sabinene (13.07%), y-terpinene (11.22%) and B-pinene
(9.30%) and lower concentrations the phenylpropanoids methyl -eugenol
(2.44%), miristicin (3.25%) and safrole (1.92%), while for the essential oil of S.
microphylla (E)-caryophyllene (15.35%), the oxygenated sesquiterpenes o-
eudesmol (14.06%), B-eudesmol (8,74%) and y-eudesmol (7.64%). Both
essential oils showed bactericidal activity satisfaction of the microorganisms
evaluated. The essential oil of S. microphylla had lower values of MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) in relation to the essential oil of M.
fragrans, for most this bacteria. There was low CMI (3.90-7.81 pg/ml) for

*Orienting Committee: Maria das Gragas Cardoso — UFLA (Advisor), Jair Campos
Moraes - UFLA and Luis Roberto Batista - UFLA (Co-advisor)
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bacteria of the genus Listeria, Pseudomonas, Staphylococcus aureus ATCC
25923 and Salmonella Cholerasuis, tested with the essential oil of S. microphylla
and Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, when tested with the essential oil
of M. fragrans. The antioxidant activity was evidenced by the B-carotene/acid
linoleic assay for the essential oil of M. fragrans, with ICsy 976 pg/ml, and the
oil S. microphylla with ICsy 770 pg/ml.
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3 INTRODUCAO

A determinagdo da atividade bioldgica de plantas e de seus derivados ¢
muito importante na area de produtos naturais. Os 6leos essenciais estdo sendo
cada vez mais estudados como agentes antioxidantes, e também para o controle
de microrganismos. S@o utilizados tanto na industria de alimentos, como
também na industria farmacéutica e de cosméticos, conferindo a esses produtos,
além da protecdo contra o processo de oxidacdo e a deterioracdo pelos
microrganismos, um sabor e odor peculiar de cada esséncia (Burt, 2004).

As plantas condimentares e seus derivados tém sido utilizados para
preservagdo da oxidacdo de alimentos e também na alimentagdo para combater
os radicais livres, compostos que contém um ou mais elétrons ndo-pareados. Sdo
moléculas muito reativas, que causam danos oxidativos nas células e tecidos, os
quais t€m sido relacionados com a citologia de varias doencas, dentre aquelas
degenerativas, como o céncer, aterosclerose e cardiopatias, entre outras. O
desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes resulta em danos
celulares, e ¢ conhecido como estresse oxidativo (Bianchi & Antunes, 1999).

A noz-moscada Myristica fragrans Houtt., pertencente a familia
Myristicaceae e produzida no Sri Lanka, na Malasia e nas Antilhas, ¢
tradicionalmente utilizada na medicina devido a importantes atividades
carminativas, anti-tromboticas, anti-inflamatorias e analgésicas (Skoglund &
Jorkjend, 1991; Chung et al., 2006). Dentre os principais compostos encontrados
no oOleo essencial, citam-se: o canfeno, elemicina, eugenol, isoelemicina,
isoeugenol, metil-eugenol, pineno, sabineno, safrol, miristicina etc. (Singh et al.,
2006; Maeda et al., 2008). Essa planta possui também oleo fixo, compostos de
acido dihidroguaiaretico, elemicina, acido miristico e lignanas (Kuo, 1989;

Isogai et al., 1973). Seu oleo essencial possui atividade antioxidante e
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bactericida, para as bactérias, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (Smith-
Palmer et al., 1998; Dorman et al., 2000; Tomaino et al., 2005). Apresenta
também atividade inseticida para diversas espécies de insetos, tais como: T.
castaneum, S. zeamais, B. germanica, C. chinensis e larvas de L.ingenua (Huang
et al., 1997; Jung et al., 2007; Chaubey, 2008; Park et al., 2008).

A espécie Salvia microphylla H.B.K, (Lamiaceae), originaria do México,
¢ utilizada para o tratamento de dores, gripes, resfriados, para problemas de
circulatérios e cardiacos. Conhecida popularmente como melhoral pode ser
utilizada especialmente na culindria em pratos doces (Ritter et al., 2002). Varios
diterpendides originados do acido sandaracopimarico foram isolados dessa
espécie, sendo o mais abundante o acido 7a-hidroxisandaracopimarico, bem com
seu derivado metil éster, e outros constituintes polares como o 7a-hidroxi-neo-
clerodan-3,13-dien-18,19:15,16-diolide (Esquivel et al., 1987). Posteriormente,
esses ultimos compostos, juntamente com outros diterpenodides isolados de
espécies de Salvia, apresentaram atividade deterrente alimentar para Spodoptera
littoralis (Simmonds et al., 1996).

Devido a importancia dessas plantas, utilizadas como condimentos, ¢ do
seu potencial bioldgico torna-se necessario, mais estudos que viabilizem seus
usos. Diante do exposto, objetivou-se caracterizar quimicamente os oleos
essenciais de noz-moscada (Myristica fragrans) e de melhoral (Salvia
microphylla), bem como avaliar suas possiveis atividades antioxidante e

bactericida.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extracao do dleo essencial

As sementes de noz-moscada (M. fragrans) foram obtidos em
estabelecimento comercial (Lavras-MG), no més de fevererio 2007, ao passo
que, as folhas frescas de melhoral (S. microphylla) foram adquiridas no Horto de
Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (MG), a uma latitude 21°
14' 43 sul e longitude 44° 59' 59 oeste, com altitude de 919 metros. Elas foram
coletadas no periodo da manha, em torno de 8 horas, no més de junho 2007. A
identificagdo botanica foi realizada no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, e sua exsicata encontra-se depositada no
Herbario da UFLA (registro 23.014).

A extracdo do oOleo essencial foi realizada por hidrodestilagao,
empregando-se o aparelho de Clevenger modificado, com duracdo de 2,5 horas,
partindo de uma massa de 300,0 g de folhas frescas de melhoral e de 20,0 g de
sementes trituradas de noz-moscada, sendo realizada em triplicata. O hidrolado
obtido foi recolhido e particionado com diclorometano, separando-se a parte
organica e aquosa. Descartou-se a fase aquosa, adicionando-se o sulfato de
magnésio anidro a fase organica. Filtrou-se, e em seguida, levou-se a um
rotaevaporador (BUCHI ROTAVAPOR R114) para a obtencdo do oleo
essencial puro, o qual foi acondicionado em um frasco escuro e deixado sob
refrigeracdo a 4 °C (Castro et al., 2006). Em paralelo foi realizado o teste de
umidade, proporcionando o célculo do rendimento dos 6leos essenciais para a

planta seca em (%) p/p (Pimentel et al., 2006).
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4.2 Identificacdo e quantificacio dos constituintes

Os o6leos essenciais foram submetidos a cromatografia em fase gasosa,
acoplada ao espectrometro de massas, em equipamento SHIMADZU, modelo
CG-17A, com detector seletivo de massa, modelo QP 5000. O equipamento foi
operado nas seguintes condigdes: coluna cromatografica utilizada foi do tipo
capilar de silica fundida, com fase ligada DB5, de 30 m de comprimento e 0,25
mm de didmetro interno, utilizando hélio como gés carreador (1 mL/min). As
temperaturas foram de 220°C no injetor e 240°C no detector. A temperatura do
forno foi programada de 40 a 240°C, com acréscimo de 3°C a cada minuto. A
identificagdo dos compostos foi feita por compara¢des dos espectros de massas,
com os espectros existentes na biblioteca (Wiley 229) e pelo indice de Kovat’s
(Adams, 2001). A quantificagdo dos constituintes foi realizada utilizando um
cromatografo gasoso SHIMADZU, modelo 17A, equipado com detector de
ionizagdo de chama de hidrogénio (DIC) e coluna capilar DB5, de 30 cm de
comprimento e 0,25 mm de didmetro interno. O gas de arraste utilizado foi o
nitrogénio (2,2 mL/min); a taxa split 1:10 ¢ o volume injetado de 1pL. A
temperatura inicial da coluna foi de 45 até 240°C, sendo programada para ter
acréscimos de 3°C a cada min, até atingir a temperatura maxima de 240°C. As
temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 220 e 240°C,
respectivamente, com a pressdo da coluna de 115 KPa. Foram realizadas trés
injecdes de cada 6leo essencial, obtendo-se a concentracdo média e o desvio-
padrdo para cada constituinte, sendo a quantificagdo obtida por normalizacio de

area (%).

4.3 Atividade bactericida (Método de Difusiao Cavidade em Agar)

Para a avaliacdo da atividade bactericida dos dleos essenciais, foram
utilizadas as cepas puras de Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Escherichia
coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 15442, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes ATCC 19117 e Listeria innocua ATCC 3309.

A contagem do numero de unidades formadoras de colonias foi
padronizada empregando-se a escala de McFarland, utilizando-se a concentracao
de indculo de 107 UFC/mL. Para a ativagdo das culturas, aliquotas foram
transferidas, para tubos de ensaio contendo o caldo BHI (Brain Heart Infusion) e
incubadas por 24 horas a temperatura de 28°C para A. hidrophyla e 37°C para as
demais culturas. Apds este periodo, aliquotas foram novamente transferidas para
caldo TSB (Triptic Soy Broth) e novamente incubadas nas mesmas
temperaturas, sendo monitorado de uma em uma hora o aumento do numero de
inéculos pelo espectrofotdmetro (SHIMATZU UV-160 1PC) / 625 nm, de
acordo com a escala de McFarland, até a concentragdo desejada. Paralelamente,
realizou-se o plaqueamento em agar TSA (Triptic Soy Agar) para a confirmagdo
da concentracdo do indculo (NCCLS, 2003).

A metodologia utilizada foi a de difusdo em cavidade agar, empregando-
se os meios de cultura, TSA para as culturas de L. monocytogenes, L. innocua e
A. hidrophyla e Miieller-Hinton, para as demais culturas. Inicialmente uma fina
camada de agar foi adicionada as placas de Petri de 15 cm de didmetro, apos a
solidificagdo desses, esferas de vidro (estéreis) com 4mm de didmetro foram
posicionadas sobre o meio so6lido. Com as culturas devidamente crescidas,
aliquotas de 5 mL de TSB previamente padronizadas com auxilio da escala de
McFarland foram transferidas para erlenmeyers contendo 400 mL de agar
Miieller-Hinton e 45 mL de TSB a uma temperatura de 40°C, obtendo-se uma
concentragdo de 10° UFC/mL na cultura reveladora; assim, esse conteudo foi
depositado cuidadosamente sobre a camada anterior do meio. Apos a
solidificac@o, as esferas de vidro foram retiradas com auxilio de pingas estéreis,

para formagao dos “micropocos” ou “slots”de 0,4 mm, no qual foi depositado 10
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uL da solugdo dos dleos essenciais diluidos em etanol PA. As dilui¢des foram
realizadas, em escala logaritmica, nas propor¢des de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16;
1:32; 1:64; 1:128; 1:256 e 1:512 (6leo essencial/solvente), obtendo-se as
concentragdes 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90; 1,95 ¢ 0,97
ug/mL. As placas foram incubadas por 24/48 horas, sendo medidos os halos de
inibi¢do formados. As analises foram realizadas em triplicata, obtendo-se, assim,
o valor da concentragdo minima inibitéria (CMI), ou seja, a concentragdo
minima de 6leos essenciais em que as bactérias ndo demonstraram crescimento
de colonias visiveis, com redugdo de 99,9% das células viaveis (Ogunwande et
al., 2005).

As variaveis relativas a formagdo do halo de crescimento foram
submetidas a analise de varidncia, e as médias comparads pelo teste de Tukey

(5%), utilizando o programa SISVAR (Ferreira, 2000).

4.4 Atividade antioxidante

4.4.1 Ensaio com DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila)

Prepararam-se 50 mL de uma solu¢do de DPPH diluido em metanol na
concentragdo de 40 pg/mL, construindo-se uma curva analitica com diferentes
concentragoes dessa solucgdo (40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 pg/mL). Os 6leos
essenciais foram diluidos em metanol nas concentra¢des de 10,0; 5,0; 2,5; 2,0;
1,5; 1,0 e 0,5 mg/mL. Para avaliar a atividade antioxidante, foram colocados 0,3
mL de cada concentragdo do 6leo essencial e 2,7 mL da solugdo estoque de
DPPH em tubos de ensaio, em triplicata. Paralelamente, foi preparado o branco
contendo todos os reagentes menos os 6leos essenciais. Posteriormente, foram
feitas as leituras apos 30 minutos em um espectrofotometro (SHIMATZU UV-
160 1PC) / 515 nm (Tepe et al., 2005; Sousa et al., 2007).
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Para a obtencdo da Clso (Concentragdo de Inibicdo de 50% do DPPH),

calculou-se a porcentagem de DPPH remanescente, empregando a equacéo 1:

%DPPHrem = {{DPPH]Jam/[DPPH]bran} * 100 (equagdo 1)

Em que:
[DPPH]am: concentragdo de DPPH na concentragdo avaliada (6leo essencial ou
composto);
[DPPH]bran: concentracdo de DPPH do branco (todos os reagentes exeto a

amostra).

Para obter-se a porcentagem de DPPH inibido pelas amostras, utilizou-

se a equacao 2:

%I = 100- %DPPHrem (equagdo 2)

Para a obtencdo da Cls, plotaram-se os valores de %IDPPH versus as

concentragoes das amostras analisadas.

4.4.2 Ensaio com B-caroteno/acido linoléico

Inicialmente foi preparada uma solugao estoque com 5 mg de B-caroteno
dissolvido em 1 mL de cloroférmio, 25 pL de acido linoléico e 200 mg de
Tween 40. Evaporou-se o cloroformio, utilizando-se um rotaevaporador a vacuo
(BUCHI ROTAVAPOR R114) a aproximadamente 25 °C. Em seguida,
acrescentaram-se 1000 mL de agua destilada saturada com oxigénio. Construiu-
se uma curva analitica dessa solugdo-estoque de B-caroteno/acido linoléico nas

concentragdes 5,0; 4,0; 3,0; 2,0; 1,0 e 0,5 mg/mL. Os 6leos essenciais foram
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diluidos em dimetil sulféxido nas concentragdes 5,0; 4,0; 3,0; 2,0; 1,0 ¢ 0,5
mg/mL.

Para a avaliagdo da atividade antioxidante, foram colocados 0,3 mL de
cada concentragdo do 6leo essencial com 2,5 mL da solugdo-estoque de B-
caroteno/acido linoléico em tubos de ensaio, os quais ficaram em banho-maria
por duas horas a 50°C, juntamente com o branco contendo todos os reagentes
menos os 6leos essenciais, em triplicata. Posteriormente, foram feitas as leituras
em um espectrofotometro (SHIMATZU UV-160 1PC) / 470 nm (Mata et al.,
2007).

Para a obtengdo de Clsy, calculou-se a porcentagem de caroteno

remanescente, empregando-se a equagao 3:

%CAROTENOrem={[CAROTENO]bran / [CAROTENO]am}*100 (equagdo 3)

Em que:

[CAROTENO]bran: concentragdo de [-caroteno/acido linoléico do
branco (todos os reagentes exeto a amostra).

[CAROTENO]Jam: concentragdo de [-caroteno/acido linoléico na

concentragdo avaliada (6leo essencial ou composto);

A porcentagem de inibi¢cdo das amostras, para a oxidagdo do B-caroteno

foi obtida utilizando-se a equagdo 4:

%I =100- %CAROTENOrem (equagdo 4)

Para termos de comparagdo, foi utilizado o timol em ambos os testes,

pelo fato de ele apresentar atividade antioxidante ja conhecia. Para o célculo da

Clso, empregou-se a mesma metodologia citada para o teste do DPPH.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Oleos essenciais

Pelos dados descritos na Tabela 1, observa-se que foram identificados
24 constituintes presentes no 6leo essencial de M. Fragrans com um rendimento
de 8,20%, sendo majoritarios os monoterpenos, terpin-4-ol (14,95%), sabineno
(13,07%), vy-terpineno (11,22%) e P-pineno (9,30%) e, em menores
concentragdes, os fenilpropanos, miristicina (3,25%) metil-eugenol (2,44%) e
safrol (1,92%) (Figura 1).

Estudos realizados por Tomaino et al. (2005), pesquisando o oleo
essencial de M. fragrans originado da Franga, encontraram uma concentragio
maior de sabineno (20,2%) e de miristicina (9,58%) e menores concentragdes de
terpin-4-ol e y-terpineno. Posteriormente, Singh et al. (2006), estudando a
composi¢do quimica de M. fragrans encontraram como constituintes
majoritarios o sabineno (20,22%), terpin-4-ol (12,08%), safrol (10,32%), o-
pineno (9,7%), P-felandreno (6,56%) e y-terpineno (5,93%). Provavelmente,
essas diferencas ocorreram devido a varios fatores que podem afetar a
composicdo de dleos essenciais, como: genético, lugar de cultivo, clima da
regido, horario de coleta, tipo de solo e adubagdo (Habermehl, 1998). Em geral
para a maioria das espécies a baixa intensidade luminosa, por exemplo, diminui
a producdo de monoterpenos e pequenas variagdes didrias de temperaturas
estimulam a produc¢ao de terpendides (Lima et al., 2003). Outro fator relevante é
o método de extracdo e secagem da planta, que afetam significativamente a
qualidade do oleo essencial, acarretando diferencas entre os constituintes

(Spricigo et al., 1999).

69



TABELA 1. Composi¢io quimica do 6leo essencial de sementes de Myristica

fragrans
Compostos TR IK CM=D
1 a-tujeno 8,303 931 6,37+ 1,20
2 o-pineno 8,550 939 9,49 + 1,39
3 sabineno 10,216 976 13,07 £ 1,50
4 B-pineno 10,316 980 9,30 + 1,28
5 [-mirceno 11,039 991 1,72+ 0,31
6 o-felandreno 11,557 1005 0,95+0,22
7 delta-3-careno 11,830 1011 0,66 £0,12
8 a-terpineno 12,133 1018 6,42 + 0,87
9 p-cimeno 12,475 1026 1,60 £0,22
10 B-felandreno 12,693 1031 7,52+ 1,01
11 y-terpineno 14,140 1062 11,22 +1,30
12 hidrato de cis sabineno 14,505 1068 0,69 £ 0,08
13 terpinolene 15,539 1088 2,55+ 0,38
14  Hidrato de trans-sabineno 15,990 1097 0,48 +£0,27
15 linalol 16,146 1998 0,46 + 0,20
16 terpin-4-ol 19,875 1177 14,95 +1,32
17 a-terpineol 20,489 1189 0,81 +£0,10
18 safrol 25,131 1285 1,92 +0,12
19 a-copaeno 29,250 1376 0,61 +0,09
20 metil-eugenol 30,532 1401 2,44 £0,21
21 (E)-cariofileno 31,174 1418 0,35+ 0,06
22 (E)-metil isoeugenol 34,541 1495 0,45 + 0,09
23 miristicina 35,537 1520 3,25+0,13
24 elemicina 37,002 1554 0,49 £ 0,06
Total Identificado 97,77 %
Rendimento (p/p) 8,20 %

TR = tempo de retengdo (minutos), IK= indice de Kovat’s tabelado (Adams,
2001), CM (%) = D = concentragdo média (%) + desvio-padrao da média
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FIGURA 1. Estruturas quimicas de alguns compostos presentes no o6leo
essencial de Myristica fragrans

Verifica-se (Tabela 2 e Figura 2) os constituintes encontrados no 6leo
essencial de S. microphylla, sendo os compostos majoritarios o (E)-cariofileno
(15,35%), os sesquiterpenos alcoolicos o-eudesmol (14,06%), P-eudesmol

(8,74%) e y-eudesmol (7,64%), sendo que o rendimento para seu dleo essencial

foi de 0,13%.
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TABELA 2. Composi¢do quimica do 6leo essencial de folhas de Salvia

microphylla

Compostos TR 1K CM=D
1 o-pineno 8,445 939  0,79+0.,14
2 canfeno 9,020 953 0,94+0,17
3 B-pineno 10,244 980 0,94+ 0,10
4 B-felandreno 12,641 1031 2.81+0,84
5 1,8-cineol 12,749 1033  4,49+0,90
6 canfora 18,170 1143 2,58 +0,53
7 terpin-4-ol 19,799 1177 0,43 +0,08
8 acetato de isobornila 25,066 1285 4,94+0,73
9 o-gurjuneno 30,759 1409 0,51 +0,06
10 (E)-cariofileno 31,088 1418 15,35+1,32
11 aromadendreno 31,853 1439 2,68 £ 0,28
12 o-humuleno 32,449 1454  0,81+0,03

13 alloaromadendreno 32,754 1461 1,34 £ 0,07
14  biciclogermacreno 34,350 1494  6,17£0,19

15 y-cadineno 35,000 1513 0,89+ 0,02
16 delta cadineno 35,487 1524 1,15+0,01
17 espatulenol 37,700 1576 0,42 +0,05
18  oxido de carofileno 37,857 1581 2,82+2,16
19 globulol 37,974 1583 3,24 +0,95
20 y-eudesmol 39,892 1630  7.64+0,91
21 B-eudesmol 40,557 1649 874+1,13
22 a-eudesmol 40,827 1652 14,06+ 1,84
Total Identificado 83,74 %
Rendimento (p/p) 0,13 %

TR = tempo de retencdo (minutos), IK= indice de Kovat’s tabelado (Adams,
2001), CM (%) = D = concentragdo média (%) + desvio-padrao da média
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FIGURA 2. Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios encontrados no
oleo essencial de Salvia microphylla

Os constituintes majoritarios comumente encontrados nos o6leos
essenciais de algumas espécies do género Salvia, como S. tomentosa Miller, S.
macrochlamys L., S. recognita L., S. officinalis L., S. triloba L. e S. hydrangea
DC. foram a tujona, a-pineno, B-pineno, 1,8-cineol, borneol e canfora (Tepe et
al., 2005, Tabanca et al., 2006; Delamare et al., 2007; Kotan et al., 2008).

Dentre os principais constituintes encontrados no o6leo essencial da
espécie S. microphylla, destacam-se os sesquiterpenos alcoolicos a, B e y
eudesmol e (E)-cariofileno (Tabela 2). Enquanto que Chialva et al. (1992),
avaliando os constituintes de cinco espécies desse género (S. canariensis L., S.
confertiflora Pohl, S. cfr. mexicana L., S. microphylla H.B.K. ¢ S. somaliensis
Vatke) relataram compostos similares com os encontrados neste estudo, tais
como o-pineno, B-pineno, canfeno, 1,8-cineol, canfora, acetato de bornila, (E)-
cariofileno, globulol, espatulenol, a-ecudesmol e B-eudesmol. Posteriormente,

Aydogmus et al. (2006), caracterizando o extrato acetonico de S. microphylla
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constataram a presenga do B-eudesmol e do 8-a-hidroxi-B-eudesmol, concluindo
que, muitas vezes, 0s compostos que estdo presentes no 6leo essencial podem
estar presentes no extrato e em outras partes da planta. Esses sesquiterpenos do
grupo eudesmano podem ser encontrados em outros 6leos essenciais, como no
de Centaurea sessilis e Centaurea armena (Asteraceae), comprovado por Yayli
et al. (2005), que caracterizaram o [-eudesmol em 12,4% e 19,3%,
respectivamente. Recentemente, Dermici et al. (2008), pesquisando o o6leo
essencial de Phlomis grandiflora H.S. Thompson var. grandiflora, planta da
mesma familia da Salvia (Lamiaceae) encontraram como constituintes
majoritarios, o -eudesmol (42,0%) e o a-eudesmol (16,0%)

Na medicina popular, varias propriedades medicamentosas sao relatadas
para a espécie S. microphylla, como para o tratamento de dores, gripes,
resfriados, problemas circulatérios e cardiacos, contudo, sem comprovacao por
estudos cientificos. Entretanto, varios constituintes presentes no seu o6leo
essencial tém importantes atividades comprovadas. O B-eudesmol pode ser
utilizado como antidoto para tratar intoxicagdo por organofosforado (Chiou et
al., 1995), possui atividade antiangiogénese (Tsuneki et al., 2005); o seu
isomero, o-eudesmol, pode ser utilizado no tratamento de inflamagdo
neurogénica, como a enxaqueca (Asakura et al., 2000), o (E)-cariofileno possui
atividade anestésica local (Ghelardini et al., 2001) e anti-inflamatéria (Fernandes
et al., 2007) e o globulol com propriedade fungistatica e fungicida (Aleu et al.,
2001; Salgado et al., 2003).

5.2 Atividade bactericida

Observa-se que os Oleos essenciais testados apresentaram atividade
bactericida nas concentragdes avaliadas, inibindo tanto bactérias Gram-negativas
como Gram-positivas (Tabela 3). Verifica-se que a bactéria E. coli foi a mais

resistente, apresentando alto valor do CMI para o 6leo essencial de M. fragrans
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¢ total resisténcia ao Oleo essencial de S. microphylla nas concentragdes
avaliadas. Esses resultados estdo de acordo com aqueles apresentados por Burt
(2004), o qual evidenciou que bactérias Gram-negativas, em geral, sdo menos

susceptiveis a agdo dos 6leos essenciais que as Gram-positivas.

TABELA 3. Concentragdo minima inibitéria CMI (ug/mL) causada pelos 6leos
essenciais de Myristica fragrans e de Salvia microphylla.

CMI (pg/mL)
Bactérias avaliadas Gram M. fragrans S. microphylla
Escherichia coli - 250,00 N.O.
ATCC 11229
Aeromonas hydrophila - 7,81 250,00
ATCC 7966
Salmonella Cholerasuis - 3,90 3,90
ATCC 6539
Pseudomonas aeruginosa - 15,62 3,90
ATCC 25853
Pseudomonas aeruginosa - 7,81 3,90
ATCC 15442
Staphylococcus aureus + 31,25 125,00
ATCC 6538
Staphylococcus aureus + 125,00 3,90
ATCC 25923
Listeria monocytogenes + 31,25 3,90
ATCC 19117
Listeria innocua + 62,50 7,81
ATCC 3309

N.O = Inibi¢do nio observada

O 6leo essencial de S. microphylla apresentou menores valores do CMI
em relagdo ao Oleo essencial de M. fragrans, para a maioria das bactérias.

Observam-se baixos valores de CMI (3,90-7,81 pg/mL) para bactérias do género
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Listeria, Pseudomonas, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella
Cholerasuis.

O efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais depende de varios fatores,
entre eles a hidrofobicidade e a capacidade de parti¢do na membrana plasmatica.
Estudos de Sharififar et al. (2007) demonstraram que o 6leo essencial da espécie
Zataria multiflor Boiss, rico em timol (37,59%) e carvacrol (33,65%),
apresentou atividade bactericida sobre bactérias (Gram-negativas). Inferiram
também que a presenca desses compostos foi responsavel por esta atividade. De
acordo com trabalhos anteriores de Helander et al. (1998) verifica-se que esses
compostos sdo capazes de desintegrar a membrana externa de bactérias Gram-
negativas, liberando lipopolissacarideos e aumentando a permeabilidade da
membrana citoplasmatica; enquanto que, Ultee et al. (2002) observaram
distor¢do da estrutura fisica da membrana, o que pode causar uma expansao e
desestabilizacdo, aumentando sua fluidez e sua permeabilidade. De acordo com
Burt & Reinders (2003), 6leos essenciais que apresentam esses compostos
fendlicos sdo mais ativos em bactérias Gram-negativas. Constataram uma
excelente atividade bactericida para E. coli O157:H7 (Gram-negativa) utilizando
os 0leos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris) e orégano (Origanum vulgare).
Estudos de Velluti et al. (2003) inferiram que a atividade antimicrobiana desses
compostos hidroxilados pode estar relacionada com as ligacdes de hidrogénio,
que possivelmente interagem com os sitios ativos das enzimas microbianas.

Outros trabalhos, como os de Lambert et al. (2001) e Bakkali et al.
(2008), citam que os compostos lipofilicos encontrados nos 6leos essenciais sao
mais ativos em bactérias Gram-positivas, pois sdo capazes de romper a sua
membrana composta de diferentes polissacarideos, acidos graxos ¢ fosfolipidios,
podendo também danificar a parede celular e levar a liberacdo de
macromoléculas e lise celular. Em bactérias Gram-positivas, a parede celular

externa ¢ constituida por uma camada grossa de peptidoglicano (polissacarideo),
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com teor de lipideos nulo ou muito baixo. Para as bactérias Gram-negativas, a
membrana externa € rica em lipideos, gerando dificuldade para a entrada e saida
de algumas moléculas (Burt, 2004; Loguercio et al., 2005). Entretanto, o
mecanismo da atividade antimicrobiana de terpenos ndo & completamente
esclarecido, sabe-se que estd relacionada a ruptura da membrana plasmatica,
devido ao seu carater lipofilico (Cowan, 1999).

Nos oOleos essenciais de S. microphylla e M. fragrans, ndo foram
encontrados esses compostos fendlicos, contudo, foram encontrados varios
sesquiterpenos alcodlicos, como o espatulenol, globulol, a-eudesmol, B-
eudesmol e y-eudesmol. Pesquisas de Dorman & Deans (2000) e Koroch et al.
(2007) encontraram atividade bactericida (bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas) para os alcoois terpénicos borneol, 1,8 cineol e terpin-4-ol, sendo
esses dois ultimos também encontrados na espécie S. microphylla, na
concentragdo de 4,49% e 0,43% respectivamente. Segundo esses, geralmente os
alcodis agem como desnaturantes de proteinas, solventes ou agentes
desidratadores. Comparando os resultados obtidos com o destes autores, infere-
se que os alcoois presentes no dleo essencial de S. microphylla possam ser os
responsaveis pela atividade bactericida encontrada neste estudo.

A presenga do grupo acetato (CH;COO-) nas moléculas que compdem
os 0leos essenciais ¢ também um importante indicio da atividade antimicrobiana.
O oleo essencial de S. microphylla apresentou na sua constitui¢do o acetato de
isobornila (4,94%). Dorman & Deans (2000) observaram que o acetato de
bornila e o acetato de geranila apresentaram maior atividade bactericida que o
borneol e geraniol. De acordo com esses pesquisadores, o grupo acetato ¢ um
dos fatores que pode contribuir para o aumento desta atividade bioldgica.

Estudos de Dermici et al. (2008), avaliando a atividade bactericida do
6leo essencial de Phlomis grandiflora H.S. Thompson wvar. grandiflora,

encontraram valores da CMI de (250-500 pg/mL) para Aeromonas hydrophila,
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Listeria ~ monocytogenes,  Staphylococcus aureus e  Pseudomonas
aeruginosa,tendo como pricncipais contituintes o f-eudesmol e o a-eudesmol.
Para os 0Oleos essenciais deste estudo, os valores de CMI foram menores, menos
para Aeromonas hydrophila, que teve a CMI proximo de 250 pug/mL.

O dleo essencial de M. fragrans apresentou alta atividade bactericida
para as espécies Aeromonas hydrophila ATCC 7966 e Salmonella Cholerasuis
ATCC 6539, com valores da CMI de (3,90-7,81 ug/mL) e, para a Pseudomonas
aeruginosa com ATCC 25853 ¢ ATCC 15442, a CMI foi entre (7,81-15,62
pg/mL). Dorman & Deans (2000), avaliando o 6leo essencial da mesma espécie,
ndo encontraram atividade para a bactéria Pseudomonas aeruginosa. Isso ocorre
devido a dificuldade em se comparar resultados em condigdes experimentais
diferentes, as varias linhagens existentes de uma mesma bactéria, que podem ou
ndo apresentar maior resisténcia e, a diferenca entre os constituintes de um
mesmo oOleo essenciais (Dorman & Deans, 2000; Burt, 2004).

Entre as diversas técnicas existentes para a determinacdo da atividade
bactericida de oleos essenciais, a difusdo em agar ¢ a mais utilizada.
Recentemente, foi demonstrado que a alta volatilidade apresentada pelos 6leos
essenciais contribui para a formagdo do halo de inibig¢do, indicando que a
validade desse método para a avaliacdo da atividade bactericida de oleos
essenciais, pois a baixa capacidade de difusdo no agar é compensada pela sua
elevada volatilidade (Inouye et al., 2006).

A atividade bactericida do 6leo essencial de M. fragrans foi evidenciada
para inumeras bactérias, sendo algumas dessas também avaliadas neste estudo,
como Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis, Salmonella pullorum
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila, Listeria
monocytogenes, Citrobacter freundii, Yersinia enterocolitica, Proteus

vulgaricus, Klebsiella pneumoniae, Proteus mettegeri, Enterobacter cloacea,
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Proteus penneri ¢ Bacillus cereus (Smith-Palmer et al., 1998; Dorman & Deans
2000; Malti, 2008).

Varios compostos presentes no 6leo essencial de M. fragrans apresentam
atividade bactericida, como o terpin-4-ol e a-pineno (Dorman & Deans 2000).
Estudos realizados por Hinou et al. (1989) demonstram que também existe
diferenca na atividade de isOmeros; os o - isOmeros sdo inativos em relacdo aos
B - isomeros, assim como os (Z) / cis - isdmeros em relacdo aos (E) / trans -
isomeros. Varios desses isdmeros ativos foram encontrados para o referido 6leo,
entre eles estdo o Pf-pineno, B-mirceno, B-felandreno, (E)-cariofileno e (E)-metil
isoeugenol. Outro fator importante é a presenca de instaura¢do no anel, que
também aumenta a atividade bactericida de compostos como o e y-terpineno e
terpinoleno. Apesar disso, o p-cimeno quando avaliado individualmente
apresentou baixa atividade bactericida (Dorman & Deans 2000). Estudos de
Ultee et al. (2000) relataram que esse monoterpeno, quando combinado como o
carvacrol atua em sinergismo aumentando seu potencial bioldgico.

Takikawa et al. (2002) avaliaram a atividade bactericida do oleo
essencial de M. fragrans para E. coli O157:H17 e constataram que essa atividade
se deve principalmente a presenca do [-pineno, testado isoladamente.
Narasimahan et al. (2004) e Narasimahan & Dhake (2006) evidenciaram a
atividade bactericida da miristicina, sugerindo que isso ocorreu devido a
presenca da cadeia lateral insaturada ligada ao anel aromatico. Varios compostos
apresentam essas caracteristicas quimicas, como o (E)-metil isoeugenol, metil-
eugenol, miristicina, elemicina e safrol, que correspondem a 8,5% da
constitui¢do do 6leo essencial de M. fragrans avaliado.

Kalemba & Kunicka (2003) resumem a atividade antimicrobiana dos
constituintes dos 6leos essenciais da seguinte maneira; os fendis sdo os mais
ativos, em seguida, em ordem decrescente, estdo os aldeidos, cetonas, alcoois e

éteres. Analisando a constituicdo dos dleos essenciais em estudo, observa-se, em
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relagdo a cada uma dessas classes, que outros fatores devem ser levados em

consideracdo, principalmente o isomerismo e o sinergismo dos constituintes.

5.3 Atividade Antioxidante

O efeito inibitério da peroxidagao lipidica pelos 6leos essenciais foi
realizado pelo teste B-caroteno/acido linoléico. Esse teste simula a oxidagdo de
componentes da membrana lipidica na presenca de antioxidantes dentro da
célula (Tepe et al., 2006; Eminagaoglu et al., 2007).

De acordo com os resultados da Tabela 4, observa-se que os o6leos
essenciais avaliados apresentaram atividade antioxidante. O 6leo essencial de S.
microphylla apresentou um valor de 770 pg/mL para Clsy em relagdo ao 6leo
essencial de M. fragrans (Cls, 976 pg/mL) e ao composto timol (Clso 1017
pg/mL), inferindo que o dleo essencial de S. microphylla apresenta maior efeito
antioxidante pelo teste do B-caroteno/acido linoléico.

No experimento com o DPPH, foi observada atividade antioxidante
apenas para o timol (Clsy 714 pg/mL). Eminagaoglu et al. (2007), trabalhando
com a mesma técnica, encontraram com o valor de 245 pg/mL (Clsp) para seu
isdmero, o carvacrol. De acordo com pesquisas de Mata et al. (2007), esse teste
ndo ¢ aplicado para oleos essenciais, devido & sua baixa solubilidade nas
condigdes do experimento.

O método de oxidacdo do B-caroteno/acido linoléico avalia a atividade
de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoléico.
Dessa forma, os produtos formados com a degradacdo oxidativa do acido
linoléico reagem com o B-caroteno, ocorrendo sua descoloracdo, que ¢ medida
por espectrofotometria. Com a adi¢cdo de compostos antioxidantes, eles reagem
com esses produtos, ndo ocorrendo sua descoloracdo (Tepe et al., 2006; Mata et
al., 2007). O teste do DPPH mede a capacidade de captura do radical livre (1,1-

difenil-2-picrilidrazila), de coloracdo purpura, formando um radical estavel e
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incolor pelo recebimento de atomos de hidrogénio radicalar e elétrons (Duarte-

Almeida et al., 2006).

TABELA 4. Atividade antioxidante dos dleos essenciais de Salvia microphyla,
Myristica fragrans e do Timol, pelos testes do DPPH e j-
caroteno/acido linoléico.

Componentes avaliados Clso (ng/mL)

DPPH  B-caroteno/acido linoléico

Timol 714 1017
S. microphyla N 770
M. fragrans N 976

Clso = Concentracdo de Inibi¢do de 50% e N = atividade ndo observada

A atividade antioxidante do 6leo essencial de M. fragrans também foi
evidenciada em outros estudos pelo teste do acido tiobarbitirico e do DPPH
(1,1-difenil-2-picrilidrazila) (Dorman et al., 1995; Dorman & Deans, 2000;
Tomaino et al., 2005; Singh et al., 2006). Varios compostos presentes no 6leo
essencial de M. fragrans apresentam atividade antioxidante. Zhang et al. (2006)
constataram que a miristicina presente no Oleo essencial de salsinha
(Petroselinum crispum), apresentando na sua constituicdo um grupo metoxila,
possui uma moderada atividade antioxidante, ao passo que, o apiol com dois
grupos metoxilas ligados no anel aromatico possui maior atividade devido a
simetria existente entre eles. Portanto, pode-se inferir que a elemicina
encontrada no o6leo essencial de M. fragrans com trés grupos metoxila pode ser
uma grande contribuidora da atividade antioxidante desse 6leo, como também o

metil-eugenol e o (E)-metil isoeugenol, que apresentam em sua estrutura dois
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qrupos metoxilas. Maeda et al. (2008) pesquisando o extrato de sementes de M.
fragrans coletada no Japdo, utilizando o acetato de etila como solvente,
encontraram alta concentragdo de fenilpropanoides como a miristicina (17,60%),
4 - alil - 2,6 - dimetoxifenol (7,36%), elemicina (3,24%), metil-eugenol (2,27%),
isoeugenol (2,15%), metil-isoeugenol (1,61%) e eugenol (1,59%). Dentre esses,
observaram que apenas os compostos eugenol, isoeugenol e 4 - alil - 2,6 -
dimetoxifenol apresentaram atividade antioxidante pelo teste do DPPH.

De acordo com Ruberto & Baratta (2000), os monoterpenos sabineno e
a-terpineno apresentam alta atividade antioxidante em relagdo a outros
monoterpenos ciclicos. Inumeros estudos demonstram que os compostos que
possuem grupos hidroxilas (-OH) ligados ao anel aromético, como o timol e
carvacrol, sdo considerados os compostos com maior atividade antioxidante,
entre 0s compostos presentes em Oleos essenciais. Como esses apresentam
carater acido, sdo capazes de doar atomos de hidrogénio com um elétron
desemparelhado (He), formando um radical que ¢ estabilizado pelas estruturas de
ressonancia resultante da deslocalizagdo dos elétrons na molécula. (Ruberto &
Baratta 2000; Carvalho, 2004).

O oleo essencial de S. microphylla apresentou maior atividade
antioxidante em relagdo ao 6leo essencial de M. fragrans. Observa-se na sua
constitui¢do alguns monoterpenos monociclicos com atividade antioxidante ja
relatada. Os sesquiterpenos, tais como (E)-cariofileno, aromadendreno e
alloaromadendreno, apresentam baixa atividade antioxidante, assim como os
sesquiterpenos alcodlicos a, B e y eudesmol; em geral, alcoois aciclicos, como o0
nerol, geraniol e o-bisabolol, apresentam maior atividade em relagdo aos
ciclicos, como o-terpineol, terpin-4-ol e globulol (Ruberto & Baratta 2000). O
sinergismo entre constituintes de 6leos essenciais ja foi evidenciado (Dorman et

al., 1995; Vardar-Unlii et al., 2003). Diante disso, infere-se que a atividade
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antioxidante encontrada para o S. microphylla possa ter ocorrido pelo fato dos
compostos presentes nesse 6leo essencial agirem sinergisticamente.

Estudos realizados por Mata et al. (2007) encontraram atividade pelo
teste do B-caroteno/acido linoléico para os Oleos essenciais de Foeniculum
vulgare (Clsy 86,9 ug/mL), Thymus serpyllum (Clso 96,9 pug/mL), Rosmarinus
officinalis (CIso 233,0 pg/mL), Mentha spicata (Clso 554,0 ug/mL) ¢ Mentha
pulegium (CIso 1489,0 ug/mL). Constataram-se que o valor da Clsy para o timol
foi alto (Clso 1017 pg/mL), em relagdo aos encontrados por Mata et al. (2007).
Segundo pesquisas de Vardar-Unlii et al. (2003), isso ocorre em para varios
compostos quando testados separadamente do dleo essencial, indicando que
outros constituintes com estrutura quimica diferente podem contribuir para alta
atividade antioxidante encontrada para muitos 6leos essenciais.

Durante o processamento ¢ a estocagem de alimentos ricos em lipideos,
ocorre processos oxidativos e de deteriorizagdo, fazendo necessario, o uso de
antioxidantes sintéticos. Dentre os mais utilizados, estdo o BHA (2-ter-(butil-4)-
metoxifenol) e BHT (2,6-di(ter-butil)-p-cresol), que apresentam alta toxicidade
em doses elevadas (Ames, 1983). Alguns estudos t€ém demonstrado que o uso de
oleos essenciais em alimentos protege contra o processo oxidativo durante sua
estocagem. Tomaino et al. (2005), avaliando a capacidade antioxidante de 6leos
essenciais de cravo (Eugenia caryophyllata), canela (Cinnamomum zeylanicum),
manjericdo (Ocimum basilicum), orégano (Origanum floribundum), tomilho
(Thymus vulgaris) e noz-moscada (Myristica fragrans) em azeite de oliva, a uma
temperatura de 180°C, durante 10 minutos, relataram que o 6leo essencial de
noz-moscada sofreu modificagdes na sua constituigdo e na sua capacidade
antioxidante. Estudos de Ozkan et al. (2007), avaliando a atividade antioxidante
do dleo essencial de Satureja ciclica (Lamiaceae) em margarina, constataram
que esse Oleo pode ser usado como antioxidante natural e aromatizante.

Recentemente, Olmedo et al. (2008), avaliando a atividade antioxidante de dleos
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essenciais de orégano (Origanum vulgare), alecrim (Rosmarinus officinalis) e
louro (Laurus nobilis) em amendoim salgados e fritos, constataram que os 6leos
essenciais de louro e orégano possuem capacidade antioxidante similar a do
BHT, e que, durante a estocagem, intensificaram o aroma do amendoim.
Segundo os autores, a preferéncia ou ndo do 6leo essencial quando presente em
um determinado alimento deve ser avaliada, devido ao impacto que causard no
seu sabor. Outro fator que deve ser levado em consideragdo ¢ a matriz
alimenticia em que os dleos essenciais estdo inseridos, uma vez que esse possui

compostos instaveis, podendo ocorrer rea¢cdes de oxidacdo, polimerizagdo ou

outro tipo de modificagdo estrutural (Bakkali et al., 2008).
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6 CONCLUSOES

Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de M. fragrans foram os
monoterpenodides terpin-4-ol (14,95%), sabineno (13,07%), vy-terpineno
(11,22%) e B-pineno (9,30%) e, em menores concentragdes, os fenilpropanodides
metil-eugenol (2,44%), miristicina (3,25%) e safrol (1,92%).

Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de S. microphylla foram
o (E)-cariofileno (15,35%) e os sesquiterpenos alcodlicos o-eudesmol (14,06%),
B-eudesmol (8,745) e y-eudesmol (7,64%).

Os oleos essenciais apresentaram atividade bactericida, inibindo tanto
bactérias Gram-negativas como Gram-positivas. O 6leo essencial de S.
microphylla apresentou menores valores de CMI (3,90-7,81 pg/mL) em relagdo
ao oleo essencial de M. fragrans com CMI (3,90-31,25 pg/mL) para a maioria
das bactérias, com excessio a E.coli, A. hydrophila e S. aureus.

A atividade antioxidante foi evidenciada pelo teste P-caroteno/acido
linoléico para o 6leo essencial de M. fragrans com Cls, 976 pug/mL e para o 6leo

de S. microphylla com CIs, 770 pg/mL.
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CAPITULO 2

Atividade inseticida dos oleos essenciais de Myristica fragrans Houtt. e de
Salvia microphylla H.B.K. em Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) e Tenebrio molitor L., 1758 (Coleoptera:

Tenebrionidae)
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1 RESUMO

LIMA, Rafaela Karin. Atividade inseticida dos 6leos essenciais de Myristica
fragrans Houtt. ¢ de Salvia microphylla H.B.K. em Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) e Tenebrio molitor L., 1758 (Coleoptera:
Tenebrionidae). In: . Oleos essenciais de Myristica fragrans Houtt. e de
Salvia microphylla H.B.K.: caracterizagdo quimica, atividade bioldgica e
antioxidante. 2008. Cap. 2, p. 95-130. Tese (Doutorado em Agroquimica) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.”

As plantas produzem uma variedade de compostos no seu metabolismo
secundario, que estdo relacionados com a interagdo da planta com o meio
ambiente, como, por exemplo, a defesa contra insetos, bactérias e fungos. Os
6leos essenciais constituem um tipo de metabodlito secundario de grande
importancia, tanto que estdo sendo cada vez mais estudados e utilizados,
juntamente com o manejo integrado de pragas (MIP), por apresentarem baixa
toxicidade ao homem e ao meio ambiente. Neste estudo, objetivou-se
caracterizar quimicamente os 6leos essenciais de Myristica fragrans Houtt. e de
Salvia microphylla H.B.K., bem como avaliar seu efeito sobre os insetos-praga
Spodoptera frugiperda e Tenebrio molitor (L.). O 6leo essencial foi obtido por
hidrodestilacdo, empregando-se o aparelho de Clevenger modificado e,
posteriormente, submetido a analise por CG-EM e CG-FID. A atividade
inseticida foi avaliada pelos ensaios de deterréncia e aplicagdo topica em
lagartas de Spodoptera frugiperda e de repeléncia e fumigacdo em adultos de
Tenebrio molitor (L.). As analises cromatograficas revelaram como compostos
majoritarios do 6leo essencial de M. fragrans os monoterpenoides terpin-4-ol
(14,95%), sabineno (13,07%), y-terpineno (11,22%) e B-pineno (9,30%) ¢ em
menores concentragdes os fenilpropandides metil-eugenol (2,44%), miristicina
(3,25%) e safrol (1,92%), enquanto que para o 6leo essencial de S. microphylla,
o (E)-cariofileno (15,35%), os sesquiterpenos alcodlicos a-eudesmol (14,06%),
B-eudesmol (8,74%) e y-eudesmol (7,64%). Para a lagarta de S. frugiperda, foi
observado que o 6leo essencial de S. microphylla causou maior deterréncia com
CDs 2,14 mg/mL, que o de M. fragrans com CDs, 3,03 mg/mL. No ensaio de
aplicacdo topica, foi observada mortalidade, contudo, em altas concentragdes, a
DLsy 271,79 pg/lagarta para o 6leo essencial de M. fragrans, e DLs, 350,56
ug/lagarta para o de S. microphylla, com avaliagdo apds as 24 horas. Para o
coledptero T. molitor o dleo essencial de S. micrphylla foi mais toxico, pelo teste

*Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientadora), Jair Campos
Moraes — UFLA e Luis Roberto Batista - UFLA (Co-orientadores)
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de fumigagdo, com CLs, 6,33 pul/L em relagdo ao 6leo de M. fragrans com CLs,
8,22 pL/L, em todos os horarios de avaliagdo. O dleo essencial S. microphylla
causou alta repeléncia nas concentragdes na faixa de (0,97 - 7,81 mg/mL), ao
passo que, o 0leo essencial de M. fragrans apresentou repeléncia em uma faixa
maior de concentragdo (0,49 - 7,81 mg/mL) e, na concentragdo mais baixa, 0,12
mg/mL, ocorreu efeito atrativo.
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2 ABSTRACT

LIMA, Rafaela Karin. Insecticidal activity of essential oils of Myristica fragrans
Houtt. and Salvia microphylla H.B.K. in Spodoptera frugiperda (JE Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae) and Tenebrio molitor L. 1758 (Coleoptera:
Tenebrionidae).In: . Essential oils of Myristica fragrans Houtt. and of
Salvia microphylla H.B.K.: chemical caracterization, biological and antioxidant
activity. 2008. Cap. 2, p. 95-130. Thesis (Doctorade in Agrochemistry) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG."

The plants produce a variety of compounds in the secondary metabolism, its are
related to the interaction of the plant with the environment, for example,
protection against insects, bacteria and fungi. The essential oils are a type of
secondary metabolite of great importance, are increasingly studied and used
together with the integrated pest management (IPM) because they present low
toxicity to humans and the environment. This study aimed to characterize
chemically essential oils of Myristica fragrans Houtt. and Salvia microphylla
H.B.K. and to assess its effect on insect pests Spodoptera frugiperda and
Tenebrio molitor (L.). The essential oil was obtained by hydrodistillation, using
the apparatus of Clevenger modified, and subsequently submitted to the analysis
by GC-MS and GC-DIC. Insecticidal activity was evaluated by the tests of
feeding deterrence and topical application against larvae of Spodoptera
frugiperda and, repellency and fumigation against adults of Tenebrio molitor
(L.). The chromatographic analysis revealed as major compounds of essential oil
of M. fragrans, the monoterpenoids terpin-4-ol (14.95%), sabinene (13.07%), y-
terpinene (11.22%) and PB-pinene (9,30%) and lower concentrations the
phenylpropanoids methyl-eugenol (2.44%), miristicin (3.25%) and safrole
(1.92%), while for the essential oil of S. microphylla (E)-caryophyllene
(15.35%), the oxygenated sesquiterpenes a-eudesmol (14.06%), B-eudesmol
(8.74%) and y-eudesmol (7.64%). For larvae of S. frugiperda was observed that
the essential oil of S. microphylla caused greater feeding deterrence with DCs
2.14 mg/ml, that of M. fragrans with DCs, 3.03 mg/ml. In the test of topical
application, mortality was observed, however in high concentrations, the LDs
271.79 pg/larvae to the oil of M. fragrans and to the essential oil of S.
microphylla of LDsy 350.56 pg/larvae, with evaluation after 24 hours. For the
coleopteron T. molitor the essential oil of S. micrphylla was more toxic, the test
of fumigation, with LCsy 6.33 ul/l with respect to oil M. fragrans with LCs, 8.22

*Orienting Committee: Maria das Gragas Cardoso — UFLA (Advisor), Jair Campos
Moraes - UFLA and Luis Roberto Batista - UFLA (Co-advisor)
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ul/1, at all hours of evaluation. The essential oil S. microphylla repellency caused
high concentrations of (0.97 - 7.81 mg/ml), while the essential oil of M. fragrans
showed repellency in a greater range of concentration of (0.49 - 7.81 mg/ml) and
the lowest concentration 0.12 mg/ml was observed effect attractive.
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3 INTRODUCAO

Nos dias atuais, a busca por inseticidas naturais tem sido cada vez mais
requisitada, devido a presencga de substancias extraidas de plantas apresentarem
inimeras vantagens quando comparada ao emprego de inseticidas sintéticos. Os
inseticidas naturais sdo obtidos de recursos renovaveis e sdo rapidamente
degradados, ndo deixando residuos em alimentos ¢ no meio ambiente (Viegas
Janior, 2003).

Uma das classes de metabdlicos secundarios de plantas que vem se
destacando sdo os 6leos essenciais. Esses compostos podem causar interferéncia
toxica nas func¢des bioquimicas e fisioldgicas de insetos herbivoros, sendo que a
maioria deles age apenas como repelente. Para que uma substancia seja um bom
inseticida ou “inseticida ideal”, varios parametros devem ser levados em
consideracdo, tais como a eficacia mesmo em baixas concentracoes, auséncia de
toxicidade para mamiferos e animais superiores, auséncia de fitotoxicidade, facil
obten¢do, manipulacdo e aplicacdo, viabilidade econdOmica e¢ ndo ter efeito
cumulativo no homem e animais (Regnault-Roger, 1997; Isman, 2000).

Os dleos essenciais e varios terpenos, como o limoneno, timol, 1,8-
cineol, entre outros, tém sido utilizados na agricultura contra fungos, bactérias,
nematdides e insetos-praga, fazendo parte de varias formulagdes
comercializadas no mundo (Ibrahim et al., 2001; Isman, 2006).

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) é considerada a principal praga do milho no Brasil,
pois danifica plantas jovens e reduz em até 34% a produgdo de milho, podendo
ser encontrada em outras culturas, como a da cana da cana-de-agucar, do arroz e
do algodoeiro. O cultivo de milho no periodo “safrinha” oferece boas condigdes

para o seu desenvolvimento, devido & permanéncia de plantas na mesma area
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durante o ano todo (Valicente & Cruz, 1991; Farias et al., 2001). Entre os
principais métodos de seu controle, estd o controle bioldgico e o quimico, com o
uso de inseticidas sintéticos (fosforados, carbamatos, piretroides, entre outros) os
quais sdo toxicos ao homem e ao meio ambiente. Também tém sido utilizados
inseticidas reguladores de crescimento, como o Lufenuron, que atuam na sintese
de quitina, alterando o processo de ecdise (Griitzmacher et al., 2000; Gallo et al.,
2002).

Por outro lado, na estocagem de produtos alimenticios, podem ocorrer
problemas com a presenga de insetos que reduzem a qualidade e quantidade
desses produtos. O coledptero Tenebrio molitor L., 1750 (Coleoptera:
Tenebrionidae) ¢ uma espécie, entre muitas, que pode ser encontrada. Ataca
alimentos originados de grdos como farinhas, ragdes e macarrdo, causando
contamina¢do com seus fragmentos, resultando, assim, na perda e recusa desses
produtos para comercializagdo (Garcia et al., 2003; Pinto Junior, 2008). O
controle desses insetos pode ser realizado por fumigantes a base de brometo de
metila, (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA. Brasil,
2005). Todavia, varios problemas tém sido observados para esses inseticidas,
como a carga residual que geram e a persisténcia no meio ambiente, bem como
sua toxicidade e destruicdo que causam na camada de ozdnio e na estratosfera
terrestre (Ghini et al., 2002).

Devido aos varios problemas encontrados com o uso os inseticidas
sintéticos e a busca incessante por novos produtos que possam substitui-los, com
o presente trabalho objetivou-se caracterizar quimicamente os Oleos essenciais
de Myristica fragrans Houtt. e de Salvia microphylla H.B.K., bem como avaliar

seu efeito sobre os insetos-praga Spodoptera frugiperda e Tenebrio molitor.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extracao dos 6leos essenciais

As sementes de noz-moscada (M. fragrans) foram obtidos em
estabelecimento comercial (Lavras-MG), no més de fevererio 2007, enquanto
que as folhas frescas de melhoral (S. microphylla) foram adquiridas no Horto de
Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (MG), a uma latitude 21°
14' 43 sul e longitude 44° 59' 59 oeste, com altitude de 919 metros. Elas foram
coletadas no periodo da manha, em torno de 8 horas, no més de junho 2007. A
identificagdo botanica foi realizada no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, e sua exsicata encontra-se depositada no
Herbario da UFLA (registro 23.014).

A extracdo do oOleo essencial foi realizada por hidrodestilagao,
empregando-se o aparelho de Clevenger modificado, com duracdo de 2,5 horas,
partindo de uma massa de 300,0 g de folhas frescas de melhoral e de 20,0 g de
sementes trituradas de noz-moscada, sendo realizada em triplicata. O hidrolado
obtido foi recolhido e particionado com diclorometano, separando-se a parte
organica e aquosa. Descartou-se a fase aquosa, adicionando-se o sulfato de
magnésio anidro a fase organica. Filtrou-se, e em seguida, levou-se a um
rotaevaporador (BUCHI ROTAVAPOR R114) para a obtencdo do 6leo
essencial puro, o qual foi acondicionado em um frasco escuro e deixado sob
refrigeracdo a 4 °C (Castro et al., 2006). Em paralelo foi realizado o teste de
umidade, proporcionando o céalculo do rendimento dos 6leos essenciais para a

planta seca em p/p (Pimentel et al., 2006).
4.2 Identificacio e quantificacio dos constituintes

Os oleos essenciais foram submetidos a cromatografia em fase gasosa

,acoplada ao espectrometro de massas, em equipamento Shimadzu, modelo CG-
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17A, com detector seletivo de massa, modelo QP 5000. O equipamento foi
operado nas seguintes condi¢des: coluna cromatografica utilizada foi do tipo
capilar de silica fundida, com fase ligada DBS5, de 30 m de comprimento e 0,25
mm de didmetro interno, utilizando hélio como gas carreador (1 mL/min). As
temperaturas foram de 220°C no injetor ¢ 240°C no detector. A temperatura do
forno foi programada de 40 a 240°C, com acréscimo de 3°C a cada minuto. A
identificacdo dos compostos foi feita por comparagdes dos espectros de massas,
com 0s espectros existentes na biblioteca (Wiley 229) e pelo indice de Kovat’s
(Adams, 2001). A quantificacdo dos constituintes foi realizada utilizando um
cromatografo gasoso Shimadzu, modelo 17A, equipado com detector de
ionizagdo de chama de hidrogénio (DIC) e coluna capilar DBS, de 30 cm de
comprimento ¢ 0,25 mm de diametro interno. O gas de arraste utilizado foi o
nitrogénio (2,2 mL/min); a taxa split 1:10 ¢ o volume injetado de 1pL. A
temperatura inicial da coluna foi de 45 até 240°C, sendo programada para ter
acréscimos de 3°C a cada min, até atingir a temperatura maxima de 240°C. As
temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 220 e 240°C,
respectivamente, com a pressdo da coluna de 115 KPa. Foram realizadas trés
injecdes de cada oleo essencial, obtendo-se a concentragdo média e o desvio-
padrdo para cada constituinte, sendo a quantificagdo obtida por normalizagdo de

area (%).
4.3 Ensaios toxicoldgicos
4.3.1 Obtencao dos insetos
Os insetos utilizados T. molitor e S. frugiperda foram provenientes da

criagdo do Laboratdrio de Resisténcia de Plantas a Insetos do Departamento de

Entomologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

103



Para os ensaios toxicoldgicos, foram selecionados insetos adultos, ndo
sexados, de T. molitor com 2 a 5 dias de vida. A colonia desse coledptero foi
mantida, no escuro, em sala climatizada a 25+2°C e UR de 60+10%, em caixas
de madeira de 70 cm x 40 cm x 20 cm forradas com farelo de trigo e aveia na
proporg¢do de 9:1, que serviram de alimento para o inseto e a caixa coberta com
algodao.

As lagartas de S. frugiperda utilizadas foram selecionadas com 3° instar
e 10 dias de vida (peso médio 35,0 mg), alimentadas com dieta artificial,
conforme Kasten-Junior (1978). Essas foram mantidas em cdmara climatizada

regulada a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% com fotofase de 12 horas.

4.3.2 Ensaio de Deterréncia em S. frugiperda

Neste ensaio, foi avaliada a reduc@o alimentar da lagarta causada pelos
Oleos essenciais. Foram avaliadas as concentracdes 0; 0,97; 1,95; 3,90; 7,81 e
15,62 mg 6leo/mL de acetona. Inicialmente as lagartas foram individualizadas
em tubos de ensaio de 4,0 cm de diametro e 12,0 cm de altura, em conjuntos de
seis, e vedados com algoddo, sendo que as lagartas ficaram quatro horas sem se
alimentar para garantir que todo o sistema digestivo estivesse sem alimento. Para
a montagem do experimento, sec¢des foliares de milho cultivadas em estufa
foram cortadas em &reas de 20,0 cm’ pesadas e receberam 0,15 mL dos
tratamentos. Apos a total evaporacdo do solvente, as sec¢des foliares tratadas
foram oferecidas as lagartas previamente individualizadas. O consumo alimentar
das lagartas foi determinado 5 horas apos a realizagdo do experimento, por
pesagem das folhas, sendo avaliado 36 lagartas por concentracdo. Foi realizado
um controle

O célculo da porcentagem de redugdo alimentar (% RA) foi realizado

utilizando a equagdo (1), de acordo com Reina et al. (2001);
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% RA = [1-(consumo das lagartas em folhas tratadas/consumo das

lagartas na testemunha) * 100] (equacgdo 1)

Calcularam-se no final do experimento a CDs (concentracdo que causa 50

% de deterréncia alimentar) em mg/mL.

4.3.3 Ensaio de Aplicaciio Topica em S. frugiperda

Os Oleos essenciais foram diluidos em acetona, obtendo-se as
concentragoes 0; 10,0; 50,0; 100,0; 250,0; 375,0; 500,0 e 625,0 mg/mL. O
ensaio consistiu na aplicagdo 1,0 uL de cada concentragdo, com auxilio de uma
microseringa (HAMILTON), na parte protoracica do inseto. As lagartas foram
individualizadas em tubos de ensaio de 4 cm de didmetro de 12 cm de altura, em
conjuntos de seis, contendo a mesma dieta artificial da criacdo de manutengao e
vedados com algodao. Foram realizadas seis repeti¢des para cada concentragao,
sendo seis lagartas por repeti¢ao. Portanto, em 1,0 uL. foram aplicados 0; 10,0;
50,0; 100,0; 250,0; 375,0; 500,0 e 625,0 pg de 6leo essencial por lagarta,
respectivamente. Avaliou-se a toxicidade aguda dos Oleos essenciais, pela
contagem de lagartas mortas apds 24 e 48 horas da realizagdo do experimento.
Calcularam-se a DLspe a DLg (doses letais que causam a morte de 50 % e 90 %

de insetos) em pg/lagarta (Hummelburnner & Isman, 2001).

4.3.4 Ensaio de Fumigaciio em T. molitor

Inicialmente os Oleos essenciais foram diluidos em acetona e as
concentragoes avaliadas foram determinadas por ensaios preliminares, obtendo-
se uma faixa concentragdo em que a mortalidade estivesse proxima de 0 até
100%. Com o 6leo essencial de M. fragrans, a faixa de concentragdo avaliada foi
de (3,0 a 11,0 uL/L de ar) e com o de S. microphylla de (0,10 a 8,0 uL/L de ar),

utilizou-se também uma testemunha com apenas o solvente.
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Para a montagem do experimento, os concentragdes avaliadas foram
aplicadas em sec¢des de papel de filtro de 2,0 cm’, com o auxilio de uma
micropipeta e fixado em tampas de plastico de frascos de vidro com capacidade
de 180,0 mL; cada frasco recebeu seis insetos adultos ¢ 200,0 mg de farelo de
trigo. Ap6s a evaporacdo do solvente, os frascos foram devidamente fechados,
possibilitando com este experimento a avaliagdo da toxicidade dos o6leos
essenciais por inalacdo (Sahaf et al., 2007).

A mortalidade dos insetos foi avaliada 24, 48 e¢ 72 horas apods a
aplicagdo dos o6leos, calculando-se a CLsy e CLg, (concentragdes letais que
causam a morte de 50 ¢ 90 % de insetos), em pL de 6leo essencial / L de ar.

Foram realizadas seis repetigdes para cada concentracao.

4.3.5 Ensaio de Repeléncia em T. molitor

Avaliou-se a repeléncia dos insetos com os 6leos essenciais aplicados no
alimento, nas concentracdes de 0,12; 0,24; 0,49; 0,97; 1,95; 3,90 ¢ 7,81 mg/mL
acetona. Os insetos selecionados ficaram 24 horas sem se alimentar antes da
montagem do experimento.

Inicialmente, foram pesados 200,00 mg de dieta (1:9 farelo de
trigo/aveia) em recipientes redondos de plastico com 4,0 cm de diametro por 0,3
cm de altura, sendo dois desses colocados de lados opostos na borda de placas
de Petri de 15 cm de didmetro. Em seguida, um dos recipientes recebeu 0,5 mL
das concentragdes recém-preparadas de dleo essencial e o outro sem tratamento,
serviu como testemunha. Apods a evaporagdo total do solvente no centro da
placa, foram liberados 10 insetos adultos de T. molitor.

A avaliagdo foi realizada 3 e 6 horas apds a montagem do experimento
por contagem do niimero de insetos que se alimentavam no recipiente com e sem

tratamento. Foram realizadas quatro repeti¢des por concentragdo. Para o calculo
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da porcentagem de repeléncia (%REP), foi utilizada a seguinte equacdo (2), de

acordo com Ngoh et al. (1998):

% REP =100 - (100 * nimero de insetos nos tratamentos / nimero de insetos na

testemunha + numero de insetos nos tratamentos) (equagdo 2)

4.3.6 Analise Estatistica

Os dados da mortalidade dos ensaios foram contabilizados, e submetidos
a andlise estatistica (regressdo ndo-linear), sendo empregado o modelo Logistico
disponivel no pacote DRC (Analysis of Dose-Response Curves) (Ritz &
Streibig, 2005), compilada pelo software R® (2008). A escolha foi baseada nas
analises de residuo, estimando-se os valores das concentragdes letais que causam
mortalidade em 50 e 90 % dos insetos (CL5p e CLog) para o ensaio de fumigacao;
concentragdo de deterréncia alimentar (CDs) e as doses letais (DLsy e DLgg)
para o ensaio de aplicacdo topica, com intervalo de confianca (95%) pelo teste

qui-quadrado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Oleos essenciais

Os compostos presentes no 6leo essencial de M. fragrans estdo descritos
na Tabela 1. Os compostos majoritirios encontrados sdo os monoterpendides,
terpin-4-ol (14,95%), sabineno (13,07%), y-terpineno (11,22%) e [B-pineno
(9,30%) e, em menores concentragdes, os fenilpropanoides, miristicina (3,25%)
metil-eugenol (2,44%) e safrol (1,92%) e o rendimento do 6leo essencial foi de

8,20%.
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TABELA 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial de sementes de Myristica

fragrans

Compostos TR IK CM=D
1 a-tujeno 8,303 931 6,37+ 1,20
2 o-pineno 8,550 939 9,49 + 1,39
3 Sabineno 10,216 976 13,07 £ 1,50
4 B-pineno 10,316 980 9,30 + 1,28
5 B-mirceno 11,039 991 1,72 £ 0,31
6 a-felandreno 11,557 1005 0,95+ 0,22
7 delta-3-careno 11,830 1011 0,66 £0,12
8 a-terpineno 12,133 1018 6,42 + 0,87
9 p-cimeno 12,475 1026 1,60 £0,22
10 p-felandreno 12,693 1031 7,52+ 1,01
11 y-terpineno 14,140 1062 11,22 +1,30
12 hidrato de cis sabineno 14,505 1068 0,69 £ 0,08
13 Terpinolene 15,539 1088 2,55+ 0,38
14 hidrato de trans-sabineno 15,990 1097 0,48 £0,27
15 Linalol 16,146 1998 0,46 + 0,20
16 terpin-4-ol 19,875 1177 1495 +1,32
17 a-terpineol 20,489 1189 0,81 +£0,10
18 Safrol 25,131 1285 1,92+0,12
19 o-copaeno 29,250 1376 0,61 +0,09
20 metil-eugenol 30,532 1401 2,44 +£0,21
21 (E) - cariofileno 31,174 1418 0,35+ 0,06
22 (E)- metil isoeugenol 34,541 1495 0,45+ 0,09
23 Miristicina 35,537 1520 3,25+0,13
24 Elemicina 37,002 1554 0,49 + 0,06
Total Identificado 97,77 %
Rendimento (p/p) 8,20 %

TR = tempo de retencdo (minutos), IK= indice de Kovat’s tabelado (Adams,
2001), CM (%) £ D = concentragdo média (%) £ desvio-padrio da média

Para o Oleo essencial de S. microphylla, os compostos majoritarios
foram o (E)-cariofileno (15,35%), os sesquiterpenos alcodlicos oa-eudesmol
(14,06%), B-eudesmol (8,74%) e y-eudesmol (7,64%), com o rendimento de

0,13 % de 6leo essencial para a planta seca (Tabela 2).
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TABELA 2. Composi¢do quimica do dleo essencial de folhas de Salvia

microphylla

Compostos TR 1K CM=D
1 o-pineno 8,445 939  0,79+0,14
2 Canfeno 9,020 953 0,94 +0,17
3 B-pineno 10,244 980 0,94 +0,10
4 B-felandreno 12,641 1031 2,81+0,84
5 1,8-cineol 12,749 1033  4,49+0,90
6 Canfora 18,170 1143 2,58 +£0,53
7 terpin-4-ol 19,799 1177 0,43 +0,08
8 acetato de isobornila 25,066 1285 4,94+0,73
9 o-gurjuneno 30,759 1409 0,51 +0,06
10 (E)-cariofileno 31,088 1418 15,35+1,32
11 aromadendreno 31,853 1439 2,68 +£0,28
12 o-humuleno 32,449 1454  0,81+0,03

13 alloaromadendreno 32,754 1461 1,34 £ 0,07
14  Dbiciclogermacreno. 34,350 1494  6,17+0,19

15 y-cadineno 35,000 1513 0,89+ 0,02
16 delta cadineno 35,487 1524  1,15+0,01
17 Espatulenol 37,700 1576 0,42 +0,05
18 oxido de carofileno 37,857 1581 2,82+2,16
19 Globulol 37,974 1583  3,24+0,95
20 y-eudesmol 39,892 1630 7,64 +091
21 B-eudesmol 40,557 1649 8,74+ 1,13
22 o-eudesmol 40,827 1652 14,06+ 1,84
Total Identificado 83,74 %
Rendimento (p/p) 0,13 %

TR = tempo de retencdo (minutos), IK= indice de Kovat’s tabelado (Adams,
2001), CM (%) = D = concentragdo média (%) + desvio-padrao da média

5.2 Ensaios toxicoldégicos

5.2.1 Ensaios de Deterréncia e Aplicacido Topica em S. frugiperda
Pode-se observar que os oOleos essenciais neste estudo causaram

deterréncia alimentar em S. frugiperda (Tabela 3). O 6leo essencial de S.
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microphylla causou maior deterréncia, com CDsy 2,14 mg/mL, comparando-se

ao de M. fragrans, com CDs; 3,03 mg/mL.

TABELA 3. Concentragio de deterréncia alimentar (CDsy) as 5 horas e
intervalos de confianga (ICos), para o ensaio de deterréncia
alimentar com folhas de milho tratadas com oleos essenciais de
Myristica fragrans e de Salvia microphylla em lagartas de
Spodoptera frugiperda

Parametros estimados

Oleo essencial CDs acos%) GL X’ n
(mg/mL)

M. fragrans 3,03 (1,85 - 4,94) 4 2,05 180

S. microphylla 2,41 (171-3.41) 5 4,43 180

GL = graus de liberdade, X* = qui-quadrado, n = niimero de individuos avaliados

A deterréncia alimentar do 6leo essencial de M. fragrans foi evidenciada
por Huang et al. (1997) para as espécies S. zeamais e T. castaneum. No presente
estudo, foram encontrados alguns fenilpropanoides nesse 6leo essencial, como a
miristicina (3,25%), metil-eugenol (2,44%), safrol (1,92%), elemicina (0,49%) e
(E)-metil isoeugenol (0,45%). Na literatura, sfo relatados estudos que
demonstraram a deterréncia alimentar causada por esses compostos. Isso foi
evidenciado por Huang et al. (1999), para o safrol e o isosafrol. Segundo esses,
os referidos compostos apresentaram inibi¢do para a enzima a-amilase in vivo,
enquanto Huang et al. (2002) observaram o mesmo efeito para o eugenol,

isoeugenol e o metil-eugenol, sobre os mesmos insetos S. zeamais ¢ T.
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castaneum, testados anteriormente. Esses pesquisadores comprovaram que o
metil-eugenol foi o composto mais potente na redugdo do consumo alimentar de
larvas de T. castaneum e que esses compostos, em combinagdo com a
deltrametrina (piretroide sintético), podem potencializar seu uso. No mesmo ano,
Harmatha & Nawrot (2002), avaliando a deterréncia alimentar de lignanas e
fenilpropanodides demonstraram que essa atividade foi afetada pelos grupos
substituintes nas moléculas. Observaram que a presenca de grupamentos polares
hidroxilas (HO") e glicosilas (C¢H;;06) reduzem essa atividade, enquanto que
grupos nao-polares como metoxilas (CH;0-) presentes no metil-eugenol, (E)-
metil-isoeugenol e elemicina, metilenodioxilas (CH,0,) presentes no safrol e na
miristicina, aumentam a atividade dessas classes de compostos. Nos dados
obtidos, nota-se que o resultado encontrado para o 6leo essencial de M. fragrans
corroboram com os descritos na literatura. Outros compostos como o terpin-4-ol
(14,95%), sabineno (13,07%), y-terpineno (11,22%) e B-pineno (9,30%) também
foram encontrados com concentragdes significativas; entretanto, infere-se que
esse efeito tenha ocorrido principalmente devido a presenga dos
fenilpropanoides, anteriormente citados.

Nos oleos essenciais avaliados para a lagarta S. frugiperda, foram
encontrados monoterpenos alcoodlicos, os quais apresentaram efeito
repelente/deterrente. Isso ja havia sido evidenciado com o 6leo essencial de
citronela (Cymbopogon winterianus J.), tomilho (Thymus vulgaris L.) e
goiabeira (Psidium guajava L.), que apresentaram como um de seus
constituintes majoritarios o citronelol, timol e o-terpineol, respectivamente
(Labinas et al., 2002; Castro et al., 2006; Lima, 2006).

A atividade deterrente alimentar de outros alcodis encontrados em dleos
essenciais ja foi evidenciada para a lagarta S. littoralis. Hummelburnner &
Isman (2001) encontraram a CDs, 85,6; 115,1; 130,2 ¢ 141,8 ¢ ug/cm2 para os

compostos, timol, carvacrol, a-terpineol e eugenol, respectivamente. No presente
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estudo, foi aplicado 0,150 mL em folhas de milho de 20 cm’, portanto, as CDsg
foram de 16,05 e 22,72 pg/em’ para S. microphylla e M. fragrans,
respectivamente. Posteriormente, Abdelgaleil et al. (2008) verificaram o mesmo
efeito para dois compostos isolados do dleo essencial de Artemisia judaica L., o
fenilpropanodide trans-cinamato de etila e a cetona monoterpénica (o, P
insaturada) piperitona, com CDs, de aproximadamente 0,075 mg/mL, para
ambos 0S8 compostos.

No 0leo essencial de S. microphylla foram encontrados muitos alcoois
como os sesquiterpenos a-eudesmol (14,06%), B-eudesmol (8,74%), y-eudesmol
(7,64%), globulol (3,24%) e espatulenol (0,42%) como também os
sesquiterpenos (E)-cariofileno (15,35%) e biciclogermacreno (6,17%), entre
outros, que compdem um total de 65,82% do Oleo analisado. Entre os
sesquiterpenos alcodlicos que possuem atividade deterrente alimentar, citam-se
o nerolidol e o geraniol para lagartas da mariposa de Lymantria dispar (L.)
(Lepidoptera: Lymantriidae) (Doskotch et al., 1980), o cubebol para o gafanhoto
Locusta migratoria (L.) (Orthoptera: Acrididae) (Wu et al., 2008), o bisaboleno
e o silfineno para o besouro Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:
Chrysomelidae) (Gonzalez-Coloma et al., 1995) e o (E)-cariofileno para lagarta
de Thaumetopoea pityocampa (Den. & Schiff.) (Lepidoptera: Thaumetopoeidae)
(Petrakis et al., 2005).

A atividade de um composto pode variar, dependendo da espécie do
inseto ¢ do tipo de ensaio avaliado. Outro fator que deve ser lavado em
consideracdo € a interagdo entre os constituintes dos Oleos essenciais; esses
podem agir sinergisticamente aumentado sua atividade quando comparados com
os compostos avaliados separadamente.

Pelo ensaio de aplicagdo topica, os Oleos essenciais apresentaram
toxicidade aguda nas lagartas, ocasionando mortalidade, com DLs, 271,79

pg/lagarta, para M. fragrans e DLsy 350,56 pg/lagarta para S. microphylla,
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avaliando-se 24 horas ap6s da aplicacdo do 6leo. Pode-se observar pelos dados
na Tabela 4 que o 6leo essencial de M. fragrans causou maior mortalidade nos
dois horarios de avaliagdo; apds as primeiras 24 horas, as lagartas continuaram

morrendo, obtendo-se um baixo valor da DLsy (157,72 pg/lagarta).

TABELA 4. Doses letais (DLsy ¢ DLgy) as 24 ¢ 48 horas e intervalos de
confianca (ICys), para o ensaio de aplicacdo tdpica com Oleos
essenciais de Myristica fragrans e de Salvia microphylla em
lagartas de Spodoptera frugiperda

Oleo Essencial Parametros
Doses Letais estimados
M. fragrans GL X’ n
DLSO (IC 95%) 24 271 ,79 (249,34 - 296,25) 90 77,935 288
pg/lagarta
48 157,72 (2580-197,74y 90 77,935 288
DLoo ac 95%) 24 413,76 (5465482700 90 77,935 288
pg/lagarta
48 484,00 (345,54-677.94) 90 77,935 288
S. microphylla GL X’ n
DLsy c 95%) 24 360,56 3181940857 90 63,282 288
pg/lagarta
48 350,46 (29956410000 90 63,282 288
DL90 (IC 95%) 24 625, 12 (512,04-763,17) 90 63,282 288
pg/lagarta
48 606,77 (494,15-745,07) 90 63,282 288

GL = graus de liberdade, X* = qui-quadrado, n = niimero de individuos avaliados
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A toxicidade aguda de varios compostos presentes em 6leos essenciais ja
foi demonstrada por outros pesquisadores, para a lagarta S. litura. Em trabalhos
de Isman (2000), encontrou-se a DLsy 130,4; 141,3 e 157,6 pg/lagarta para o
terpinen-4-ol, o-terpineol e eugenol, respectivamente. Pesquisas de
Hummelburnner & Isman (2001) demonstraram alta toxicidade para os
compostos, timol, carvacrol, pulegona, (E)-anetol e citronelal, com DLs, 25,6;
42,7; 51,6; 65,5 e 111,2 pg/lagarta, respectivamente, com avaliagdo apds 24
horas. Outros, como a piperitona e o trans-cinamato de etila de 0,68 ¢ 0,37
pg/lagarta, apresentaram maior toxicidade entre todos os compostos (Abdelgaleil
et al., 2008). Observa-se que os resultados obtidos para o dleo essencial de M.
fragrans estdo proximos daqueles encontrados para essa lagarta do mesmo
género ¢ com os resultados apresentados por Srivastava et al. (2001), que
comprovaram a toxicidade aguda da miristicina com DLsy de 104,0 pg/lagarta
para Spilarctia obliqua (Walker) (Lepidoptera: Arctiidae).

O odleo essencial de M. fragrans também apresentou toxicidade aguda
(Huang et al., 1997), assim como os fenilpropanoides safrol e isosafrol,
evidenciada por Huang et al. (1999), para S. zeamais e T. castaneum.
Posteriormente, Huang et al. (2002) encontraram esse efeito para o eugenol,
isoeugenol e o metil-eugenol sobre os mesmos insetos e constataram que esses
compostos apresentam toxicidade similar para o gorgulho-do-milho S. zeamais,
com DLs, de 30 pg/mg inseto. Quando estes foram aplicados no besouro T.
castaneum, observaram a seguinte ordem de toxicidade baseados na DLs:
isoeugenol> eugenol> metil-eugenol.

Varios outros compostos presentes nos 6leos essenciais de M. fragrans e
S. microphylla apresentaram toxicidade por contato para a barata B. germanica,
como o a-terpineol, B-pineno, linalol, 1,8-cineol e canfora. A relagdo entre
estrutura quimica e atividade dos compostos, tal como grau de insaturagdo, tipos

de funcgdo, entre outros, foram relatados por Jang et al. (2005). Esses autores
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encontraram alta toxicidade para os compostos o-terpineol, (-)-tujona, linalol,
1,8-cineol, (-)-canfora e (+)-carvona, com DLs, entre (0,08 a 0,18 mg/cm?).
Recentemente, Jung et al. (2007), avaliando a atividade inseticida de alguns
constituintes do extrato hexanico de M. fragrans contra as fémeas adultas da
mesma espécie, constataram que diferentes isdmeros 6ticos também influenciam
a toxicidade encontrada. A maior toxicidade foi demonstrada para (S)-p-pineno,
com DLs, (0,06 mg/cm?), seguido da (R)-canfora (0,10 mg/cm’) e o-terpineol
(0,14 mg/cm®), enquanto que os isomeros (R)-B-pineno a (S)-canfora
apresentaram-se menos ativos, com DLs, de 0,12 mg/cm2 e 0,13 mg/cmz,
respectivamente. Observa-se que esses valores foram menores aos encontrado
para o Oleo essencial de S. microphylla, pois a faixa de concentracdo em que
ocorreu a mortalidade da S. frugiperda foi alta. Infere-se que isso tenha ocorrido
devido ao fato desses compostos presentes nos o6leos essenciais estudados
apresentarem pouca afinidade com os compostos que compdem o tegumento
desse inseto. Estudos de Kim et al. (2003) demonstraram a importancia da
relagdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica dos compostos; para
esses “quando maior a lipofilicidade, maior a penetracdo no tegumento do
inseto”. O dleo essencial de Tagetes minuta L. (Asteraceae) mostrou-se toxico e
capaz de provocar um desarranjo nos filamentos de actina e miosina no
exoesqueleto de piolhos P. humanus (Cestari et al., 2004). Varios sintomas
podem ser observados no inseto por contato com os compostos presentes nos
6leos essenciais, como a neurotoxicidade, que resulta na agitacdo, hiperatividade
e tremor seguido de paralisia, conhecido como “knock-down”. De acordo com
Price & Berry (2006), alguns compostos podem bloquear a octopamina, um
neurotransmissor de insetos que possui fungdes similares da adrenalina em
vertebrados. Esse efeito ja havia sido descrito por Ngoh et al. (1998), que
observaram essa atividade para o safrol e isosafrol em P. americana. Outra

enzima que pode ser afetada € a acetilcolinesterase. Savelev et al. (2003)
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observaram que o 0leo essencial de Salvia lavandulaefolia Vahl. inibiu essa
enzima por complexas interagdes, como o sinergismo e o antagonismo entre seus

constituintes.

5.2.2 Ensaio de Fumigacio e Repeléncia em T. molitor

Os 6leos essenciais foram toxicos para T. molitor por inalagdo no ensaio
de fumigagdo. Observa-se que o 6leo essencial de S. micrphylla foi mais toxico
(CLsp 6,33 puL/L) em todos os horarios de avaliagdo, em relagdo ao dleo de M.
fragrans, com CLs, 8,22 puL/L (Tabela 5). Constatou-se também na avaliagdo as
48 horas o 6leo essencial de S. micrphylla, causou alta mortalidade (CLs, 2,80

puL/L) e as 72 horas a mortaliade foi praticamente a mesma (CLsy 2,31 pul/L)
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TABELA 5. Concentragdes letais (CLsy e CLgo) as 24, 48 e 72 horas e intervalos
de confianga (ICys), para o ensaio de fumigagdo com os oleos
essenciais de Muyristica fragrans e de Salvia microphylla em
adultos de Tenbrio molitor

Oleo Essencial Parametros

Concentragoes estimados
letais M. fragrans GL X n

24 8,22 (7,89-8,57) 57 70,059 324
CLso ac 95%) 48 7,02 (6,55-7,53) 39 44,720 324
pL/L

72 7,07 (6,69-7,47) 45 53,831 324

24 9,51 (9,04-10,01) 57 70,059 324
CLygg c 95%) 48 8,41 (7,79-9,09) 39 44,720 324
pL/L

72 8,19 (7,56-8,88) 45 53,831 324

S. microphylla GL X’ n

CLso ac 95%) 24 6,33 (6,04-6,63) 39 48,624 324
pL/L

48 2,80 (2,17-3,60) 39 48,736 324

72 2,31 (1,72-3,10) 45 55,146 324
CLygg c 95%) 24 7,31 (6,87-7,78) 39 48,624 324
pL/L

48 5,76 (4,35-7,64) 39 48,736 324

72 5,25 (4,01-6,88) 45 55,146 324

GL = graus de liberdade, X = qui-quadrado, n = nimero de individuos avaliados
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Entre os compostos presentes nos 6leos essenciais considerados bons
fumigantes, estdo o 1,8 cineol, timol, carvacrol, borneol, canfora, eugenol, 4-alil-
anisol e linalol (Ojimelukwe & Adler, 2000; Lee et al., 2003; Lee et al., 2004).
De acordo com Lee et al. (2003), sendo os monoterpenos volateis e lipofilicos,
podem penetrar nas vias respiratorias dos insetos, agindo rapidamente e
interferindo nas suas fungdes fisioldgicas.

Lee et al. (2001), avaliando a atividade inseticida por fumigacdo de
6leos essenciais de dezesseis plantas sobre a praga de grdo armazenado S.
oryzae, concluiram que o 6leo essencial mais toxico foi o de horteld (Mentha
arvensis L.), com CLs, 45,5 uL/L, sendo composto principalmente de mentol
(63,2%), mentona (13,1%) e limoneno (1,5%). Avaliando alguns compostos
individualmente encontraram a CLso 12,7 uL/L para a mentona, 39,2 uL/L para
o linalol e de 54,9 uL/L para o a-pineno. Estudos realizados por Choi et al.
(2006), avaliando a toxicidade de varios monoterpenos contra adultos Lycoriella
mali (Fitch) (Diptera: Sciaridae), encontraram alta toxicidade para o Oleo
essencial de tomilho (Thymus vugaris L.), com CLsy 9,85 uL/L, ao passo que,
Negahban et al. (2007), avaliando o dleo essencial de Artemisia sieberi Besser,
tendo como constituintes majoritarios a canfora (54,7%), canfeno (11,7%) e o
1,8 cineol (9,9%), observaram que esse foi toxico para as espécies
Callosobruchus maculatus (Fab.) (Coleoptera: Bruchidae) e S. oryzae com CLs,
1,45 e 3,86 uL/L, respectivamente. Constata-se que os valores encontrados para
as CLsy dos oleos essenciais estudados corroboram com aqueles encontrados
neste estudo.

Estudos realizados por Rozman et al. (2007) demonstraram que a
toxicidade de um composto é dependente da espécie do inseto avaliada e tempo
de exposicdo. Avaliando a toxicidade por fumigagdo de varios monoterpenos,
como 1,8-cineol, canfora, eugenol, linalol, carvacrol, timol, borneol, acetato de

bornila e acetato de linalila, S. oryzae, R.. dominica e T. castaneum.Constataram
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que a mais susceptivel foi S. oryzae, seguido da R. dominica e o T. castaneum. O
1,8-cineol, timol e borneol foram altamente eficazes contra S. oryzae, quando
aplicado com 24 horas de exposi¢do (0,1 mL/720 mL de volume). Para R..
dominica, a canfora e o linalol produziram 100% de mortalidade nas mesmas
condigdes. Para o T. castaneum, nenhum composto atingiu mais de 20% de
mortalidade ap6s 24 horas de exposi¢cdo, mesmo em doses mais elevadas (100
mL/720 mL de volume).

No o6leo essencial de S. microphylla, foram encontrados varios
sesquiterpenos alcodlicos, como o espatulenol, globulol, a-eudesmol, B-
eudesmol e y-eudesmol. Regnault-Roger & Hamraoui (1995), avaliando a
atividade inseticida de monoterpenos oxigenados, para o caruncho
Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera: Bruchidae), demonstraram que eles
apresentaram maior atividade do que aqueles formados por cadeias alifaticas

Algumas pesquisas ja se evidenciaram atividade inseticida do o6leo
essencial de M. frgarans pelo teste de fumigagdo. Estudos de Chaubey (2008)
mostrou que esse Oleo, afetou o desenvolvimento de larvas do besouro C.
chinensis, em adultos, ocasionou reducdo do niimero de ovos, bem como do
potencial de oviposicdo, formacdo de pulpa e emergéncia. Nesse mesmo
periodo, Shukla et al. (2008) evidenciaram toxicidade para adultos de T.
castaneum e Park et al. (2008) demonstraram o mesmo efeito para larvas de L.
ingénua, observaram que na concentracdo de 0,003 mg/mL de ar, causou 100%
de mortalidade.

Poucos trabalhos foram desenvolvidos para o controle de T. molitor. Na
classe dos terpendides, foram avaliados os diterpenodides clerodanos, que
ocasionaram atividade deterrente alimentar (Enriz et al., 1994). Posteriormente,
Garcia et al. (2003), avaliando a atividade inseticida de sesquiterpenos isolados
da espécie Tessaria absinthioides (Hook. et Arn.) DC. e de derivados semi-

sintéticos sobre larvas deste inseto, observaram que o acido tessarico causou a
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maior porcentagem de mortalidade e o aldeido costico causou alta repeléncia.
Recentemente, Fazolin et al. (2007) demonstraram que os 6leos essenciais das
Piperaceas Piper aduncum L., Piper hispidinervum C. DC. e da Bignoniicea
Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) Bur. & K. Shum apresentaram-se
promissores para o controle T. molitor, nos testes de contato (superficie
contaminada) com CLs, 0,045; 0,033 e 1,515 mL/cm’ e, para o teste de
aplicacdo tdpica, os valores da DLs, 0,000025; 0,009 e 0,000015 mL/mg,
respectivamente para os 6leos essenciais.

Os oleos essenciais estudados causaram repeléncia em adultos de T.
molitor. Observa-se, que o 6leo essencial S. microphylla causou alta repeléncia
nas concentragdes na faixa de (0,97 - 7,81 mg/mL) e, em concentragdes menores
esse efeito ndo foi pronunciado (Tabela 6). O 6leo essencial de M. fragrans
apresentou repeléncia em uma faixa maior de concentracao (0,49 - 7,81 mg/mL)
e, na concentracdo mais baixa, ou seja, de 0,12 mg/mL foi observado o efeito
atrativo. O mesmo fato foi observado por Hori (2003), que encontrou atividade
repelente e atrativa para o mesmo inseto, utilizando o dleo essencial de Litsea
cubeba L., constituido principalmente de citral. Esse mostrou-se repelente para o
besouro Lasioderma serricorne (Fab.) (Coleoptera: Anobiidae) na dose de 1 pL,

ao passo que, nas doses de 0,01 e 0,001 pL, foi atrativo.
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TABELA 6. Porcentagem de repeléncia média (%PR) causada pelos oleos
essenciais de Myristica fragrans e Salvia microphylla em adultos
de Tenebrio molitor

Concentragio M. fragrans S. microphylla
mg/mL 3 horas 6 horas 3 horas 6 horas
7,81 97,5 82,5 97,5 82,5
3,90 95,0 85,0 100 90,0
1,95 90,0 75,0 97,5 95,0
0,97 92,5 82,5 97,5 97,5
0,49 85,0 85,0 47,5 57,5
0,24 42,5 25,0 47,5 55,0
0,12 25,0 17,5 42,5 40,0

A atividade inseticida de oleos essenciais pode ocorrer de diversas
formas, sendo a atividade repelente 0 modo de agdo mais comum (Isman, 2006).
Ja foi evidenciada a atividade repelente de Oleos essenciais de plantas
condimentares, como o de louro (Laurus nobilis L.), sobre a barata P. americana
(Machado et al., 1995), o de canela (Cinnamomum zeylanicum L.), sobre o
caruncho-do-feijdo Z. subfasciatus (Oliveira & Vendramim, 1999) e o de hortela
(Mentha piperita L.) contra mosquitos vetores Aedes aegypti (L.) Anopheles
stephensi (Liston) e Culex quinquefasciatus (Say) (Diptera: Culicidae) (Ansari et
al., 2000).

Em trabalhos de Ngoh et al. (1998), foi demonstrado que derivados
benzénicos encontrados no 6leo essencial de M. fragrans como o eugenol, metil-
eugenol, isoeugenol, safrol e isosafrol, foram mais toxicos e repelentes do que os
monoterpenos limoneno, cineol e p-cimeno, para ninfas de baratas P. americana.

Outros compostos repelentes foram o o-terpineno para Culex pipiens pallens
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(Diptera: Culicidae) (Choi et al., 2002), (E)-cariofileno para larvas de Solenopsis
invicta (Buren) (Hymenoptera: Formicidae) (Wheeler et al., 2003), o (-) acido
citronélico, o guaiol e os isdmeros a, 3 e y-eudesmol, para cupins Coptotermes
formosanus (Shiraki) (Isoptera: Rhinotermitidae) (Watanabe et al., 2005).
Outros autores relatam que a atividade de um composto depende da espécie do
inseto, por exemplo, o limoneno pode ser atrativo para a oviposi¢ao para Prays
citri (Mill.) (Lepidoptera: Hyponomeutidae) e repelente para Megastigmus pinus
(Parfitt) (Hymenoptera: Torymidae) (Ibrahim et al., 2001).

Os Oleos essenciais apresentaram atividade inseticida pelo teste de
deterréncia alimentar para S. frugiperda, e para T. molitor, foi observado alto
grau de repeléncia e toxicidade pelo ensaio de fumigagdo. Infere-se que os dleos
essenciais de M. fragrans e S. microphylla apresentam-se promissores para
serem utilizados com MIP (Manejo Integrado de Pragas) para o controle de
insetos-praga, contudo, novos ensaios sdo necessarios, para que viabilizem seu

uso.

123



6 CONCLUSOES

Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de M. fragrans foram os
monoterpenodides terpin-4-ol (14,95%), sabineno (13,07%), vy-terpineno
(11,22%) e B-pineno (9,30%) e, em menores concentragdes os fenilpropanoides
metil-eugenol (2,44%), miristicina (3,25%) e safrol (1,92%).

Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de S. microphylla foram
o (E)-cariofileno (15,35%), os sesquiterpenos alcodlicos a-eudesmol (14,06%),
B-eudesmol (8,74%) e y-eudesmol (7,64%).

O 6leo essencial de S. microphylla causou maior deterréncia (CDs, 2,14
mg/mL), do que o 6leo de M. fragrans (CDs, 3,03 mg/mL), para a lagarta de S.
frugiperda.

O oleo essencial de M. fragrans apresentou maior efeito toxico (DLs
271,79 ug/lagarta), pelo teste de aplicagdo topica, que o 6leo de S. microphylla
(DLs 350,56 ng/lagarta).

O 6leo essencial de S. micrphylla (CLs 6,33 uL/L) foi mais toxico, pelo
teste de fumigagdo, em relagdo ao d6leo de M. fragrans (CLs, 8,22 pL/L) em
todos os horarios de avaliagdo, para adultos de T. molitor.

O dleo essencial S. microphylla foi repelente nas concentragdes na faixa
de (0,97 - 7,81 mg/mL), e o 6leo essencial de M. fragrans em uma faixa maior
de concentracdo de (0,49-7,81 mg/mL) e, na concentragdo mais baixa, ou seja,

de 0,12 mg/mL foi observado o efeito atrativo, para adultos de T. molitor.
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TABELA 1A. Valores médios dos halos de inibicdo dos éleos essenciais de
Myrsitica fragrans e Salvia microphylla sobre Escherichia coli

ATCC 11229
Proporcao Concentracgao Halo de inibi¢ao (cm)
(6leo essencial/etanol) (mg/mL) M. fragrans S. microphylla

Testemunha 0 Oa 0

1:256 1,95 Oa 0

1:128 3,90 Oa 0

1:64 7,81 Oa 0

1:32 15,62 Oa 0

1:16 31,25 Oa 0

1:8 62,5 Oa 0

1:4 125 Oa 0

1:2 250 0,63 b 0

1:1 500 0,83 b 0

CV (%) 53,83 0

Médias seguidas com a mesma letra na linha, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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TABELA 2A. Valores médios dos halos de inibicdo dos 6leos essenciais de
Myristica fragrans e Salvia microphylla sobre Aeromonas
hydrophila ATCC 7966

Proporcao Concentracio Halo de inibicio (cm)
(6leo (mg/mL) M. fragrans  S. microphylla

essencial/etanol)

Testemunha 0 Oa Oa
1:256 1,95 Oa Oa
1:128 3,90 Oa Oa
1:64 7,81 0,50 b Oa
1:32 15,62 0,56 be Oa
1:16 31,25 0,66 cd Oa

1:8 62,5 0,70 d Oa
1:4 125 0,90 e Oa
1:2 250 1,00 e 0,5b
1:1 500 1,00 e 0,8 c
CV (%) 8,74 57,05

Médias seguidas com a mesma letra na linha, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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TABELA 3A. Valores médios dos halos de inibicdo dos éleos essenciais de
Myristica fragrans e Salvia microphylla sobre Salmonella

Cholerasuis ATCC 6539

Proporc¢ao Concentracao Halo de inibicdo (cm)
(0leo (mg/mL) M. fragrans S. microphylla

essencial/etanol)

Testemunha 0 Oa Oa
1:256 1,95 Oa Oa
1:128 3,90 0,53b 0,50b
1:64 7,81 0,56bc 0,53b
1:32 15,62 0,80bcd 0,67 be
1:16 31,25 0,87 bed 0,87 cd

1:8 62,5 1,00 cd 1,00 d
1:4 125 0,97 bed 1,40 e
1:2 250 1,07 d 1,50 e
1:1 500 1,00 cd 1,46 e
CV (%) 24,71 10,52

Médias seguidas com a mesma letra na linha, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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TABELA 4A. Valores médios dos halos de inibicdo dos 6leos essenciais de
Myristica fragrans e Salvia microphylla sobre Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853

Proporc¢ao Concentragao Halo de inibicio (cm)
(6leo (mg/mL) M. fragrans S. microphylla

essencial/etanol)

Testemunha 0 Oa Oa
1:256 1,95 Oa Oa
1:128 3,90 Oa 0,23ab

1:64 7,81 Oa 0,53 be
1:32 15,62 0,50 b 0,53 be
1:16 31,25 0,50 b 0,57 be
1:8 62,5 0,50 b 0,60 bc
1:4 125 0,53 b 0,60 bc
1:2 250 0,57 be 0,67 c
1:1 500 0,63 ¢ 0,67 ¢
CV (%) 10,26 36,93

Médias seguidas com a mesma letra na linha, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

139



TABELA 5A. Valores médios dos halos de inibicdo dos 6leos essenciais de
Myristica fragrans e Salvia microphylla sobre Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442

Proporc¢ao Concentragao Halo de inibicio (cm)
(6leo (mg/mL) M. fragrans  S. microphylla

essencial/etanol)

Testemunha 0 Oa Oa
1:256 1,95 Oa Oa
1:128 3,90 Oa 0,50 b
1:64 7,81 0,16 0,50 b
1:32 15,62 0,47 0,53 b

1:16 31,25 0,50 0,53 b
1:8 62,5 0,53 0,53 b
1:4 125 0,50 0,50 b
1:2 250 0,50 0,53 b
1:1 500 0,60 0,50 b
CV (%) 30,46 9,05

Médias seguidas com a mesma letra na linha, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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TABELA 6A. Valores médios dos halos de inibicdo dos 6leos essenciais de
Myristica fragrans e Salvia microphylla sobre Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Proporcao Concentracao Halo de inibi¢ao (cm)
(0leo (mg/mL) M. fragrans  S. microphylla

essencial/etanol)

Testemunha 0 Oa Oa
1:256 1,95 O0a O0a
1:128 3,90 Oa Oa
1:64 7,81 0a Oa
1:32 15,62 0a Oa
1:16 31,25 Oa 0,60 b

1:8 62,5 Oa 0,97 b
1:4 125 0,60 b 1,00 b
1:2 250 0,80 c 1,03 b
1:1 500 0,90 c 1,00 b

CV (%) 28,84 37,92

Médias seguidas com a mesma letra na linha, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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TABELA 7A. Valores médios dos halos de inibicdo dos 6leos essenciais de
Myristica fragrans e Salvia microphylla sobre Staphylococcus

aureus ATCC 25923

Proporc¢ao Concentracgio Halo de inibicio (cm)
(0leo (mg/mL) M. fragrans S. microphylla

essencial/etanol)

Testemunha 0 Oa 0a
1:256 1,95 Oa Oa
1:128 3,90 O0a 0,50b
1:64 7,81 Oa 0,53b
1:32 15,62 Oa 0,67 b
1:16 31,25 Oa 0,60 b

1:8 62,5 Oa 0,73 b
1:4 125 0,37 b 1,03 ¢
1:2 250 0,53 ¢ 1,13 ¢
1:1 500 0,53 ¢ 1,53 d

CV (%) 60,3 13,93

Médias seguidas com a mesma letra na linha, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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TABELA 8A. Valores médios dos halos de inibicdo dos 6leos essenciais de
Myristica fragrans e Salvia microphylla sobre Listeria
monocytogenes ATCC 19117

Proporcao Concentracio Halo de inibicio (cm)
(0leo (mg/mL) M. fragrans S. microphylla

essencial/etanol)

Testemunha 0 0a Oa
1:256 1,95 Oa Oa
1:128 3,90 0a 0,46 b
1:64 7,81 Oa 0,60 bc

1:32 15,62 Oa 0,66 bed
1:16 31,25 0,16ab 0,80 cde
1:8 62,5 0,50 be 0,86 def
1:4 125 0,60 ¢ 0,93 ef
1:2 250 0,73 ¢ 1,10 fg
1:1 500 0,83 ¢ 1,26 g
CV (%) 45,34 14,57

Médias seguidas com a mesma letra na linha, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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TABELA 9A. Valores médios dos halos de inibicdo dos 6leos essenciais de
Myristica fragrans e Salvia microphylla sobre Listeria innocua

ATCC 3309

Proporc¢ao Concentragio Halo de inibicio (cm)
(0leo (mg/mL) M. fragrans S. microphylla

essencial/etanol)

Testemunha 0 Oa Oa
1:256 1,95 Oa Oa
1:128 3,90 Oa Oa
1:64 7,81 Oa 0,47b
1:32 15,62 Oa 0,57 be

1:16 31,25 Oa 0,67 cd
1:8 62,5 0,47b 0,77 de
1:4 125 0,47 b 0,80 e
1:2 250 0,70 ¢ 0,83 ef
1:1 500 0,80 c 0,93 f
CV (%) 26,10 9,32

Médias seguidas com a mesma letra na linha, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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