UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM AGROECOSSISTEMAS

LUANA ALINE LUCHESI

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA, ANTIFUNGICA E ANTIOXIDANT E
DE OLEOS ESSENCIAIS

DISSERTACAO

DOIS VIZINHOS
2017



LUANA ALINE LUCHESI

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA, ANTIFUNGICA E ANTIOXIDANT E
DE OLEOS ESSENCIAIS

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial a obtencdo do grau de Mestre em
Agroecossistemas, do Programa de Pés
Graduacao strictu senso em
Agroecossistemas, Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Area de
concentragdo: Plantas, medicinais e
condimentares.

Orientador: Prof. Dra. Dalva Paulus
Co-orientador: Prof. Dr. Cleverson Busso

Co-orientador: Prof. Dra. Marcela Tostes
Frata

DOIS VIZINHOS
2017



L936a

Luchesi, Luana Aline
Atividade antibacteriana, antifugica e antioxidante de 6leos

essenciais / Luana Aline Luchesi — Dois Vizinhos, 2017
88f.:il

Orientadora: Profa Dra. Dalva Paulus

Coorientador: Prof. Dr. Cleverson Busso

Coorientadora: Profa Dra. Marcela Tostes Frata

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana, Programa de Pds- graduacao em
Agroecossistemas, Dois Vizinhos, 2017.

Bibliografia p. 65-74

1. Esséncias e 6leos essenciais 2. Plantas medicinais 3.
Farmacologia I. Paulus, Dalva, orient. Il. Busso, Cleverson,
coorient. lll. Frata, Marcela Tostes, coorient. IV. Universidade

Tecnoldgica Federal do Parana — Dois Vizinhos V.Titulo
CDD: 661.806

Ficha catalogréfica elaborada por Rosana da Silva CRB: 9/1745

Biblioteca da UTFPR-Dois Vizinhos




Ministério da Educacao
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
Campus Dois Vizinhos
Diretoria de Pesquisa e Pds-Graduacédo
Programa de Pos-Graduacdo em Agroecossistemas

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

TERMO DE APROVACAO

Titulo da Dissertagdo n° 010

Atividade antibacteriana, antifingica e antioxidant e de 6leos essenciais

Luana Aline Luchesi

Dissertacdo apresentada as quatorze horas e dez minutos do dia trinta e um de
agosto de dois mil e dezessete, como requisito parcial para obtencéo do titulo de
MESTRE EM AGROECOSSISTEMAS, Linha de Pesquisa — Manejo e Conservagao
de Agroecossistemas, Programa de Pés-Graduacdo em Agroecossistemas (Area de
Concentracdo: Agroecossistemas), Universidade Tecnologica Federal do Parang,
Campus Dois Vizinhos. A candidata foi arguida pela Banca Examinadora composta
pelos professores abaixo assinados. Apds deliberagdo, a Banca Examinadora
considerou o trabalno .............ooovviiiiiic s

Banca examinadora:

Dra. Dalva Paulus Dra. Milene Oliveira Pereira
UTFPR-DV UTFPR-DV

Dra. Caroline Lermen Munhoz
UNISEP

Prof. Dr. Eleandro José Brun
Coordenador do PPGSIS

*A Folha de Aprovacao assinada encontra-se na Coordenacgéo do Programa de PG4s-
Graduacao em Agroecossistemas.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a meus pais Elaine e Leocir, que ndo mediram esforcos para
gue eu continuasse estudando. Que sempre me apoiaram em todos os momentos e

decisdes. E sempre me deram forga nos momentos de cansaco e tristeza. Este

trabalho é para voceés!



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida, pela oportunidade de estudar e transpor meus limites.

Aos meus pais Elaine Klein e Leocir Luchesi, por acreditarem em mim, pelo apoio,
amor, carinho, atencédo e por entenderem que muitas vezes nao pude me fazer

presente.

A minha familia e a familia que me acolheu, obrigada pelo apoio, incentivo, atencéo
e por compreenderem a auséncia do Fabio e minha nos almocos de finais de

semana e datas comemorativas.

Ao Fabio Fontoura Ferrari por sempre estar ao meu lado, por me esperar por horas
enguanto realizava as praticas durante a noite, nos sabados e domingos. Por estar
presente mesmo nos momentos mais dificeis e de duvidas. Por entender minhas
dificuldades e me acalmar. E principalmente por ndo me deixar desistir. Sou grata a
toda a atencao que me dedicou, por compreender todos os momentos de isolamento

e auséncia. Este mérito também és teu.

As minhas amigas Jaqueline Reinehr e Flavia Hentz pela for¢ca, amizade, atencéo,
carinho e companheirismo. Vocés com certeza fizeram parte deste processo de

aprendizado. Sou grata a Deus por ter colocado vocés em minha vida.

As amigas Pamela Funghetto, Lilian Parizotto, Renatha Lethicia Rempel e Silvana

Minuzzo Luersen pelo incentivo e apoio.

Aos meus amigos Ana Paula Bieger, Luiz Otavio Padilha e ao meu sobrinho de
coracao Joaquim Bieger Padilha, a Mobnica Serafini e ao Mairon da Rosa, com
certeza vocés foram meu escape quando pensava em desistir. Obrigada pelo

incentivo e carinho.

A minha orientadora Dra. Dalva Paulus por toda a atencdo, pacién
conhecimento a mim prestados. Agradeco a todos os ensinamentos, dedic

profissionalismo e auxilio dos momentos de duvidas e dificuldades.

Ao meu co-orientador Dr. Cleverson Busso, por todo o conhecimento repassado, por
estar presente sempre que preciso, por me auxiliar nas praticas e tirando todas as

minhas dudvidas.

A minha co-orientadora Marcela Tostes Frata, pelas orientacdes e atencgéo.



A coordenadora de farméacia da Unisep Dra. Caroline Lermen Munhoz pelo apoio e

incentivo.

A todos os estagiarios, monitores e bolsistas do laboratdrio de Microbiologia da
UTFPR Campus Dois Vizinhos, por todo auxilio e amizade.

A Paula Juliane Barbosa de Oliveira pela amizade, companheirismo e especialmente
pela ajuda desde o primeiro encontro. Vocé foi um presente que o mestrado me

proporcionou.
A Maira e Juliano Casagrande que me auxiliaram com as atividades antioxidantes.

As todas as colegas de trabalho, especialmente a Maria Helena Elefthério
Papakonstandinou por sempre me apoiar e trocar os plantdes. A Rosane Manzoni

Seerig por compreender meus atrasos.
A Unisep pelo apoio ao mestrado.

A Universidade Tecnologica Federal do Parand Campus Dois Vizinhos, pela
oportunidade e receptividade.

A Universidade Federal de Minas Gerais pelo auxilio com as cromatografias.
As empresas Chamel e Harmonia Natural pelos 6leos essenciais.

Aos que talvez eu tivera esquecido.

A todos 0 meu muito obrigada!



“Talvez nao tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse

feito. Nao sou o que deveria ser, mas Gracgas a Deus, ndo sou 0 que era antes”

(Martin Luther King)



RESUMO

LUCHESI, Luana Aline. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA, ANTIFUNGICA E
ANTIOXIDANTE DE OLEOS ESSENCIAIS . 2017. 88 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agroecossistemas) — Programa de POs Graduagdo em Agroecossistemas,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2017.

Pela crescente utilizacdo das plantas medicinais e 6leos essenciais na prevencao e
tratamento de enfermidades, embasados nas propriedades antibacterianas,
antifingicas e antioxidantes € que objetiva-se com o presente trabalho identificar a
composicao e atividade antioxidante dos Oleos essenciais de Lavandula angustifolia,
Pogostemon cablin, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Hedyosmun
brasiliense, Psidium guajava, Baccharis dracunculifolia e Schinus terebinthifolius,
bem como avaliar o potencial antibacteriano in vitro frente Staphylococcus aureus;
Salmonella enteretidis; Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e a atividade
antifingica in vitro frente o Fusarium graminearum. Os 6leos e as cromatografias
foram obtidos por hidrodestilagdo com parcerias externas. A atividade antibacteriana
foi determinada por meio da microdiluicio em caldo. Enquanto que a atividade
antifangica dos oOleos de Baccharis dracunculifolia e Pogostemon cablin foi
determinada por solubilizacdo dos 6leos no meio de cultura e dispondo um disco
miceliar de F. graminearum. A atividade antioxidante foi determinada pela acao
sequestradora do radical 1-difenil-2-picrilidrazina (DPPH). Como resultados
obtiveram-se as constituicbes dos 0Oleos essenciais principalmente por
monoterpenos como 32,5% de canfora no 6leo de Rosmarinus officinalis, 47,0% de
timol no 6leo de Thymus vulgaris, 31,5% de patchulol em Pogostemon cablin; e
ésteres como 40,1 % de acetato de lanalina no 6leo de Lavandula angustifolia. Nos
Oleos das plantas nativas, a composicao foi basicamente de sesquiterpenos como
17,58% de cis trans_nerolidol no éleo de Baccharis dracunculifolia, 31,6% de
germacreno B no Hedyosmun brasiliense; 16,1% de a-selineno no 6leo de Psidium
guajava e 18,6% de a-bergamoteno no de Schinus terebinthifolius. A atividade
antibacteriana do 6leo de Thymus vulgaris, apresentou os resultados mais efetivos,
com concentragdes inibitérias minimas (CIM) e concentracdes bactericidas minimas
(CBM) de 0,195 e 1,56 pl/mL frente S. aureus; 0,195 e 50 pl/mL respectivamente
para S. enteritidis; para E. coli a CIM foi de 0,390 pl/mL e CBM 0,780 ul/mL e para P.
aeruginosa 0,780 e 12,5 ul/mL. As atividades antifungicas foram determinadas frente
ao F. graminearum tendo o Pogostemon cablin (8,0 pul/mL), no tempo 96 h inibido
80,0% do fungo. A atividade antioxidante do 0leo essencial de Pogostemon cablin foi
superior aos demais, com 12,08 umol trolox/mL! de atividade sequestradora do
radical. Sugere-se que o0s 6leos de Lavandula angustifélia, Thymus vulgaris,
Rosmarinus officinalis, Baccharis dracunculifolia, Psidium guajava e Schinus
terebinthifolius, podem ser utilizados no combate de infec¢cbes causadas por S.
aureus, E. coli, S. enteritidis e mais estreitamente por P. aeruginosa. E que o 6leo de
Pogostemon cablin possa servir como agente antifingico frente ao fitopatégeno F.
graminearum, além do 6leo de Thymus vulgaris desempenhar importante atividade
antioxidante.

Palavras-chave: Oleo essencial. Concentragéo inibitéria minima. Concentracio
bactericida minima. Sequestro do radical DPPH.



ABSTRACT

LUCHESI, Luana Aline. ANTIBACTERIAL, ANTIFUNGAL AND ANTIOXIDANT
ACTIVITIES PROPERTIES OF ESSENTIAL OILS . 2017. 88 f. Dissertation (Master's
degree in Agroecosystems) — Post-Graduation Program in Agroecosystems, Federal
University of Technology - Parana. Dois Vizinhos, 2017.

The growing use of medicinal plants and essential oils in order to prevent and carrie
the diseases treatment, based on the antibacterial, antifungal and antioxidant
properties is that the aim of this work, whichs ought to identify the composition and
antioxidant activity of some essential oils as Lavandula angustifolia, Pogostemon
cablin, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Hedyosmun brasiliense, Psidium
guajava, Baccharis dracunculifolia and Schinus terebinthifolius, as well as evaluate
the antibacterial potential in vitro against Staphylococcus aureus; Salmonella
enteretidis; Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa and antifungal activity in
vitro againt Fusarium graminearum. The oils and chromatographies were obtained
by hydrodistillation through external partnerships. While the antifungal activity of
Baccharis dracunculifolia and Pogostemon cablin oils laying out a mycelial disc of F.
graminearum. The scavenging activity of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
radical. As a result It was obtained the constitutions of essential oils mainly
monoterpenes with 32.5 % of camphor in the Rosmarinus officinalis oil, 47 % of
thymol in Thymus vulgaris, 31.5% of patchoulol in Pogostemon cablin; and esters
with 40.1% of lanalin acetate in the Lavandula angustifolia oil. In the native plants oils
the composition was basically of sesquiterpenes. Such as 17.58% of cis trans
nerolidolin the Baccharis dracunculifolia oil; 31.6% of germacrene B in the lemon
balm; 16.1% a-selinene in the Psidium guajava oil and 18.6% of a-bergamotene in
the Schinus terebinthifolius.. The antibacterial activity of Thymus vulgaris oil has
shown the most effective results, with minimal inhibitory concentration (MIC) and
minimum bacterial concentration (MBC) 0f0.195 e 1.56 pL.mL?! against S. aureus;
and 0.195 e 50 pL.mL'respectively for S. enteritidis; and for E. coli, the MIC was
0,390 pL.mL*and MBC 0.780 pL.mL* and for P. aeruginosa 0.780 and 12.5 pL.mL"
1. The antifungal activities were determined against F. graminearum with Pogostemon
cablin (8.0 yL.mL™?) during the period of 96h, It has inhibited 80.0% of the fungus.
The antioxidant activity of the Pogostemon cablin essential oil was higher than the
others with 12.08 umol trolox/mL™ radical scavenging activity. Based on this study, It
is suggested that oils as Lavandula angustifolia, Thymus vulgaris, Rosmarinus
officinalis, Baccharis dracunculifolia, Psidium guajava and Schinus terebinthifolius,
can be used against infections caused by S. aureus, E. coli, S. enteritidis and more
closely by P. aeruginosa. Also it was found out that Pogostemon cablin oil may serve
as an antifungal agent against the phytopathogen F. graminearum. Moreover, the
thyme oil can play an important antioxidant activity.

Keywords: Essential oil. Minimum inhibitory concentration. Minimum bactericidal
concentration.DPPH radical scave



LSTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - ROTAS METABOLICAS PARA A FORMACAO DOS COMPOSTOS DO
METABOLISMO SECUNDARIO.......cuuiiiiiiiiii e 21

FIGURA 2 — POSSIVEL MECANISMO DE ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS
FRENTE ABACTERIAS ... ..ootii it et ettt 25

FIGURA 3 - DIAMETRO MICELIAL DE Fusqrium graminearum EM FUNCAO DE
DIFERENTES CONCENTRACOES DE OLEO ESSENCIAL DE Baccharis
dracunculifolia. DOIS VIZINHOS, UTFPR, 2017......cuuiiiiiiiiiiiiiiieieeeeieeeeiiiieeeeeeee 57

FIGURA 4. DIAMETRO MICELIAL DE Fusarium graminearum FUNCAO DE
DIFERENTES CONCENTRACOES DE OLEO ESSENCIAL DE Pogostemon cablin.
DOIS VIZINHOS, UTFPR, 2017 ... ettt 59



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DA FAMILIA
Y1 = Y =T 45

TABELA 2 — COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS PLANTAS
NATIVAS . e ettt e e e e e e e e e e e e e e eenrrnaane 47

TABELA 3 — DETERMINAQAO DAS CONCENTRAQC)ES INIBITORIAS MINIMAS
(CIM) E BACTERICIDAS MINIMAS (CBM) DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Lavandula angustifolia, Pogostemon cablin,
Hedyosmum brasiliense, Baccharis dracunculifolia, Psidium guajava E Schinus
terebinthifolius FRENTE A CEPAS DE S. aureus, S. enteritidis, E. coli e P.
aeruginosa. DOIS VIZINHOS, UTFPR, 2017.....ccooiiiii i 52

TABELA 4 — CRESCIMENTO MICELIAL DE Fusarium graminearum, EM FUNCAO
DE DIFERENTES CONCENTRACOES DO OLEO DE Baccharis dracunculifolia e
Pogostemon cablin EM DISTINTOS INTERVALOS DE TEMPO. DOIS VIZINHOS,
UTFPR, 2007 ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e ettt r e et eeeeaeeaaaaeeaaeaesseesnnnnnes 55

TABELA 5 — ATIVIDADE OLEO ESSENCIAL DE Baccharis dracunculifolia FRENTE
Fusarium graminearum. DOIS VIZINHOS, UTFPR, 2017........cccccviiiiiiiiiiiiiee e, 56

TABELA 6 — CONCENTRACOES DE OLEO ESSENCIAL DE Pogostemon cablin
FRENTE Fusarium graminearum. DOIS VIZINHOS, UTFPR, 2017.....c..ccccccccvnnnnn. 58

TABELA 7 — PERCENTUAL DE INIBICAO DO OLEO ESSENCIAL DE Pogostemon
cablin FRENTE F. graminearum. DOIS VIZINHOS, UTFPR, 2017............cccevvvinnn.n. 61

TABELA 8 — PERCENTUAL DE INIBI(;AO DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis
dracunculifolia FRENTE F. graminearum. DOIS VIZINHOS, UTFPR, 2017.............. 62

TABELA 9 — RESULTADOS DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTES DOS OLEOS
ESSENCIAIS. DOIS VIZINHOS, UTFPR, 2017......ciiiiiiii e, 63



LISTA DE SIGLAS

ATP Adenosina trifosfato

BDA &gar batata dextrose

BOD Biochemical Oxygen Demand

CBM Concentracao Bactericida Minima

CIM Concentracao Inibitéria Minima

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

DPPH 1-difenil-2-picrilidrazina

EMATER Empresa Paranaense de Assisténcia Técnica e Extensao Rural
FDA Food and Drug Administration

ISO International Standard Organization

NCQS Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
OH  Hidroxila

OMS Organizacao Mundial da Saude

pH  Concentragao hidrogenidnica do meio

ROOS espécies reativas do oxigénio

r.p.m rotagdo por minuto

sSpp espécies

SUS Sistema Unico de Salde

UTFPR Universidade Tecnolégica Federal do Parana

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais

UFC Unidade Formadora de Colbénia



S. aureus

E. coli

S. enteritidis
P. aeruginosa

F. graminearun

LISTA DE ABREVIATURAS

Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Salmonella enteritidis
Pseudomonas aeruginosa

Fusarium graminuearum



LISTA DE SIMBOLOS

a Alfa

B Beta

CO: Dibxido de carbono
cm Centimetro

°C Grau Celsius

Kg Quilograma

h Hora

m Metro

nm  Nanbmetro

mm  Milimetro

O2 Oxigénio

% Percentagem

R? Coeficiente de determinacéo
t Tempo

pum  Micrometro

mL  Mililitros

pL Microlitros

US$ Dolar

\% Volume



SUMARIO

L INTRODUGAO ...t ettt ettt ne e eaens 16
2. OBJETIVOS ...ttt s e s 18
200 T - | U 18
pZ A ] o 1= o oo 1 18
3 REVISAO DE LITERATURA ..ot ettt ete ettt te ettt anens 19
3.1 Plantas METICINGIS .......uuuuuiiiiie et e et e e e e e e eeereaa s 19
3.2 OlE0S ESSENCIAIS ... .eveeviivieeecteeee e eee et ie et e e et e et e et e st et eetesreeeteareeeeareesteereeans 22
3.3 Atividade antibacCterian@ ...........cccvvvieiiiiiiie e 24
3.4 Atividade antiflngiCa .........ooovviiiiiiiii 25
3.5 Atividade ANTIOXIOANTE .......iiiieiieeeeeieie et e e e e s 26
= 0 1= LSRR 28
3.6.2.1 LAMUBCEAE ....uuuuieee e ettt et e e e e e e e ettt a e e e e e ettt e et e e e e e ara s 28
3.7 ESPECIES NALIVAS ...ccoeeeiieeeeeeee e 30
S |V Tt £0] o = T a1 ] 4101 33
A MATERIAL E METODOS......oo ottt eeteeteeteeteete et stestestestestesaestesaeeae e, 37
ViR @] o] (=] plo= To I F- ToRR= 10 1[0 1] = 1 P 37
4.2 Analise CromatografiCa.........ccooeieiiiiieiiii 38
4.3 Linhagens bacterianas € fUNQICa.........coiiiieiiiiiiiiiiiie e 38
4.4 Ensaio para determinacédo da concentracao inibitoria minima (CIM) .................. 39
4.5 Ensaio para determinacéo da concentragdo bactericida minima...............cc....... 40
4.6 Determinacado da atividade antiflngiCa ..............uuviiiiieieeeriiiiccee e 40
4.7 Atividade antioXIANTE .........cceeeiiiiieiiiiiee e e e e e e e e e e e aeea s 41
4.8 ANAlISE StatISHICA ...cceeeee e 42
5 RESULTADOS E DISCUSSAO ...ttt et et 44
5.1 Composicao quimica dos Ole0S €SSENCIAIS. ........uuurrrririiiiiiieeieeeee i 44
5.2 Atividade antiDacCteriana ...........oooviiiiiiiiiii e 50
5.3 Atividade antiflNgQICa ............oieiieeiiiiieie e e e e e 55
5.4 Atividade antioXIdANTE ..........coeiieeiiiieeiiie e 62
B CONCLUSAO .....oouiiciiietcit ettt ettt ettt sttt e b se st s et ene s s 65
T REFERENCIAS..... .ottt ettt et e et e et e e te et e et e et e st e teetestesaenaeeae e, 66

ANEXOS e e 76



16

1 INTRODUCAO

O uso de plantas e seus componentes pelo homem desde a antiguidade visou
a melhora o bem estar da populacéo, seja por meio de chas, infusbes, decoc¢bes ou
ainda outras formas. Este conhecimento, que vem sendo acumulado por geracoes
tém se tornado cada vez mais imprescindivel para a comunidade cientifica atual, na

tentativa de suprir a necessidade deficitaria de farmacos.

Segundo dados do proéprio sistema publico de saude, 25% dos medicamentos
comercialmente existentes na atualidade, sdo derivados de maneira direta ou
indireta das plantas medicinais, as quais deveriam ser consideradas, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as melhores fontes para obtencdo de
insumos medicinais (LOBO et al., 2014).

Essas caracteristicas curativas estdo baseados nas atividades biolbgicas
desempenhadas principalmente pelos 6leos essenciais, conceituados no século XVI
por Paracelso, como a “quinta esséncia da planta” e atualmente definidos como
misturas complexas de compostos com baixo peso molecular, volateis e com
extrema capacidade de proporcionar sabores e/ou aromas e efeitos terapéuticos,
como protetores, antinflamatorios, cicatrizantes, antifungicos, antibacterianos,

antioxidantes e varios outros (BURT, 2004).

Apds mencionar algumas das atividades dos 6leos essenciais, verifica-se que
estes podem ser utilizados na industria ou em propriedades rurais no
desenvolvimento e/ou diferenciacdo de produtos, principalmente no Parand, estado
que segundo dados da EMATER — PR (2016) representa 90% da producgéo de
medicinais no Brasil, produzindo 15 mil toneladas/ano.

Esta producdo somente € possivel devido ao clima propicio do Brasil, da
inigualavel diversidade bioldgica, da busca de alternativas de diversificacdo tanto
dos sistemas de producao da agricultura familiar como valorizacdo de produtos de
origem organica e principalmente da crescente demanda de produtos naturais e
formas alternativas de combate a bactérias resistentes a classes terapéuticas de
antibiéticos.

Justifica-se a realizagdo deste trabalho, em avaliar a atividade de Oleos
essenciais de medicinais produzidas ou ndo na regido da realizacdo do estudo,

buscando futuramente a obtencdo de moléculas isoladas ativas e desenvolver
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produtos embasados nestes principios. Busca ainda determinar as atividades dos
Oleos, tanto antioxidante como antifungica e antibacteriana.

Avaliar a composicdo e capacidade dos Oleos essenciais de lavanda
angustifélia (Lavandula angustifélia Mill), patchouli (Pogostemon cablin), alecrim
(Rosmarinus officinalis), tomilho (Thymus vulgaris), cidreira do mato (Hedyosmum
brasiliense), goiabeira (Psidium guajava), alecrim do campo (Baccharis
dracunculifolia) e aroeira (Schinus terebinthifolius), como agentes antibacterianos
frente a cepas como Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa e Escherichia coli e fungica frente ao Fusarium graminearum.



18

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a atividade antibacteriana, antifingica a antioxidante de 6&leos
essenciais.

2.2 Especificos

- Avaliar a composicdo quimica dos Oleos essenciais de Lavandula
angustifolia, Pogostemon cablin, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris,
Hedyosmum brasiliense, Psidium guajava, Baccharis dracunculifolia e Schinus
terebinthifolius.

- Avaliar a atividade antibacteriana in vitro e antioxidante dos Oleos de
Lavandula angustif6lia, Pogostemon cablin, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris,
Hedyosmum brasiliense, Psidium guajava, Baccharis dracunculifolia e Schinus
terebinthifolius frente a Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli.

- Avaliar a atividade antifungica dos O6leos essenciais de Baccharis

dracunculifolia e Pogostemon cablin frente ao Fusarium graminearum.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

Os produtos de origem natural sédo utlizados pelo homem desde os
primordios da civilizagdo. A busca por alivio e cura das doencas por meio da
utilizagdo de folhas e ervas, tenha sido talvez, uma das primeiras formas da
utilizagdo das plantas medicinais (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

Atualmente caracteriza-se planta medicinal como toda planta que ao ser
administrada ao homem ou animal, indiferentemente da via ou forma de utilizacéo,
exerce acao terapéutica, ou seja, possuem atividade biolégica, com um ou mais
principios ativos Uteis a saude humana (LOPES; PANTOJA, 2013).

A crenga popular de que as plantas laboravam no tratamento de doengas
aos poucos foi sendo substituida pelo forte apelo ao uso de medicamentos, surgidos
na década de 1930 e 1940. Onde, anteriormente usava-se uma gama de
formulagBes para uma Unica doenca, apds o surgimento dos alopaticos passou a ter
um medicamento para cada patologia, o apre¢o comercial fez com apesar da grande
diversidade de flora medicinal brasileira, ocorresse uma diminuicdo de incentivos,
utilizacdo e descontinuidade do cultivo de plantas com propriedades farmacolégicas
(BRUNING et al., 2012)

Tém-se observado novamente um crescimento na utilizagdo de produtos
fitoterapicos pela populacdo brasileira, podendo ser explicada por dois fatores, o
primeiro seria devido aos avancos ocorridas na area cientifica, 0 que permitiu o
desenvolvimento de fitoterapicos seguros e eficazes. E o segundo, é a crescente
tendéncia pela populacdo de buscar tratamentos menos agressivos em produtos
naturais como plantas medicinais e nos 6leos essenciais (YUNES et al., 2001).

Esta crescente tendéncia € devida a producdo de medicamentos
fitoterapicos aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
pela regulamentacdo do Formulario de Fitoterdpicos da Farmacopéia Brasileira 12
edicdo no ano de 2011, como exemplos que podem ser citados, a arnica (Arnica
montana), utilizada em infusdes, a melissa (Melissa officinalis) e maracugina
(Passiflora incarnata), ambas utilizadas como calmantes. Todos 0s insumos

fitoterapicos apresentam perante uma relagdo custo/beneficio, uma melhor opc¢éo
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quando comparado a produtos de origem sintética, além de sua acao ser eficaz, com
baixa toxicidade e efeitos colaterais, apresentam custo inferior de produgéo (BENINI
et al., 2010).

Este baixo custo esta intimamente ligado a capacidade de producdo de
plantas medicinais em nosso pais, tanto pelas condi¢des climéticas das diferentes
regides como devido a diversidade genética das plantas, fatores estes que levaram
ao desenvolvimento no Brasil de 22% das espécies vegetais do planeta, tendo a
Amazobnia a maior reserva de plantas medicinais do mundo (FIRMO et al., 2011).

Atualmente o Parand lidera a producdo nacional de plantas medicinais,
aromaticas e condimentares cultivadas, correspondendo 90% da produg&o nacional,
em uma area de aproximadamente 3 mil hectares. Sendo produzidos 15 mil
toneladas/ano por 1.100 agricultores familiares, envolvendo 32 milhdes de reais. A
principal cultura € a camomila, incorporada por volta do ano de 1980 na regidao
metropolitana de Curitiba, como fonte alternativa de renda aos agricultores
familiares, durante o inverno (STREMEL et al., 2015)

Além da camomila, sdo produzidas atualmente 18 espécies vegetais,
destacando-se o gengibre, capim-limédo, Rosmarinus officinalis, estévia, caléndula,
melissa, maracuja e o ginseng, sendo que deste Ultimo, sdo exportadas cerca de
200 toneladas/ano para o Japdo (CORREA JUNIOR et al., 2004).

3.1.1 ASPECTOS GERAIS DO METABOLISMO SECUNDARIO

O metabolismo das plantas depende fundamentalmente da sua fisiologia,
podendo ser didaticamente dividido em primario e secundario. Atualmente, sabe-se
que o metabolismo primario é considerado essencial a todas espécies de plantas,
pois € responsavel pelo desenvolvimento e também manutencéo celular. Estando
ligados nestes processos, carboidratos, lipideos, clorofila, proteinas e &cidos
nucléicos. Enquanto que o metabolismo secundario oferece vantagens a certas
espécies, como forma de defesa as influéncias externas que a planta sofre em
decorréncia de ataques de insetos e polinizadores, além da defesa entre competicdo
planta-planta, processos adaptativos perante o estresse hidrico e a deficiéncia de
nutrientes (SIMOES et al., 2007).
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A origem de todos os metabdlitos secundarios ocorre a partir do metabolismo
da glicose e visam primariamente a obtencdo de nutrientes para a necessidade da
célula, como energia, poder redutor e biossintese de compostos essenciais a
sobrevivéncia como lipideos, proteinas, dentre outras. Tendo duas vias
intermediarias principais, o acido chiquimico e o acetato (GLOBBO-NETO; LOPES,

2007).

Alguns metabdlitos secundarios sdo derivados ndo apenas de uma via
intermediaria, mas sim sdo resultantes da combinacdo de uma unidade de acido
chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou ainda de derivados deste, como
acontece no caso das antraquinonas, flavonoides e ainda dos taninos condensados
(SIMOES et al., 2007) (Figura 1).

O acetato fornece a unidade acetila que compde o intermediario reativo,
acetil-CoA, o qual é considerado o verdadeiro precursor de varios grupos de
substancias, como terpenos. Os derivados do acetato séo classificados, conforme a
via metabdlica em via do ciclo do acido citrico, via mevalonato e ainda produtos da
condensacéo do acetato (SIMOES, et al., 2016).
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Figura 1 - Rotas metabdlicas para a formacéo dos compostos do metabolismo secundario.
Fonte: Adaptado de Simdes, et al., 2007.
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3.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias lipofilicas
geralmente odoriferas e liquidas, com tonalidade incolor ou ligeiramente amarelado,
sendo raros encontra-los coloridos. Sendo definidos ainda, como produtos obtidos
de partes de plantas utilizando a destilagéo por arraste com vapor d’ agua, ou por
expressao dos pericarpos de frutos citricos. Nao se misturam a agua, podendo ser
obtidos por diferentes métodos extrativos (INTERNATIONAL STANDARD - ISO
9235, 2013).

O método de extracdo varia, de acordo com a composi¢cdo, a esséncia e a
parte em que serdo extraidos os Oleos. Buscando-se nos frutos, flores, cascas,
raizes ou ainda na planta inteira, através de meétodos como a hidrodestilacao,
destilacdo a vapor, CO2 supercritico, solventes organicos e enfloracdo. A obtencao
deste valioso liquido, com inUmeras propriedades, que vém sendo cada vez mais
procurado pelas industrias (BUSATO et al., 2014)

A producédo de 0leos essenciais a nivel nacional € insuficiente para atender a
demanda interna, fator determinante da importacdo da maior parte dessa matéria
prima. Para tanto, a agregacéo de valor ao produto ou até mesmo a venda dos 0leos
essenciais puros, contribuem para o desenvolvimento da cultura econdmica de
produtores de medicinais e atendem a demanda de Oleos essenciais do mercado
nacional e internacional (BIZZO et al., 2009).

A procura por substancias biologicamente ativas € justificada pela busca por
desenvolvimento de novos produtos para industria de cosméticos, medicamentos e
iInsumos que atendam a necessidade atual de produtos diferenciados, naturais ou
sustentaveis (EHELERT et al., 2013). Dentre os produtos naturais, o 6leo obtido
principalmente das folhas do Pogostemon cablin, possui elevado valor comercial e
com grande emprego em cosméticos, incensos, além de produtos de higiene oral e
pos-barba (KUSUMA; MAHFUD, 2017; SWAMY; SINNIAH, 2016).

As lavandas sédo pertencentes a familia Lamiaceae, cultivadas com
finalidade comercial, para obtencdo de 6leo essencial, por meio da destilacdo das
folnas e flores para utilizacdo em cosmeéticos, farmacos, perfumes, sabonetes,
vinagres aromaticos, tabacos, além de varias outras utilizacdes na culinéaria,
artesanatos e paisagismo (DESPINASSE et al., 2017; PREDDY, 2016).
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Além destas vantagens supracitadas, as lavandas ainda possuem
propriedades farmacolégicas como antibacteriana frente a microrganismos tanto
gram positivos como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacilus subtilis
e Micrococcus e gram negativos como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
(SILVEIRA et al., 2012).

O material vegetal do Thymus vulgaris, pertence também a familia
Lamiaceae e esta distribuido em todo o0 mundo como uma planta arbustiva de caule
tortuoso, ramificado e extremamente aromatico, sendo utilizado como agente
antifingico, pesticida e expectorante, possuindo altas concentracdes de timol e
carvacrol (AL-ASMARI et al., 2016).

Além destas propriedades o 6leo de Thymus vulgaris, ainda desempenha
fundamental papel como antibacteriano frente a cepas de Salmonella typhymurium,
desta forma poderia estar vinculado a produtos alimenticios diferenciados,
realizando a atividade frente ao microrganismo citado em alimentos naturais ou
organicos, atendendo as necessidades da populacdo que visa qualidade de vida
sem uso de substancias sintéticas (FADIL et al., 2017).

O Rosmarinus officinalis € uma erva aromatica igualmente pertencente a
familia Lamiaceae, possuindo como majoritarios 0s compostos a-pineno, verbenona,
B-mirceno, 1,8 cineol, muito utilizado nas industrias de higiene, perfumaria e
alimenticias (HERNANDEZ et al., 2016).

A utilizagdo do derivado do Rosmarinus officinalis é justificada devido a sua
atividade frente a processos inflamatorios (RAHBARDAR et al.,, 2017) e também
frente a bactérias como Salmonella typhimurium (BAJPAI et al., 2012), além de
potencializar o efeito de antibiéticos frente microrganismos como Eschrichia coli,
Staphylococcus aureus e ainda antifungico frente Candida albicans e krusei
(BARRETO et al., 2014).

Os oleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo das folhas da Psidium
guajava sao utilizados na medicina popular por possuirem atividades
antimicrobianas frente Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus além de propriedades antiespasmaodicas (BONA et al., 2014).

A esséncia do Rosmarinus officinalis € oriunda das folhas deste arbusto
perene, que pode atingir até 3 m de altura. Sua resina € coletada por abelhas, que
produzem a conhecida propolis verde, tdo cobicada pelo mercado internacional pelo

excesso de clorofila (ALENCAR et al., 2005). Composta principalmente de ativos
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fendlicos e alta propor¢cdo de artepilina C além de demais derivados do &cido
cinamico (PAULA et al., 2015).

O oOleo essencial da Hedyosmum brasiliense é uma espécie endémica no
Brasil, utilizada como calmante na medicina popular, mesmo ainda ndo sendo
caracterizada oficialmente quanto a sua constituicAo quimica e atividade
farmacoldgica, porém trabalho realizado por Pereira et al., (2016), mostrou potencial
frente ao Streptococcus mutans.

Estas atividades somente sdo possiveis devido as composi¢cdes quimicas
apresentadas pelos 6leos, sendo constituidos principalmente por hidrocarbonetos
mono e sesquiterpénicos, aldeidos, cetonas, fendis e ésteres (TORRES et al., 2008).

3.3 Atividade antibacteriana

Estudos previamente realizados por autores como Freire e colaboradores
(2014), tentaram elucidar a atividade antibacteriana através do uso de 6leo essencial
de manjericdo exoético (Ocimum basilicum), tomilho branco (Thymus vulgaris) e
canela da China (Cinnamomum cassia), frente a cepas bacterianas de
Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus, baseando sua metodologia em
microdiluicdo em caldo para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e do esgotamento para a Concentracdo Bactericida Minima (CBM).
Concluindo em seus trabalhos, que os Oleos referidos apresentaram atividade

antibacteriana frente as cepas.

A capacidade antibacteriana dos Oleos essenciais vem sendo explicada pela
possivel capacidade de inibir o crescimento bacteriano através de mecanismos
relacionados a danos tanto estruturais como funcionais a membrana citoplasmatica
das bactérias (BURT, 2004).

Os 6leos essenciais sdo geralmente lipofilicos, desta maneira, acabam
acumulando-se na bicamada lipidica da membrana citoplasmatica, o que gera um
aumento de permeabilidade ou ainda ter efeitos sinérgicos aos antibioticos
(MOUSSAOUI; ALAOUI, 2016).

Esta permeabilidade € dependente da composicdo e hidrofobicidade dos

solutos que a permeiam, fazendo com que a resisténcia das bactérias frente aos
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Oleos essenciais possivelmente esteja relacionada a habilidade de particdo dos
componentes do proprio 6leo na fase lipidica da membrana (SEMENIUC et al.,
2017).

Nas bactérias, a permeabilizacdo da membrana esta intimamente ligada a
dissipacédo da forca proton motiva, no que diz respeito a reducédo de ATP, do pH
interno e do potencial elétrico, relacionado ainda com a perda de metabdlitos e ions,
como o potassio e o fosfato. Desta forma, danos estruturais na membrana
citoplasmatica levam ao comprometimento das fun¢cdes como, por exemplo, barreira
seletiva e local de acdo enzimatica e ainda a geracéao de energia como demonstrado
na Figura 2 (BURT, 2004).
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Figura 2. Possivel mecanismo de acéo dos 6leos essenciais frente a bactérias.
Fonte: Adaptado de Burt, 2004.

Além dessas alteracdes, outras ainda podem ser observadas, como por
exemplo, a coagulacdo do citoplasma e danificacdo de proteinas da membrana
citoplasmatica. Sendo que algumas moléculas lipofilicas sdo capazes de se

acumular na bicamada lipidica podendo vir a danificar a interac&o lipideo-proteina e

gerando danificacdes celulares (QUEIROZ et al., 2014).

3.4 Atividade antifingica

No Brasil estdo ocorrendo sérios problemas fitossanitarios, especialmente
relacionados a fungos, os quais tém desencadeado rigorosas perdas na producao

principalmente de cereais como o milho. O ataque destes microrganismos pode
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ocorrer no momento da produgdo ou ainda no pos colheita (Fischer et al., 2007). A
presenca de patdgenos nas sementes reduz o poder germinativo desta planta ou
ainda, a transmissao destes para cereais sadios (Muniz et al, 2004). Dentre tais
microrganismos espécies fungicas como o Fusarium, podem sobreviver no solo
através de estruturas de resisténcia ou ainda, em partes internas das sementes,
necessitando de tratamento preventivo antes mesmo da semeadura, seja por
controle quimico ou métodos mais eficazes de tratamento (Costa et al., 2003). Estas
estratégias de controle fitossanitario, com base em fungicidas e agrotoxicos, podem
acarretar ao meio ambiente e a saude humana, sérios problemas, sendo necessario
diante desta problemética, adotar medidas de manutencdo a sanidade vegetal,
através de métodos eficazes e benéficos a humanidade (COPPING; DUKE, 2009).

Além das infec¢des as sementes, 0 género Fusarium tém tornado-se um dos
grupos com maior significancia clinica quando relacionados a infec¢cdes com alta
morbidade e mortalidade de pacientes com imunidade comprometida. Em trabalho
realizado por Viana et al. 2013, foi possivel observar novas formas de tratamento
farmacoldgico frente a fusarioses, como é o caso da utilizacdo de 6leos essenciais
como o de orégano (Origanum vulgare) que in vitro, desempenhou importante

atividade frente ao género Fusarium avaliado.

3.5 Atividade Antioxidante

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas de dezenas de compostos com
diferentes comportamentos, polaridades e ainda grupos funcionais. Devido a estas
diferentes composicfes e estruturas que os Oleos diferem-se em suas atividades,
sendo a antioxidante parte de seus efeitos (MIRANDA et al., 2016). Agentes
antioxidantes sédo definidos segundo Halliwell et al. (1995), como substancias que

mesmo em baixas concentragdes previnem ou retardam as oxidacdes de substratos.

A forma de atuacdo destes agentes varia entre dois mecanismos, sendo que
o0 primeiro a ser citado, envolve a inibicdo da formacédo de radicais livres e 0
segundo, atuante na eliminacdo de radicais no processo de propagacao atraves da
doacdo de atomos, gerando um interrompimento da reacdo em cascata (BARBOSA
et al., 2010).
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O processo de oxidacdo € essencial a organismos aerobios, pois séo
atuantes na producdo de energia, sintese de substancias indispensaveis, além de
outras intermediacdes. Desta maneira o0s radicais sdo produzidos como
consequéncia de processo oxidativo natural. Entretanto, quando produzidos de
maneira excessiva sdo caracterizados por apresentar efeitos prejudiciais como
danos aos constituintes celulares provocando alteracdes celulares associadas a
patologias como cancer, envelhecimento precoce e varias outras (FIOREZE et al.,
2014).

Para atuar frente a producdo de radicais livres, o organismo produz
substancias com capacidade de prevenir ou regenerar 0s danos oxidativos
causados. Além destes mecanismos internos, ha outras formas de prevenir os danos
causados por estas reacfes, de maneira exdgena, como através do consumo de
produtos sintéticos ou de maneira organica através do consumo de alimentos e
bebidas com potencial antioxidante (ALVES et al., 2010).

Os produtos naturais tém-se apresentado como valiosas fontes de pesquisas
para o desenvolvimento de ativos, para diferentes areas da ciéncia e tecnologia,
podendo ser agregados a produtos como ferramenta de substituicdo a substancias
com origem sintética (B1ZZO et al., 2009).

Esta atual busca incessante para a saude e qualidade de vida, acaba por
fazer com que empresas, busquem a atender a demanda do publico diferenciado,
embasados em fontes naturais, substancias ou ativos que desenvolvam papel
semelhante a ativos sintéticos (SACCO et al., 2015).

Perante as atividades abordadas, a capacidade antioxidante representa
importante papel, pois retarda processos oxidativos, diminuindo ou impedindo a
acdo de radicais livres, o que pode proporcionar sua utilizacdo em industrias
cosméticas em cremes e hidratantes, bem como na industria alimenticia, como
conservantes de alimentos. Estudos de Scherer et al. (2009) retratam a atividade
antioxidante e também antimicrobiana dos 6leo essenciais de cravo-da-india,
citronela e palmarosa, obtendo atividades muito fortes, principalmente a antioxidante

do 6leo de cravo-da-india.

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas, contendo radical hidroxila
(OH), radical peroxila (ROO) além de ions superéxidos (O2), dentre outros. No

entanto estas moléculas podem ser capturadas ou reduzidas por agentes
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antioxidantes, inibindo o efeito dos radicais livres (Halliwel, 1995). Os agentes
antioxidantes doam um de seus elétrons neutralizando os radicais livres, desta
maneira, 0 processo de oxidacdo € retardado. Os agentes considerados como
antioxidantes, sdo considerados compostos estaveis, ndo tornando-se radicais livres
ao doar seus elétrons. A acdo antioxidante ocorre quando um atomo de hidrogénio &
doado por um agente e capturado pelos radicais livres e radicais peroxidos (KAUR;
KAPOOR, 2001).

Familias
3.6.2.1 Lamiaceae

A familia Lamiaceae possui em torno de 240 géneros e 7.200 espécies, sendo
composta em sua maioria por plantas aromaticas com uma extensa diversidade que
confere utilizacdo na medicina popular, producdo de insumos e cosméticos além do
uso na culinaria (Waller et al., 2017). Esta familia apresenta espécies ricas em
compostos fendlicos, da qual fazem parte plantas como Rosmarinus officinalis,

Thymus vulgaris, Lavandula angustifolia e o Pogostemon cablin.

3.6.2.2 Patchouli (Pogostemon cablin)

Em um ranking que elucida as 18 esséncias mais produzidas no Brasil, o
0leo de Pogostemon cablin ganha destaque devido ao seu elevado valor comercial e
com grande emprego em cosméticos, incensos, além de produtos de higiene oral e
pos-barba. Possui conhecida atividade antibacteriana, antioxidante, inseticida e
repelente contra insetos (BIZZO et al., 2009).

O Oleo possui em torno de 27 compostos que geram uma nota aromatica
tipica, sendo o responsavel um sesquiterpeno oxigenado. Além de um elevado
namero de hidrocarbonetos, estdo presentes ainda a, o, B—patchoulenos, a-
bulneseno, a-guaieno e seicheleno, com estruturas claramente relacionadas ao
patchoulol, componente majoritario encontrado em uma propor¢do que pode variar
de 17,5 a 54,31% (BLANK et al., 2011; CHEN et al., 2014).
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3.6.2.3 Lavanda (Lavandula angustifolia)

O dleo essencial de Lavandula angustifolia é tradicionalmente aprovado pela
Agéncia Européia de Medicamentos (EMA) e utilizado pela populacdo como remédio
natural para alivio de stress e ansiedade (Sacco et al., 2015). Atualmente o género
Lavandula é produzido principalmente em paises europeus, devido as exigéncias de
temperatura e de solo para o desenvolvimento. Possuindo 39 espécies e 3
subgéneros: Lavandula, Fabricia e Sabaudia, além de inimeros hibridos cultivados
para paisagismo ou para fins comerciais (MACHADO et al., 2013).

A espécie em questdo pode ser comumente conhecida como Lavandula
angustifolia-inglesa, Lavandula angustifolia-comum ou ainda Lavandula angustifolia-
verdadeira. Apresenta altura de cerca de 60-70 cm, com folhas lineares com
margens revolutas de coloragdo cinza, sendo que quando jovens, as folhas
apresentam coloragdo menos acentuadas. Os tricomas apresentam-se de diferentes
tamanhos e formas, variando entre curtos, estrelados ou ramificados (RIVA et al.,
2014).

As flores apresentam célice de 4-5 mm de comprimento com pequenos
dentes e apéndice suborbicular. A coloragdo da corola varia de violeta, branco, roxo
até azul escuro (HASSIOTIS et al., 2014). Estas plantas sédo cultivadas com
finalidade comercial devido ao elevado teor de terpendides como o linalol e acetato
de linalila no 6leo essencial, 0os quais podem estar associados as propriedades deste
6leo (MACHADO et al., 2013; SILVEIRA et al., 2012).

3.6.2.4 Tomilho (Thymus vulgaris)

O género Thymus é originario da regido do Mediterraneo e apresenta mais de
200 espécies, com destaque a Thymus vulgaris que esta distribuida em todo o
mundo, possuindo como caracteristica a forma arbustiva, com caule tortuoso,
ramificado extremamente aromatico, com uma altura média de 20 — 30 cm. A
literatura menciona que o Oleo essencial do Thymus vulgaris possui propriedades
farmacoldgicas significativas para industrias de alimentos como condimento, bem
como as propriedades medicinais apresentadas, destacando-se aplicacbes em

preparacdes fitofarmacéuticas, sendo utilizado como agente antimicrobiano,
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antifingico, pesticida, expectorante, diurético, antiespasmadico ei ainda destaque de
capacidade antioxidante, qual pode estar associada a sua composi¢ao rica em
compostos fenolicos (ALVES, 2010).

Estas diversificadas atividades sdo definidas pela composi¢cdo quimica deste
0leo que pode variar conforme o método de extracdo e condi¢des utilizadas para
secagem, armazenamento e estocagem, interferindo significativamente na
composi¢cdo dos compostos majoritarios como carvacrol e timol, que geralmente
constituem entre 40 a 50% do Oleo essencial (SCHOTT et al., 2017).

3.6.2.5 Alecrim (Rosmarinus officinalis)

O Rosmarinus officinalis € um arbusto aromatico e perene, originarios do Sul
da Europa e Norte da Africa. E muito ramificado e pode chegar até 1m de altura,
apresentando suas hastes lenhosas, folhas pequenas, sésseis, finas, opostas e
lanceoladas, de coloragdo branca ou azuis. Esta planta é considerada uma das
medicinais mais conhecidas desde a Antiguidade, devido ao seu emprego culinario,
medicinal, farmacéutico e cosmético. O Rosmarinus officinalis proporciona um dos
aromas mais refrescantes e com valor econdmico acessivel, sendo desta forma,
uma das plantas e 0Oleos essenciais mais importantes utilizados pela industria
(PORTE; GODOQY, 2001).

O 6leo de Rosmarinus officinalis é utilizado nas industrias de higiene, perfumaria,
cosmeéticas, aframcéuticas, além do uso nas industrias de alimentos para conferir
sabor e textura diferenciados pelo efeito conservador do 6leo, o qual possui ainda
propriedades antioxidantes e bactericidas. As atividades dos 0leos essenciais sao
atribuidas ao efeito somatorio de diversas substancias presentes na esséncia, sendo
destaque os compostos hidroxilaods e carbonilados além da majoritariedade dos
monoterpenos como linalol, acetato de linalila e a-terpineol (RIBEIRO et al., 2012).

3.7 Espécies nativas
3.7.1 Goiabeira (Psidium guajava)

O oleo essencial testado foi oriundo das folhas de Psidium guajava,

apresentando-se na natureza em forma de arbusto perene. E uma arvore frutifera,
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originaria das Américas Central e do Sul, que atualmente, vem sendo utilizada na
medicina popular por possuir atividades antimicrobianas e antiespasmadicas. Além
destas, estdo sendo relatadas atividades antinflamatoria, antidiabética, antifingica
frente Candida da cavidade oral (ALVES et al., 2006) e atividade antioxidante, porém
com mecanismo de acao ainda nao definido (KANERIA; CHANDA, 2011).

O Odleo essencial das folhas de P. guajava contém oito compostos principais,
sendo eles: 1,8-cineol; a-terpineol; R-cariofileno; a-humuleno; cis-3-guaieno; a-
selineno; (E)-nerolidol e 6xido de cariofileno. Porém vale lembrar que os 6leos
essenciais podem sofrer discrepancias nas concentracbes das moléculas ativas,
dependendo do ambiente aos quais as plantas que o originam estao inseridas, além
de fatores bibticos e abidticos. Cita-se ainda, interferentes ligados diretamente a
extracdo do Oleo, como o tempo e temperatura, além dos métodos extrativos
utilizados (CANNON et al., 2013). Esta planta esta incluida na Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), devido as suas importantes
atividades farmacologicas e por isso vem sendo estudada recentemente
(FERNANDES, 2014).

3.7.2 Alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia)

O género Baccharis possui cerca de 500 espécies, distribuidas principalmente
no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai, sendo a maior concentracdo de espécies
no Brasil, principalmente no cerrado. No Brasil, mais de 120 espécies deste género
sao descritas, destacando-se a Baccharis dracunculifolia encontrada principalmente
das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, em pastagens e em areas em processo de
sucess&o. E um arbusto lenhoso perene, que pode atingir até 4 m de altura com
galhos muito ramificados. Suas folhas apresentam tricomas tectores e glandulares,
0S quais atuam contra o ataque de predadores e auxiliam nas interacfes da espécie
com as abelhas durante a coleta do material resinoso utilizado para a producédo da
conhecida propolis verde, tdo cobi¢cada pelo mercado internacional pelo excesso de
clorofila (FERRONATTO et al., 2007).

A Baccharis dracunculifolia produz o6leos essenciais com caracteristicas

odoriferas exdticas e marcantes sendo constituido principalmente por compostos
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fendlicos e alta propor¢éo de artepilina C e demais derivados do acido cindmico, que
apresentam atividades de importancia medicinal, comercial e ecoldgica, destacando-
se efeitos antioxidantes, antitumorais, antimicrobianas e no tratamento de doencas
hepaticas (PAULA et al., 2017).

Segundo trabalho idealizado por Fonseca et al. (2015) o 6leo essencial da
Baccharis dracunculifolia tem apresentado efeito promissor na inibicdo do
crescimento micelial in vitro de fitopatbgenos como Fusarium, Macrophomina,

Scletorinia e Scletotium.

3.7.3 Cidreira do mato (Hedyosmum brasiliense )

O dleo essencial da Hedyosmum brasiliense é uma espécie endémica no
Brasil, utilizada como calmante na medicina popular, ainda nao foi caracterizado
oficialmente quanto a sua constituicdo quimica (REITZ, 1965).

Estudos realizados por Kirchner et al., (2010), avaliaram o efeito
antibacteriano frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e S. saprophyticus e fungos
Candida albicans, C. parapsilosis, Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton
rubrum e T. mentagrophytes, evidenciando que 6leo essencial apresentou baixa
atividade contra microorganismos Gram-negativos. Entretanto, a atividade &
extraordinaria contra bactérias Gram-positivas e fungos, com valores de MIC entre
0,125 a 2,5% (v/v).

3.7.4 Aroeira (Schinus terebinthifolius)

A Schinus terebinthifolius é uma arvore grande, com casca fina e escamosa,
composta por folhas com foliolos lanceolados e ponteagudos, possuindo numerosas
flores pequenas de coloracdo branca ou amarelas esverdeadas. Esta espécie é
encontrada no Peru, Europa, Asia e no Brasil, onde é considerada uma espécie
nativa, com ampla distribuicdo geogréfica e plasticidade ecoldgica, pois estabelece-
se em solos umidos e secos, arenosos e argilosos. Possui importancia comercial por

suas caracteristicas medicinais, fitoquimicas e alimenticias. Esta espécie é muito
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utiizada em programas de reflorestamentos ambientais, recuperacdo de areas
degradadas e reposi¢do de mata ciliar. Sua estruturacdo depende do ambiente ao
qual ela esta inserida, podendo apresentar-se como arbusto ou arvore com altura de
até 15 m (FALKENBERG, 1999).

Como caracteristicas medicinais dos 0leos essenciais citam-se, as
propriedades farmacolégicas no tratamento de inflamagbes uterinas e na
cicatrizacdo de feridas e Ulceras. Além destas caracteristicas, a esséncia de Schinus
terebinthifolius destaca-se ainda devido as propriedades antimicrobianas,
antifingicas, antioxidantes, antiespasmoédicas, analgésicas, depurativas e
tratamento de doengas do sistema urogenital, justificadas pela composicao rica em
flavondides e taninos (PIVA, 2002).

3.8 Microrganismos

3.8.1 Salmonella enteritidis

A Salmonella € o género com maior relevancia entre as Enterobacteriaceaes,
conhecido mundialmente como agente causador de toxinfecgcbes alimentares em
seres humanos, existindo 80,3 milhGes de casos anuais de doengas de origem
alimentar relacionados a salmoneloses, sendo o serovar enteritidis o0 mais comum
(KANG et al., 2017).

A S. enteritidis € um bacilo gram negativo com capacidade anaerdbica
facultativa, ndo esporogénica, ndo encapsulada, moéveis com flagelos peritriquios,
sendo considerada umas das mais patogénicas (DAWOULD et al., 2017). Nas duas
ultimas décadas, tém-se notado um aumento do numero de surtos epidémicos por S.
enteritidis transmitidas por alimentos nos Estados Unidos, Reino Unido e na Europa,
podendo provocar quadro entérico grave e 6bito, principalmente em faixas de idades
extremas (criancas e idosos) ou ainda pessoas com imunidade baixa (HUR et al.,
2012).

Nas aves a relevancia da salmonelose é em decorréncia ao prejuizo causado
pelo indice de mortalidade, diminuicdo de producdo de ovos e perda de peso do
animal. As aves infectam-se geralmente via oral, através de alimentos com elevadas

taxas de Salmonelas, disseminando este microrganismo através da contaminacao
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da cloaca e penetracdo do microrganismo pela casca do ovo, além da transmissao
vertical com contaminacdo progressiva de toda cadeia produtiva. Desta forma, as
principais fontes de contaminacdo para humanos sdo a agua, solo, dejetos de
animais, superficies de equipamentos, utensilios e ingestdo de derivados avicolas
como carne e ovos contaminados (SILVA; DUARTE, 2002).

3.8.2 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus € um género bacteriano patogénico Gram-positivo
em formato esférico. Esses microrganismos tém por caracteristica colonizar a pele e
fossas nasais de seres humanos, podendo ser facilmente encontrados em
ambientes hospitalares devido a sua ligeira capacidade em se propagar. O contagio
desta bactéria pode ocorrer de duas maneiras a primeira por contato direto por meio
de um aperto de méos ou de forma indireta pela presenca deste agente oportunista
nas vias aéreas do proprio individuo portador do patdgeno (SILVA et al., 2010). Em
meédia 30% da populacdo, possui este microrganismo, sem apresentar sinais ou
sintomas caracteristicos deste contagio, somente quando estdo imunossuprimidos
acabam por apresenta-los (SANTOS et al., 2007).

Outro fator de contaminacdo em humanos € devido a ingestdo de alimentos
contaminados por enterotoxinas produzidas por S. aureus levando ao
desenvolvimento de sintomas como vomito, diarréia, nauseas e alguns desconfortos
abdominais (SILVA, 2002).

O problema é que muitas destas cepas possuem resisténcia a algum tipo de
antibidticos e com isso tornam-se um perigo para a saude (FERRONATO et al.,
2007), como por exemplo a espécie S. aureus resistente a meticilina, que é um
antibiotico usado para infeccdes como abscesso cutaneos. Diante desta
problematica a resisténcia de alguns microrganismos tornou-se um problema
relevante de ordem mundial principalmente na busca de novos medicamentos
combatentes a resisténcia destas cepas. Uma vez que muitos dos farmacos
produzidos ainda s&do pelo método convencional a partir de bactérias ou fungos

tornando este um meio mais caro para se obter novos medicamentos.
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3.8.3 Pseudomonas aeruginosa

A bactéria Pseudomonas aeruginosa desenvolve-se em ambientes aerdbico
(na presenca de oxigénio) e sua caracteristica morfologica é na forma de um bacilo
podendo muitas vezes ser visualizados retos ou curvos. Esta espécie pertence ao
grupo das gram negativas (GONCALVES et al., 2009).

Dentre bactérias patogénicas esta encontra-se entre as mais causadores de
doencas hospitalares por ser considerada uma bactéria oportunista que induz a
sérias complicagbes a pacientes imunocomprometidos. Apresenta ainda, como
caracteristica a resisténcia a antibidticos considerados de amplo espectro
(KARIMINIK et al., 2017).

3.8.4 Escherichia coli

A Escherichia coli ou E. coli € uma espécie bacteriana gram negativa que
pertence a familia das Enterobacteriaceae. S&o espécies ndo espurolentas e com
aparéncia morfologica na forma de bacilos, tendo por -caracteristica ser
fermentadoras. Apresenta-se como um microrganismo anaerébico facultativo e
predominantemente encontrado na flora intestinal de humanos e animais. Esses
microrganismos sao frequentemente utilizados como indicadores de contaminacao
fecal em 4gua e também alimentos, sendo indicativos de falhas higiénico-sanitarias
(JAY, 2005).

Atualmente, com base nas caracteristicas sorolégicas é possivel dividir os
mais de 150 serovares de E. coli em 6 grupos patogénicos causadores de
gastroenterites em humanos, sendo descriminadas em entepatogénicas,
enterotoxigénicas, enteroinvasivas, enterohemorragicas, enteroagregativas e as
difuso-aderentes (GUTH et al., 2010).

Enquanto alguns tipos de E. coli causam diarréia, outros causam infeccdes
urindrias, doengas respiratorias ou ainda doencas transmitidas por alimentos e
diante destas caracteristicas vem sendo considerado um patdégeno de importancia
mundial para a saude publica devido a inimeros casos de infecgbes intestinais
(NATARO, 2002).
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Nos ultimos anos a espécie Escherichia coli ou E. coli vem ganhando
notoriedade mundial, devido a estreita relagdo com graves surtos alimentares,
decorrentes das sua alta severidade e uma dosagem infectante baixa, sendo
portanto considerado um dos principais microrganismos alimentares patogénicos
(FARROCK et al., 2013).

3.8.5 Fusarium graminearum

Fusarium graminearum € um fungo pertencente ao género Fusarium de
classificagcdo ascomiceto o qual € composto por mais de 15 espécies extremamente
patogénicas para humanos, animais e plantas, podendo ser encontrado em
diferentes lugares (FREIRE et al., 2007).

A fusariose é a segunda infeccdo mais comum, apdés a aspergilose, com
incidéncia maior em individuos imunocomprometidos, sendo o responsavel por
casos de micoses com diferentes contdgios (unha, pele, olhos) e ainda
disseminacéao rapida (AL-HATMI et al., 2017).

Além das infec¢des a humanos, este fungo é um dos maiores causadores de
contaminagdo em cereais e isso se da atraves da producdo de micotoxinas, sendo
considerado uma das doencas cerealiferas mais devastadoras do mundo,
principalmente em regifes Uumidas e semi Uumidas, levando a podridao radicular,
diminuicdo reduzindo significativamente no rendimento e qualidade da semente
(KHEIRI et al., 2016).

Atualmente o controle das doengas caudas por fungos na agricultura pode ser
realizado por diferentes métodos, sendo que o principal € o uso de fungicidas
quimicos, 0s quais sdo eficazes, porém seu uso continuo interrompe o controle
bioldgico interferindo nos ecossistemas, além de fatores contaminantes de solo e
agua. Diante desta problematica, que se tem buscado em fontes naturais como
extratos, novas formas de controle dos patdgenos, visando ainda, uma producao
sustentavel de alimentos (CASSAL et al., 2014; HILLEN et al., 2012).

Diante desta problematica cada vez mais tem denotado-se a respeito de
tratamentos que nédo prejudiquem o meio ambiente e a saude da populacdo. Neste

sentido € que as plantas medicinais vém destacando-se nas pesquisas cientificas e
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em alguns casos como na inducdo de resisténcia a patdgenos, ja na forma de
produtos comerciais (KNAAK; FIUZA, 2010).

Esta busca possui embasamento nas plantas medicinais e seus produtos
como oOleos essenciais, 0s quais, com base nos efeitos in vitro frente a
fitopatdgenos, surgem como possivel futura fonte de tratamento para fitopatdogenos.
Estes efeitos possuem como mecanismo a acao fungitdxica direta, que € retratada
como a inibicdo do crescimento micelial e da germinacdo dos esporos
(NASCIMENTO et al., 2016).

Os fungos do género Fusarium produzem diversos tipos de compostos
dependendo das condigbes do meio e da espécie. Conhecidos pela producdo de

substancias patogénicas as plantas, animais e humanos (SORENSEN et al., 2014).

O elevado risco de contaminacfes naturais, por fungos toxigénicos como o F.
graminearum, causam além dos prejuizos a producdo alimenticia, danos a saude
humana e animal. Estas micotoxinas produzidas sdo denominadas de aflotoxinas e
fumonisinas (FIGUEIRA, 2003).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao das amostras

Os oOleos essenciais avaliados foram de Lavandula angustifolia, Pogostemon
cablin, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Hedyosmum brasiliense, Psidium
guajava, Baccharis dracunculifolia e Schinus terebinthifolius.

As amostras dos Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis, Baccharis
dracunculifolia, Hedyosmum brasiliense, Thymus vulgaris, Psidium guajava Psidium
guajava e Schinus terebinthifolius, foram adquiridas em uma fazenda ecoldgica,
nominada de Harmonia Natural, localizada em Canelinha, Santa Catarina. Os 0leos
foram extraidos por hidrodestilacdo das folhas e as analises cromatograficas foram
cedidas pela mesma empresa, por meio de fotocopias.

Os oOleos essenciais de Lavandula angustifdlia e Pogostemon cablin foram
adquiridos da empresa Chamel especializada em 0leos essenciais, de Campo Largo

- Parana, obtidos por hidrodestilagédo das flores da Lavandula angustiflia e folhas do
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Pogostemon cablin, sendo a analise cromatografica realizada na Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), através de parceria entre a Universidade

Tecnologica Federal do Parana Campus Dois Vizinhos.

4.2 Andlise cromatografica

A analise adotada pela UFMG foi cromatografia gasosa de alta resolucéo por
meio de cromatografo a gas AGILENT 7820A, com coluna HP-5 30m x 0,32mm X
0,25 um (AGILENT). Temp.: Coluna: 50°C (0 minutos), 3°C/minuto a 200°C. Injetor:
200°C Split: 1/50. Detector FID: 220°C. Vol. de inje¢do: 1 ul (conc 1,0% em

cloroférmio).

4.3 Linhagens bacterianas e fungica

As andlises das atividades antibacterianas e da atividade antifingica foram
realizadas no laboratério de microbiologia da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parand Campus Dois Vizinhos, no periodo correspondente a junho de 2016 a maio
de 2017.

As linhagens bacterianas e a fangica foram cedidas pela Fundacdo Oswaldo
Cruz do Rio de Janeiro através do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS), a qual mantém uma colecao de pesquisa com isolados de amostras
clinicas e ambientais, destinadas justamente ao desenvolvimento de pesquisas.

Os microrganismos foram mantidos em agar Mueller Hinton em geladeira
microbiolégica em temperatura de 2-8°C, no mesmo laboratério a ser realizada a
avaliacdo. As bactérias pertencentes ao estudo séo: Staphylococcus aureus INCQS
00015; Escherichia coli INCQS 00033; Pseudomonas aeruginosa INCQS 00025;
Salmonella enteritidis INCQS 00035.

O fitopatdogeno Fusarium graminearum INCQS 000335 foi mantido em meio
de cultivo agar BDA na geladeira micolégica com temperatura média de 6+2°C,
sendo realizado repique com 7 dias de antecedéncia ao estudo e mantidos a

temperatura de 25 °C em incubadora do tipo BOD.
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4.4 Ensaio para determinacédo da concentracao inibitoria minima (CIM)

A sensibilizacdo das linhagens bacterianas frente aos 0leos essenciais foi
determinada in vitro por meio da microdiluicdo em caldo, padronizadas pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) - MO7-A6 volume 23, numero 2.

Foram elaboradas placas de Petri® com agar Mueller Hinton de cada cepa
bacteriana testada e incubada a 37°C em estufa microbioldégica por 24 horas.
Percorrido este periodo, as cepas foram inoculadas em erlenmeyer contendo 50 mL
de caldo Mueller Hinton e levadas para um homogeneizador orbital do tipo Shaker a
100 rpm a 37°C durante 12 horas, no Laboratério de Bioprocessos da UTFPR
Campus Dois Vizinhos.

No laboratorio de microbiologia foi realizado o ajuste do ind6culo para a
escala 0,5 MacFarland (2x108 UFC/mL), diluindo 1/10 em caldo Mueller Hinton,
sendo que a leitura da absorbancia espectrofotométrica foi realizada no
comprimento de onda de 625 nm. Repetiu-se este protocolo para cada cepa
bacteriana a ser estudada. Para o preparo das diluicbes dos Oleos essenciais,
disp6s-se em um tubo do tipo eppendorff estéril, 400 pL do 6leo essencial testado,
adicionou-se entéo 20 uL de polissorbato 80 diretamente no 6leo para emulsifica-lo,
logo em seguida, adicionou-se 580 pL de caldo Mueller Hinton, totalizando 1000 pL,
e uma concentracao final do 6leo em 400 pl/mL.

ApoOs o preparo das diluicbes dos 6leos essenciais, adicionou-se 200uL da
diluicdo deste preparado na coluna enumerada 1 de cada placa com 96 pocos. Nos
pocos das demais colunas acrescentou-se 100 pL de caldo mueller hinton.
Consecutivamente, foi realizada a diluicdo seriada a partir da coluna 1. Desta forma
a maior concentracao (400 pl/mL) a ser testada encontrou-se na coluna inicial (1), e
a menor concentracdo seriada findada na coluna 12 com a concentracdo de 0,195
ul/mL. ApGs preparadas as diluicbes dos ativos, realizou-se a inoculacdo de 100 pL
das cepas bacterianas ja padronizadas em cada poco, desta forma a concentracéo
final do microrganismo foi de 4x10* UFC/mL.

Realizou-se também os controles positivos com o antibiético ampicilina a
uma concentragdo de 12 pg/mL e em diluicbes seriadas perante todas as cepas
bacterianas em estudo, sendo o procedimento realizado igualmente aos testes com
0s Oleos essenciais. Como controle negativo, realizou-se a incubacdo do caldo

Mueller Hinton puro, do polissorbato 80, dos Gleos essenciais puros, e das cepas
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bacterianas, para conferéncia de ndo contaminagédo dos ativos e ainda viabilidade
das cepas.

Em seguida, identificaram-se as placas e foram acondicionadas em estufa
bacteriologica a 37°C durante 24 horas. Adicionou-se entdo, 20 pL de solucéo
aquosa de 2,3,5 trifeniltatrazolio (TTC) a 0,5% (m/v) com incubacédo de 1 h a mesma
temperatura. Percorrido esse periodo de tempo, foram realizadas as leituras das
concentracbes inibitorias minimas, levando-se em consideracdo a menor
concentracdo de Oleo essencial que inibiu o crescimento bacteriano, através da
observacdo da coloracdo do revelador. O experimento foi conduzido em cabine de
contencédo e em triplicata.

4.5 Ensaio para determinagéo da concentracdo bactericida minima

Previamente a determinacédo das CIM's, preparou-se placas de agar Mueller
Hinton de acordo com as recomendacdes do fabricante. Coletando-se 10 pL de
cada poco que ndo houve crescimento (placa oriunda da determinacdo da CIM) e
semeou-se em placa de agar Mueller Hinton com o acréscimo de 100 pL de caldo
Mueller Hinton para melhor espalhabilidade com a algca de Drugalski, realizou-se
este procedimento com o0 material de todos 0sS po¢cos que n&o observou-se
crescimento bacteriano, no poco utilizado para a determinagdo da CIM e o poco
seguido a este (com crescimento bacteriano). As placas foram incubadas a 37°C
durante 24h para posteriormente ser realizada a leitura das CBM'’s, considerando-se

0 crescimento bacteriano nas placas como determinante para o CBM.

4.6 Determinacédo da atividade antifungica

Os testes realizados in vitro sdo utilizados inicialmente com o intuito de
selecionar produtos como o0s Oleos essenciais, considerados alternativos para o
controle de bactérias, fungos ou fitopatdbgenos. Este estudo avaliou o efeito dos
Oleos essenciais de Pogostemon cablin e Baccharis dracunculifolia,, em
concentracfes de 8,0; 4,0; 2.0 e 1,0 pl/mL nos tempos 24, 48, 72, 96 e 120 h frente
ao F. graminearum.

O experimento foi conduzido no laboratério de microbiologia da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand Campus Dois Vizinhos, no periodo de marco a abril
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de 2017, sendo realizados testes in vitro para a avaliacdo de ativos que possam
apresentar a capacidade de controlar fitopatdbgenos, como o Fusarium graminearum.

A sensibilidade da linhagem fungica foi determinada através da diluicdo em
agar, tendo como base a metodologia aplicada por Fonseca e colaboradores (2015).
Os Oleos essenciais foram diluidos em polissorbato 80 nos tubos do tipo eppendorff
estéreis, nas concentracoes de (8,0; 4,0; 2,0; 1,0 u/mL). Em seguida, preparou-se o
meio de cultivo BDA (45 mL). A mistura dos Oleos ao meio BDA foi realizada quando
o meio de cultivo ainda estava em fase liquida, em temperatura proxima de 45°C.
Placas com BDA sem aditivos, polissorbato 80 e o antifungico clotrimazol 12 pL/mL,
foram utilizados como controles.

Para obter crescimento ativo do fungo F. graminearum, foi realizado repique
com 7 dias prévios ao experimento. Foram confeccionados discos com os micélios
de 7 mm de diametro, sendo transferidos para o centro de cada placa de Petri® ja
com os controles e o0 meio BDA solidificado. As placas foram vedadas com plastico
filme e mantidas a 24 £ 1°C em incubadora do tipo BOD.

O diametro das col6nias foi obtido com o uso de paquimetro digital e
medicao da circunferéncia oposta a placa. Sendo a primeira medi¢ao realizada com
24 h de incubacao, a segunda com 48 h, a terceira com 72 h, a quarta com 96 h e a
altima com 120 h, quando o micélio do tratamento controle negativo (BDA sem

aditivos) cobriu toda a superficie do meio.

4.7 Atividade antioxidante

A metodologia utilizada para determinacdo da atividade sequestradora do
radical 1-difenil-2-picrilidrazina (DPPH) foi elaborada por Brand-Williams et al. (1995)
com modificagdes por Mensor et al. (2001).

Realizou-se o preparo dos reagentes DPPH 0,5 uM, pesando-se 0,0232 g do
DPPH e completando-se o volume do baldo de fundo chato com capacidade para
100 mL, com etanol. Envolveu-se o baldo em papel opaco para proteger da
luminosidade. Em seguida, realizou-se o preparo da curva padrao do trolox 2000
MM, pesando-se 0,025 de trolox e completando para o volume do baldo de fundo
chato com capacidade de 50 mL com etanol.

Para o preparo das amostras, pipetou-se 500 uL de trolox, acrescidos 3 mL

de etanol e seguidamente, 300 uL da solucdo reagente DPPH 0,5 uM. Para a
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amostra branco, pipetou-se 500 pL de trolox de cada diluicdo, mais 3,3 mL de
etanol. Enquanto que para a realizacéo do controle, pipetaram-se 300 pL da solugéo
DPPH 0,5 uM, mais 3,5 mL de etanol. Realizadas as leituras em espectrofotdmetro,
com comprimento de onda de 517 nm, acondicionou-se os analitos em local sem
luminosidade e aguardou-se percorrer 30 minutos, para em seguida, realizar-se a
leitura em espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 517 nm, utilizando o

etanol como branco, sendo os testes realizados em triplicata.

4.8 Andlise estatistica

Os resultados das analises antifungicas foram analisados através do
programa GranphPad Prism — 5.0® para o acompanhamento do crescimento do
fitopatdgeno em relacédo ao tempo de experimento.

J&4 a porcentagem de reducdo do crescimento micelial em relacdo as
concentracbes dos Oleos de Baccharis dracunculifolia, e Pogostemon cablin

testados, foi calculada considerando a formula elaborada por Fonseca et al., 2015:

Equacéo 1

%ICM= Dm controle negativo — Dm 6leo essencial / Dc controle negativo x 100

Onde:
% ICM = porcentagem inibit6ria do crescimento micelial
Dm controle negativo = didmetro médio (triplicata) do tratamento negativo (BDA sem
aditivos)
Dm 6leo essencial = diametro médio (triplicata) do tratamento com 0Oleo essencial

A analise estatistica das atividades antibacterianas foi realizada no software
Statistical Analysis System®, sendo realizado o teste de comparacdo de médias
Duncan para as analises com o 0leo essencial de Baccharis dracunculifolia e para o
O0leo de Pogostemon cablin, utilizou-se da analise de Tukey ambos a 5% de
probabilidade.

Para a determinagdo do sequestro do radical DPPH, foi estabelecida a
equacao da curva controle de trolox, sendo realizadas as leituras das concentracdes
de 0.005; 0.01; 0.02; 0.03; 0.04 e 0.05 umol de Trolox, como descrito a seguir na
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férmula 2. Onde deve-se substituir os valores de y para determinar x, em seguida,
multiplicar pelo valor 1.000 e multiplicar por 500. Para finalizar, multiplicar pelo valor

da diluicao.

Equacao 2: y=-6.272x + 0.515
R2=0995

Onde:

y= resultado das absorbancias de cada 6leo essencial
x= resultado da equacao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composi¢do quimica dos Oleos essenciais

hY

As composi¢cdes quimicas dos Oleos essenciais pertencentes a familia
Lamiaceae (Rosmarinus officinalis, Lavandula angustifolia, Pogostemon cablin e
Thymus vulgaris), resultaram na identificagdo de 39 compostos, 0s quais podem ser
classificados em ésteres, como 40% de acetato de linalila presente no 6leo de
Lavandula angustifdlia, monoterpenos como 13,6% do composto 1,8-cineol no Oleo
de Rosmarinus officinalis, sesquiterpenos como o germacreno B (31,6%) no Gleo de
Hedyosmum brasiliense e o patchulol com 31,5% na esséncia de Pogostemon
cablin.

A constituicho quimica dos Oleos essenciais oriundos das plantas
pertencentes a familia Lamiaceae estdo dispostos na Tabela 1, sendo eles:
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Lavandula angustifolia e Pogostemon
cablin. A composicao apresentada esta baseada nos Oleos essenciais obtidos das
empresas Chamel e Harmonia Natural, extraidos por hidrodestilacdo das folhas,
sendo suas respectivas cromatografias apresentadas nos anexos (A, B, C, D e E).

Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010), o 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis, apresenta como padrdo cromatografico acetato de bornila, borneol,
limoneno, verbenona, B-pineno, B-mirceno, p-cimeno, a-terpineol além de teor
minimo de 5% de canfora, 16% de cineol, 2,5% de canfeno e 9% de a-pineno, sendo
gue o Oleo de Rosmarinus officinalis utilizado no estudo apresentou em sua
composicdo majoritaria a canfora (32,5%), 1,8-cineol (13,6%), a-pineno (9,8%),
canfeno (7,9%), 3-octanona (8,6%), linalol (4,6%) além de outros compostos que
totalizam a composicdo, com concentracdes que variam de 0,6% de beta-cariofileno
a 3,4% de limoneno.

Ao comparar o Oleo essencial de Rosmarinus officinalis a Farmacopéia
Brasileira (2010), observa-se que o teor de 1,8-cineol do 6leo essencial utiliza no
experimento, apresentou-se 2,4% abaixo do recomendado, em contrapartida o teor
de canfora do Oleo supracitado, esta acima do exigido e os demais apresentam-se

em concentracdes aceitaveis.



Tabela 1. Composicdo quimica dos 6leos essenciais da familia Lamiaceae.

Familia Lam iaceae

Rosmarinus Thymus Lavandula Pogostemon
Composto officinalis vulgaris Angustifélia cablin
Monoterpenos
1,8-cineol 13,6 0,6 2,8 -
Borneol 0,7 - - -
Canfeno 7.9 21 - -
Cénfora 32,5 - 4.7 -
Carvacrol - 11,4 - -
E-B-ocimeno - - 1,2 -
Linalol 4,6 1,4 35,2 -
Mirceno 1,2 0,5 0,5 -
O-cimeno - 21,6 - -
Patchoulol - - - 315
p-cimeno - - 0,4 -
Seicheleno - - - 13,6
Terpinoleno 1,2 3,3 - -
Timol - 47 - -
Timol metil éter - 1,2 - -
Z-B-ocimeno - - 1,3 -
a-felandreno - - 0,5 -
a-pineno 9,8 1,8 - 0,1
a-terpineno - 0,4 - -
a-terpineol 3,2 - - -
a-thujano - 0,2 - -
B-pineno 2,1 0,6 - 0,3
Terpineno 1,0 14 - -
Sesquiterpenos
Copaeno - - - 0,7
Humuleno - - 0,9 -
a-bulneseno - - - 15,6
-cariofileno 0,6 0,6 1,7 3,3
a-guaieno - - - 7,2
a-humuleno - - - 5,7
a-patchouleno - - - 3,0
B-patchouleno - - - 2,2
B-elemeno - - 0,6 0,9
-guaieno - - - 2,9
Esteres
Acetato lavandulila - - 1,8 -
Acetato linalila - - 40,1 -
3-octanona 8,6 - - -
Acetato de bornila 2,1 - - -
Outros” 7,6 23 0,5 10,9

Legenda: (-) substancia ndo presente no 6leo; outros*: porcentagem de ativos nao identificados no 6leo.
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Segundo a ISO 3515 (2002), para padrao cromatografico da Lavandula
angustifolia, o O0leo essencial deve apresentar como teores minimos 0s seguintes
compostos: 25% de linalol e acetato de linalila, além de 2% de acetato de lavandulila
e terpineol além de 4% de cis-B-ocimeno. Diante destas informacdes, verificou-se
gue o 6leo utilizado no estudo, apresenta-se de acordo com os padrdes exigidos,
pois apresentou 40,1% de acetato de linalina e 35,2% de linalol, sendo encontrados
mais de 15 compostos.

O padréao cromatografico do 6leo essencial de Pogostemon cablin de acordo
com a ISO 3757 (2002) deve apresentar como teor minimo 1,8% de B-patchuleno,
tracos de copaeno, 11% de a-guianeno, 2% de [B-cariofileno, 13% de bulneseno,
27% de patchulol e 1% de pogostol. Ao comparar a composi¢cao do 0leo em estudo
ao padrdo, verifica-se que 0 mesmo apresentou variadas concentracbes de
seicheleno (13,6%), a-bulneseno (15,6) e destaque para 31,5% de patchulol, 7,2%
de a-guaieno, sendo ainda composto por demais ativos que caracterizam este 6leo.
Deste modo, observa-se que o teor de a-guianeno esta 3,8% abaixo do
recomendado para o0 padrdo internacional. Em contrapartida, os demais
componentes apresentam-se em concentracdo adequadas.

O oleo de Thymus vulgaris foi composto por 21,6% de o-cimeno, 11,4% de
carvacrol, 47% de timol e demais constituintes como 3,3% de terpinoleno, 0,6% 1,8-
cineol, 1,8% de Ilimoneno, 2,1% de canfeno, além de demais compostos.
Comparando-se com trabalhos realizados por Jakiemiu et al. (2010), no qual obteve
55,2% de timol, 21,17% de p-cimeno, 4,01% de carvacrol nas folhas frescas obtidas
por hidrodestilagdo pelo periodo de 1 h. Ao comparar as concentracdes dos
compostos dos 6leos utilizados no experimento ao trabalho realizado por Jakiemiu et
al. (2010), verifica-se uma diminuicao de 8,2% da concentracao de timol e aumento
de 7,3% de carvacrol no 6leo de Thymus vulgaris utilizado.

Os 6leos essenciais de Baccharis dracunculifolia, Hedyosmum brasiliense,
Psidium guajava e Schinus terebinthifolius sdo oriundos de plantas nativas suas
composicdes descritas na Tabela 2, sendo encontrados 26 componentes ativos,
distribuidos em monoterpenos, destacando-se 19,59% de sabneno e 31,6% no 6leo
de Hedyosmum brasiliense e 0s sesquiterpenos, com énfase para 0 germacreno B
presente na concentracdo de 31,6% do mesmo Oleo essencial. As cromatografias

estéo dispostas nos anexos (E, F, G e H).
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Tabela 2. Composicédo quimica dos 6leos essenciais das plantas nativas.

Espécies na tivas

Baccharis Hedyosmum Psidium Schinus
Compostos dracunculifolia  brasiliense  guajava terebinthifolius
Monoterpenos
Cénfora - - 7,92 -
D_limoneno 10,54 - - -
Eucaliptol - 7,23 - -
L-4-terpineol - 5,89 - -
Pinocarvone - 5,67 - -
Sabineno - 19,59 - -
a-pineno 4,03 5,44 - 14,4
a-terpineno - - - 10,9
3-mirceno 1,56 - - -
B-pineno 9,57 - - 3,08
Sesquiterpenos
Carotol - 6,41 - -
Cis;trans_nerolidol 17,58 - - -
Curzereno - - 4,2 -
Germacreno B - 31,6 - -
Germacreno D 8,24 6,55 - -
Globulol 3,79 - - -
Oxido de cariofileno - - 6,99 -
Oxido de humuleno - - 5,24 -
Spathulenol 8,49 4,08 - -
a-amorfeno 1,76 - - -
a-cadineno 4,04 - - -
a-Bergmoteno - - - 18,66
a-cariofileno 1,56 - 14,03 4,69
B-cariofileno - - 13,92 14,34
a-selineno - - 16,16 -
y-elemeno 15,03 - - -
Outros - 7,55 11,7 -

Legenda: (-) substancia ndo presente no 6leo; outros*: porcentagem de ativos néo identificados no éleo

O oOleo extraido das folhas de Psidium guajava apresentou como

componentes majoritarios 18,84% de B-selineno, 16,16% de a-silineno, 13,03% de
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a-cariofileno, 13,92% de B-cariofileno. Os compostos minoritarios como curzereno,
oxido de cariofileno e humuleno representam 4,2; 6,99 e 5,24% respectivamente,
encontrando ainda tracos de outras substancias, que complementam a composicao.

Em trabalho realizado por Silva et al. (2016), obtiveram por meio da
hidrodestilacdo das folhas de Psidium guajava colhidas as 14:00 h, 17 compostos
destacando-se 14% de a-selineno, 3,6% de oxido de cariofileno, 8,6% de humuleno
e 16% de trans-cariofileno. Ao equiparar as composi¢cOes, verifica-se que a
quantificacdo dos compostos a-selineno, curzereno, oxido de cariofileno e humuleno
apresentam-se préoximas entre os trabalhos. Divergindo no composto trans-
cariofileno, o qual foi mensurado em 16% no trabalho comparativo e n&o foi
apresentada quantidade significativa na cromatografia realizada para o presente
estudo.

O d6leo de Baccharis dracunculifolia apresentou em sua composic¢ao, 17,58%
de cis; trans-nerolidol, 15,03% de gama-elemeno, 10,54% de D-limoneno, 9,57% de
B-pineno, 9,76% de cariofileno, estando ainda presentes outros 10 compostos como
1,56% a-cariofileno e 8,49% de spathulenol os quais representam os componentes
minoritarios. Em extracdo e andlise da composicdo quimica realizada por Onofre et
al. (2008), o oleo extraido do Baccharis dracunculifolia através da hidrodestilacéo
durante 3 h, apresentou 10,67% de limoneno, 27,45% de B-pineno, 9,54% de
spathulenol. Desta forma ao comparar a composicdo do Oleo de Baccharis
dracunculifolia utilizado neste estudo com o 6leo utilizado por Onofre et al. (2008),
verifica-se uma diferenca em relagdo a quantificacdo dos compostos, sendo a mais
significativa em relacdo ao B-pineno, o qual apresentou reducéao de 17,8% no Oleo
em estudo. Sendo este composto um monoterpeno com propriedades
farmacoldgicas como antibacteriano, miorrelaxante e anticonvulsivante (SANTOS,
2013).

O dleo essencial extraido das folhas da Schinus terebinthifolius apresentou na
composicdo, 18,66 % de a-bergamoteno, 11,94% de (+)- Aromadendreno, 14,04%
de a-pineno, 14,34% de p-cariofileno, 10,89% de a-terpineno, além de outros
compostos minoritarios que compuseram o 6leo de aroeira.

O Oleo de Schinus terebinthifolius apresentou na pesquisa idealizada por
Santos e colaboradores (2007) 5,65% de [B-pineno, 0,76% de aromadendreno,
20,89% de a-pineno, 20,69% de B-cariofileno. Observando-se uma quantificacéo
semelhante de a-pineno e [-cariofileno entre os trabalhos supracitados. Em
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contrapartida, constituintes como aromadendreno (0,76% do trabalho de Santos et
al.) diferiu do trabalho atual (11,94%). Enquanto que ativos como o a-bergamoteno e
a-terpineno foram mensurados na cromatografia realizada e no trabalho comparativo
nao houve a presenca ou a quantificacdo foi muito baixa, ndo sendo relatada na
cromatografia.

A extracdo das folhas da Hedyosmum brasiliense para obtencdo do Oleo
essencial apresentou principalmente monoterpenos e sequiterpenos, sendo 19,59%
de sabineno, 31,6% de germacreno B, 5,67% de pinocarvone. Quando comparado
ao 6leo essencial extraido das folhas frescas de Hedyosmum brasiliense no periodo
da primavera, em trabalho realizado por Vido (2009), observou-se a totalidade de
33,98% hidrocarbonetos monoterpénicos, 31,6% de sesquiterpenos, sendo 22,95%
de sabineno, 6,7% de linalol, 8,8% de pinocarvone e tracos de outras substancias.

Ao equiparar o trabalho do autor, com o realizado por Vido (2009), verifica-se
gue houve uma semelhanca entre os compostos sabineno (19,59% frente a 22,95%
respectivamente). Ainda, o Oleo obtido para o trabalho de 2009 por Vido nao
apresentou o composto germacreno B, que ao ser comparado ao Oleo extraido para
a atual pesquisa, quantificou-se o mesmo composto em 31,6%, havendo, portanto,
uma diferenca significativa neste composto que é considerado agente
antimicrobiano.

Estas diferencas de constituicdo e quantificacdo quimica dos Oleos
essenciais podem estar relacionadas a planta e ao ambiente ao qual ela esteja
inserida. Fatores bibticos e abidticos incluindo indices pluviométricos, luminosidade,
estadio de desenvolvimento, nutricdo do solo, herbivoria, temperatura, horario da
colheita, interferem diretamente no metabolismo vegetal e consequentemente na
composicdo do Oleo essencial extraido. Outros fatores ainda, relacionados
diretamente ao 6leo como o método extrativo, tempo e temperatura da extracao,
material vegetal utilizado, solventes, dentre outros, sdo outras fontes de
diferenciacdo na composicao dos Oleos essenciais (SOUZA et al., 2017).

Ativos classificados como monoterpenos (mirceno, teropineno, denter outros),
sdo altamente volateis quando comparados aos sesquiterpenos (cariofileno,
elemenos, dentre outros), devido ao menor numero de cadeias carbénicas
apresentadas. A complexidade da composicdo quimica dos Oleos essenciais e
fatores associados ao 6leo sdo apenas alguns dos itens que podem ser citados

como interferentes na composi¢cdo e consequentemente acdo destes Oleos. Nao
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sabendo ao certo devido, ao ndo isolamento de cada ativo mencionado, se a acao €
desenvolvida por um Unico composto ou pelo sinergismo entre os ativos (BAKKALI
et al., 2008).

Oleos essenciais sdo prescritos para uma variedade de problemas de saltde
por sistemas tradicionais de medicina, em todo o mundo. Varias atividades
farmacéuticas e bioldgicas, como propriedades antibacterianas, antifingicas,
anticancerigenas, antimutagénicas, antidiabéticas, antivirais, antiinflamatorias e
antiprotozoarias sao atribuidas a elas. A analise fitoquimica extensiva levou a
caracterizacao e identificacdo dos principais componentes dos 6leos essenciais, que
sdo de grande interesse, especialmente para as indlstrias cosméticas e
farmaceéuticas.

Oleos com concentracdes superiores de compostos fendlicos como timol e
carvacrol, sdo utilizados nas industrias para a producdo de produtos de higiene oral,
como é o caso da horteld, menta e eucalipto. Ativos baseados em monoterpenos
como linalol, limoneno, 1,8-cineol possuem destaque frente a bactérias e por isso
podem ser utilizados em sabonetes liquidos ou em barras, com propriedades
antibacterianas e antissépticas, tendo como exemplo o Oleo de Lavandula
angustifdlia e Melaleuca alternifolia, auxiliando no controle de infec¢cdes causadas
principalmente por S. aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (PACKER,;
LUZ, 2007).

5.2 Atividade antibacteriana

As atividades antibacterianas dos 6leos essenciais de Rosmarinus officinalis,
Baccharis dracunculifolia, Pogostemon cablin, Hedyosmum brasiliense, Lavandula
angustifolia, Psidium guajava, Schinus terebinthifolius e Thymus vulgaris, foram
avaliadas frente as cepas de S. aureus, S. enteritidis, P. aeruginosa e E. coli, de
maneira in vitro.

Os dados apresentados sumarizam o0s resultados das microdiluicbes
realizadas, evidenciando os efeitos bactericidas e bacteriostaticos dos oOleos
essenciais. Pode observar-se que para a amostra de Staphylococcus aureus, cinco

6leos inibiram o microrganismo em dosagens baixas (0,195 a 6,250 pl/mL) e dois em
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concentracfes inibitérias mais elevadas (50 pl/mL Lavandula angustifolia e 12,5
pl/mL de Pogostemon cablin), os dados estédo apresentados na Tabela 3.

Destacam-se dentre os tratamentos, os 0leos de Thymus vulgaris, Baccharis
dracunculifolia e das folhas de Psidium guajava, sendo as CIM’s determinadas em
0,195 pl/mL e CBM em 0,390 pl/mL de Baccharis dracunculifolia e 0,390 ul/mL para
o Thymus vulgaris e folhas da Psidium guajava. Ao serem deparados os resultados
destes 6leos com o controle positivo ampicilina, cuja CIM foi determinada em 12,5
pul/mL e CBM em 25,0 pL/mL, observa-se um resultado mais efetivo dos oleos
essenciais frente ao microrganismo gram positivo.

Observou-se o0 melhor desempenho do 6leo de Thymus vulgaris frente a
todos os microrganismos, sendo as CIM’s determinadas em 0,195 pl/mL para S.
aureus e S. enteritidis, enquanto que para a E. coli, a CIM foi de 0,390 e CBM de
6,250 pl/mL e CIM de 0,780 ul/mL e CBM de 12,5 para a P. aeruginosa, resultados
estes que ao serem comparados com o controle positivo, sobressaem-se, pois as
menores concentracdes do antibiotico (ampicilina) com capacidade inibitéria da
mesma bactéria determinada em 12,5 pL/mL.

O dleo essencial de Hedyosmum brasiliense ndo apresentou atividade frente
as bactérias em nenhuma concentracdo testada, este pode ser justificado por
volatilizagdo de algum composto, degradacdo ou ainda oxidacdo, de ativos
principalmente monoterpénicos, muito embora em sua composicao apresente 31,6%
de Germacreno-B, 19,59% de Sabineno, 5,44% de a-pineno, 7,23% de eucaliptol,
6,41% de carotol e outros compostos que totalizam o Oleo.

Outro ponto ainda é em referéncia da P. aeruginosa, que nao foi inibida pelos
O0leos de Lavandula angustifolia, Pogostemon cablin, Hedyosmum brasiliense,
Baccharis dracunculifolia e éleo das folhas da Psidium guajava, em nenhuma das 12
concentracfes em analise. Esta elevada concentracdo que seria necesséria para a
inibicAo deste microrganismo com estes 6leos essenciais, pode ser justificado
através da possivel versatilidade que esta bactéria possui. Citando-se a existéncia
de genes de resisténcia intrinseca que podem conferir baixa permeabilidade da
parede celular bacteriana, mecanismo pelo qual os 6leos essenciais através da,

efetivam possivelmente o seu efeito frente antibacteriano (LOUREIRO et al., 2016).
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Tabela 3. Determinacdo das concentragdes inibitérias minimas (CIM) e bactericidas
minimas (CBM) dos Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris,
Lavandula angustifélia, Pogostemon cablin, Hedyosmum brasiliense, Baccharis
dracunculifolia, Psidium guajava e Schinus terebinthifolius frente a cepas de S.
aureus, S. enteritidis, E. coli e P. aeruginosa. Dois Vizinhos, UTFPR, 2017.

Microrganismos

] S. aureus S. enteritidis E. coli P. aeruginosa
Oleos CIM/CBM CIM/CBM CIM/CBM CIM/CBM
(UL/mL) (UL/mL) (UL/mL) (UL/mL)
Rosmarinus officinalis 6,25/12,5 50/50 12,5/25 200/400
Thymus vulgaris 0,195/1,56 0,195/50 0,390/6,25 0,780/12,5
Lavandula angustiflia 50/100 25/50 25,0/50 R*/R*
Pogostemon cablin 12,5/25 25/50 25/25 R*/R*
Hedyosmum brasiliense R*/R* R*/R* R*/R* R*/R*
Baccharis dracunculifolia  0,195/0,390 R*/R* R*/R* R*/R*
Psidium guajava 0.195/1,56 R*/R* 400,0/R* R*/R*
Schinus terebinthifolius 0,390/0,781 25/50 12,5/50 100/200
Ampicilina (controle 12,5/25 12,5/25 12,5/25 50/100
positivo)
Polissorbato 80 N.I* NI * NI * NI *

(controle negativo)

Legenda: R* Resistente nas concentragdes testadas. N.1." ndo inibiu o crescimento bacteriano. Testes realizados em duplicata.
Fonte: O autor (2017).

Os efeitos bacteriostaticos e bactericidas podem ter ocorrido em referéncia a
lipofilicidade dos Oleos essenciais, que acabam por acumular-se na bicamada
lipidica da membrana citoplasmatica da bactéria, gerando um aumento da
permeabilidade. Esta permeabilidade é dependente entédo, do efeito que os solutos
do meio em que as bactérias possam estar inseridas, neste caso, da particdo dos
componentes do proprio Oleo essencial na fase lipidica da membrana, para
desencadear efeito ou nédo frente as cepas (FONSECA et al., 2015).

O mecanismo de aumento de permeabilizagdo da membrana esta
intimamente ligado a dissipacdo da for¢a préton motiva, gerando uma reducdo de
ATP, pH interno, potencial elétrico e perda de ions e metabdlitos, como exemplo o

fosfato e potassio. Toda esta cascata de danos estruturais na membrana
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citoplasmatica leva ao comprometimento de funcdes essenciais a sobrevivéncia
bacteriana, como geracao de energia e perda de seletividade.

As bactérias caracterizadas como gram negativas, possuem uma parede
celular composta por uma camada de peptideoglicanos, lipoproteinas, membrana
externa e lipopolissacarideos. Sendo o0s peptideoglicanos responsaveis pela
formacgéo da célula e protecdo do citoplasma frente a diferentes pressdes osmoticas,
desta forma, confere rigidez a membrana (Silva et al., 2010). A membrana externa
apresenta como fungbes, compor uma barreira molecular, dificultando a perda de
proteinas e acdo de enzimas hidroliticas, além de possuir receptores para
bacteriéfagos e bacteriocinas, e participagdo da nutricdo bacteriana (NGUEFACK et
al., 2004).

De maneira geral, as bactérias gram positivas apresentam mais
sensibilidade aos efeitos dos O6leos essenciais, quando comparadas as gram
negativas, exemplificando neste estudo, onde foram testados oito 6leos essenciais,
sendo que sete (Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Baccharis dracunculifolia,
Rosmarinus, Psidium guajava, Schinus terebinthifolius, Lavandula angustifolia e
Pogostemon cablin) apresentaram atividade frente ao Staphylococcus aureus, em
baixas concentracbes. A excecado foi a Hedyosmum brasiliense, a qual nao
apresentou efetividade nas concentragbes testadas, frente a nenhum
microrganismo.

Em pesquisa realizada por Netz e colaboradores (2010), avaliando a
composi¢cdo quimica do oOleo essencial de Hedyosmum brasiliense logo apds a
extracdo e apos trés meses de armazenamento e avaliacdo da atividade
antibacteriana e antifungica, referenciou como resultado, que o 6leo apresentou na
primeira avaliacdo da constituicdo, 8,39% de pinocarvone, 10,22% de a-terpineol,
8,39% de curzereno, 5,26% de spathulenol, 6,06% de carotol além de muitos outros
compostos totalizados em 70. Sendo 90% de terpenos distribuidos em 28,8% de
monoterpenos oxigenados e 27,1% de sesquiterpenos.

Percorridos os trés meses para a segunda avaliacdo, os autores relatam que
a porcentagem de pinocarvone, carotol e curzereno aumentaram para 11,29; 18,35 e
15,95% respectivamente, em contrapartida o a-terpineol decaiu para 5,11% e
spathulenol manteve-se constante (4,96%). Ao avaliar os resultados das atividades
antibacterianas, o autor demonstra que o Oleo essencial na concentracdo de 2,5%,

nao apresentou atividade frente a nenhum microrganismo gram negativo
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(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis), bem como o efeito
limitado frente as bactérias gram positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus saprophyticus). Sendo este resultado justificado pela possivel
suscetibilidade dos microrganismos gram positivos e tolerancia relativa dos gram
negativos, correlacionada a presenca de uma camada externa hidrofilica.

As formas pelas quais 0s microrganismos sao inibidos pelos Oleos
essenciais, parecem distinguir-se pelo modo de acéo. Observou-se habitualmente
que os Oleos que possuem maior quantidade de compostos fendlicos, podem
sensibilizar a bicamada lipidica da membrana celular, alterando a atividade dos
canais de calcio e causando aumento da permeabilidade e libera¢éo de constituintes
intracelulares indispensaveis a manutencao microbiana. Podendo ocorrer também
danos ao sistema enzimatico do microrganismo envolvido na producao energética e
sintese de componentes estruturais, bem como ainda na destruicdo ou ainda
inativacdo do material genético (LAHMAR et al., 2016).

Os o6leos essenciais oriundos de plantas medicinais, condimentares e
aromaticas possuem uma diversificada composicdo quimica, tendo como alguns
constituintes monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres e compostos fendlicos, os
quais sao possivelmente responsaveis por diferentes atividades e resultados
desempenhados. Além do que, 6leos que apresentam grupos hidroxilas fendlicos
sdo bastante reativos e atuam possivelmente, por meio da formacéo de pontes de
hidrogénio com sitios ativos de enzimas-alvo, através da sua inativacao (XIANG et
al., 2017).

A atividade antibacteriana in vitro dos oOleos essenciais de Lavandula
angustifélia, Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, Pogostemon cablin, Baccharis
dracunculifolia, Hedyosmum brasiliense, Psidium guajava e Schinus terebinthifolius,
em diferentes concentragdes testadas (400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,250; 3,125;
1,56; 0,781; 0,390 e 0,195 uL/mL) através da técnica de microdiluicdo em caldo,
apresentaram efeitos de inibicdo bacteriana frente a cepas de bactérias gram

positivas (S. aureus) e cepas gram negativas (S. enteritidis, P. aeruginosa e E. coli).
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5.3 Atividade antifungica

Os resultados das avaliagbes de crescimento micelial de F. graminearum,
com diferentes concentracfes de Oleos essenciais de Baccharis dracunculifolia e

Pogostemon cablin incorporados ao meio de cultivo estao dispostos na Tabela 4.

Tabela 4. Crescimento micelial de Fusarium graminearum, em funcéo de diferentes
concentracbes dos Oleos de Baccharis dracunculifolia e Pogostemon cablin em
distintos intervalos de tempo. Dois Vizinhos, UTFPR, 2017.

Concentracao 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
pl/mL (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Baccharis
dracunculifolia
8,0 7,70 10,00 19,90 26,90 31,60
4,0 8,30 10,50 23,30 31,70 35,90
2,0 7,80 12,50 25,30 34,90 45,90
1,0 7,90 17,90 29,40 38,90 49,50
Pogostemon cablin
8,0 8,10 8,70 9,60 12,50 15,30
4,0 7,00 7,60 9,40 13,00 15,80
2,0 8,60 8,90 15,00 18,90 21,20
1,0 8,90 9,50 14,90 18,00 22,10
Controle positivo
(Clotrimazol 12 pg/mL) 8,00 8,70 9,00 10,40 16,50
Controle negativo
(BDA sem aditivos) 8,30 25,80 35,70 62,80 75,00
Polissorbato 80 8,10 26,60 48,50 63,40 75,40

Legenda: mm corresponde a milimetros; h corresponde a horas.
Fonte: O autor (2017).

Diante dos resultados apresentados na Tabela 4, realizou-se as analises dos
efeitos in vitro dos Oleos essenciais sobre o crescimento do F. graminearum. O
resultado da analise estatistica indicou diferencas nas atividades dos 6leos de
Baccharis dracunculifolia e Pogostemon cablin sobre o fitopatégeno utilizado no
estudo.

Apbs analise com o 6leo de Baccharis dracunculifolia, pondera-se que com 24
h de crescimento fungico, ndo houve diferenciacdo entre as concentracdes de 6leo
testadas, nem frente aos controles. JA& com 48 h pode-se observar que houve
diferenciacdo nas concentracdes de 2,0; 4,0 e 8,0 pl/mL, sendo que a concentracéo
mais elevada em analise nao diferiu significativamente do controle positivo realizado

com o antifungico clotrimazol (12 pg/mL). Os controles negativos realizados com o
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polissorbato 80 e o meio BDA sem aditivos apresentam o livre crescimento fangico
nos testes.

Diante dos resultados, verifica-se que o 6leo de Baccharis dracunculifolia foi
efetivo frente ao F. graminearum, porém quando comparado ao controle positivo,
observa-se que o efeito foi inferior ao antifiingico sintético. Necessitando de estudos
complementares para avaliacdo de concentracdes mais elevadas dos 6leos

essenciais.

Tabela 5. Atividade 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia frente Fusarium
graminearum. Dois Vizinhos, UTFPR, 2017.

Oleo de
Baccharis 24 (h) 48 (h) 72 (h) 96 (h) 120(h)
dracunculifolia (mm) (mm) (mm) (mm)  (mm)
(u/mL)
1,0 8,108 17,90b 29,20c 39,00b 51,13b
2,0 7,70a 12,73c 25,16¢ 34,50c 45,22¢c
4,0 8,03a 10,96¢cd 25,56¢ 30,43cd 34,60d
8,0 7,82a 9,82d 19,76d 27,10d 31,92d
Controle positivo
(Clotrimazol 12 pg/mL) 7,93a 8,70d 9,10e 10,16e 16,43e
Polissorbato 80 8,20a 27,00a 47,20a 64,00a 75,86a
Controle negativo
(Meio BDA sem aditivos) 8,26a 25,702 35,40b 62,50a 74,66a
Coeficiente de
variacao (%) 5,59 8,42 8,51 6,09 6,08
Média 8,01 16,13 27,35 38,24 47,12

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan ao nivel de 5%
de significancia na coluna.
Fonte: Autor (2017).

Nas analises realizadas com 72, 96 e 120 h, observou-se que o controle
positivo foi mais eficiente do que os tratamentos realizados com 0Oleo de Baccharis
dracunculifolia, estando os dados apresentados na Figura 3.

Em comparacao ao trabalho realizado por Fonseca et al. (2015), verificou-se
que o Oleo de Baccharis dracunculifolia, foi eficiente na reducdo de 100% de
crescimento micelial de Fusarium oxyporum e solani, em concentracbes de 3,0
mg/mL. Os trabalhos diferem-se perante o fitopatogeno e ao resultado, mas

assemelham-se perante o 0Oleo.
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Figura 3. Diametro micelial de Fusarium graminearum em fungcdo de diferentes
concentracbes de Oleo essencial de Baccharis dracunculifolia. Dois Vizinhos,

UTFPR, 2017.
Legenda: OE = éleo essencial; Controle corresponde ao controle negativo realizado com o meio BDA
sem adivitos.

Fonte: O autor (2017).

Como mencdo ao trabalho realizado por Freddo et al. (2016), resultou na
semelhanca entre os trabalhos realizado quanto ao fitopatbgeno do género
Fusarium, porém diferiram-se quanto ao 6leo essencial, pois este autor supracitado,
avaliou Oleo essencial de Aloysia citriodora Palau, obtendo como efeito fungicida do
0leo, a partir da concentragéo de 0,125%.

O resultado do presente trabalho pode ser justificado devido a composicao
quimica deste 0leo, o qual apresentou ativos monoterpénicos como 10.54 % de
D_limoneno, 9,57% de B-pineno; sesquiterpénicos como cis; trans_nerolidol na
concentracéo de 17,58%, 8,49% de spathulenol, 8,24% de germacreno D e 15,03%
de gama-elemeno, além de outros compostos em baixas concentragfes, que ndo
podem ser descartados da composicao.

Outro 6leo em andlise frente ao fitopatogeno F. graminearum foi o
Pogostemon cablin, o qual resultou na diferenciacdo estatistica ja no tempo 24 h,

tendo a concentragéo 4,0 pul/mL os melhores resultados de efeito quando comparada
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as demais concentracdes dos controles neste periodo. J& com 48 h de avaliacao,
observou-se que todas as concentracOes testadas (8,0; 4,0; 2,0 e 1,0 pl/mL), n&o
diferiram estatisticamente entre si e ao controle positivo.

Ja nas avaliacdes realizadas com 72 h, pode-se verificar que os efeitos
fungistaticos ocorrem nas concentragées mais elevadas (8,0 e 4,0 pl/mL), resultado
gue se assemelha ao clotrimazol 12 pug/mL. Sendo que neste mesmo periodo de
avaliacdo, as concentracbes mais baixas (2,0 e 1,0 pl/mL) diferiram do controle
negativo (BDA sem aditivos), desta forma mesmo em concentracfes baixas, o 6leo
de Pogostemon cablin desempenhou efeito frente ao fitopatdgeno.

Nas leituras realizadas ap6s 96 h, percebe-se que novamente as
concentracfes mais elevadas apresentam efeito semelhante ao controle positivo e
diferiram do negativo, resultado que indica semelhancas entre os efeitos dos 6leos
essenciais do controle positivo, desta maneira o 6leo apresentou resultados
indicativos de inibicdo fungica. Nas avaliagcdes no periodo 120 h, pondera-se que
novamente o 0leo nas concentracdes superiores tiveram efeitos que ndo diferiram

do controle positivo, mas sim do controle negativo, como mostrado na Tabela 6.

Tabela 6. Concentracdes de 0leo essencial de Pogostemon cablin frente Fusarium
graminearum. Dois Vizinhos, UTFPR, 2017.

Oleo de

Pogostemon cablin 24 (h) 48 (h) 72 (h) 96 (h) 120(h)
(u/mL) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1,0 8,702 9,46b 14,96¢ 17,82b 22,00b
2,0 8,502 8,86b 14,63c 18,30b 22,20b
4,0 6,72b 7,76b 9,90d 13,56bc 15,73c
8,0 8,032 8,73b 9,62d 12,56bc 15,20c

Controle positivo
(Clotrimazol 12 pg/mL) 7,92a 8,70b 9,10d 10,16¢ 16,43c
Polissorbato 80 8,20a 27,06a 47,20a 64,00a 75,86a

Controle negativo

(Meio BDA sem aditivos) 8.262 25.73a 35.40b 62.50a 74.662

Coeficiente de 4,77 6,21 7,91 7,43 5,24
variacao (%)

Média 8,05 13,76 20,12 28,41 34,58

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia.
Fonte: O autor (2017).
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Estes efeitos tendem a ser explicados através da constituicdo do O6leo
essencial utilizado, tendo em vista que o de Pogostemon cablin apresentou 31,5%
de pathoulol, 13,6% de seicheleno, ambos monoterpenos. Em ativos classificados
como sesquiterpenos, este 0leo essencial mensurou 15.6 % de a-bulneseno, 7,2%
de a-guaieno, além de outras substancias que compde a fracdo minoritaria da
esséncia.

Diante das avaliacbes realizadas, pode-se perceber que o0 crescimento
micelial do F. graminearum foi influenciado pelas concentracbes dos Oleos
essenciais de Pogostemon cablin, observando que com a ocorréncia do aumento da
concentragdo do Oleo essencial resultou no menor crescimento fungico, sendo o
efeito fungistatico quantificado a partir de 4.0 pl/mL de dleo essencial (Figura 6).

O mecanismo de acdo dos Oleos essenciais pode estar baseado
principalmente nos terpenos de sua constituicdo, os quais possuem efeitos toxicos
em relagdo a estruturacéo e a fungdo da membrana celular (MAIA et al., 2015). Esse
mecanismo principalmente dos terpenos, pode desencadear efeitos fungistaticos ou
ainda fungicidas. Um mesmo 06leo pode desempenhar efeito frente a um amplo
espectro de microrganismos, porém variar em sua concentracdo inibitoria (OLIVEIRA
et al., 2011).

100+
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Figura 4. Diametro micelial de Fusarium graminearum funcdo de diferentes
concentracfes de Oleo essencial de Pogostemon cablin. Dois Vizinhos, UTFPR,
2017.

Legenda: OE = éleo essencial; Controle corresponde ao controle negativo realizado com o meio BDA

sem adivitos.
Fonte: O autor (2017)
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As diferencas entre as atividades antifungicas podem estar relacionadas pela
variacdo no quimiétipo, idade, periodo da coleta, método utilizado para obtencdo do
0leo ou ainda por diferencas entre subespécies (MAKSIMOVIC et al., 2008).

Perante as analises realizadas, foi possivel determinar o percentual inibitério
dos oleos essenciais, onde os dados referentes ao 6leo de Pogostemon cablin na
concentragédo de 8,0 ul/mL no periodo de 24 h resultou na inibicdo do crescimento
em 2,4% do fitopatdgeno, enquanto que as 48 h, o resultado inibitorio elevou-se para
66,2%. Na terceira avaliacdo realizada, no tempo 72 h o indice de inibicdo foi de
73,1%, chegando ao pico de 80,0 % com 96 h apds a implantacdo do experimento.
Percorridas 120 h, ressalta-se um decaimento inibitério para 79,6%.

Referindo-se a 4 pl/mL, os resultados sdo semelhantes aos da concentragcao
diretamente superior, tendo em vista que com 48 h, ocorreu a inibicdo de 70,5% do
fitopatbgeno, enquanto que com 8 pl/mL, o indice foi de 66,2% e em relacdo ao
controle realizado com o clotrimazol 12 mg/mL esse percentual foi igual (66,2%),
desta maneira, com 48 h de crescimento fungico, a concentracdo que teve o maior
percentual de inibicdo foi de 4 pl/mL.

Ao realizar uma andlise no periodo de 72 h, na concentracdo mais elevada
testada (8 pl/mL), a inibicdo foi de 73,1%, enquanto que 4 pl/mL resultou em 73,6%
e o0 controle em 74,7%. Neste periodo de avaliacdo, houve pouca variacdo entre 0os
indices inibitérios em relacédo as concentracdes citadas. No terceiro dia de avaliacao
(96 h), ocorreram os melhores resultados, tendo como base a inibicdo de 80,0% do
F. graminearum na concentracao de 8,0 pl/mL, resultado semelhante ao encontrado
na concentracdo diretamente inferior, o qual apresentou 79,2% de efeito fungistatico.
Em comparacdo, o controle foi efetivo em 83,4% do micélio. Desta maneira, 0
controle se sobressaiu aos tratamentos realizados com este Oleo.

Diante destes resultados apresentados, pondera-se que os efeitos das
concentragbes de 8,0 pl/mL e de 4,0 pl/mL, s&o muito semelhantes entre si e ao
controle sintético utilizado (clotrimazol 12 pg/mL), desta forma, avaliando efeitos de
possivel toxicidade a planta e ainda em reducao de custos para um possivel uso dos
Oleos essenciais como agente antifungico, a concentracao inferior de maneira in vitro
ja apresenta resultados fungistaticos frente ao F. graminearum.

Quando observadas as concentragfes inferiores testadas (2,0 e 1,0 pl/mL),
pondera-se que a atividade ocorreu somente apdés 48 h de avaliacdo, com
resultados préximos entre si (65,5% e 63,1% respectivamente), porém inferior ao
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controle (clotrimazol 12 pg/mL com inibicdo de 66,2%). O mesmo observa-se nos
demais periodos de avaliacdo (72, 96 e 120 h), desta forma estas concentracdes
menores (2,0 e 1,0 pul/mL) possuem efeito, porém sao inferiores aos resultados
apresentados pelo controle positivo.

Os resultados das avaliagbes dos crescimentos miceliais considerando como

tratamento o 6leo essencial de Pogostemon cablin estédo dispostos na Tabela 7.

Tabela 7. Percentual de inibicdo do 6leo essencial de Pogostemon cablin frente F.
graminearum. Dois Vizinhos, UTFPR, 2017.

Concentragao
Pogostemon

cablin 24 (h) 48 (h) 72 (h) 96 (h) 120 (h)

(W/mL) (%0) (%) (%) (%) (%)
1,0 -7,22 63,1 58,2 71,3 70,5
2,0 -3,61 65,5 57,9 69,9 71,7
4,0 16,8 70,5 73,6 79,2 78,9
8,0 2,40 66,2 73,1 80,0 79,6

Controle positivo
(Clotrimazol 12 3,6 66,2 74,7 83,4 78,0
pg/mL)
Legenda: Valores com simbolo negativo (-) indicam que o tratamento com 6leos essenciais foram
menores do que o controle negativo (BDA sem aditivos).
Fonte: O autor (2017).

No tratamento realizado com Baccharis dracunculifolia nas concentragfes de
8,0; 4,0; 2,0 e 1,0 pl/mL com periodos (24, 48, 72, 96 e 120 h), observou-se diante
dos resultados das variaveis concentracdo X tempo, que este Oleo apresentou-se
inferior ao controle clotrimazol 12 pg/mL. Este resultado pode ser justificado devido a
composicdo quimica deste 0leo, o qual apresentou ativos monoterpénicos como
10,54% de D_limoneno, 9,57% de [-pineno; sesquiterpénicos como Cis;
trans_nerolidol na concentracdo de 17,58%, 8,49% de spathulenol, 8,24% de
germacreno D e 15,03% de gama-elemeno, além de outros compostos em baixas
concentragdes. Ressalta-se que houve efeito antifungico, porém o resultado ndo
apresentou-se de maneira satisfatéria, pois o esperado seria uma inibicao superior
ao agente sintético utilizado como controle (clotrimazol).

O dleo essencial de Baccharis dracunculifolia, nas concentracdes de 8,0 e 4,0
puL/mL com 96 h de crescimento, inibiram o crescimento fungico em respectivamente

57,1 e 49,5%. Ja nas concentracdes de 2,0 e 1,0 pl/mL, o mesmo 0leo inibiu de 44,4
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e 38,0% do F. graminearum, resultados estes que ao serem comparados com 0O
controle positivo, ndo foram satisfatorios, tendo o controle inibido 62,8 % do mesmo

organismo, estando estes dados dispostos na Tabela 8.

Tabela 8. Percentual de inibicdo do 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia
frente F. graminearum. Dois Vizinhos, UTFPR, 2017.

Concentracao
Baccharis
dracunculifolia 24 (h) 48 (h) 72 (h) 96 (h) 120 (h)
(W/mL) (%) (%) (%) (%) (%)
1,0 4,81 30,6 17,6 38,0 34,0
2,0 6,02 51,5 29,1 44,4 38,8
4,0 0,00 59,3 34,7 49,5 52,1
8,0 7,22 61,2 442 57,1 57,8

Controle positivo
(Clotrimazol 12 3,6 66,2 74,7 83,4 78,0
Hg/mL)
Legenda: Valor 0.00 indica que o tratamento com 6leo essencial nesta concentragédo obteve o mesmo
desenvolvimento do controle negativo realizado com meio BDA sem aditivos.
Fonte: O autor (2017).

A acao dos ativos das plantas no combate a fitopatdgenos pode ser de origem
direta, quando inibe o crescimento do microrganismo e germinacdo de esporos
como pela acao elicitora (BONALDO, 2004; CARLOS et al., 2010). Outro mecanismo
teria relagdo com o esvaziamento e murchamento das hifas, em virtude da aderéncia
da quitina a parede celular das hifas, acarretando um extravasamento do citoplasma.
Esta relacdo entre o Oleo e a parede celular fangica seria facilitada pelas
caracteristicas lipofiticas dos 6leos, promovendo uma interacdo deste com a

membrana celular fungica (MAIA et al., 2015).

5.4 Atividade antioxidante

O meétodo por espectrofotometria do DPPH possui como fundamentacao a
captura do radical DPPH por ativos antioxidantes, levando a diminuicdo da

absorbancia a 517 nm. Denota-se que o radical DPPH possui uma coloragéo
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parpura que ao ser exposta a um agente antioxidante é reduzido formando uma
coloracdo amarela e desaparecimento da absor¢cédo (BRAND-WILIAMS et al., 1995).

De acordo com os resultados obtidos pode-se considerar a atividade
antioxidante de todos os 0leos essenciais avaliados, com uma média de sequestro
do radical em 4,30 pmol trolox /mL* e desvio padrdo de 3,40%, destacando-se 0s
6leos de Pogostemon cablin e Thymus vulgaris com 12,08 e 10,2 pmol trolox /mL*
respectivamente.

Os 6leos de Psidium guajava e Rosmarinus officinalis apresentaram como
resultados os equivalentes a 6,66 e 4,71 umol trolox /mL* respectivamente. Desta
forma, ambos apresentaram a atividade acima da média para este trabalho. Os
Oleos que apresentaram menores atividades foram ordenadamente de Lavandula
angustifélia, Baccharis dracunculifolia, Schinus terebinthifolius, Hedyosmum

brasiliense, estando apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados das atividades antioxidantes dos o6leos essenciais. Dois
Vizinhos, UTFPR, 2017.

Posicio Oleos umol trolox /mL 1
1 Pogostemon cablin 12,08
2 Thymus vulgaris 10,2
3 Psidium guajava 6,66
4 Rosmarinus officinalis 4,71
5 Hedyosmum brasiliense 3,89
6 Schinus terebinthifolius 3,85
7 Baccharis dracunculifolia 3,41
8 Lavandula angustifolia 3,09

Média 4,30
Desvio padréo 3,40 %

Fonte: O autor (2017).

Corroborando com o trabalho realizado, cita-se a pesquisa de Dechayont et
al. (2017), os quais avaliaram a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos e
flavonoides pertencentes ao extrato de Pogostemon cablin, resultando em 5 + 0.90
png/mL de trolox. Desta maneira, perante os resultados comparados, pode se
averiguar que a atividade de sequestro do radical DPPH foi superior ao trabalho em
comparacao.

Em trabalho realizado por Bajalan et al. (2017), foi avaliado a atividade

antioxidante de 6leos essenciais de Rosmarinus officinalis, através do ensaio de
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inibicdo do radical DPPH, apresentando uma alta atividade (mais de 50% de inibicao
do radical), apresentando uma correlacao significativa entre os compostos do 6leo e
a atividade avaliada. Ao comparar a atividade antioxidante do presente trabalho,
verifica-se uma distingdo quanto a atividade dos 6leos essenciais de Rosmarinus
officinalis, em decorréncia possivelmente da composicédo quimica.

Em atividade realizada por Silva (2016), avaliando a atividade de sequestro
do radical DPPH, obteve como resultado a eficacia do extrato de Thymus vulgaris
em 33,63 umol Trolox.g? de amostra, seguidamente da atividade do Rosmarinus

officinalis com atividade de 188,28 umol Trolox.g* de amostra.
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6 CONCLUSAO

Com base neste estudo, verificou-se que os 0leos essenciais utilizados tem
como composicdo basicamente terpenos classificados como monoterpenos e
sesquiterpenos. Diante desta composicdo, se evidenciou a atividade antibacteriana
dos Oleos essenciais de Lavandula angustifolia, Thymus vulgaris, Rosmarinus
officinalis, Baccharis dracunculifolia, Psidium guajava, Schinus terebinthifolius, os
quais podem vir a servir como um recurso medicinal ao combate de infeccdes
principalmente frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella

enteritidis e mais estreitamente frente a Pseudomonas aeruginosa.

Perante a avaliacdo antifungica, verificou-se que o 6leo de Pogostemon cablin
reduziu significativamente in vitro o crescimento de F. graminearum, sendo
promissor para avaliacdes a campo frente ao fitopatdgeno. Enquanto que o 6leo de

Baccharis dracunculifolia, ndo evidenciou desempenho fungistéatico satisfatorio.

Diante das avaliagBes antioxidantes, salienta-se que os 0Oleos de Thymus
vulgaris e Pogostemon cablin apresentaram efeitos de sequestro do radical livre
DPPH desta maneira, indica-se que tais esséncias possam desempenhar atividade

antioxidante

O dleo essencial de Thymus vulgaris apresentou os melhores resultados
guando avaliado suas atividades antibacterianas e antioxidantes, enquanto que
dentre os Oleos avaliados para efeito antifingico, o de Pogostemon cablin foi mais

eficiente.
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ANEXO A: Cromatografia do 6leo de Rosmarinus officinalis

Back Signal
Alecrim
Name

11

Composicdo Quimica:

Pico IRcalc  Constituintes %
1 973 a-pineno 9.8

2 981 Canfeno 7.9

3 997 B-pineno 2.1

4 1006 3-octanona 8.6

5 1008 Mirceno 1.2

6 1033 Limoneno 3.4

7 1035 1.8-cineol 13.6

8 1057 y-terpineno 1.0

9 1082 Terpinoleno 1.2
10 1102 Linalool 4.6
11 1133 Canfora 325
12 1161 Borneol 0.7
13 1198 a-terpineol 3.2
14 1279 acetato bornila 21
15 1410 B-cariofileno 0.5
outros 7.6
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ANEXO B: Cromatografia do 6leo essencial de Lavandula angustifolia.

600
___ Back Signal

Lavanda
Name

10

450

400

250

11

Composicao Quimica:

Pico IR calc Constituintes %
1 1005 mirceno 0.5
2 1008 a-felandreno 0.5
3 1025 p-cimeno 0.4
4 1033 limoneno 0.9
5 1034 1,8-cineol 2.8
6 1042 Z-B-ocimeno 1.3
7 1050 E-B-ocimeno 1.2
8 1101 linalool 35.2
9 1132 canfora 4.7
10 1256 acetato linalila 40.1
11 1292 acetato lavandulila 1.8
12 1389 B-elemeno 0.6
13 1411 B-cariofileno 1.7
14 1461 humuleno 0.9
15 1474 0.5
outros 6.8

13
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ANEXO C: Cromatografia do Oleo essencial de Pogostemon cablin

~ Back Signal
1 Patchouli r
Name - —
130 Pico IR calc Constituintes % 130
1 o .
- 1 973 a-pineno 0.1
120 X 120
2 997 B-pineno 0.3
1 3 1370 B-patchouleno 2.2 i
110 © 110
4 1388 B-elemeno 0.9
] 5 1396 Copaeno 0.7 b
100 6 1411 B-cariofileno 3.3 100
E 7 1429 a-guaieno 7.2 b
9% 8 1435 Seicheleno 13.6 9
] 9 1444 a-humuleno 5.7 r
80 10 1447 a-patchouleno 3.0 80
B 0 11 1495 B-guaieno 2.9 P
70 12 1502 a-bulneseno 15.6 70
] 13 1645 patchoulol 315 L
~
60 14 1666 espatulenol 22 60
1 outros 10.9
50
(<2}
40
1 ©
30 =1
] o™
20
9 <
~N o)
10 -
1 | v ]

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Minutes
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ANEXO D: Cromatografia do 6leo essencial de Thymus vulgaris

80

____ Back Signal
Tomilho
Name

11

14

Pico IR calc Constituintes %
1 967 a-thujeno 0.2
2 973 a-pineno 1.8
3 981 Canfeno 21
4 997 B-pineno 0.6
5 1008 Mirceno 0.5
6 1015 a-terpineno 0.4
7 1030 o-cimeno 21.6
8 1033 Limoneno 1.8
9 1034 1,8-cineol 0.6
10 1057 y-terpineno 1.4
11 1102 Terpinoleno 3.3
12 1131 Linalool 14
13 1170 Isoborneol 0.9
14 1193 timol metil eter 1.2
15 1280 Dehidrocarvona 0.8
16 1308 Timol 47.0
17 1322 Carvacrol 11.4
18 1411 B-cariofileno A 0.6

Outros / \ 2.3
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ANEXO E: Cromatografia do 6leo essencial de Psidium guajava
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ANEXO F: Cromatografia do 6leo essencial de Edyosmun brasiliense
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ANEXO G: Cromatografia do 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia.
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ANEXO H: Cromatografia do éleo essencial de Schinus terebinthifolius
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ANEXO I: Determinacgédo da CIM do 6leo de Rosmarinus officinalis.

P. aeruginosa

E. calr

S. enteritidis

S. aureus

Alecnim (Rosmarinus officinalis)

ANEXO J: Determinacéo da CIM do 6leo de Baccharis dracunculifolia

P. aeruginosa

E. coli

S. enteritidis

S. aureus

Alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia)
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ANEXO K: Diametro micelial de Pogostemon cablin 2,0 pl/mL com 120 h.

ANEXO L: Diametro micelial do controle negativo (meio BDA sem aditivos), no
periodo de 120h.




ANEXO M: Diametro micelial de Pogostemon cablin 8,0 pl/mL com 96 h.
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ANEXO O: Diametro micelial Baccharis dracunculifolia 8,0 pl/mL com 48 h

i
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