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RESUMO

RAMOS, Anderson Valdiney Gomes. Atividade antioxidante e antimicrobiana de
produtos naturais e seus efeitos na associacio com conservantes sintéticos de alimentos e
cosméticos. 2015. 76 f. Trabalho de Conclusdao de Curso — Curso Superior de Tecnologia em
Processos Quimicos, Universidade Tecnologica Federal do Parana. Toledo, 2015.

A procura por produtos isentos de conservantes sintéticos tem aumentado a cada dia. Alguns
produtos naturais, como os Oleos vegetais e essenciais possuem em sua composi¢ao
substancias que atuam como agentes na prevencdo da oxidagdo, estabilizacdo de radicais
livres e na inibicdo de micro-organismos, evidenciando um grande potencial para uso como
conservante. O presente estudo teve como objetivo avaliar a acdo antioxidante e
antimicrobiana de produtos naturais e verificar um possivel efeito sinérgico contra micro-
organismos patogénicos quando testados em associacdo com conservantes sintéticos de
alimentos e cosméticos. Foram avaliados 6leos essenciais de citronela (Cymbopogon nardus),
cravo (Syzygium aromaticum), eucalipto (Eucalyptus globulus), lavanda (Lavandula
angustifolia) e louro (Laurus nobilis), e também o 6leo vegetal extraido de sementes de roma.
Os conservantes sintéticos utilizados foram metilparabeno e metabissulfito de sodio. A
atividade antioxidante dos 6leos foi determinada através do método de DPPH. A atividade
antimicrobiana foi determinada pelas técnicas de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e
Concentragdo Bactericida Minima (CBM), além de testes de associagdo do dleo com
conservante sintético através da técnica de “checkerboard” frente as bactérias Gram-positivas,
Bacillus cereus e Staphylococcus aureus e Gram-negativas, Escherichia coli e Salmonella
typhi. Dentre os Oleos avaliados, o 6leo essencial de cravo apresentou a maior atividade
antioxidante (ICso: 0,008 mg.mL™") considerado um antioxidante de agdo muito forte, seguido
pelos 6leos de louro (ICsp: 0,24 mg.mL™), citronela (ICso: 0,99 mg.mL™) e 6leo vegetal de
sementes de romd (ICso: 2,32 mg.mL™), com acdo antioxidante fraca. Na determinacio da
atividade antimicrobiana, os 6leos de lavanda e louro apresentaram resultados equivalentes,
ambos com CIM de 5,0 mg.mL™". Os dleos essenciais de citronela e cravo apresentaram as
menores concentragdes inibitorias (1,25 e 2,5 mg.mL™") para quase todas as cepas testadas, os
quais foram associados aos conservantes sintéticos. A presenca de sinergismo foi observada
somente na combinagdo do oleo essencial de cravo e metilparabeno frente as bactérias
Escherichia coli e Salmonella typhi, reduzindo a CIM do conservante na presenca de baixas
concentragdes do Oleo essencial. Desta forma, conclui-se que o dleo essencial de cravo
consiste em um produto natural com excelentes propriedades para uma possivel conservacao
como condimento alimenticio ou em cosméticos.

Palavras-chave: Concentra¢do Inibitoria Minima. Conservacdo. DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila). Oleos essenciais. Oleo vegetal.



ABSTRACT

RAMOS, Anderson Valdiney Gomes. Antioxidant and antimicrobial activity of natural
products and their effects on the association with synthetic food and cosmetic
preservatives. 2015. 76 f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso Superior de Tecnologia
em Processos Quimicos, Universidade Tecnologica Federal do Parana. Toledo, 2015.

The demand for products free of synthetic preservatives it has increased every day. Some
natural products such as vegetable and essential oils have in their composition substances that
act as agents in the prevention of oxidation, stabilization of free radicals and for inhibiting
micro-organisms, indicating a great conservation potential. This study aimed to evaluate the
antioxidant and antimicrobial activity of natural products and check a possible synergistic
effect against pathogenic micro-organisms when tested in combination with synthetic food
and cosmetic preservatives. Were evaluated essential oils citronella (Cymbopogon nardus),
clove (Syzygium aromaticum), eucalyptus (Eucalyptus globulus), lavender (Lavandula
angustifolia) and laurel (Laurus nobilis), and also the vegetable extracted from pomegranate
seed oil. The synthetic preservatives utilized were methylparaben and sodium metabisulfite.
The antioxidant activity of the oil was determined by DPPH method. The antimicrobial
activity was determined by Minimum Inhibitory Concentration techniques (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC), and oil association tests with synthetic
preservative through the technique of "checkerboard" front Gram-positive bacteria, Bacillus
cereus and Staphylococcus aureus and Gram-negative bacteria, Escherichia coli and
Salmonella typhi. Among the analyzed oils, essential oil of cloves had the highest antioxidant
activity (ICso: 0,008 mg.mL™") considered a very strong antioxidant action, followed by laurel
oils (ICso: 0,24 mg.mL™) , citronella (ICso: 0,99 mg.mL™") vegetable oil and pomegranate seed
(ICsp: 2.32 mg.mL'l) with a weak antioxidant activity. In the determination of antimicrobial
activity, lavender and laurel oils showed similar results, both with MIC 5.0 mg.mL". The
essential oils of citronella and clove showed the lowest inhibitory concentrations (1.25 and
2.5 mgmL™") for almost all strains tested, which were associated with the synthetic
preservatives. The presence of synergism was observed only in the combination of the
essential oil of clove and methylparaben on the bacteria Escherichia coli and Salmonella
typhi, reducing the MIC of the preservative in the presence of low concentrations of the
essential oil. Thus, it is concluded that the clove essential oil consists of a natural product with
excellent properties for possible conservation as a food condiment or cosmetics.

Keywords: Minimal Inhibitory Concentration. Conservation. DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). Essential oils. Vegetable oil.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de produtos naturais pelo homem ¢ praticada hd muito tempo, por
exercerem uma influéncia benéfica sobre a saide humana. Seu principal uso se dava para fins
nutricionais e terapéutico, pela utilizacdo de frutos, plantas, cereais e até micro-organismos
(COUTINHO et al., 2004).

Com o acelerado desenvolvimento de novas tecnologias de conservacao, os produtos
naturais vém sendo substituidos por aqueles sintetizados quimicamente, que tem por fungao
evitar a contaminag¢ao microbiana e prolongar o tempo de vida util de varios produtos dos
setores alimenticio, farmac€utico, cosmético, entre outros (PACKER; LUZ, 2007;
RODRIGUES, 2010). No entanto, como consequéncia, trazem alguns danos a saude quando
consumidos com frequéncia, tais como alergias, rinite e possivel aparecimento de cancer
(HONORATO et al., 2013). Com isso, se faz importante a procura por produtos menos
prejudiciais a satde , de qualidade e que sejam de origem natural. Dentro dessa perspectiva, o
uso de antimicrobianos e antioxidantes naturais se faz cada vez mais necessario nas praticas
de conservangdo de produtos (MARTIN, 2011).

Intimeras pesquisas sobre atividade antimicrobiana e antioxidante de produtos
naturais tém sido intensificadas até hoje (BURT, 2004; JARDINI; MANCINI FILHO, 2007;
MARTIN, 2011). Os oleos essenciais, constituintes volateis organicos responsaveis pela
fragrancia de diversas plantas, sio compostos naturais que vém despertando grande interesse
nessas pesquisas, por apresentarem em sua composi¢do substancias, como compostos
fendlicos, terpenos e terpenoides, potencialmente uteis no controle de agentes oxidantes,
radicais e micro-organismos prejudiciais veiculados por cosméticos e alimentos (SOUZA et
al., 2011; PROBST, 2012).

Outro produto natural em destaque sdo os 6leos vegetais, geralmente extraido de
sementes de frutos e vegetais, apresentam em sua composi¢do diversos compostos, como os
acidos graxos que atuam como substancias antioxidantes e antimicrobianas, além de
proporcionarem efeitos benéficos a saide (CORREA et al., 2013). Estudos realizados com o
6leo extraido de sementes de roma (Punica granatum L.), demonstram tais propriedades, por
apresentar em sua composi¢do como principal dcido graxo , o acido punicico, considerado um
forte antioxidante e com potencial antimicrobiano (MELO, 2012b).

Desta forma, é cada vez maior a necessidade de testes laboratoriais, que avaliem o

potencial antimicrobiano desses agentes naturais, que podem ser utilizados isolados ou em
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combinagdo para fins terapéuticos ou conservante, de forma que comprovem o efeito e
qualidade do produto. A combinagdo de agentes antimicrobianos pode ser utilizada para
aumentar o espectro de a¢do dos agentes promovendo uma agdo benéfica, ou seja um efeito
sinérgico ou resultar em um potencial negativo (efeito antagénico) ao produto testado
(BARBOSA, 2011; NOGUEIRA, 2012).

Contudo, a escolha correta do antimicrobiano natural é essencial, estando baseada na
compatibilidade quimica e sensorial deste com o produto a ser testado, para ser um potente
conservante contra micro-organismos patogé€nicos, € que ndo traga risco de intoxicagdes e
complica¢des na saude do consumidor (SETTANNI®; CORSETTI, 2008 apud MACHADO;
BORGES; BRUNO, 2011).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano de produtos naturais, e verificar
um possivel efeito sinérgico quando testados em associagdo com conservantes sintéticos de

alimentos e cosméticos, contra micro-organismos patogénicos.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar a extracdo do 6leo vegetal de sementes de roma e determinar seu rendimento;

e Avaliar o potencial antioxidante do 6leo vegetal de roma e 6leos essenciais adquiridos
comercialmente, utilizando a técnica de DPPH;

e Determinar a atividade antimicrobiana dos 6leos por meio da técnica de concentragao
inibitéria minima (CIM), e concentracdo bactericida minima (CBM), sobre cepas de

bactérias Gram positivas e Gram negativas;

ZSETTANNI, L.; CORSETTI, A. Application of bacteriocins in vegetable food biopreservation. International
Journal of Food Microbiology, v. 121, p. 123-138, 2008.
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e Determinar a atividade antimicrobiana dos conservantes sintéticos metilparabeno e
metabissulfito de sddiopor meio da técnica de concentragdo inibitéria minima (CIM), e
concentragdo bactericida minima (CBM) sobre cepas de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas;

e Avaliar o efeito sinérgico dos Oleos que apresentarem maior potencial antimicrobiano,
com conservantes sintéticos de alimentos e cosméticos, frente a bactérias Gram-positivas

e Gram-negativas.

1.1 JUSTIFICATIVA

As industrias quimicas e farmacéuticas vém produzindo continuamente uma
variedade de diferentes antibidticos e conservantes, pois cada vez mais tem sido observado
um aumento da resisténcia de alguns micro-organismos frente alguns produtos, como
alimentos, medicamentos ¢ cosméticos (COUTINHO et al.; 2004).

Os conservantes sintéticos exercem a fung¢do de impedir ou retardar a acdo
deteriorante de micro-organismos, agentes fisicos ou enzimas em alimentos, além de
contribuirem para aumentar a vida util do produto (RODRIGUES, 2010). Atualmente, novas
pesquisas vém sendo desenvolvidas para substituir os conservantes sintéticos utilizados em
produtos, por substancias naturais que apresentam acdo conservante. Isso se deve por esses
aditivos sintéticos, mesmo considerados seguros em baixas concentracdes, serem prejudiciais
para as propriedades organolépticas do produto, como também, para a satide do consumidor,
se consumidos com frequéncia.

Alguns produtos naturais se destacam por apresentarem em sua composi¢ao quimica,
substancias com alta atividade antioxidante e antimicrobiana, que podem ser empregados
como conservantes naturais, no combate de radicais livres e de micro-organismos
indesejaveis, como os 6leos essenciais e vegetais, extraidos de partes de plantas e frutos.

Desta forma, pesquisas voltadas para o estudo e avaliacdo de produtos naturais com
propriedades antimicrobianas e antioxidantes devem ser estimuladas, de forma que estas
substancias associadas aos conservantes sintéticos proprorcionem uma reducdo na
concentracdo do conservante, sem alterar sua eficiéncia. O impacto da redugdo desses
conservantes sintéticos resultaria em um produto menos toxico e também menos prejudicial

para o organismo humano.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUTOS NATURAIS COM ACAO CONSERVANTE

Cresce cada vez mais diante aos consumidores, a busca por produtos naturais, pois ¢
uma fonte de saude e bem-estar, em relagdo aos produtos industrializados (MARTIN, 2011).

Os conservantes sao substancias naturais ou sintéticas que atuam na conservacao de
alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos, entre outros, a fim de, manter os produtos
aptos para consumo. Esses produtos exercem a funcdo de impedir ou minimizar algumas
alteragdes causadas pela acdo de micro-organismos ou agentes fisicos, aumentando a vida util
do produto (RODRIGUES, 2010).

Alguns produtos sdo destacados por apresentarem atividade antimicrobiana em seu
estado natural, por possuirem em sua composi¢do determinados compostos que atuam como
agentes conservantes. (SOUZA et al., 2012a).

As substincias de natureza vegetal, como 0leos essenciais e extratos, apresentam um
potencial relevante como conservante, atuando na inibi¢do de micro-organismos. Desta forma,
diversas pesquisas sdo voltadas para esses compostos, que se apresentavam apenas como
vetores de aroma, gostos, acdo terapéutica, ¢ que atualmente podem ser empregados na
conservacgao de produtos (SOUZA; LIMA; NARAIM, 2003).

O potencial de aplicagdo desses compostos de origem vegetal ou mineral no mercado
de cosméticos e alimentos esta cada vez maior, devido a alta procura por produtos que sejam
seguros € que nao tragam riscos, como alergias e intoxicacdes.Assim, a substitui¢do de
conservantes sintéticos por conservantes naturais vem de encontro com essa pespectiva

(MARTIN, 2011; OSTROSKY, 2008).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS E VEGETAIS

Os oOleos vegetais sdo constituidos principalmente de triglicerideos (95-98%,
extraidos geralmente de sementes de plantas e frutos, ¢ uma mistura de componentes menores

(2-5%) como outros compostos quimicos. Os componentes menores apresentam uma ampla
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composicdo qualitativa e quantitativa, dependendo da espécie vegetal de que foram obtidos
(CERT; MOREDA; PEREZ-CAMINO, 2000).

Os oleos extraidos de sementes de frutos t€ém um importante papel funcional e
sensorial nos produtos alimentares, devido a rica presenga de acidos graxos em sua
composi¢do e as suas vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) (SOUZA, 2012b). Contudo, em
uma mesma espécie o conteudo e a composi¢ao podem variar devido as condigdes climaticas
e agrondmicas, qualidade da matéria-prima, método de extracdo e procedimentos de refino
(CERT; MOREDA; PEREZ-CAMINO, 2000).

Os oleos essenciais (OE) sdo produtos aromaticos provenientes do metabolismo
secundario de plantas, geralmente presente nas folhas, cascas, talos ou de plantas inteiras,
como especiarias e ervas medicinais. Apresentam uma larga aplicacdo como aromatizante em
alimentos ¢ cosméticos, como também nas industrias de conservantes (RIBEIRO, 2011).

Esses oleos essenciais sdo caracterizados quimicamente como misturas complexas de
compostos de baixo peso molecular, sendo alguns altamente volateis, capazes de gerar
sabores e aromas. Fisicamente, se apresentam no estado liquido a temperatura ambiente, com
aspecto incolor ou claro, e podem ser extraidos de diferentes modos, como hidrodestilacao,
destilacdo a vapor, ou com a utilizagdo de solventes organicos (TROMBETTA et al., 2005).
Dentre as varias substincias presentes em sua composi¢cdo, os terpenos e terpenoides
apresentam-se em maior quantidade, além de alcodis, aldeidos, ésteres, entre outros. Esses
compostos sdo conhecidos por serem ativos contra uma grande variedade de micro-
oganismos, incluindo bactérias Gram-positivas, as Gram-negativas e fungos (PROBST, 2012;

TROMBETTA et al., 2005).

2.2.1 Oleo vegetal de semente de roma

A roma (Punica granatum L.) € um fruto originario do Oriente Médio. Sua arvore, a
romazeira se adapta a climas tropicais e subtropicais. Sua producdo se da no periodo de
setembro a fevereiro, e ¢ considerado um fruto com uma longa historia medicinal,
amplamente utilizado por muitos povos, principalmente os orientais por ser conhecida
principalmente por suas propriedades antibacterianas e antinflamatérias (SANTOS et al.,

2010).
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O fruto apresenta um formato esférico, com casca amarela ou avermelhada,
manchada de escuro contendo em seu interior sementes, revestidas por um arilo de cor rosea,
de sabor doce, ligeiramente dcido (BARBOSA, 2010).

O fruto ¢ também caracterizado por sua a agdo antioxidante, determinada pelos
compostos fendlicos presentes em sua composi¢ao. Entre os principais compostos fendlicos
presentes em sua parte interna, encontram-se as antocianinas, flavonoides (quercetina, rutina),
taninos e também 4cidos fenolicos, como os acidos galico, punicico e elagico (JARDINI,
2005).

O é4cido punicico (CigH300,) que se encontra em uma maior quantidade no oleo
vegetal de sementes de roma, ¢ um acido graxo conjugado, que apresenta insaturagdes nas
posicdes 9-cis, 11-trans, 13-cis, é também o isdmero posicional do acido a-linolénico (9-cis,
12-cis, 15-cis), cujas estruturas quimicas estdo representadas na Figura 1. Além disso, ¢
considerado um 4cido graxo que traz beneficios para a saude, como na reducdo de
triglicerideos hepaticos e na prevencao contra células cancerigenas (MELO, 2012a). Desta
forma, ¢ alvo de varias pesquisas e andlises que testam seu potencial (LANSKY; NEWMAN,
2006; MELO, 2012a).

HO A

(a) (b)

Figura 1- Estrutura quimica do acido punicico (a) e acido a-linolénico (b)
Fonte: Melo et al. (2014).

2.2.2 Oleo essencial de citronela

A citronela (Cymbopogon nardus L.) ¢ uma planta aromadtica pertencente a familia
Poaceae, originaria do Ceildo e sul da India. Essa planta é conhecida por ser retirado de suas
folhas um 6leo com propriedades repelentes de insetos do lar e de graos armazenados, tendo

grande aplicagdo na industria de cosméticos e perfumaria (CASTRO; RAMOS, 2003).
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O dleo de citronela apresenta diversas substancias em sua composi¢do, tendo como
constituintes principais: citronelal (C;oH;30), citronelol (C;oH00O) e geraniol (C,oH;30)
(COSTA et al., 2008). Segundo Bordoloi (1982), os 6leos desta espécie cultivados em
diferentes regides da India apresentam variacdes no rendimento dos principais constituintes,
sendo citronelal (34,0 a 57,4%), geraniol (14,6 a 29,0%) e citronelol (10,0 a 18,8%)
aproximadamente (Figura 2). O citronelol ¢ caracterizado como um excelente aromatizante e
na agdo contra insetos, além de apresentar acdo antimicrobiana frente a bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas (MATTOS et al., 2000).

CH; H, CHs
X"0oH
X0 | OH
(a) (b) ©)

Figura 2- Estruturas quimicas dos compostos citronelal (a), citronelol (b) e geraniol (c)

2.2.3 Oleo essencial de cravo folhas

O cravo (Syzygium aromaticum L.), popularmente conhecido como cravo-da-india, é
uma planta pertencente a familia Myrtaceae, originaria da india, encontrada e cultivada em
diversos paises tropicais, inclusive no Brasil (COSTA et al., 2011).

As partes que compde o cravo-da-india (folhas, botdes), como também seu Oleo
essencial, apresentam varias aplicagdes, como condimento para alimentos, medicamentos e
também na formulagdo de perfumes especiais e incensos aromaticos, conferidos
principalmente pelo principal constituinte do 6leo, um composto fendlico volatil, o eugenol
(C10H,20,) (RABELO, 2010), representado na Figura 3. De acordo com Raina et al. (2001), o
6leo extraido das folhas de cravo pode chegar a apresentar até aproximadamente 95% de

eugenol em sua composi¢ao.
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H,CO =

HO

Figura 3- Estrutura quimica do eugenol

O dleo essencial de cravo, ¢ caracterizado por apresentar potentes caracteristicas
biologicas como capacidade antioxidante, inseticida, fungicida e a¢do antimicrobiana, devido
a presenca de eugenol em sua composi¢cdo (COSTA et al., 2011; BHUIYAN et al., 2010). Em
estudo realizado por Scherer et al. (2009) que avaliou as propriedades do 6leo essencial de
cravo, foi demonstrado que o mesmo apresenta uma forte agdo antioxidante e agdo moderada
a forte frente a bactéria Gram positiva (Staphylococcus aureus) e sobre Gram negativas

(Salmonela typhi e Escherichia coli), comumente veiculadas por alimentos.

2.2.4 Oleo essencial de eucalipto

O oleo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulus L.) é conhecido por suas varias
propriedades medicinais e cosméticas, como sua utilizagdo na formulagao de medicamentos e
pomadas, como também sua utilizagdo em perfumarias (ROCHA; SANTOS, 2007). O género
Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e compreende aproximadamente sete centenas de
espécies, quase todas originarias da Australia e da Tasmania. Os 6leos essenciais de eucalipto
sdo obtidos geralmente por destilacdo das folhas, como caracteristica principal o aroma da
espécie utilizada (FIGUEIREDO et al., 2011; VILELA, 2007).

Outra caracteristica do 6leo essencial de eucalipto ¢ sua acdo frente a bactérias e
fungos. Tyagi e Malik (2011) avaliaram o potencial antimicrobiano deste 6leo e observaram
variacoes de concentragdo inibitdria minima sobre diferentes fungos.

O principal composto encontrado no 6leo de eucalipto, € o 1,8-cineol ou eucaliptol
(C10H130) representado na Figura 4, apresentando concentracdo média de 80% presente no

oleo (FIGUEIREDO et al., 2011; VITTI; BRITO, 2003).



18

CHj

H3C CHs;

Figura 4- Estrutura quimica do 1,8-cineol

2.2.5 Oleo essencial de lavanda

O oleo das flores de lavanda (Lavandula angustifolia M.) é caracterizado pelo seu
amplo uso na aromaterapia. As plantas do género Lavandula sao pertencentes a familia
Lamiaceae, e t€ém sido utilizadas para uma variedade de aplicagdes na industria cosmética e
para fins terapéuticos (SILVEIRA et al., 2012).Segundo Cavanagh & Wilkinson (2002), o
6leo dessa planta também apresenta caracteristicas analgésicas, pesticidas e antimicrobianas.

Os principais compostos presentes no 6leo essencial de lavanda sdo o acetato de
linalila (C,H,00;) e linalol (CioH;30) representados na Figura 4 (VENSKUTONIS et al.,
1997).

Silveira et al. (2012), avaliaram a atividade do 6leo essencial de lavanda frente a
bactérias Gram positivas e Gram negativas e constataraminibicdo para alguns micro-

organismos como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Alcaligenes fecalis, entre outros.

O>L HO
W \ Z

(a) (b)

Figura 5- Estrutura quimica do acetato de linalila (a) e linalol (b)
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2.2.6 Oleo essencial de louro

O louro (Laurus nobilis L.) é uma planta originaria da Asia Menor, pertencente a
familia Lauraceae. O 6leo essencial de folhas de louro ¢ empregado como condimento
alimentar, como fonte de 6leo essencial na perfumaria, como também na medicina popular,
empregado como sudorifico e contra flatuléncias e, no uso externo, em feridas e ulceras
(CORREA, 1984; DUARTE; OLIVEIRA, 2006; MARQUES, 2001).

No estudo realizado por Sangun et al. (2007) foi avaliado a composi¢do quimica do
0leo essencial de folhas e frutos de louro (Laurus nobilis) por cromatografia gasosa acoplada
a um espectrofotometro de massas. O composto 1,8-cineol (CioH;30) foi o componente
majoritario, apresentando aproximadamente 59,94% de sua composicao no o6leo (Figura 4).
Outros compostos como: sabineno, a-pineno, acetato de terpinila, linalol, entre outros em
menores quantidades.

O oleo essencial de louro, também ¢ conhecido por suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes. Estudos realizados com o o6leo essencial desta planta,
mostram bons resultados de inibicdo, quando avaliado frente a Listeria monicitogenes e
Salmonella enteritidis, micro-organismos veiculados por alimentos (SIMI et al., 2003;

TAJKARIMI et al., 2010).

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE PRODUTOS NATURAIS

Os antioxidantes sdo substancias que em baixas concentragdes, retardam ou
previnem a oxidacdo de um substrato de maneira eficaz (JARDINI, 2005). Dentre os
mecanismos de a¢do que os antioxidantes apresentam a sua capacidade em reagir com radicais
livres € a mais conhecida. Por meio dela, ocorre uma estabiliza¢do entre as espécies reativas
diminuindo assim, a agdo indesejada de radicais livres no organismo (JARDINI, 2005;
JARDINI; MANCINI FILHO, 2007).

As substancias antioxidantes podem apresentar diferentes propriedades protetoras e
agir em diversas etapas do processo oxidativo, exercendo sua acdo por diferentes
mecanismos, permitindo classifica-los como primarios e secundarios. Os compostos capazes

de inibir ou retardar o processo oxidativo de radicais livres, pela doacao de atomos de
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hidrogénio ou de elétrons de forma que os radicais livres sdo transformados em substancias
estaveis, sdo considerados antioxidantes primarios, como os compostos fenolicos e tocoferois.
Os antioxidantes classificados como secunddarios, apresentam sua a¢do no bloqueio e
inativagdo de peroxidos e hidroperoxidos em espécies ndo radicalares, complexacao de metais
ou absor¢dao de radiagdo ultravioleta como as vitaminas A, C ¢ E (MAISUTHISAKUL;
SUTTAIJIT; PONGSAWATMANIT, 2007; SILVA et al., 2010).

As condi¢des desejadas em uma substancia antioxidante sdo a capacidade de doar
atomos de hidrogénio ou elétrons ao radical, apresentar uma estrutura estavel apos a reagdo
com o radical livre e apresentar propriedades de quelar metais de transi¢cao envolvidos no
processo oxidativo (JARDINI, 2005).

O processo de oxidacdo lipidica envolve uma variedade de radicais livres, e ¢
causado por influéncia de temperatura, presenga de luz ou oxigénio, além de propriedades
fisico-quimicas do produto em questdo. A utilizacdo de antioxidantes sintéticos e naturais
nesse processo pode minimizar e obter um controle sob a oxidagao lipidica, como ja vem
sendo  indicado  por diferentes pesquisas (MAISUTHISAKUL; SUTTAIJIT;
PONGSAWATMANIT, 2007; SANTOS et al., 2010).

Os antioxidantes naturais encontrados em plantas (metabolitos secundérios) e frutas
estdo relacionados com a presenga de terpenos, compostos fendlicos e alguns acidos graxos.
As propriedades benéficas que compde esses alimentos de origem vegetal estdo associadas as
propriedades antioxidantes e nutritivas destes compostos (OLIVEIRA, 2011; TAYZ;
ZEIGER, 2004).

Os terpenos sdo substancias que fazem parte da constitui¢do dos oOleos essenciais.
Sao formados a partir da condensagao de unidades de isopreno (C5), e classificados de acordo
com sua estrutura carbdnica, podendo se apresentar na forma de monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20) e seus derivados terpenoides, que apresentam o
elemento oxigénio presente na estrutura. Os terpenos possuem a mesma origem que os acidos
graxos, porém apresentam ramificagdes e estruturas ciclicas (BAKKALI et al., 2008;
TOSCAN, 2010).

Os compostos fenolicos sao denominados como uma classe de substancia que
possuem um anel aromatico, com um ou mais grupos hidroxilicos incluindo seus grupos
funcionais. Entre essa classe de substancias, que representam sua composi¢do, encontram-se:
fenois simples, flavonodides, acidos fenolicos e derivados, ligninas, taninos, entre outros

(OLIVEIRA, 2011).
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Viarios sdo os métodos para determinar a atividade antioxidante de um produto
natural ou sintético, podendo ser testados in vitro e in vivo. Um desses métodos in vitro, que ¢
muito utilizado ¢ o método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Esse método
colorimétrico baseia-se na reduc¢do do radical livre DPPH através da doagdao de atomos de

hidrogénio do antioxidante (R-H) a molécula do radical, resultando em sua estabilizagdo

(Figura 6) (ARUOMA et al., 1997; VEDANA, 2008).

Ne NH

NO & NO, + R-H —— NO, _\__NO, + R
% <
NO, NO,

Figura 6- Exemplo de reacio entre o radical livire DPPH e um produto antioxidante (R-H)
Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2011).

Para a realizagdo desta andlise utiliza-se uma solugdo alcodlica de DPPH, que
apresenta um maximo de absor¢ao no comprimento de onda proximo a 517 nm, e a medida
que seu elétron deixa de ser desemparelhado, a absor¢do decresce e ocorre a mudanga de
coloragdo, inicialmente violeta para o amarelo, frente as moléculas antioxidantes testadas. A
mudanga pode ser medida por um espectrofotometro e plotada contra a concentragdo. Para
expressar a atividade antioxidante utiliza-se o IC50, ou seja, a concentracdo minima
necessaria para o antioxidante reduzir em 50% o DPPH inicial da reacdo. (DI MAMBRO;
MARQUELE; FONSECA, 2005; REZENDE, 2010; VEDANA, 2008). Um valor baixo de
IC50 indica que sera necessaria uma pequena quantidade de dleo essencial para reduzir 50%
do radical livre DPPH e consequentemente maior serd seu potencial antioxidante (RUFINO et

al., 2007a).
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2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PRODUTOS NATURAIS

A atividade antimicrobiana de Oleos essenciais, extratos, sementes de diversas
plantas e frutos tem sido objetivo de vérias pesquisas nos ultimos anos. Os antimicrobianos
naturais ocorrem em plantas como um mecanismo de defesa contra micro-organismos. Tais
agentes podem exibir atividade antimicrobiana em alimentos, por exemplo, ocorrendo
naturalmente, ou pela utilizagdo como aditivos ou conservantes. O potencial de aplicagao
desses compostos naturais estd cada vez mais em destaque, devido a alta procura dos
consumidores por produtos extintos de conservantes sintéticos (MARTIN, 2011).

Alguns antimicrobianos naturais mais estudados, como plantas, frutos, bem como
seus 6leos essenciais € compostos isolados, apresentam um grande nimero de substancias que
inibem as ag¢des metabdlicas de bactérias, fungos e leveduras. Essas substincias incluem
diversas classes de compostos, tais como saponinas, flavonoides taninos, quinonas, acidos
graxos, terpenos, entre outros (MARTIN, 2011).

O potencial antimicrobiano de produtos naturais pode ser avaliado através da
determinagdo de uma quantidade minima da substincia necessaria para inibir o crescimento
de micro-organismos, denominado Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). Trata-se de uma
técnica bastante utilizada em estudos com produtos naturais, a fim de intensificar os aspectos

toxicologicos, microbioldgicos e legais, sob os compostos estudados ou suas combinagdes

(OSTROSKY et al., 2008).

2.4.1 Micro-organismos

Os micro-organismos ou micrdbios sdo mintculos seres vivos, caracterizados por
apresentar as primeiras caracteristicas de um sistema de vida na terra. O grupo de micro-
organismos ¢ constituido de bactérias, fungos (leveduras e mofos), virus, protozodarios e algas
(MADIGAN et al., 2010).

Os micro-organismos possuem muitas aplicagdes comerciais, como na sintese de
produtos quimicos, tais como a acetona, acidos organicos e enzimas. Nas industrias de
aimentos, tendo aplicagdo na producdo de vinagre, picles, bebidas alcéolicas, queijos,

iogurtes, entre outros. Como também na indastria farmacéutica e cosmética, no
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desenvolvimento de novos medicamentos e produtos. Entretanto, existe uma classe de micro-
organismos considerada patogénica, ou seja, causadora de doengas. Desta forma, o
conhecimento pratico sobre os microbios ¢ necessario para a medicina e para as ciéncias
relacionadas a saude (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Algunsmicro-organismos  patogénicos produzem toxinas que se tornam
extremamente prejudiciais a saitde humana. Algumas bactérias como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus e quase todos os membros do género Salmonella, sao
consideradas patogénicas (STAMFORD et al., 2006; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

As bactérias sao organismos relativamente simples, unicelulares e procariontes cujo
material genético ndo estd envolto por uma membrana nuclear especial. Esses micro-
organismos sdo envolvidos por uma parede celular que ¢ praticamente composta por um
complexo de carboidrato e proteina denominado peptideoglicana. As bactérias sdo
classificadas em dois grandes grupos como Gram-positivas e Gram-negativas. Uma das
diferencas entre esses dois grupos € que as bactérias Gram-positivas apresentam uma parede
celular com muitas camadas de peptideoglicana, formando uma estrutura rigida. As Gram-
negativas consistem de uma ou algumas camadas de peptideoglicana e uma membrana
externa contendo lipopolissacarideos e lipoproteinas. Devido a essa membrana externa, as
bactérias Gram-negativas sdo consideradas mais resistentes que as positivas (TORTORA;

FUNKE; CASE, 2005).

2.5 CONSERVANTES SINTETICOS

Os conservantes sintéticos sao aditivos utilizados a fim de, manter os produtos aptos
para consumo, ou seja, sao denominados agentes quimicos de conservagdo. Esses aditivos
exercem a funcdo de impedir ou minimizar algumas alteracdes causadas pela agdo de micro-
organismos ou agentes fisicos, aumentando a vida 1til do produto. Dentre tantos conservantes
sintéticos, alguns se destacam por apresentarem eficicia e acdo inibidora, como os acidos
organicos € seus sais, nitrato e nitritos, antibioticos, parabenos, entre outros (RODRIGUES,
2010).

No entanto, por se tratarem de substancias quimicas intencionalmente adicionadas

aos alimentos, torna-se fundamental conhecer suas propriedades, de maneira a garantir seu
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uso adequado. Apesar de sua ampla utilizag¢do, sdo substancias capazes de provocar reacdes
adversas no organismo como qualquer outra droga, podendo ser prejudiciais quando

consumidos com muita frequéncia (AUN et al., 2011).

2.5.1 Metilparabeno

Dentre os conservantes sintéticos permitidos pela legislacdo brasileira e mais
utilizados em produtos cosméticos, farmacos e alimentos, estdo os ésteres do acido p—
hidroxibenzodico denomidado de parabenos. Esses compostos sdo amplamente utilizados,
devido a baixa reatividade, resisténcia a hidrolises em aquecimento e resfriamento de 4gua,
sdo incolores, inodoros, ndo volateis e sdo considerados estaveis em uma ampla faixa de pH
(CARREIRA, 2008; HANDA et al., 2006).

Os parabenos apresentam um amplo espectro de atividade antimicrobiana, embora
estudos comprovem que apresentam uma maior eficdcia contra leveduras e bolores. A
atividade desses conservantes contra micro-organismos aumenta com o aumento da cadeia
alquilica, mas em contrapartida diminui a solubilidade em meio aquoso (FERREIRA, 2010).

O metilparabeno (CgHgOs) apresenta-se como um po cristalino branco e inodoro.
Entre a classe dos parabenos, ¢ o composto que apresenta uma maior solubilidade em agua,
por apresentar uma cadeia alquilica menor. O metilparabeno ¢ utilizado isolado ou em
conjunto com propilparabeno ou com outros agentes conservantes, devido apresentar
potencial sinérgico quando associado (SAAD et al., 2005).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece através da RDC
n°® 5 de 15/01/2007, um valor de 0,03 g.100 mL'l, sendo a concentragdo maxima permitida do
conservante metilparabeno em alimentos.

Segundo a RDC n° 162 de 11/09/2001 (ANVISA), estabelece concentragdes
maximas de metilparabeno permitidas de 0,4% m/m (0,4 g.100 g™') isolado ou 0,8% m/m (0,8

-1 . . ~ Le:
2.100 g™') associado a outros conservantes na aplicacdo em cosméticos.
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2.5.2 Metabissulfito de sodio

O metabissulfito de s6dio (Na;S,0s5) € um composto inorganico com caracteristicas
de um po cristalino de coloragdo branca. E caracterizado por ser um agente redutor, e por
apresentar potencial de atividade antioxidante e antimicrobiana, tais propriedades que
resultam em sua ampla utilizagdo como conservante pelo setor alimenticio
(ALBUQUERQUE, 2005).

Os sulfitos sdo agentes antimicrobianos com efeito inibitoério sobre bactérias e
leveduras, sendo que sua ac¢do na proliferagdo de micro-organismos ¢ dependente de sua
forma quimica, sendo mais evidenciada em valores de pH inferiores a 3,0, devido a maior
liberagdo de didxido de enxofre molecular (SO,) (MACHADO?, TOLEDO, 2006; apud
FAVERO; RIBEIRO; AQUINO, 2011).

A acdo antimicrobiana do didéxido de enxofre baseia-se na inibi¢do, pelos sulfitos, de
reacdes catalisadas por enzimas, dependendo assim da agdo do SO, molecular através da
membrana celular do microrganismo. (LUCK4; JAGER, 1995; apud FAVERO; RIBEIRO;
AQUINO, 2011).

A ANVISA ¢ responsavel pela regulamentagdo quanto ao uso desses aditivos
alimentares. Através da RDC n°® 8, de 06 de margo de 2013, estabelece concentragdes
maximas permitidas de metabissulfito de sddio (sozinho ou associado), sendo de 0,01 a 0,03

2.100 mL™' como conservante e 0,005 g.100 mL™" como antioxidante em alimentos.

2.6 ASSOCIACAO DE PRODUTOS NATURAIS COM AGENTES ANTIMICROBIANOS

A seguranca e garantia de produtos bem conservados, esta relacionada com a agdo
que o conservante fornece para a nao deterioragdo desses produtos frente a micro-organismos
indesejaveis. A partir disso, para se atender a demanda para a conservacdo de atributos
nutricionais e de qualidade, a substitui¢do dos conservantes tradicionais de origem sintética,

pelos naturais vem crescendo constantemente na aplicagdo de produtos. Esses conservantes

3 MACHADO, R. M; TOLEDO, M. C. Sulfitos em alimentos. Brazilian J. Food Technol, v. 9, n. 4, p. 265-275,
2006.

* LUCK, E.; JAGER, M. Conservacion quimica de los alimentos, caracteristicas, usos, efectos. Zaragoza, 2°
ed, 1995.
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naturais sdo destacados por serem utilizados isolados ou em associacdo com outras
substancias (MACHADO; BORGES; BRUNO, 2011).

O uso de associagdes de substiancias conservantes e antibidticos com produtos
naturais de plantas medicinais, que apresentam potencial sinérgico sobre micro-organismos
resistentes, se destaca por algumas vantagens, tais como uma nova estratégia para o
tratamento de infec¢des ¢ a reducao da toxicidade relacionada a dose utilizada do antibiotico
ou substancia sintética, ja que possibilita o uso de dosagens reduzidas ao ser combinado, sem
comprometer sua acdo antimicrobiana (ROCHA, 2012).

Os efeitos resultantes das interagdes entre substancias (drogas e agentes
antimicrobianos) sdo descritas como, efeito aditivo, indiferente, antagdnico e sinérgico (OGA,
CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

O efeito aditivo ¢ evidenciado quando o resultado da combinagao ¢ igual a soma dos
efeitos de cada substancia separadamente. O efeito de indiferenga ocorre quando o resultado
da associagdo nao difere do resultado obtido da substancia mais eficaz quando testada
sozinha. O antagonismo ocorre quando o resultado da combinagdo das substancias ¢ menor
que o resultado obtido de cada substancia separadamente. O sinergismo ¢ evidenciado quando
o resultado da combinagdo das substancias ¢ maior que a soma dos efeitos de cada agente em
separado, ou seja, o efeito sinérgico de uma substancia quando testada proporciona uma maior
acdo antimicrobiana do que a esperada (ENDO, 2007; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO
2008).

A partir da a¢do benéfica que as substancias naturais apresentam, quando associadas
a um agente antimicrobiano convencional, varios estudos sdo realizados para evidenciar tais
efeitos. Betoni et al. (2006) realizaram um estudo com diferentes extratos de plantas
combinados com agentes antimicrobianos convencionais, observando um potencial sinérgico
entre dois agentes antimicrobianos quando testados ao extrato de gengibre e onze agentes
associados ao extrato de cravo-da-india, frente a cepas de Staphylococcus aureus.

No estudo realizado por Probst (2012), foi evidenciado sinergismo entre o dleo
essencial de cravo contra a bactéria Escherichia coli e Oleo esencial de canela contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, quando combinados com diferentes antibioticos,
resultando em valores menores de concentragdo inibitoria minima que quando testados

sozinhos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Obtengao das amostras

As amostras de roma utilizadas foram coletadas no dia 06 de Outubro de 2014, em
uma propriedade rural da regido Sul da cidade de Toledo, Parana.

Os o6leos essenciais de citronela (lote 1286), cravo (lote 2009), eucalipto (lote 1522),
lavanda (lote 1668) e louro (lote 1320) foram obtidos comercialmente da empresa Laszlo
Aromaterapia LTDA, certificada na comercializa¢do destes produtos naturais.

Esses oleos foram selecionados de acordo com sua composi¢do quimica e diversas
aplicacdes que oferecem para aromaterapia, cosmética e alguns em especial para industria
alimenticia. Foram adquiridos da empresa os certificados de analise quimica de cada oleo
contendo os cromatogramas (ANEXO A, B, C, D ¢ E), realizado por Cromatografia Gasosa
de Alta Resolu¢do, a fim de identificar os principais constituintes responsaveis pelas varias
aplicacoes desses 6leos essenciais.

Algumas informagdes sobre os 0leos essenciais estdo apresentados na Tabela 1, tais
como, nome cientifico, parte da planta utilizada na extragdo e principais constituintes da

composi¢ao quimica do oleo.



28

Tabela 1 — Informacées sobre o nome cientifico, parte da planta utilizada e principais constituintes da
composicio quimica dos éleos essenciais

Oleos essenciais

Nome cientifico

Parte da planta

Composiciao quimica (%)

Citronela

Cravo

Eucalipto

Lavanda

Louro

Cymbopogon nardus

Syzygium aromaticum

Eucalyptus globulus

Lavandula angustifolia

Laurus nobilis

Folhas

Folhas

Folhas

Flores

Folhas

Citonelal (43,24);
geraniol (19,98);
citronelol (9,56).

Eugenol (88,50);
cariofileno (8,60);
Acetato de eugenila (1,70).

1,8-cineol (85,40);
a-pineno (8,30);
B-pineno (2,40);
mirceno (0,70).

Acetato de linalila (30,20);
Linalol (22,50);
1,8-cineol (4,80);

Acetato de lavandulila (4,20);
a-terpineol (2,90);
Canfora (2,60).

1,8-cineol (50,40);
a-pineno (12,90);
Linalol (7,60);
acetato de terpinila (6,50);
sabineno (4,00);
a-terpineol (3,10);
Eugenol (2,50).

3.1.2 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados neste trabalho sdo comumente veiculados por

alimentos. Foram adquiridos na forma liofilizada do Instituto Nacional de Controle de

Qualidade em Saude (INCQS). Foram utilizadas as bactérias Gram-positivas: Bacillus cereus
(ATCC 11778) e Staphylococcus aureus (ATCC 14458) e bactérias Gram-negativas:
Escherichia coli (ATCC 10536) e Salmonella typhi (ATCC 06539).

3.1.3 Conservantes sintéticos

Os conservantes sintéticos utilizados neste trabalho foram metilparabeno Biotec (lote

32343) e metabissulfito de sédio Vetec (lote 33495).
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3.1.4 Reagentes e meios de cultura

Os reagentes utilizados foram: Metanol P.A (Alphatec) Etanol P.A (Alphatec)
Cloroférmio P.A (Alphatec), Acido sulfurico P.A (Alphatec), Cloreto de bario (Vetec),
Cloreto de sodio (Proquimios), DMSO - dimetilsulfoxido (Nuclear), Trolox - 4cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Aldrich) e DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(Aldrich).

Os meios de cultura utilizados foram: Agar Mueller-Hinton (Himedia) e caldo

Mueller-Hinton (Himedia).

3.2 METODOS

As analises deste trabalho foram realizadas nos laboratérios de Quimica Organica,
Andlise Instrumental e Microbiologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana —

UTFPR, campus Toledo.

3.2.1 Preparo das amostras de roma

As amostras de frutos de roma foram coletadas da romazeira e apds previamente
lavadas. Em seguida, foram removido os arilos, de forma asséptica para evitar contaminagdes
com as sementes (Figura 7). Apos, as sementes foram secas a temperatura ambiente, em local

€scuro.
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Figura 7- Ilustracio da romizeira (A), fruta (roma) (B), sementes com arilo (C) e sementes secas sem arilo
(D)
Fonte: autoria préopria (2015).

3.2.2 Determina¢ao da umidade da amostra de sementes de roma

A andlise de umidade foi realizada conforme o método 935. 29 da AOAC
(CUNNIFF, 1998). Primeiramente, a amostra ja seca a temperatura ambiente foi triturada em
um micro moinho de facas (modelo SL 30 — SOLAB) para aumentar a eficiéncia na
determinagdo de umidade e extragdo do 6leo.

Cadinhos de porcelana foram previamente calcinados em um forno mufla
(FORNITEC) a 600°C e apds colocados em um dessecador para serem resfriados. Em

seguida, foram pesados, em balanga analitica (= 0,1000 g), aproximadamente 3,0 g de
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amostra, nos cadinhos de porcelana. Esses foram levados a estufa e mantidos a 105°C por 4
horas. Em seguida, foram transferidos para um dessecador e resfriados por aproximadamente
30 minutos e novamente pesados. O experimento foi realizado em triplicata e o calculo de

porcentagem de umidade foi realizado de acordo com a equagao 1.

% Umidade Z%X 100 (1)

Onde, CV: cadinho vazio (g); AU: amostra umida (g) e CS: cadinho contendo

amostra seca (g).

3.2.3 Extracdo do 6leo das sementes de roma

O método utilizado para a extracdo do 6leo foi de acordo com Bligh e Dyer (1959).
Ap0s ter obtido o teor de umidade das sementes, foi calculada a quantidade necessaria em
massa de semente para extragao.

Aproximadamente 22,78 g da amostra moida foi colocada em um béquer, e apods
adicionado 4gua destilada para corrigir a umidade (80%) da amostra.

Em seguida foram homogeneizados 100 mL de cloroférmio P. A. com 200 mL de
metanol P. A.. Em seguida, foram adicionados 100 mL de cloroférmio P. A. e agitado por
mais 30 segundos, e posteriormente, 100 mL de agua destilada e agitado por mais 30
segundos.

A mistura foi filtrada em um funil de Buchner com papel filtro quantitativo. Em
seguida, foram adicionados 100 mL de cloroférmio P. A. e foi agitado vigorosamente por 2
minutos. O filtrado foi transferido para um funil de separagao.

A fase inferior (cloroférmio) foi coletada em um baldo previamente pesado em
balanga analitica (£ 0,0001 g). Por fim, foi realizada a evaporagdo do solvente em um
evaporador rotatorio, a 36°C e determinado gravimetricamente o teor de 6leo obtido das

sementes.
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Apos a extragdo, foi realizado o célculo do rendimento de extragcdo de acordo com a
equacdo 2. O ¢6leo obtido foi colocado em tubos de centrifugacdo estéreis e conservados em

congelador (modelo F 32- BOSCH) sob temperatura de -18 °C.
. MO
Rendimento (%) =5 X 100 (2)

Onde, MO: massa de 6leo obtido na extracdo (g) e MS: massa das sementes utilizadas

para extragdo (g).
3.3 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.3.1 Determinagao da atividade antioxidante dos 6leos pelo método de DPPH

Para a determinacdo da atividade antioxidante dos o6leos foi utilizado o método de
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), segundo a metodologia proposta por Choi et al (2002).

Inicialmente foram realizados alguns testes com concentragdes variadas para
verificar em qual concentragdo aproximadamente os 6leos essenciais € o 6leo vegetal extraido
de sementes de romd apresentavam capacidade de inibicao de 50% do radical DPPH. Em
seguida, foram realizadas as analises com seis concentracdes diferentes para cada oleo.

Os 6leos foram pesados em baldao volumétrico de 10,0 mL e diluidos em etanol P.A..
Para a reacao, foram coletados 2,5 mL de cada balao contendo a amostra de 6leo e foram
adicionados em tubo de ensaio. Logo em seguida foram adicionados aos tubos 1,0 mL da
solugdo de DPPH 3,0x10™ mol L' (solu¢io metandlica). Os tubos de ensaio foram agitados
em agitador de tubos tipo Vortex (modelo AP56 - PHOENIX) e deixados em repouso por 30
minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Preparou-se um controle negativo
contendo 2,5 mL de etanol em 1,0 mL da solucao de DPPH 3,0)(10'4 mol L'. Para o branco foi
utilizado etanol P. A.

Apds o periodo de 30 minutos em repouso, realizou-se a leitura das amostras nas
diferentes concentracdes em um espectrofotometro UV/Vis (modelo T80+ PG Instruments)

em 517 nm, onde a solugao de DPPH apresentou um maximo de absor¢ao. O experimento foi
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realizado em triplicata e o resultado foi expresso em ICsj, ou seja, a concentragdo de 6leo
necessaria para reduzir 50% do radical livre DPPH. O ICsy de cada 6leo foi encontrado
através da equacdo da reta obtida pela curva de porcentagem de inibicdo versus a
concentracao de 6leo.

O percentual de inibigao foi calculado de acordo com a equacgao 3.

(A0 - Al)

% Inibicao = x 100 (3)

Onde, A0: absorbancia do controle negativo (DPPH + Etanol) e Al: absorbancia da
amostra em solugao.

Outra forma de expressar os resultados de atividade antioxidante é pelo Indice de
Atividade Antioxidante (AAI). Considera-se acao antioxidante fraca quando o AAI for menor
que 0,5, acdo moderada quando o AAI estiver entre 0,5 e 1,0, acdo antioxidante forte quando
o AAI for de 1,0 a 2,0, e acdo muito forte para valor de AAI for superior a 2,0 (SCHERER;
GODOQY, 2009).

O Indice de Atividade Antioxidante (AAI) é obtido através da equagio 4.

concentragdo final de DPPH (mg mL'l)

AAl = 1
ICsp(mg mL™)

4

Como controle positivo foi utilizado o antioxidante padrao Trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico). A solugdo padrao de Trolox foi preparada de acordo
com Rufino et al. (2007b), onde dissolveu-se 25,0 mg de Trolox em etanol P.A num baldo de
50,0 mL, resultando em uma solugao 2,0)(10'3 mol.L"!. Em seguida foi determinada a
atividade antioxidante com o padrao Trolox pelo método de DPPH conforme realizado para as
amostras de oOleo. Plotou-se as concentragdes de Trolox no eixo X e as respectivas
absorbancias no eixo Y e entdo, obteve-se a equagdo da reta. Os resultados da atividade
antioxidante foram expressos em TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox), em

umol ET por grama de amostra.
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Para a determinagdo da curva padrio do DPPH (concentracdo de DPPH x
absorbancia), foi utilizada a metodologia de acordo com Rufino et al. (2007a). Preparou-se
em baldes volumétricos de 10,0 mL, solugdes de DPPH em metanol com concentragdes de
(10 pmol.L™, 30 umol.L™", 50 pmol.L"", 70 pmol.L", 90 pmol.L" mol.L™") em triplicata. Em
ambiente escuro ¢ temperatura ambiente, transferiu-se aproximadamente 4,0 mL de cada
solucdo de DPPH para cubetas de vidro e realizou-se a leitura em espectrofotometro a 517
nm. Metanol foi usado como branco. Em seguida, plotou-se as concentracdes de DPPH no

eixo X e as respectivas absorbancias no eixo Y e entdo, calculou-se a equagdo da reta.

3.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

3.4.1 Preparo das solugdes de 6leo e conservantes sintéticos

Para a realizagao dos testes de Concentra¢dao Inibitoria Minima (CIM) e testes de
associacdo, foram pesados 10,0 mg de cada 6leo e em seguida adicionou-se 100 pL. de DMSO
e 900 uL de caldo Mueller-Hinton, resultando em uma solugdo com concentragdo de 10 mg
mL™".

O preparo das solugdes dos conservantes sintéticos se procedeu da mesma forma, s6
variando as concentracdes de cada conservante sendo 15 mg mL™' para metilparabeno e 30 mg

mL™" para o metabissulfito de sodio.

3.4.2 Preparo do indculo bacteriano

O inoculo utilizado para os testes de microdilui¢do foi preparado de acordo com a
escala McFarland, que obtém uma turvagdo correspondente a 0,5. Esse padrdo € equivalente a
aproximadamente 1,5x10* UFC.mL™" (CLSI, 2012).

Para padronizar a densidade da suspengdo bacteriana, utilizou-se um controle de

turbidez de BaSOy (sulfato de bario), equivalente a uma solucdo padrdo McFarland de 0,5.
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Para o preparo da solu¢do padrio McFarland 0,5, primeiramente em um tubo de
ensaio acrescentou-se uma aliquota de 0,5 mL de cloreto de bario (BaCl, de 0,048 mol.L'™")
em 99,5 mL de 4cido sulfarico (H,SO4 de 0,18 mol.L™"), agitando constantemente para manter
a suspensdo da solugdo. Em seguida, foi realizada a leitura dessa solugdo em
espectrofotometro UV/Vis (modelo T80+ PG Instruments) em um comprimento de onda de
625 nm, obtendo uma absorbancia de 0,089. Por fim, a solu¢do McFarland 0,5 foi transferida
para tubos de ensaio com tampa e foram armazenados em local escuro sob temperatura
ambiente. A cada duas semanas de testes foi realizada a leitura da absorbancia do padrao, para
certificar-se que nao sofreu degradacdo. A absorbancia em 625 nm da solucdo padrao
McFarland com turvacao 0,5 deve estar entre 0,08 ¢ 0,10 equivalente a aproximadamente
1,5x10* UFC.mL" (CLSI, 2012).

Para os testes de microdiluicdo foram realizados os ajustes da turbidez das
suspensoes bacterianas, com uma solucao salina 0,85% previamente estéril, de modo a obter-
se uma turbidez oOtica comparavel a solugcdo padrio McFarland 0,5. Em seguida, foram
realizadas diluigdes de 1:20 (950 pL de caldo Mueller-Hinton e 50 pL da cultura de cada
bactéria) ja padronizada em salina 0,85% com o padrdo McFarland 0,5, em microtubos de
centrifugagdo estéreis, para a obtengdo de uma solu¢io com aproximadamente 0,75x10’ UEC.

mL™.

3.4.3 Avaliac¢ao da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos 6leos e conservantes sintéticos

A determinacao Concentragao Inibitoria Minima (CIM) foi realizada de acordo com
a metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (2012), pelo teste de
microdilui¢do para bactérias.

Os testes de microdilui¢ao foram realizados em microplacas (KASVI) para cultura de
c€lulas, estéreis, com 96 pogos, em camara de fluxo unidimensional (BIOENGO09).

Inicialmente, adicionou-se 100 uL de caldo Mueller-Hinton, com o auxilio de um
micropipetador multicanal, em todos os pogos da microplaca. As solugdes de dleo a serem
testados, na concentragao de 10 rng.rnL'1 foram adicionados nos primeiros pogos da linha A.
Em seguida, realizaram-se as dilui¢des seriadas dos 6leos em sentido vertical, aspirando e
soltando continuamente as solu¢des em cada pog¢o da microplaca, com exce¢do da linha H,

sendo que o pogo seguinte apresentava a metade da concentragdo do pogo anterior. Inoculou-
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se, com auxilio de um micropipetador monocanal, 10 pL da suspensdo bacteriana padronizada
1:20 em todos os pogos da coluna 1, 3,5, 7,9 e 11 (7,5 x 10* UFC/pocgo). Os outros pogos
foram utilizados como controle de cada 6leo (6leo + caldo Mueller-Hinton). A linha H foi
utilizada como controle negativo (bactéria + caldo Mueller-Hinton). Foi realizado também um
controle de esterilidade do caldo ¢ um controle com DMSO, para a certificagdo que nao
apresentasse potencial de inibigdo frente as bactérias testadas.

Por fim, as microplacas foram cuidadosamente agitadas e incubadas em uma estufa
BOD (modelo TE371 — Tecnal) a temperatura de 35°C, por um periodo de 24 horas. Apos
este periodo, realizou-se a leitura dos resultados, observando a presenca ou auséncia de
crescimento bacteriano visivel na microplaca. Para isso, observou-se qual o ultimo pogo de
cada coluna isento de crescimento bacteriano, ou seja, 0s pog¢os que apresentaram auséncia de
turvacgdo visivel, sdo considerados como a concentragdo inibitéria minima frente a bactéria
testada.

O procedimento foi o mesmo para os conservantes sintéticos, s6 variando as
concentragdes iniciais de cada um, sendo 15 mg.mL" para metilparabeno e 30 mg.mL™"' para
metabissulfito de sddio. O experimento com os 6leos e conservantes sintéticos foi realizado

em triplicata.

3.4.4 Avaliagao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para os 6leos e conservantes

sintéticos

Para a determinacao da concentragao bactericida minima dos o6leos e conservantes
sintéticos, foram retiradas alcadas com auxilio de alcas bacterioldgicas, dos pogos
correspondentes a concentragdo inibitoria minima e as concentracdes anteriores a esta. O
método utilizado foi o de espalhamento em estrias sobre a superficie de Agar Mueller-Hinton
contido em placas de Petri.

Em seguida, as placas foram incubadas a uma temperatura de 35°C por 24 horas.
Apos este periodo realizou-se a leitura verificando se houve ou nao crescimento visivel sobre
o agar. Considerou-se a concentracdo bactericida minima a menor concentracdo de 6leo ou
conservante sintético capaz de causar a morte ou redu¢do no crescimento bacteriano igual ou

superior a 99,9%.
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3.4.5 Teste de associagdo dos oOleos com conservantes sintéticos pela técnica de

“checkerboard”

Os oleos que apresentaram melhor desempenho frente as bactérias foram associados
com 0s conservantes sintéticos metilparabeno e metabissulfito de sodio, que sdo comumente
utilizados em alimentos e cosméticos. A técnica utilizada foi a de “checkerboard” em
microplacas de 96 pocos.

Inicialmente foram adicionados 100 pL de caldo Mueller-Hinton nos pocos da
microplaca, com excecdo do poco 12A, que recebeu 200 pL da solucdo de odleo na
concentragdo de 10 mg mL™". Os demais pogos da coluna 12 receberam 100 pL da solugio de
6leo na concentragio de 10 mg mL™ cada. Realizou-se uma diluigio seriada em sentido
horizontal até a coluna 2 da microplaca. Em seguida, foram adicionados 100 pL da solugdo de
conservante sintético (15 mg mL™ de metilparabeno ou 30 mg mL" de metabissulfito de
sodio) e, seguiu-se a dilui¢do seriada em sentido vertical até a linha G da microplaca. A linha
H e a coluna 1 foram os controles do 6leo e conservante sintético, respectivamente. Cada pogo
da microplaca apresentava combinacdes de diferentes concentragdes de Oleo e conservante
sintético. Em seguida, foram adicionados a todos os pogos da microplaca 10 pL da suspensio
bacteriana padronizada em escala McFarland 0,5 diluidas 1:20. Por fim, a microplaca foi
agitada cuidadosamente e incubada a uma temperatura de 35°C durante 24 horas.

Apo6s este periodo foi realizada a leitura através da observagdo de inibigdo ou
crescimento visivel na microplaca. O crescimento foi evidenciado através de turvagao.

A analise dos resultados ¢ feita através do calculo do Indice de Concentracio

Inibitoria Fracionada (FICI) dos 6leos e conservantes sintéticos, a partir da equagao 5.

CIMp em combina¢do ., CIMp em combinagdo
FICI = FIC,\+FICp =—A OO0 | — Tp o PO (5)
CIM, isolado CIMg isolado

Onde, FICI: Indice de Concentracio Inibitoria Fracionada; FIC,: Concentracdo
Inibitoria Fracionada do o6leo; FICg: Concentragdo Inibitoria Fracionada do conservante
sintético; CIM,: Concentragao Inibitoria Minima do 6leo ¢ CIMg: Concentragdo Inibitéria

Minima do conservante sintético.



38

Desta forma, os resultados de cada 6leo em associagdo ao conservante sintético
foram classificados, de acordo com o FICI, em sinérgicos (FICI < 0,5), aditivos (FICI entre
0,5 e 1,0), indiferentes (FICI entre 1,0 e 4,0) ou antagonicos (FICI > 4,0) (LEWIS et al.,
2002).

Os resultados do teste de “checkerboard” também foram interpretados pelo padrao
formado pela construcao de graficos denominados isobologramas, onde uma das substancias
testadas fica ao longo do eixo X e a outra ao longo do eixo Y. Ao realizar a conexdo da série
de pontos referentes a combinagdo do 6leo e conservante sintético, obtém-se o isobolograma

onde ocorre inibi¢do do crescimento microbiano (SHIN; LIM, 2004; ENDO, 2007).



39

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao do 6leo vegetal de sementes de roma

Foi realizada inicialmente a extragdo do 6leo vegetal contido nas sementes de roma,
através do método de Bligh e Dyer (1959). Para determinar a quantidade em massa de
amostra a ser extraida, foi necessaria a determinagdo do teor de umidade, pois o método de
extragdo realizado ¢ aplicado para amostras com até 80 % de umidade. As sementes de roma
apresentaram uma umidade de 12,15 % (= 0,14). De acordo com a ANVISA (1978), os
cereais, incluindo graos e sementes devem apresentar no maximo 15 % de umidade, devido
aos riscos de contaminagdo que podem ocorrer. Um alto teor de umidade em sementes pode
ocasionar um aumento na respira¢ao, promovendo o aparecimento de micro-organismos €
como consequéncia a perda de matéria-prima (MOHLER, 2010).

Segundo Lansky e Newman (2006), o teor de lipideos presentes nas sementes de
roma, compreende de 12 a 20 % do peso total da semente, apresentando um alto teor do acido
graxo (acido punicico) em sua composi¢ao. O rendimento obtido pela extragdo do 6leo neste
trabalho foi de aproximadamente 13,43 %. Esse valor estd proximo ao rendimento encontrado
por Jardini e Mancini Filho (2007), que foi de 14,06 % de 6leo nas sementes da fruta. No
entanto, o rendimento e a composi¢ao dos acidos graxos extraidos de 6leos vegetais podem
apresentar variagdes de acordo com a maturagdo do fruto, localizagdo, época de colheita,
condigdes climaticas, dentre outros varios fatores (MELO, 2012a).

Desta forma, faz-se necessario realizar um controle das condi¢des do fruto e da
umidade, para que ndo ocorra perda da amostra e dos principais compostos presentes, como

também para se obter uma quantidade consideravel de lipidios ao final da extragao.

4.2 Determinacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH

Para a determinagdo da atividade antioxidante dos 6leos em estudo, utilizou-se o
método do DPPH. A atividade antioxidante ¢ determinada pelo grau de descoloragdo da

solucdo metandlica de DPPH, que inicialmente ¢ violeta e torna-se amarela
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proporcionalmente a capacidade do antioxidante em sequestrar o radical livre (POVH, 2008).
Os resultados foram expressos através da quantidade de antioxidante capaz de sequestrar
metade (50 %) dos radicais livres DPPH presentes na solugao.

A curva padrao de DPPH encontra-se na Figura 8.
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Figura 8- Curva padrao de DPPH

A metodologia utilizada para a construgdo da curva padrao foi proposta por Rufino et
al. (2007a) com algumas modificagdes. Conforme o coeficiente de determinagdo obtido pela
curva (Figura 8) obteve-se uma boa linearidade.

Para as analises com os 6leos, foram realizados testes para obter concentragdes que
apresentassem capacidade abaixo e acima de 50% na inibi¢do do radical DPPH, para a
construcdo de uma curva linear entre a concentracdo do antioxidante e sua a porcentagem de
inibi¢do (Figura 9). A partir disso, todos os 6leos apresentaram concentracdes diferentes na

capacidade de inibi¢do. O calculo do ICs foi realizado pela equacao 3.
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Figura 9— Exemplo de curva utilizada para a determinacio da equacfo da reta para os dleos

De acordo com a Figura 9, a medida que aumenta a concentracao do 6leo utilizado,
aumenta a capacidade de inibir o radical DPPH.

Foi realizado também, como controle positivo uma analise com o reagente Trolox,
que ¢ um antioxidante padrdo conhecido pela inibicao de radicais livres.

A curva padrao de Trolox encontra-se na Figura 10.
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Figura 10 - Curva padrio de Trolox

Conforme a Figura 10 observa-se que quando se aumenta a concentragdo de Trolox a

absorbancia diminui, ou seja, ocorre a inibi¢do do radical DPPH. Desta forma, os resultados
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também foram apresentados em TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox), em
umol ET por grama de 6leo.
Os resultados de ICsp, Indice de Atividade antioxidante e capacidade antioxidante em

equivalente Trolox para cada 6leo, sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de ICs, Indice de Atividade Antioxidante (AAI) e capacidade antioxidante em
equivalente Trolox (TEAC) obtidos para cada 6leo na determinacdo do potencial antioxidante pelo
método de DPPH

Oleos ICsy (mg.mL™") + DP AAI TEAC (umol.g™)
Citronela 0,99 +£0,010 0,03 28,50
Cravo 0,008 £ 0,010 3,93 3125,70
Eucalipto > 15,00 = 0,000 <2,25x10° -
Lavanda > 15,00 = 0,000 <2,25x107 -
Louro 0,24 +0,019 0,14 109,62
Semente de roma 2,32 +0,015 0,01 11,99

Nota: Os simbolos < e > representam menor ¢ maior respectivamente; (-) Ndo determinado.
DP: Desvio padrdo

Dentre os 6leos testados, os 6leos essenciais de lavanda e eucalipto foram os menos
eficazes na acdo antioxidante, pois ndo apresentaram inibi¢do de 50% do radical DPPH
mesmo com a maior concentragdo testada (15,00 mg.mL™"). Desta forma, a utilizagio desses
6leos essenciais como antioxidantes se torna inviavel, devido a grande quantidade de 6leo
necessaria para promover a redugao do radical livre.

A partir disso, ndo foi possivel calcular os valores reais de ICsyg, AAI e TEAC para
esses Oleos, mas estimou-se que estes 0leos essenciais apresentavam valores de ICsy maiores
que 15,00 mg.mL'1 e AAl menores que 2,25x107.

Malinowski (2010) realizou um estudo da capacidade antioxidante com o Oleo
essencial de espécies de eucalipto e também verificou que esse 6leo ndo apresentou
capacidade de reduzir o radical DPPH, como também nao apresentou variagdes na coloragao
permanecendo na cor violeta escuro, mesmo na maior concentragio testada (6,0 mg.mL™).

O principal composto presente no 6leo essencial de eucalipto utilizado nesse estudo
foi o 1,8-cineol, presente em aproximadamente 85,4 %. De acordo com Toscan (2010), que

avaliou a atividade antioxidante de terpenoides, esse composto precisa de um ICsy muito alto
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(86,07 uL.mL'l) para a inibicdo do radical DPPH, constatando sua baixa atividade
antioxidante.

Os principais constituintes presentes na composicao do dleo essencial de lavanda
utilizado neste trabalho sdo; acetato de linalila (30,2 %), linalol (22,5 %) e 1,8-cineol (4,8 %).
Com relagdo a este oleo essencial, sao poucos os estudos voltados na determinagdo da
atividade antioxidante pelo método de DPPH, por ser considerado um fraco antioxidante na
inibi¢do do radical. No entanto s3o evidenciadas outras propriedades para esse 6leo, tais
como, para fins terapéuticos, aplicacdes em cosméticos e perfumes e também como
antimicrobiano, sendo que tais propriedades devem-se pela presenga de linalol e acetato de
linalila em sua composi¢do (CAVANAGH; WILKINSON, 2002; SILVEIRA, 2012).

Dentre os outros dleos apresentados na Tabela 2, o 6leo essencial de cravo foi o mais
eficaz na inibicdo de 50% do radical DPPH, com uma concentragdo de 0,008 mg.mL'1 e AAI
de 3,93 classificado como um antioxidante de agdo muito forte, seguido do 6leo essencial de
louro (0,24 mg.mL™), citronela (0,99 mg.mL™") e do 6leo vegetal extraido de sementes de
roma (2,32 mg.mL'l) com AAI de 0,138, 0,034, 0,014 respectivamente, classificados como
antioxidantes de a¢ao fraca.

O valor de ICs obtido para o 6leo essencial de cravo neste trabalho esta préximo ao
encontrado por Scherer et al. (2009) que foi de 0,0078 mg.mL”, confirmando seu alto
potencial antioxidante.

Com relacao aos valores de capacidade antioxidante equivalente ao padrao Trolox,
observa-se que quanto menor o ICsyp, maior ¢ a concentragdo de TEAC. Dentre os dleos
avaliados, o 6leo essencial de cravo apresentou a maior concentragdo (3125,70 umol TEAC.g-
1).

A alta atividade antioxidante do 6leo essencial de cravo deve-se principalmente ao
eugenol, composto encontrado em maior quantidade nas folhas dessa planta (88,5 %). A agdo
desse composto estd relacionada a sua estrutura quimica, ou seja, o anel fendlico que permite
a doagdio de um préton (H') ao radical livre, estabilizando e interrompendo o mecanismo de
oxidagdao do mesmo (RAMALHO; JORGE, 2006).

O oleo essencial de louro foi o segundo 6leo mais eficaz no sequestro de radicais
livres do DPPH. O resultado obtido neste trabalho foi superior ao encontrado por Morais et al.
(2009), que analisaram o potencial antioxidante desse condimento adquirido comercialmente,
resultando em um ICsy de 0,76 mg.mL™". Seu potencial contra radicais livres deve-se por
apresentar em sua composi¢do compostos fenolicos, como o eugenol, linalol e a-terpineol,

que apresentam alta acdo antioxidante. No entanto, esse Oleo essencial apresenta



44

concentragdes de eugenol menores que o 6leo essencial de cravo, o que justifica um valor
maior ICs e consequentemente foi classificado como um antioxidante com uma menor agao.

O ¢leo essencial de citronela utilizado neste estudo possui como constituintes
majoritarios o citronelal (43,24 %), geraniol (19,98 %) e citronelol (9,56 %). O resultado de
ICs obtido (0,99 mg.mL'l) foi maior que o encontrado por Scherer et al. (2009) que foi de
0,74 mg.mL" pelo método do DPPH. Entretanto, o 6leo essencial também apresentou um
AALI abaixo de 0,5, sendo classificado como um antioxidante com agao fraca.

A acdo antioxidante dos Oleos essenciais deve-se principalmente pela presenca de
compostos fenodlicos em sua composi¢do. No entanto, os compostos como flavonoides e
terpenoides também oferecem alto potencial sobre os 6leos. Essas substancias, tem o poder de
neutralizar os radicais livres, impedindo que ocorra a oxidacdo lipidica (HUI, 1996;
JARDINI, 2005).

O oleo vegetal extraido de sementes de roma foi selecionado devido aos estudos
relacionados a alta atividade antioxidante do fruto, como também por possivel potencial
antimicrobiano. A concentragdo inibitéria de 50 % do radical DPPH pelo o6leo foi de
aproximadamente 2,32 mg.mL™. Esse valor de ICs, foi inferior ao encontrado por Melo
(2012), que avaliou a capacidade antioxidante na reducdo do DPPH do 6leo de semente de
roma em comparacao ao 6leo de linhaca, obtendo um ICsy de 3,77 mg de 6leo de roma para a
reducdo do radical.

No estudo realizado por Nascimento et al. (2013), a capacidade antioxidante do
extrato etandlico de sementes de roma contendo arilo foi avaliada, obtendo-se um valor de
23,33 umol TEAC.g"' de amostra. O potencial antioxidante deste 6leo deve-se aos 4cidos
graxos presentes nas sementes, chegando a até 95% de sua composi¢do. No entanto, o acido
punicico, presente em maior quantidade se destaca, por possuir uma longa cadeia carbonica
com algumas insaturagdes, que em contato com o radical livre promove a sua estabilizagao
(LANSKY; NEWMAN, 2006; MELO et al., 2014).

Entretanto, no estudo realizado por Silva et al. (2012), que avaliou a atividade
antioxidante do 6leo extraido de sementes de roma aplicando a técnica de prensagem a frio,
encontrou um resultado de ICso de aproximadamente 37,98 ug.mL", ou seja, um valor bem
abaixo comparado com o obtido neste trabalho. Contudo, a questdo da variacdo nos valores
encontrados da capacidade antioxidante deste 6leo, como também para os 6leos essenciais,
estd diretamente relacionada a alguns fatores como, método de extracdo do dleo, umidade das
amostras, condigdes climaticas, espécie, €poca de colheita (nivel de maturagdo), entre outros

(ANDRADE et al., 2012; MELO, 2012a).
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Além disso, outro ponto importante ¢ a caracterizagdo do 6leo, ou seja, caracterizar e
quantificar os principais acidos graxos presentes nas sementes responsaveis por seu potencial
antioxidante. Desta forma, por ndo ter as informacgdes quantificadas sobre a composi¢ao do
6leo vegetal extraido das sementes, através da técnica de Cromatografia Gasosa (CG), acabam
dificultando a analise da eficicia do o6leo, como também as comparagdes com outros

trabalhos.

4.3 Determinagdo da atividade antimicrobiana dos Oleos e conservantes sintéticos pelas

técnicas de CIM e CBM

A técnica utilizada para quantificar a atividade antimicrobiana dos Oleos e
conservantes sintéticos contra as bactérias patogénicas, foi através da Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) e Concentracdao Bactericida Minima (CBM).

Os resultados obtidos para os 6leos nas técnicas de CIM e CBM estdo apresentados

na Tabela 3.

.....

para os o6leos testados contra bactérias patogénicas Gram-posivas e Gram-negativas

Citronela Cravo Eucalipto  Lavanda Louro Semente de

) ) roma

Micro-organismos
CIM/CBM (mg.mL™)

Bacillus cereus 1,25/2,50 1,25/2,50 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00/0,00
Escherichia coli 2,50/2,50 1,25/1,25 0,00/0,00 5,00/0,00 5,00/5,00 0,00/0,00
Salmonella typhi 0,00/0,00 1,25/1,25 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00/0,00 0,00/0,00
Staphylococcus 2,50/2,50 2,50/2,50 0,00/0,00 5,00/0,00 5,00/0,00 0,00/0,00

aureus

Conforme os resultados apresentados na Tabela 3 pode-se perceber que o 6leo
essencial de eucalipto e o 6leo vegetal de sementes de roma ndo apresentaram potencial na
inibi¢ao de nenhuma das bactérias utilizadas.

Estanislau et al. (2001) avaliaram a atividade antibacteriana de cinco espécies de

eucalipto frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Dentre as espécies avaliadas, o
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6leo essencial de Eucalypto microcorys pode ser comparado com a espécie globulus, utilizada
neste trabalho, devido possuir aproximadamente 86,72% do composto 1,8-cineol em sua
composi¢do. Dentre as espécies, essa foi a menos eficaz no efeito antibacteriano,
evidenciando uma fraca agdo do terpenoide 1,8-cineol, conforme o resultado obtido neste
trabalho. No entanto o 6leo essencial da espécie Eucalypto citriodora (82,33% citronelal e
0,93% 1,8-cineol), foi ativo frente a todas as bactérias.

Contudo, a maior pesquisa com o dleo essencial de eucalipto é sobre fungos. Alguns
estudos evidenciaram a sua agdo frente a Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
considerados patdgenos de plantas e alimentos e também produtores de aflatoxinas (VILELA,
2007).

O oleo de sementes de roma nao apresentou atividade mesmo na maior concentracao
testada de 5,0 mg.mL™, se tornando ineficaz para as possiveis associagdes com conservantes.
Entretanto, ¢ evidenciada alta atividade antimicrobiana em extratos da casca deste fruto.
Alguns estudos evidenciaram sua acgdo frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Proteus vulgaricus (AHMED; ABOOD; AL-JANABI, 2012; SILVA, 2008).

O ¢leo essencial das folhas de cravo foi o mais eficaz apresentando potencial
bacteriostatico e bactericida frente as quatro bactérias testadas. Dentre os micro-organismos
em teste, Bacillus cereus, Escherichia coli e Salmonella typhi foram as mais sensiveis ao 6leo
essencial, ambas com CIM de 1,25 mg.mL", seguido por Staphylococcus aures (2,5 mg.mL"
1). Com relagao a concentracao bactericida minima, ou seja, a concentragao minima do 6leo
essencial suficiente para causar a morte da célula bacteriana, o 6leo essencial de cravo
apresentou maior CBM frente a Escherichia coli e Salmonella typhi (1,25 mg.mL™, seguido
por Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (2,5 rng.mL'l).

O principal composto responsavel pela alta agdo antimicrobiana deste 6leo € o
eugenol presente em 88,5 % de sua composi¢do total. Os resultados positivos corroboram
com os encontrados por Scherer et al. (2009), que evidenciaram a atividade do 6leo essencial
de cravo para as mesmas bactérias utilizadas neste trabalho.

Rabélo (2010), também encontrou resultados satisfatorios para o 6leo essencial de
cravo, sendo o eugenol composto majoritario apresentando acao frente a cepas de Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosas e Salmonella spp.

A atividade antimicrobiana do eugenol pode ser atribuida a sua estrutura quimica, em
especial ao anel fendlico. Estudos indicam que esse composto fendlico ¢ ativo frente as

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas provocando a degeneracdo das proteinas da
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membrana resultando em um rompimento da parede celular ou lise da célula bacteriana (DI
PASQUA et al., 2007; DEVI et al., 2010).

O o6leo essencial de citronela também apresentou potencial antimicrobiano, sendo
mais eficaz para a bactéria Gram-positiva Bacillus cereus com CIM de 1,25 mg.mL™, seguido
por Staphylococcus aureus e Escherichia coli, com CIM de 2,50 mg.mL'l. O potencial
bactericida do 6leo foi evidenciado para as trés bactérias na concentracdo de 2,50 mg.mL™". A
unica bactéria que ndo apresentou inibicdo ao Oleo foi Salmonella typhi se mostrando
resistente na maior concentragio testada (5,0 mg.mL™"). As bactérias Gram-negativas
apresentam uma maior resiténcia, quando comparadas com as Gram-positivas por possuirem
além da camada de peptideoglicano, uma membrana externa rica em lipopolissacarideos e
lipoproteinas que conferem uma maior impermeabilidade de alguns agentes antimicrobianos
(DORMAN; DEANS, 2000).

Scherer et al. (2008) e Silveira et al. (2012) avaliaram a ag¢do do 6leo essencial de
citronela (Cymbopogon winterianus) frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
obtendo resultados satisfatorios. A acdo desse Oleo essencial se deve por possuir ricos
monoterpenoides como, citronelal (43,24%), citronelol (9,56%) e geraniol (19,98%) em sua
composi¢do. Os compostos citronelal e citronelol diferem entre si apenas em suas fungoes
quimicas, uma vez que o primeiro ¢ um aldeido e o segundo um alcool (TOSCAN, 2010).

Os Oleos essenciais de lavanda e louro apresentaram potencial antimicrobiano
somente para as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ambos na maior
concentracio testada (5,0 mg.mL™"). Com relagdo 4 concentracdo bactericida minima, o 6leo
essencial de louro apresentou potencial somente contra cepas de Escherichia coli na
concentragdo de 5,0 mg.mL"'. O 6leo essencial de lavanda ndo apresentou CBM para
nenhuma das bactérias.

Os resultados obtidos neste trabalho apresentaram poucas variagdes em relacao aos
de Silveira et al. (2012) que avaliaram a atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas
e flores de lavanda observando seu efeito contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Contudo, os constituintes do 6leo essencial de uma mesma espécie de lavanda podem variar
consideravelmente dependendo do método de extracdo e forma de cultivo da planta.

Os principais componentes do 6leo essencial das flores de lavanda sdo o acetato de
linalila (30,22%) e o linalol (22,50%), no entanto outros terpenos em menor quantidade, como
a-terpineol, terpinen-4-ol, a-pineno, lavandulol, 1,8-cineol, também auxiliam no potencial
contra micro-organismos. No Oleo essencial de louro estdo presentes os constituintes

principais, 1,8-cineol (50,40%), a-pineno (12,90), linalol (7,60%) e eugenol (2,50%). Estudos
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revelam que a atividade biologica dos terpenos e terpenoides esta relacionada ao grupo hidroxil
ligado aos aneis fendlicos, como também, a presenca de elétrons deslocalizados na estrutura
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

De acordo com Houghton et al. (2007) muitas vezes a atividade bioldgica dos 6leos
essenciais nao ¢ realizada somente pelos compostos majoritarios. Assim, o efeito pode ser
atribuido as substancias que estdo presentes em menor quantidade ou também pela associacao
destas com outros compostos existentes, promovendo um efeito sinérgico do 6leo essencial.

Na Tabela 4, estdo descritos os resultados obtidos pelas técnicas de Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM) para os conservantes

sintéticos metilparabeno e metabissulfito de sodio.

.....

para os conservantes sintéticos contra bactérias patogénicas Gram-posivas e Gram-negativas

Metilparabeno Metabissulfito de sédio
Micro-organismos CIM/CBM (mg.mL™") CIM/CBM (mg.mL™)
Bacillus cereus 1,87/3,75 1,87/1,87
Escherichia coli 0,93/3,75 1,87/1,87
Salmonella typhi 1,87/3,75 1,87/1,87
Staphylococcus aureus 3,75/7,50 1,87/1,87

O conservante sintético metilparabeno apresentou efeito de inibi¢do e lise frente as
quatro bactérias testadas, mostrando-se mais eficaz para a bactéria Escherichia coli (0,93
mg.mL™"), seguida por Bacillus cereus ¢ Salmonella typhi (1,87 mg.mL™) e Staphylococcus
aureus (3,75 mg.mL™") que apresentou uma resisténcia maior ao conservante.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece a utilizagdo desse
conservante em alimentos sob uma concentragdo maxima de aproximadamente 0,30 mg.mL'l.
De acordo com os valores obtidos neste trabalho, o conservante metilparabeno utilizado
apresentou concentragdes de inibigdo superiores ao permitido em alimentos. No entanto, para
aplicagdo em cosméticos mostrou eficacia quando testado frente as quatro bactérias, ja que a
concentragio maxima permitida ¢ de 4,0 mg.mL™",

A atividade antimicrobiana dos parabenos esta relacionada ao comprimento da
cadeia carbonica do substituinte do éster, caracteristica esta indesejavel do ponto de vista da

solubilidade em agua, ou seja, o metilparabeno apresenta-se mais soluvel em agua, porém
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com uma acdo antimicrobiana menor que o propilparabeno, devido as diferencas na estrutura
quimica (FERNANDES; SAVINO; AMARANTE, 2013). Alguns estudos sugerem que estes
compostos lipofilicos atuam na inibicdo ou levam a morte os micro-organismos, devido a
alteracdo da permeabilidade das membranas celulares, como também pela interferéncia em
reacoes metabolicas essenciais para o desenvolvimento e atividade celular (CARREIRA,
2008; MELO, 2012b).

O conservante metabissulfito de s6dio apresentou o mesmo valor de CIM e CBM
para todas as bactérias (1,87 mg.mL'). Em comum com o metilparabeno apresentou
concentracdes de inibicao superiores a concentragdo maxima da utilizagao do conservante em
alimentos.

Estudos indicam que a atividade bactericida do metabissulfito de sodio estd
relacionada ao pH do meio, por ser caracterizado como um agente oxidante ativo a um pH

baixo (BOSTAN et al., 2013).

4.4 Associacdo dos 6leos com conservantes sintéticos pela técnica de “checkerboard”

As associagdes foram realizadas com o 6leo essencial de cravo e citronela, por
apresentarem os melhores resultados nos testes de CIM frente as bactérias avaliadas.

Os esquemas de “checkerboard” (APENDICE A) representam a microplaca de 96
pogos contendo as combinagdes diferentes entre o 6leo essencial e o conservante sintético.

Na Tabela 5, estio descritos os valores de Indice de Concentragdo Inibitoria
Fracionada (FICI) das associagdes entre Oleo essencial de cravo e metilparabeno; 6leo
essencial de citronela e metilparabeno e do 6leo essencial de cravo e metabissulfito de soédio,
contra as bactérias Gram-positivas, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus e Gram-

negativas, Escherichia coli e Salmonella typhi.
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Tabela 5 — Valores de Indice de Concentracio Inibitéria Fracionada (FICI) das combinacdes de 6leo com
os conservantes sintéticos contra bactérias patogénicas e seus respectivos desvios padrées (DP)

Oleo essencial x Conservante sintético

CRAVO x MTP CITRONELA x MTP CRAVO x MBS
Micro-organismos FICI + DP
Bacillus cereus 0,75 £0,00 0,62 + 0,00 0,75+ 0,09
Escherichia coli 0,49 + 0,00 0,75+0,16 0,75+ 0,00
Salmonella typhi 0,49 + 0,00 - 0,62 + 0,09
Staphylococcus aureus 0,56 +0,04 0,75+ 0,09 0,75 +0,00

Nota: MTP: metilparabeno e MBS: metabissulfito de sodio.

Na associacao entre o Oleo essencial de cravo e conservante metilparabeno,
observou-se que os melhores resultados de indice de concentracdo inibitéria fracionada foram
frente as bactérias Gram-negativas Escherichia coli e Salmonella typhi (FICI - 0,49),
evidenciando o efeito sinérgico dessas sustancias.

Na associacdo contra Escherichia coli, foi possivel verificar que a CIM do
conservante metilparabeno reduziu de 0,937 mg.mL'1 para 0,234 mg.mL'1 quando associado
com 0,312 mgmL" do éleo essencial de cravo. Na combinagio com Salmonella typhi a
reducio do conservante também foi visualizada, sendo de 1,87 mg.mL™ para 0,468 mg.mL"
na presenca da mesma concentracdo de 6leo. Desta forma, a associacdo dessas substancias
resultou em uma maior atividade antimicrobiana do que a esperada para cada substancia se
utilizada individualmente, como também em uma possivel redu¢do do conservante sintético
na presencga de baixas concentra¢des do dleo essencial.

Nas associacdes frente as bactérias Staphylococcus aureus (FICI — 0,56) e Bacillus
cereus (FICI — 0,75), foi observado efeito aditivo. A partir disso, mesmo com a reducdo da
concentracao inibitéria minima do conservante sintético na presenga do 0leo essencial, ndo se
torna interessante realizar a associacdo dessas substancias frente essas bactérias, por
apresentarem um potencial de agdo em comum se utilizadas isoladamente. O efeito obtido nas
interacdes entre o 0leo essencial de cravo e metilparabeno frente as quatro bactérias pode ser

visualizado a partir dos isobologramas da Figura 11.
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Figura 11- Isobologramas obtidos através da associacdo entre o 6leo essencial de cravo e o conservante
sintético metilparabeno contra as bactérias (a) Escherichia coli; (b) Salmonella typhi; (c) Staphylococcus
aureus; (d) Bacillus cereus. A linha pontilhada indica o comportamento aditivo teérico.

A partir dos isobologramas, ¢ possivel verificar geometricamente o tipo de efeito
resultante na associacdo do dleo e conservante sintético, ou seja, quanto mais distante é a
curva da linha pontilhada que indica o comportamento aditivo tedrico se obtém o efeito de
sinergismo (a e b).

Bassol¢ et al. (2010) observaram forte agdo antimicrobiana e a presenca de
sinergismo na combinagdo dos compostos linalol/eugenol e mentol/eugenol, constando a
eficacia da associagdo dessas substancias frente Escherichia coli. Avaliou também a
associacdao dos oOleos essenciais de Lippia multiflora e Mentha piperita, observando efeito
sinérgico frente a bactéria Escherichia coli e efeito aditivo frente a Staphylococcus aureus.

As bactérias mais sensiveis a combinacdo do 6leo essencial de cravo e metilparabeno
foram as Gram-negativas. A agdo do oOleo sobre essas bactérias pode ter causado o
rompimento ¢ degeneracdo da parede celular possuidora de lipopolissacaridios, devido o 6leo
essencial ser uma substancia lipofilica tendo o poder de se acumular e penetrar na membrana
(DORMAN; DEANS, 2000).

O potencial antimicrobiano também pode estar relacionado com a atividade do

eugenol, danificando as propriedades das proteinas da membrana celular bacteriana, quando
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associado ao conservante sintético metilparabeno. Altas concentragdes de eugenol pode
promover a inibicdo da ATPase, responsavel pela geragao de energia da célula, promovendo a
morte celular da bactéria (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

Os parabenos possuem maior potencial antimicrobiano quando nio ocorre a sua
ionizacdo. A forma ndo ionizada desses compostos lipofilicos facilita a penetragdo na
membrana celular da bactéria, sobre os quais ¢ realizado o potencial de inibicdo do
conservante (DEVI et al., 2010; SONI’; CARABIN; BURDOCK, 2005 apud MELO, 2012b).

Contudo, estudos indicam que a utilizacdo dos parabenos associados a outras
substdncias conservantes proporcionam um excelente efeito sinérgico (SONI*; CARABIN;
BURDOCK, 2005 apud MELO, 2012b).

Na associa¢do do 6leo essencial de citronela e conservante sintético metilparabeno
ndo foi evidenciado efeito sinérgico frente a nenhuma das bactérias. O menor FICI na
associacdo dessas substancias foi para a bactéria Bacillus cereus (0,62), seguido por
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com FICI de 0,75. Nao foi realizado associagao
frente a bactéria Salmonella typhi, devido a sua resisténcia mesmo na maior concentracao de
0leo essencial de citronela testada (5,0 mg.mL'l).

Os isobologramas obtidos a partir da associacdo do 6leo essencial de citronela e o

conservante metilparabeno estao representados na Figura 12.
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Figura 12- Isobologramas obtidos através da associaciio entre o 6leo essencial de citronela e o conservante
sintético metilparabeno contra as bactérias (a) Bacillus cereus; (b) Escherichia coli; (¢) Staphylococcus
aureus. A linha pontilhada indica o comportamento aditivo teérico.

> SONI, M. G.; CARABIN,I. G.; BURDOCK, G. A. Safety assessmet of esters of p-hydroxybenzoic acid
(parabens). Food and Chemical Toxicology, v. 47, n. 7, p. 985-1015, 2005.
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A patir da Figura 12 pode-se observar que a curva ndo se distancia muito da linha
pontilhada, caracterizando um efeito aditivo da associacdo (6leo essencial de citronela x
metilparabeno) frente as trés bactérias.

A associacdo deste 6leo essencial com metilparabeno, diferente do 6leo essencial de
cravo, ndo se mostrou satisfatoria. Desta forma, a eficacia de cada dleo essencial pode variar
de acordo com o pH da solugdo e principalmente nas concentragdes e tipo de componentes
ativos presentes (BURT, 2004).

Contudo, o mecanismo de agdo antimicrobiana dos parabenos ¢ ainda bastante
complexo. Alguns estudos relatam que os parabenos também apresentam acao sobre a sintese
de DNA e RNA, sobre algumas enzimas essenciais ou, ainda, sobre os mecanismos de
transporte pelas membranas (FERNANDES; SAVINO; AMARANTE, 2013).

Na associagdo do 6leo essencial de cravo e conservante metabissulfito de sodio, foi
evidenciado efeito aditivo frente as quatro bactérias avaliadas, Bacillus cereus (FICI - 0,75),
Escherichia coli (FICI - 0,75), Staphylococcus aureus (FICI - 0,75) e Salmonella typhi (FICI
— 0,62). O efeito de cada interecdo entre essas substdncias pode ser observado nos

isobologramas apresentados na Figura 13.
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Figura 13- Isobologramas obtidos através da associaciio entre o éleo essencial de cravo e o conservante
sintético metabissulfito de sédio contra as bactérias (a) Bacillus cereus; (b) Salmonella typhi; (c)
Escherichia coli; (d) Staphylococcus aureus. A linha pontilhada indica o comportamento aditivo tedrico.
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A partir da associagdo do 6leo essencial de cravo com o conservante metabissulfito
de sddio observou-se inibicdo das bactérias em algumas concentracdes quando associados
(APENDICE A), no entanto ndo ocorreu grandes variagdes nos valores de FICI entre as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, diferente dos resultados obtidos na associacao
com o conservante metilparabeno.

No estudo realizado por Bostan et al. (2013) evidenciaram a agdo bacteriostatica e
bactericida da mistura de antbidticos com o conservante metabisulfito de sodio, obtendo
resultados satisfatorios na inibigdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Um fator que pode ter influenciado na agdo antimicrobiana desse conservante frente
as cepas avaliadas ¢ o pH, que se estava proximo da neutralidade. A redugdo do pH, promove
a liberagdo de didxido de enxofre molecular (SO,), que também influencia no potencial
contra micro-organismos (MACHADO; TOLEDOQO, 2006).

O conservante metabissulfito de sodio contém em sua composi¢ao aproximadamente
67,4 % de didxido de enxofre ativo. Quando esse conteido de SO, presente ¢ dissolvido em
agua, ocorre a formacdo de alguns ions, tais como, o ion bissulfito (HSO;3) e ion sulfito
(SO32). Esses ions podem reagir com substancias como aldeidos, proteinas, cetonas, para
formar compostos adicionais, como o acido sulfuroso (H,SO3). Desta forma, esse composto
formado apresenta caracteristicas com potencial sobre a membrana celular da bactéria e uma
consequente inibicado do micro-organismo. Os alvos mais provaveis da inibigdo por sulfitos
incluem a ruptura da membrana citoplasmatica, inativa¢ao da replicagdo do DNA, inativagao
de enzimas vinculadas a membrana, entre outros (MACHADO; TOLEDO, 2006; FAVERO;
RIBEIRO; AQUINO, 2011).

Portanto, a avaliacdo de agentes antimicrobianos utilizados isoladamente ou em
associacdo ¢ muito importante, devido a resisténcia e riscos que as bactérias patogénicas
podem causar a satde publica, quando presentes em produtos cosméticos, farmacéuticos e,

principalmente, alimenticios (BARBOSA, 2011; PEREIRA et al., 2014).
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o d6leo vegetal extraido das
sementes de roma obteve um bom rendimento na extracdo, apresentando atividade
antioxidante na inibi¢do do radical DPPH, no entanto nao se mostrou eficiente no potencial
antimicrobiano frente a nenhuma das bactérias avaliadas.

Dentre os 6leos essenciais, o 6leo de eucalipto ndo apresentou potencial mesmo nas
maiores concentragdes testadas. Os demais Oleos essenciais apresentaram capacidade de
inibicdo ao radical DPPH ou atividade contra algumas das bactérias avaliadas. O oleo
essencial de cravo mostrou-se o mais eficaz apresentando os melhores resultados quando
isolado, como também, foi evidenciado a presenca de sinergismo quando associado a
metilparabeno reduzindo a concentracdo deste conservante sintético com baixas
concentracdes do dleo essencial frente as bactérias Gram-negativas avaliadas. A partir disso,
pode ser considerado um produto natural com propriedades essenciais para conservacao de
produtos.

Contudo, estudos complementares in vitro e in vivo devem ser realizados para
verificar uma possivel utilizagdo destes produtos naturais em associagdo, de forma que se
obtenha uma redugdo da concentracdao dos conservantes sintéticos em produtos alimenticios e

cosméticos.
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ANEXO A - Cromatograma do oleo essencial de c1tronela (Cymbopogon nardus)
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Principais compostos identificados através da técnica de Cromatgraﬁa Gasosa de alta Resolug@o: (a)
citronelal - 43,24%; (b) citronelol — 9,56%; (c) geraniol — 19,98%.

ANEXO B — Cromatograma do 6leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum)
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Principais compostos identificados através da técnica de Cromatografia Gasosa de alta Resolugéo: (a)
eugenol- 88,5 %; (b) cariofileno- 8,6 %; (c) acetato de eugenila — 1,7 %.
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ANEXO C — Cromatograma do 6leo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulus)
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Principais compostos identificados através da técnica de Cromatografia Gasosa de alta Resolugdo: (a)
a-pineno — 8,3%; (b) B-pineno — 2,4%; (c) mirceno — 0,7 %; (d) 1,8-cineol — 85,4 %.

ANEXO D — Cromatograma do 6leo essencial de lavanda (Lavandula angustifolia)
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Principais compostos identificados através da técnica de Cromatografia Gasosa de alta Resolucao: (a)
a-pineno — 2,1%; (b) B-pineno — 0,5%; (c) 1,8-cineol — 4,8%; (d) cis-ocimeno e trans-ocimeno - 0,5%;
(e) linalol — 22,5%; (f) canfora — 2,6%; (g) a-terpineol — 2,9%; (h) acetato de linalila - 30,2%; (i)
acetato de lavandulila — 4,2%; (j) B-cariofileno — 0,7%.
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ANEXO E — Cromatograma do 6leo essencial de louro (Laurus nobilis).
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Principais compostos identificados através da técnica de Cromatografia Gasosa de alta Resolugdo: (a)
a-pineno - 12,9%; (b) sabineno — 4,0 %; (c) 1,8-cineol — 50,4%; (d) linalol — 7,6%; (e) a-terpineol —
3,1%; (f) acetato de terpinila — 6,5%; (g) eugenol — 2,5%.
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APENDICE A — Quadros representando o teste de “checkerboard” para as associagdes do
6leo e conservante sintético

Metilparabeno (mg/mL)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | 250 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 ,00

g | 375 | 3.75 | 375 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 375 | 3.5 | 3.5 | 3.75 | 375 | 375
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
—>|c 1.875 | 1,875 | 1.875 | 1.875 | 1,875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1,875
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

p | 0937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

g | 0468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 0.468 | 0,468 | 0,468 | 0.468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

p | 9234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

G | 0117 | 0.117 | 0.117 | 0,117 | 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0,117 | 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0,117
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

g | 0.00 [ 000 | 000 | 000 | 0.00 [ 000 | 000 | 0.0 | 0.00 | 0,00 | 0.00 | 0.00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de cravo (mg/mL) /T\

Esquema do teste de “checkerboard” em microplaca de 96 pogos, representando as combinagdes entre
0 Oleo essencial de cravo e do conservante metilparabeno contra Salmonella typhi. As setas
indicam a CIM das substancias isoladamente, a regido em vermelho evidencia a CIM da associagdo
das duas substancias e a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.

Metilparabeno (mg/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 750 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,
B | 3.75 | 3.75 | 3.75 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.75
—> 0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

C | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

D | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

E | 0,468 | 0.468 | 0.468 | 0,468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0,468 | 0.468 | 0.468 | 0,468 | 0,468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

F | 0,234 | 0,234 | 0.234 | 0.234 | 0,234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0,234 0,234 | 0,234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 2,50 | 5,00

G| 0117|0117 | 0.117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

H| 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de cravo (mg/mL) ,T\

Esquema do teste de “checkerboard” em microplaca de 96 pogos, representando as combinagdes entre
o 6leo essencial de cravo e do conservante metilparabeno contra Staphylococcus aureus. As setas
indicam a CIM das substancias isoladamente, a regido em vermelho evidencia a CIM da associagdo
das duas substancias e a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.



Metilparabeno (mg/mL)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 7,50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7,50 | 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

B| 375 | 375 | 375 | 3.75 | 3.75 | 3.5 | 3.75 | 3.5 | 3.5 | 3.75 | 3.75 | 3.75
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

C | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

_s| D[ 0.957 [ 0937 [ 0.937 [ 0.937 [ 0.937 [ 0.937 [ 0.937 [ 0.937 | 0.937 [ 0.937 | 0.937 | 0.937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

E | 0,468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

F | 0,234 | 0234 | 0.234 | 0.234 | 0234 | 0234 | 0.234 0234 | 0234 | 0,234 | 0.234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

G| 0117 | 0117 | 0,117 | 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0.117
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

H| 000 | 0.00 | 000 | 0.00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de cravo (mg/mL)

0

Esquema do teste de “checkerboard” em microplaca de 96 pogos, representando as combinagdes entre
o Oleo essencial de cravo e do conservante metilparabeno contra Escherichia coli. As setas
indicam a CIM das substancias isoladamente, a regido em vermelho evidencia a CIM da associagdo

das duas substancias e a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.

Metilparabeno (mg/mL)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A| 7.50 7.50 7.50 7.50 7,50 7.50 7,50 7.50 7.50 7.50 7.50 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

B| 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 2,50 5,00
- C| 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 2,50 5,00

D| 0,937 | 0,937 | 0,937 | 0.937 | 0,937 | 0,937 | 0.937 | 0,937 | 0,937 | 0.937 | 0,937 | 0,937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 2,50 5,00

E| 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0,468 0.468 | 0.468 | 0.468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 1,25 | 2,50 | 5,00

F| 0.234 | 0.234 | 0,234 | 0.234 | 0.234 | 0,234 | 0.234 | 0.234 | 0,23 | 0.234 | 0,234 | 0,234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,62 1,25 2,50 5,00

G| 0.117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0.117 | 0,117 | 0.117 | 0,117 | 0,117 | 0,117
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 2,50 5,00

H| 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0,00 0.00 0,00 0,00 0,00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de cravo (mg/mL)

Esquema do teste de “checkerboard” em microplaca de 96 pogos, representando as combinagdes entre
o0 Oleo essencial de cravo e do conservante metilparabeno contra Bacillus cereus. As setas indicam
a CIM das substancias isoladamente, a regido em vermelho evidencia a CIM da associagdo das duas

substancias e a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.
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Metilparabeno (mg/mL)

4 5 6 7 8
A| 750 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1

375 | 375 | 375 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 375 | 375 | 375 | 375 | 375 | 375
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
1.875

C| 1 1,875 | 1,875 | 1,875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1,875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1,875
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

D | 0.937 | 0937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

E | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

F | 0,234 | 0,234 | 0.234 | 0.234 | 0,234 | 0.234 | 0,234 | 0.234 | 0,234 0,234 | 0,234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625

G| 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0,117 | 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0.117 | 0,117 | 0,117 [ 0.117 | 0.117
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

H| 0.00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0.00 | 0.00 | 0,00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de citronela (mg/mL) lT\

Esquema do teste de “checkerboard” em microplaca de 96 pogos, representando as combinagdes entre
o Oleo essencial de citronela e do conservante metilparabeno contra Escherichia coli. As setas
indicam a CIM das substancias isoladamente, a regido em vermelho evidencia a CIM da associagdo
das duas substancias e a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.

Metilparabeno (mg/mL)
4 5 6 7 8
A| 750 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625
75

1
3.75 | 375 | 3,95 | 3.75 | 3.75 | 3.75 | 3.75 | 3.75 3. . 3.75

B | 3.75
—> 0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
C | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
D | 0,937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 0.937 | 0.937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 2,50 | 5,00

E | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0,468 | 0.468 | 0.468 | 0,468 | 0,468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

F | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

G| 0117|0117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0,117
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

H | 0.00 | 0.0 | 000 | 0.0 | 0,00 | 0.00 | 0,00 | 0,00 | 0.0 | 000 | 0.00 | 0.00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de citronela (mg/mL) /T\

Esquema do teste de “checkerboard” em microplaca de 96 pogos, representando as combinagdes entre
o0 Oleo essencial de citronela e do conservante metilparabeno contra Staphylococcus aureus. As
setas indicam a CIM das substincias isoladamente, a regido em vermelho evidencia a CIM da
associacdo das duas substancias e a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.
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Metilparabeno (mg/mL)

4 5 6 7 8
A| 750 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1

375 | 375 | 375 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 375 | 375 | 375 | 375 | 375 | 375
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
1.875

C| 1 1,875 | 1,875 | 1,875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1,875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1,875
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

D | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

E | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

F | 0.234 | 0,234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 0,234 | 0,234 | 0.234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312

G| 0117 | 0117 | 0117 | 0,117 | 0,117 | 0,117 | 0.117 | 0,117 | 0,117 | 0.117 | 0,117 | 0,117
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

H| 0.00 | 0,00 [ 0,00 | 0.00 | 0.00 | 0,00 [ 0.00 | 0.00 | 0,00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de citronela (mg/mL) ,T\

Esquema do teste de “checkerboard” em microplaca de 96 pogos, representando as combinagdes entre
0 Oleo essencial de citronela e do conservante metilparabeno contra Bacillus cereus. As setas
indicam a CIM das substancias isoladamente, a regido em vermelho evidencia a CIM da associagdo
das duas substancias e a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.

Metabissulfito de sédio (mg/mL)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 15,00 | 15.00 | 15.00 | 15,00 | 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15,00 | 15,00 | 15.00 | 15.00 | 15.00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

B| 750 | 7.50 | 750 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7,50 | 7.50 | 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
C| 375 | 375 | 3.75 | 3.5 | 3.5 | 375 | 3.75 | 3.5 | 3.5 | 3.75 | 3.75 | 3.75
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

D | 1875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1,875 | 1.875 | 1.875 | 1,875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

E | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

F | 0.468 | 0,468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 0.468 | 0.468 | 0.468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 1,25 | 2,50 | 5,00

G | 0.234 | 0,234 | 0,234 | 0,234 | 0.234 | 0,234 | 0.234 | 0.234 | 0,234 | 0.234 | 0.234 | 0.234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

H| 0.00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0.00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0.00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de cravo (mg/mL) ,T\

Esquema do teste de “checkerboard” em microplaca de 96 pogos, representando as combinagdes entre
o0 Oleo essencial de cravo e do conservante metabissulfito de sodio contra Bacillus cereus. As setas
indicam a CIM das substancias isoladamente, a regido em vermelho evidencia a CIM da associagdo
das duas substancias e a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15.00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

B| 750 | 7.50 | 7.50 | 7,50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7,50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

C| 375 | 3.75 | 3.5 | 375 | 3.75 | 3,75 | 3.75 | 3.75 | 3.75 | 3.5 | 3.75 | 3.5
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

—>| D[ 1875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | L.875 | 1875 | 1875
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

E | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

F | 0468 | 0.468 | 0,468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 0.468 | 0.468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 2,50 | 5,00

G | 0234 | 0.234 | 0.234 | 0234 | 0234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0234 | 0234 | 0.234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

H| 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de cravo (mg/mL)

Esquema do teste de “ checkerboard” em microplaca de 96 pocgos, representando as combinagdes
entre o 6leo essencial de cravo e do conservante metabissulfito de sédio contra Staphylococcus
aureus. As setas indicam a CIM das substancias isoladamente, a regido em vermelho evidencia a CIM
da associagdo das duas substancias e a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.

Metabissulfito de sédio (mg/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 15,00 | 1500 | 15,00 | 15.00 | 15,00 | 15,00 | 15.00 | 15,00 | 15,00 | 15.00 | 15.00 | 15.00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
B | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
C | 3.5 | 3.5 | 375 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.75
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
—>| D[ 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1875 | 1875 | 1875
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
E | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
F | 0,468 | 0,468 | 0.468 | 0,468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 0.468 | 0.468 | 0.468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 1,25 | 2,50 | 5,00
G | 0.234 | 0234 | 0,234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0,234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0.234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
H| 0,00 | 0.00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0.00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de cravo (mg/mL)

0

Esquema do teste de “checkerboard” em microplaca de 96 pogos, representando as combinagdes entre
o 60leo essencial de cravo e do conservante metabissulfito de sddio contra Escherichia coli. As
setas indicam a CIM das substincias isoladamente,
associagao das duas substancias ¢ a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.

a regido em vermelho evidencia a CIM da



Metabissulfito de sédio (mg/mL)

75

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A | 15,00 | 15,00 | 15,00 | 15.00 | 15.00 | 15,00 | 15.00 | 15,00 | 15,00 | 15,00 | 15.00 | 15,00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

B| 7,50 | 7,50 | 7,50 | 7,50 | 7.50 | 7,50 | 7,50 | 7,50 | 7.50 | 7.50 | 7.50 | 7.50
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

C| 375 | 375 | 375 | 3.75 | 3.75 | 3.5 | 3.5 | 3.5 | 3.75 | 3.75 | 3.75 | 3.75
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

D | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875 | 1.875
> 0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00
E | 0,937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937 | 0.937
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

F | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468 | 0.468
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

G | 0234 | 0.234 | 0.234 | 0234 | 0.234 | 0.234 | 0.234 | 0,234 0.234 | 0.234 | 0234
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 1,25 | 2,50 | 5,00

H| 0.00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0.00
0,00 | 0,004 | 0,009 | 0,019 | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,312 | 0,625 | 1,25 | 2,50 | 5,00

Oleo essencial de cravo (mg/mL)

Esquema do teste de “ checkerboard” em microplaca de 96 pogos, representando as combinagdes
entre o 6leo essencial de cravo e do conservante metabissulfito de sdédio contra Salmonella typhi.
As setas indicam a CIM das substancias isoladamente, a regido em vermelho evidencia a CIM da
associagao das duas substancias ¢ a area sombreada (cinza) indica crescimento microbiano visivel.



