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RESUMO: Muitas pesquisas vém sendo feitas na busca de agentes antimicro-
bianos que venham a atender tanto a demanda da industria como as tendéncias
de consumo. Nessa busca de substitutos aos tradicionais antimicrobianos qui-
micos, um dos focos ¢ o potencial dos dleos essenciais de plantas em inibirem o
crescimento de microrganismos. Este trabalho teve como objetivos determinar
o rendimento de 6leo essencial de Eugenia uniflora L. por hidrodestilacao,
caracterizar quimicamente este 6leo ¢ determinar sua atividade antimicro-
biana. As amostras das folhas de pitanga foram coletadas no municipio de
Erechim, Rio Grande do Sul, Brasil. As extragdes do 6leo essencial foram
realizadas através do processo de hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger.
As amostras do material foram de aproximadamente 100 g de folhas frescas
mergulhadas em 3L de 4dgua destilada, sendo que cada extragdo foi realiza-
da inicialmente até a extragdo completa do 6leo essencial. No processo de
hidrodestilagao das folhas frescas de pitanga (E. uniflora), empregou-se um
tempo de extracao de 120 minutos e obteve-se um rendimento final de 0,35
mL por 100 g de folha fresca. A caracterizacdo quimica permitiu identificar
15 compostos, sendo eles os seguintes: Ocimeno, b-Elemeno, b-cariofileno,
Eleneno, Trans-cariofileno, Biciclogermacreno, Curzereno, Cadineno, Germa-
creno B, Espatulenol, Selina-1, 3,7(11)-trien-8-ona, Atractilona, Furanodiona,
Germacrona e Oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona. A analise antimicrobiana foi
realizada pelo método de difusdo em discos de papel, usando 5 pL de 6leo
essencial por disco. O 6leo essencial mostrou atividade antimicrobiana contra
Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis e Xanthomonas campestris.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Caracteriza¢do Quimica. Oleos
essenciais. Eugenia uniflora L.

* Artigo retratado (ver notas)
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ABSTRACT: Many studies have searched for antimicrobial agents that could
attend the demand of the industry and the current consumption trends. In the
search for substitutes for conventional chemical antimicrobial agents, one of
the focuses of the investigations is the potential of the essential oils of plants
to act as inhibitors of microorganism growth. The present work has as objec-
tive to determine the income for hidrodestilation of essential oils of Fugenia
uniflora L., to characterize for chromatography this oil and to determine the
antimicrobial activity. The samples of pitanga (E. uniflora) were collected in
Erechim, Rio Grande do Sul, Brazil. The extraction of the essential oil was
carried out by hydrodistillation of 100 g of fresh leaves with 3 L of distilled
water in a Clevenger apparatus. Each extraction was carried out until complete
extraction of the essential oil, which occurred after 120 min. A final yield of
0.35 mL of oil was obtained for each 100 g of fresh leaves. Fifteen major com-
pounds were identified after chemical characterization, as follows: ocimene,
b-elemene, b-cariophylene, elenene, Trans-cariophylene, Bicyclogermacrene,
Curzerene, Cadinene, Germacrene B, Espatulenol, Seline-1, 3,7(11)-trien-8-
one, Atractylone, Furanodione, Germacrone and Oxidoseline-1,3,7(11)-trien-
8-one. Antimicrobial analysis was carried out by the method of diffusion in
paper disks with 5 pL of essential oil per disk. The essential oil of £. uniflora
showed antimicrobial activity against Micrococcus luteus, Staphylococcus
epidermidis € Xanthomonas campestris.

Keywords: Antimicrobial activity. Chemical characterization. Essential oil.
Eugenia uniflora L.

rantam a seu produto uma vida de prateleira
cada vez mais longa, a um baixo custo. J&

Introducgao

A variedade de espécies de plan-
tas existentes nos ecossistemas brasileiros
contém um tesouro bioldgico de genes e
moléculas. A regido do Alto Uruguai Gatucho
caracteriza-se basicamente pela pequena
propriedade e agricultura familiar, resultan-
do em uma grande ag¢do antropica sobre o
ecossistema. O empobrecimento crescente do
meio agricola leva a necessidade de, cada vez
mais, explorar os recursos naturais na busca
de uma melhor qualidade de vida.

Muitas pesquisas vém sendo feitas na bus-
ca de agentes antimicrobianos que venham a
atender tanto a demanda da industria como
as tendéncias de consumo. A industria de
alimentos busca, a cada dia, agentes que ga-
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os consumidores, que estdo a cada dia mais
exigentes, buscam alimentos a precos mais
acessiveis, seguros sanitariamente e com
menos aditivos quimicos, mais “naturais”.
Nessa busca de substitutos aos tradicionais
antimicrobianos quimicos, um dos focos € o
potencial dos 6leos essenciais de plantas em
inibirem o crescimento de microrganismos.

Os oleos essenciais derivam de plantas
aromaticas de diversos géneros distribuidos
ao longo do mundo. Sao produtos naturais
que podem acumular-se em estruturas se-
cretoras especializadas, tais como pelos
capilares (Lamiaceae), células parenquimais
modificadas (Piperaceae), tubos oleaginosos
chamados vittae (Apiaceae), canais lisinge-
nos ou esquizogenos (Pinaceae e Rutaceae)
(NEWALL et al., 1996; SIANI et al., 2000).
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Os dleos essenciais sdo obtidos de partes
diversas de plantas aromaticas (folhas, flores,
cascas, caules, etc.) através de métodos que
variam tanto devido a matriz da qual sera
extraido o 0leo, bem como a finalidade de
uso do mesmo (SIMOES e SPITZER, 2000).

Embora o mecanismo de acdo dos 6leos
essenciais ndo seja plenamente compreendi-
do, possivelmente esteja ligado a perturba-
¢oes aos compostos lipofilicos de membrana,
comparativamente a a¢ao de alguns produtos
semissintéticos. Os dleos essenciais podem
causar efeitos de ativagdo e/ou inativagao de
compostos, rompimento ou desestruturagao
de membranas celulares, por acdo sobre os
compostos lipofilicos, e perdas de varias
enzimas e nutrientes (COX et al. 2000;
BLACK, 2002).

Os relatos da medicina popular costumam
ser vistos como eficazes na identificagdao de
espécies vegetais potencialmente terapéuti-
cas, ¢ orientadores das pesquisas com plantas
medicinais. O estudo da toxidade de plantas
medicinais também tem despertado interesse,
pois permite que se avalie a seguranga do uso
do fitoterapico (AURICCHIO e BACCHI,
2003).

A pitanga (Eugenia uniflora L.) pertence
a familia Myrtaceae, € uma planta semideci-
dua, heliofita, seletiva higrofita, sdo arbustos
ou arvoretas de até § m e com 20-50 cm de
DPA, muito frequente em solos umidos de
regides acima de 700 m de altitude. Plantas
glabras de folhas mais ou menos coriaceas,
elipticas ou ovadas, raro lanceolado, com
apice agudo ou acuminado e base obtusa ou
aguda, opostas simples com pequenas espi-
culas, s3o0 peninérveas com uma nervura que
acompanha a base do limbo, e apresentam
varias tonalidades de cor, do verde claro
ao vermelho arroxeado, mas inconfundi-
vel pelo agradavel e caracteristico aroma
que possuem devido a todo o limbo que ¢
translucido-pontuado com pequenas células
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glandulares, cheias de esséncias aromaticas
(SOBRAL, 2003).

E. uniflora é uma planta de frutos comes-
tiveis muito conhecida e apreciada no Brasil.
Seus frutos maduros sdo bem caracteristicos,
arredondados e relativamente pequenos, €
sua coloracao varia entre o vermelho e o
roxo escuro. O cha de suas folhas tem apli-
cacdo na medicina popular, principalmente
como hipotensor, antigota, estomaquico e
hipoglicemiante (ALMEIDA et al, 1995;
AURICCHIO e BACCHI, 2003).

Adebajo et al. (1989), avaliando o 6leo
essencial de E. uniflora, observaram ativi-
dade sobre Pseudomonas aeruginosa e sobre
o fungo Trichophyton menthagrophytes,
porém sem atividade contra Staphylococcus
aureus, Yersinia enterocolitica e Serratia
marcescens.

Ja segundo Souza et al. (2004), o 6leo es-
sencial de E. uniflora apresenta agdo antimi-
crobiana para os seguintes microrganismos:
S. aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus
luteus, sendo que M. luteus foi a que mais
apresentou sensibilidade aos principios ativos
do dleo essencial de E. uniflora.

Para Serafini et al (2001), apesar da de-
manda crescente de produtos naturais, os seus
valores terapéuticos, aromaticos e relativos a
atividade antimicrobiana, sdo pouco estuda-
dos no Brasil, comparado-se a outros paises.
O estudo de 6leos essenciais, obtidos a partir
de vegetais por diferentes técnicas extrativas,
¢ um campo de relevante importancia econd-
mica para o pais.

Segundo Farias (1999), a localizacao geo-
grafica, época da coleta, forma de cultivo,
condigoes climaticas, idade do material ve-
getal, periodo e condigdes de armazenamento
podem influenciar o rendimento em extrato e
o perfil quimico de 6leos essenciais / extratos
de plantas.

Nesse contexto, o presente trabalho se
justifica pela importancia medicinal da planta
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e tem como objetivos a caracterizagdo qui-
mica e a analise da atividade antimicrobiana
do dleo essencial de pitanga sobre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas.

Material e métodos

As amostras das folhas de pitanga foram
coletadas no municipio de Erechim, Rio
Grande do Sul, Brasil. As extra¢des do d6leo
essencial foram realizadas através do pro-
cesso de hidrodestilagdo em aparelho tipo
Clevenger. Neste método de extragdo, foram
utilizadas as folhas frescas da planta, sendo
que a temperatura utilizada foi de 100°C,
evitando, dessa forma, a perda de compostos
mais sensiveis a altas temperaturas, como na
destilacdo a vapor. As amostras do material
foram de aproximadamente 100 g de folhas
frescas submersas em 3 L de agua destilada.
Cada extragdo foi realizada até a extracdo
completa do 6leo essencial, sendo calculado
o rendimento do dleo extraido no proprio
aparelho. O 6leo foi armazenado a 0°C, em
frascos de vidro escuro, até a avaliagdo da
composi¢do quimica e a utilizagdo para os
experimentos relacionados a atividade anti-
microbiana do mesmo.

As analises de composi¢ao quimica dos
compostos volateis e semivolateis do dleo
essencial foram analisadas por Cromatografia
Gasosa e espectrometria de massas CG-EM
(Shimadzu, Modelo QP 5050A). A amostra
utilizada na cromatografia foi preparada a
5000 ppm, sendo o 6leo dissolvido em diclo-
rometano (Merk). Foi empregada uma coluna
capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm de diametro
x 0,25 um de espessura do filme); vazao do
gas de arraste (hélio) de 0,8 ml/min; detector
em 1,0 Kv; Modo split (1:20); injetor a 280
°C a interface em 300 °C. Programagao da
temperatura inicial 50 °C (3 min); primeira
rampa de aquecimento: 4 °C/min até 300 °C
e um tempo de corte do solvente de 4 min.
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O tempo total de analise foi de 65,5 min. Os
picos dos compostos foram integrados de
modo manual e comparados com a literatu-
ra ¢ o banco de dados (wiley) existente no
equipamento. As amostras foram injetadas
em triplicata.

Os experimentos em meio de cultura so-
lido, referentes a atividade antimicrobiana,
foram realizados com 20 microrganismos,
sendo eles bactérias Gram-positivas Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus
luteus, Sarcina sp., Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Streptococcus
mutans ¢ Gram-negativas Acinetobacter sp.,
Aeromonas sp., Citrobacter freundii, Escheri-
chia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomo-
nas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Salmonella choleraesuis, Serratia
marcescens, Shigella flexneri, Xanthomonas
campestris e Yersinia enterocolitica, cresci-
das previamente em meio Luria Bentani (10
g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura
e 5 g/L de NaCl), durante 24 horas, a 36+1°C.

Os testes foram realizados pelo método
de difusdo em discos de papel Whatmann n°
3 com 7 mm de didmetro, em placas de Petri
com meio de cultura Agar Miieller-Hinton
(Merck). As culturas ativas das bactérias
foram inoculadas por espalhamento com
auxilio da alca de Drigalski estéril nas pla-
cas num volume de 200 uL (10® UFC/mL).
Em cada placa foi depositado um disco de
controle negativo (branco), outro de contro-
le positivo, contendo 30 pg do antibidtico
cloranfenicol, e trés discos com 5 pL de
oleo essencial. Apds a incubacdo das placas
a 36 = 1 °C, durante 24 horas, os resultados
foram analisados medindo-se o didmetro do
halo de inibigao de crescimento das bactérias,
incluindo o didmetro do disco de papel, com
o auxilio de um paquimetro.

Os resultados foram expressos em mm
pela média aritmética dos valores dos halos
obtidos nas trés repeti¢des.
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Resultados e discussao

No processo de extragdo por hidrodesti-
lacdo das folhas frescas de pitanga (Eugenia
uniflora), empregou-se um tempo de extracio
de 120 minutos para a exaustdo da amostra, e
obteve-se um rendimento final de 0,3% (p/v)
(Figura 1).

Galhiane et al. (2006), estudando diferen-
tes métodos de extragdo em pitanga, obteve
0,33% de rendimento utilizando o mesmo
método, resultados bem semelhantes aos
obtidos neste trabalho. Porém, Maia et al.
(1999) estudaram o 6leo essencial de folhas
e ramos de E. uniflora colhidos na cidade
de Belém, Para, obtendo um rendimento de
1,8% em Oleo essencial. Este resultado se
deve provavelmente ao fato de terem sido
utilizadas folhas secas e ndo frescas.
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Figura 1- Rendimento de extra¢ao por hidrodestilagao do
oleo essencial de pitanga (Eugenia uniflora L.).

A caracterizagdo quimica do 6leo essen-
cial de pitanga permitiu identificar 15 com-
postos, sendo eles os seguintes: Ocimeno,
b-Elemeno, b-cariofileno, Elemeno, Trans-
cariofileno, Biciclogermacreno, Curzereno,
Cadineno, Germacreno B, Espatulenol,
Selina- 1, 3,7(11)-trien-8-ona, Atractilona,
Furanodiona, Germacrona e¢ Oxidoselina-
1,3,7(11)-trien-8-ona (Figura 2).
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Figura 2 - Representagdo dos picos obtidos no processo de
cromatografia gasosa do 6leo essencial de pitanga (Eugenia
uniflora L.).

Na analise da composi¢ao quimica por
cromatografia gasosa, observa-se (Tabela 1)
que o compostos majoritarios foram o Cur-
zereno com 7,8%, a Selina-1,3,7(11)-trien-
8-ona com 31,2%, Atractilona com 29,8%,
Furanodiona com 8,3% e Germacrona com
5,2%.

Ogunwande et al. (2005), no estudo da
composi¢ao do 6leo essencial de E. uniflora,
obtiveram como compostos majoritarios o
Curzereno, com 19,7%; a Selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona, com 17,8%; o Atractilona com
16,9%; e Furanodiona, com 9,6%; ¢ nos
frutos foram: a germacrona, (27,5%), selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona (19,2%), curzereno
(11,3%) e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona
(11%).

Observa-se que 0s compostos majoritarios
sd0, basicamente, 0s mesmos, porém em con-
centragoes diferentes.

Wyerstahl et al. (1988), detalhando a
composi¢ao do 6leo essencial de E. uniflo-
ra proveniente da Nigéria, obtiveram um
rendimento de 1% de 6leo, sendo superior
aos obtidos neste trabalho. Os compostos
majoritarios foram o cariofileno, com 5,7%;
furanodieno, com 24%,; germacreno B, com
5,8%; Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona com
17% e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona,
com 14%.
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Ja Maia et al. (1999) estudaram o 6leo
essencial de folhas e ramos de E. uniflora
colhidos na cidade de Belém, Para, tendo
Germacreno (32,8%), Germacreno B (15,6%)
e Curzereno (30,0%) como compostos
majoritarios. Nestes casos percebe-se uma
diferenca ainda maior na composicdo e
concentragdo dos compostos majoritarios
do 6leo. Essas diferengas podem ser devido
a fatores genéticos e a diferencas ambientais
do local de coleta e/ou estacdo do ano.

Tabela 1 - Composicdo quimica do 6leo essencial de pitan-
ga (Eugenia uniflora L.).

N°  Tempo de Retencdo Area % Nome do Composto

1 17,933 0,78 Ocimeno

2 19,483 2,03 b-Elemeno

3 20,142 1,31 b-cariofileno

4 20,558 1,86 Elemeno

5 21,233 2,33 Trans-cariofileno

6 22,150 3,51 Biciclogermacreno

7 22,250 7,77 Curzereno

8 22,867 1,54 Cadineno

9 23,733 1,63 Germacreno B

10 24,125 1,70 Espatulenol

11 24,383 31,16 Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
12 25,658 29,80 Atractilona

13 27,792 8,26 Furanodiona

14 28,392 5,19 Germacrona

15 29,092 1,13 Oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona

Os testes de atividade antimicrobiana
foram realizados a partir do 6leo essencial
de pitanga, usando a metodologia de an-
tibiograma com discos. As bactérias que
apresentaram atividade antimicrobiana foram
(Tabela 2) Gram-positivas: Micrococcus
luteus e Staphylococcus epidermidis e Gram-
negativa: Xanthomonas campestris.

Auricchio e Bacchi (2003) testaram a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de E. uniflora pelo método de difusdo em
placa e obtiveram resultados positivos para
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Candida albicans ¢
Trichophyton menthagrophytes.
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Tabela 2 - Atividade antimicrobiana das fragoes de 6leo
essencial de pitanga (Eugenia uniflora L.).

ATCC E. uniflora Cloranfenicol
Bactérias Gram -positivas Média Halo Meédia Halo

(mm) (mm
Bacillus subtilis 6633 20,4
Enterococcus faecal is 19433 20,3
Micrcoccus luteus 10240 9 214
Sarcina sp. * 18,8
Staphylococcus aureus 6538 23,6
Staphylococcus epidermidis 12228 8,6 27
Streptococcus mutans 25175 18,3

Bactérias Gram -Negativas

Acinetobacter sp. * 17
Aeromomas sp. * 17,5
Citrobacter freundii 8090 21
Escherichia coli 25922 22
Klebsiella pneumon iae 13883 15
Proteus mirabilis 25933 16
Proteus vulgaris 13315 16
Pseudomonas aeruginosa 27853 21
Samonella choleraesius 10708 20
Serratia marcescens 13880 21
Shigella flexneri 12022 19
Xanthomonas campestris * 8,6 21
Yersinia enterocolitica 10460 15

ATCC: American Type Culture Colection — (U.S.A.);
* Obtidas a partir do Instituto Biolégico — Campinas, SP.

As diferencas nos resultados de atividade
antimicrobiana refletem diferengas de com-
posicdo quimica, tanto nos tipos de com-
postos quanto nas suas quantidades. Essas
variagoes, observadas por diferentes autores
(ADEBAJO et al., 1989; AURICCHIO e
BACCHI, 2003), provavelmente se devam
a fatores ambientais, como esta¢do do ano
na colheita, estdgio de maturagao, composi-
¢ao e fertilidade do solo, microclima, entre
outros. Assim, torna-se fundamental a pa-
dronizagdo do cultivo desta espécie visando
a0 seu uso como antimicrobiano, bem como
a repeticao desta avaliacdo nos diferentes
contextos etno-culturais para a obtencao de
resultados seguros e apropriados para o esta-
belecimento de seu uso na medicina popular.

Conclusao

A partir dos resultados obtidos com esse
trabalho, pode-se concluir que algumas
bactérias se mostraram sensiveis a este 6leo
essencial, indicando um potencial de uso
desta planta. Entretanto, estudos mais deta-
lhados da atividade biologica e sobre o uso
terapéutico de pitanga (Eugenia uniflora L.)
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devem ser realizados, pois existe dificuldade ~ si¢do quimica quali e quantitativamente,

na avaliagdo dos resultados, devido as varia- principalmente devido a sua grande area de
veis edafoclimaticas que alteram a compo- ocorréncia.
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