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Producdo de aromatizantes via esterificacdo enzimatica € uma pesquisa de grande
interesse cientifico e tecnoldgico devido as inimeras inconveniéncias relacionadas com
a catalise acida, principalmente por estes sitemas ndo se adequarem mais ao atual termo
“tecnologias limpas”, além disso, produtos naturais como o 6leo de cravo, apresentam
compostos com excelentes potenciais bioldgicos. Neste sentido, este trabalho faz uso de
uma tecnologia alternativa que descreve a maximizacdo da producgdo de acetato de
eugenila por esterificacdo de Oleo essencial de cravo (Caryophyllus aromaticus) e
anidrido acético em sistema isento de solvente orgénico, usando Novozym 435 como
catalisador. As atividades antibacteriana, antifungica, antioxidante e a toxicidade frente
Artemia salina do 6leo essencial de cravo e do acetato de eugenila produzido foram
determinadas. As condic¢Oes que maximizaram a producédo de acetato de eugenila foram
de 60°C, razdo molar de dleo essencial de cravo para anidrido acético de 1:5, 150 rpm e
1% de enzima em relacdo a massa de substratos, com uma conversao de 99,87% . Um

estudo cinético foi realizado para avaliar a influéncia da razdo molar dos substratos,
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concentracdo de enzima e da temperatura no rendimento em produto. Os resultados
mostram que um excesso de anidrido, concentragdo de enzima de 5,5%, 50 °C e razdo
molar de 6leo essencial de cravo para anidrido acético de 1:5 originou uma conversao
quase completa apos 2 horas de reacdo. Comparando-se a atividade antibacteriana do
oleo essencial de cravo, antes e depois de esterificacdo, observou-se uma diminuigédo na
atividade antimicrobiana do acetato de eugenila, particularmente no que diz respeito a
concentragdo inibitéria minima (CIM). Ambos, acetato eugenila e dleo essencial de
cravo, foram mais eficazes para bactérias do grupo gram-negativas que para o grupo de
bactérias gram-positivas. Com relacdo a atividade antifingica, o 0leo essencial de
cravo-da-india apresentou maiores halos de inibicdo do que o éster acetato de eugenila.
A atividade antioxidante demonstrou uma correlacéo linear com a concentracéo do 6leo
essencial. Os resultados demonstraram alto potencial antioxidante para 6leo essencial
antes (ICso = 367,5ug/mL) e depois da reacdo de esterificacdo (1C50=283,5ug/mL)
constituindo-se em uma opcdo para a formulagdo de novos produtos alimenticios
antioxidantes. Os resultados referentes & avaliagdo da toxicidade  frente ao
microcrustaceo Artemia salina demonstraram que tanto o 6leo (DLso = 0,5993 pg.mL™)
quanto o éster (DLso = 0,1178 ug.mL™) apresentam altos potenciais toxicos, sendo que
0 éster apresenta maior toxicidade em relagdo ao 06leo, abrindo assim novos horizontes
de pesquisa referente a utilizacdo do éster no controle biolégico de organismos

transmissores de doencas.

Palavras-chave: Eugenil acetato, Novozym 435, atividade antimicrobiana, atividade

antioxidante, 6leo essencial de cravo, esterificacao, toxicidade.
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Flavoring production by esterification is of great scientific research and technological
interest due to several related inconvenienéncias acid catalysis, especially by those not
sitemas fit over the current term " clean technologies” , in addition, natural products
such as oil carnation, compounds have excellent biological potential . In this sense, this
work makes use of an alternative technology that reports the maximization of eugenyl
acetate production by esterification of essential oil of clove (Caryophyllus aromaticus)
and acetic anhydride in a solvent-free system using Novozym 435 as catalyst. The
antibacterial, antifungal, antioxidant and toxicity front Artemia salina activities of clove
essential oil and eugenyl acetate produced were determined. The conditions that
maximized eugenyl acetate production were 60 °C, essential oil of clove to acetic
anhydride ratio of 1:5, 150 rpm, and 10 wt% of enzyme, with a conversion of 99.87%.

A Kinetic study was performed to assess the influence of substrates” molar ratio, enzyme



concentration, and temperature on product yield. Results show that an excess of
anhydride, enzyme concentration of 5.5 wt%, 50 °C, and essential oil of clove to acetic
anhydride ratio of 1:5 afforded nearly a complete conversion after 2 h of reaction.
Comparing the antibacterial activity of the essential oil of clove before and after
esterification, we observed a decrease in the antimicrobial activity of eugenyl acetate,
particularly with regard to minimum inhibitory concentration (MIC). Both eugenyl
acetate and clove essential oil were most effective to the gram-negative than
grampositive bacteria group. The same occurred for the antifungal activity, the essential
oil of clove India showed greater inhibition zones than the acetate ester of eugenila.An
antioxidant activity showed a linear correlation with the concentration of essential oil.
The results showed high antioxidant potential for essential oil before (ICso =
367.5ug/mL) and after the esterification reaction (ICso = 283.5ug/mL) thus becoming an
option for the formulation of new food products antioxidants. The results of the
evaluation of toxicity against Artemia salina demonstrated that both oil (DLso = 0.5993
ng.mL™) and ester (DLsp = 0.1178 pg.mL™) have high potential, and the ester has a
higher toxicity relative to the oil, thus opening up new research horizons in use of the

ester in the biological control of disease vectors bodies.

Keywords: Eugenyl acetate, Novozym 435, antimicrobial activity, antioxidant activity,

essential oil of clove, esterification, toxicity.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica antiga e predominante em
paises em desenvolvimento, onde existe uma dependéncia na denominada medicina
popular como solucdo alternativa para problemas de saude. Inimeras e importantes
descobertas cientificas tém sido evidenciadas nos ultimos anos em fungdo deste
contexto (Sartoratto et al., 2004).

Os eésteres sdo substancias organicas, frequentemente encontradas na natureza e
utilizadas como importantes intermediarios em sintese organica. Tais substancias
desempenham um papel relevante na industria farmacéutica, de perfumes, de polimeros,
de cosméticos e estdo presentes na composi¢do de produtos alimenticios para realgar e
imitar sabores e aromas (TAN et al., 2006).

A preocupacdo com a producdo de alimentos estd cada vez mais voltada para a
qualidade do produto final e suas implicacbes no meio ambiente, 0 que vem
acontecendo, juntamente com a mudanga de conceito da populagdo, vem exigindo um
produto final de melhor qualidade, ao encontro do conceito de sustentabilidade e
respeito aos recursos naturais e que sejam benéficos a satide (BNDES, 2014).

Neste contexto, a biotecnologia tem contribuido para o desenvolvimento de
pesquisas sobre producdo de aromas, estimulando as industrias a utilizacdo de enzimas
ou microrganismos para a producdo destes compostos. Os processos biotecnologicos
sdo capazes de gerar sistemas complexos, com muitos dos compostos necessarios para a
caracterizagdo dos aromas, 0 que muitas vezes, na producdo por via sintética ndo é
alcancado ou se mostra economicamente inviavel (BERGER, 2009).

Os produtos gerados a partir de fontes naturais via catalise enzimatica ou via
biotransformacdo sdo considerados naturais, 0 que proporciona grande aceitacdo no
mercado consumidor. A vantagem da sintese enzimética € que as rea¢fes podem
ocorrer em condi¢cbes amenas, além de suprir as exigéncias de pureza e
estereoespecificidade, evitando a formacdo de misturas racémicas. Em geral, néo
emitem alta carga de residuos e estdo menos sujeitos a variacdes sazonais (BERGER,
2009).

Os aromas ndo apresentam uma fungcdo quimica especifica, podem ser
hidrocarbonetos, &lcoois, cetonas, aldeidos, acidos ou esteres. No entanto, a classe

quimica dos terpenos e fenilpropanoides congregam os principais compostos de aromas
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naturalmente presentes nos vegetais. A producdo de compostos de aroma tem sido
tradicionalmente realizada por sintese quimica ou pela extracdo do material natural, das
quais as plantas séo as maiores fontes (BICAS, 2009).

Por possuirem diferentes substancias bioativas com acdo antibacteriana,
antifngica, antioxidante, analgésica, antiinflamatoria e antitumoral, entre outras, 0s
Oleos essenciais sdo substancias muito estudadas em varios ramos da ciéncia, sendo a
industria de alimentos uma das mais beneficiadas (BURT, 2004).

Assim, o impacto deste trabalho na ciéncia é desenvolver uma tecnologia limpa
de sintese de aromatizante natural com propriedades biolégicas usando como substrato
0 Oleo essencial da espécie Eugenia caryophyllata Thumb também conhecida como
Eugenia aromética (L.) Baill, Syzygium aromaticum (L.) Merr & L.M. Perry, Myrtus
caryophyllus Spreng, Caryophyllus aromaticus L., Jambosa caryophyllus (Sprengel)
Nied.(ORNAMENTAIS, 2014).

O presente trabalho encontra-se organizado da seguinte forma: O presente
capitulo (Capitulo 1) traz de maneira geral a relevancia do trabalho e logo apds
apresenta os objetivos tracados durante a pequisa. O Capitulo 2 apresenta o estudo da
producdo enzimatica de acetato de eugenila a partir do 6leo essencial de cravo-da-india
(Caryoplyllus aromaticus L.) em sistema livre de solvente organico. No Capitulo 3 é
apresentado o estudo da avaliacdo da atividade antimicrobiana (antibacteriana e
antifungica) do Oleo essencial de cravo-da-india antes e ap6s a esterificacdo. No
Capitulo 4 é apresentado o estudo da avaliacdo da atividade antioxidante do 6leo
essencial de cravo-da-india antes e apés a esterificagdo. No Capitulo 5 é apresentado o
estudo da toxicidade do Oleo essencial de cravo-da-india e do éster frente ao
microcrustdceo Artemia Salina. Como forma de embasamento, serd apresentada, no
inicio de cada capitulo, uma revisdo bibliografica, procurando evidenciar os resultados
disponiveis na literatura referentes ao tema do presente estudo, logo apds, 0s
equipamentos, materiais e metodos utilizados no decorrer dos estudos, seguidos pelos
resultados que sdo apresentados e discutidos para todos os sistemas estudados. Também
serdo apresentadas no final de cada capitulo, as referéncias citadas durante o decorrer
dos mesmos. Como forma de finalizar o trabalho, as Conclusdes e Sugestdes para

trabalhos futuros sdo apresentadas nos Capitulos 6 e 7, respectivamente.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Este trabalho visa 0 estudo da maximizacdo da producdo enzimatica de acetato

de eugenila a partir do 6leo essencial de cravo-da-india (Caryoplyllus aromaticus) em

sistema livre de solvente organico utizando como catalizador a enzima Novozym 435 e

a posterior avaliacdo das propriedades bioldgicas, antioxidantes e da toxicidade do 6leo

antes e apos a esterificacao.

1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito das variaveis do processo (razdo molar, concentracdo de
enzima e temperatura) empregando técnica de planejamento experimental
visando determinar as condi¢des que maximizam a converséo;

Avaliar a cinética reacional nas condi¢des experimentais maximizadas;
Avaliar a atividade antibacteriana do O&leo essencial antes e apds a
esterificacdo;

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para o 6leo e para o
éster;

Avaliar a atividade antifangica do dleo essencial antes e apos a esterificacao;
Avaliar a atividade antioxidante in vitro do 6leo essencial antes e apos a
esterificacdo;

Avaliar a toxicidade frente a Artemia salina do 6leo essencial antes e apds a
esterificagdo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma revisdo sobre o estado da arte no que concerne
a esterificacdo enzimatica para producdo de bioaromas na auséncia de solventes

organicos.

2.1 Aromas

Aromas e aromatizantes sdo compostos importantes para as inddstrias de
alimentos, bebidas, quimica, cosmética e farmacéutica. Estdo intimamente relacionados
a aceitacdo de alimentos por parte dos consumidores (TAN et al., 1998; MAROSTICA,
2006). No caso dos alimentos, apesar das Otimas caracteristicas nutricionais, eles séo
consumidos devido as caracteristicas organolépticas como aroma, sabor e textura
(COSTELLI, 2005). Sua percepgdo é um processo dindmico dependente de uma série de
eventos, e leva o consumidor a aceitacdo ou a rejeicdo de um produto. Os aromatizantes
sdo geralmente utilizados na inddstria com a funcdo de impedir alteracdes, caracterizar,
melhorar, padronizar e/ou reconstituir o aroma/sabor dos produtos, além de serem
utilizados tambeém para mascarar 0s aromas e sabores indesejaveis que possam ocorrer
durante o processamento de alimentos (FANI, 2011).

Inimeros compostos aromaticos sdo encontrados em pequenas quantidades,
originando complexidade e contribuindo para a qualidade do aroma total. A grande
variedade de aromas pode ser explicada através de suas estruturas. Uma pequena
mudanca na estrutura quimica desses compostos geralmente resulta em alteracdo das
propriedades organolépticas, em termos de intensidade, qualidade e limiar de deteccéo.
Moleculas com a mesma funcionalidade quimica basica podem apresentar
caracteristicas organolépticas diferentes, como exemplo dos aldeidos e cetonas
(MARIOTTO, 2007).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, (Resolucdo n° 2 de
15 de janeiro de 2007) aromas ou aromatizantes sdo substancias ou misturas de
substancias com propriedade odorifera e/ou sapida (com sabor), capazes de conferir ou
intensificar sabor aos alimentos (ANVISA, 2007). Excluem-se da defini¢do os produtos
que conferem exclusivamente sabor doce, salgado ou acido, bem como as substancias

alimenticias, ou produtos normalmente consumidos como tal, com ou sem
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reconstituicdo. Na Tabela 1 abaixo estdo apresentados os principais aromatizantes

utilizados no Brasil, bem como suas respectivas aplicagdes.

Tabela 1. Principais aromatizantes utilizados no Brasil.

Aroma

Aplicagdo

Diacetila
Esséncias artificiais
Esséncias naturais

Extrato natural de fumaca

Extrato vegetal aromético
Flavorizantes quimicamente
definidos
Oleo fusel

Propenil guatenol

Vanilina

Biscoitos e produtos de confeitaria.
Balas, biscoitos, geléias, etc.
Bombons, balas, biscoitos, geléias, etc.
Carnes, conservas de pescado, queijos, sopas,
molhos, etc.

Biscoitos, gelatina, licores, refrigerantes, etc.
Aguardentes compostas, agucar, refrigerantes,
etc.

Bebidas ndo alcoolicas.
Isoladamente ou em misturas com outros
flavorizantes.

Margarina.

Fonte: EVANGELISTA (2003).

Com base na sua origem, classificam-se 0os aromas como naturais e sintéticos,
mas héa ainda outros tipos especiais, como os de reacdo ou transformacéo e os de fumaca
(ANVISA, 2007).

Os aromas ndo apresentam nenhuma funcdo nutritiva ou vitaminica a um
alimento. No entanto, diversas bioatividades (antimicrobiana e anticarcinogénica, por
exemplo) tém sido relatadas (BERGER, 1995).

Compostos de aroma podem ser obtidos de fontes vegetais e animais bem como
sintetizados quimica ou biologicamente. Eles ndo apresentam uma funcdo quimica
especifica: podem ser hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, aldeidos, acidos, ésteres ou
lactonas (ésteres ciclicos), éteres, etc. (Figura 1). No entanto, como pode ser observado,
a classe quimica dos terpenos congrega 0s principais compostos de aromas naturalmente

presentes nos vegetais (BICAS, 2009).
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Figura 1. Exemplos de compostos de aroma de diferentes fungfes quimicas e suas respectivas

notas sensoriais.
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Fonte: BICAS, 2009.

Em geral, os compostos de aroma estdo presentes em quantidades infimas na
composicao dos alimentos, usualmente em torno de 50 ppm, j& que muitos possuem um
limiar de deteccdo na ordem de partes por bilhdo (ppb) (FONTANILLE et al., 2002).

2.1.1 Producao de Aromatizantes

Ha basicamente trés métodos para se obter compostos de aroma: (i) extracéo
diretamente da natureza, (ii) transformac6es quimicas ou (iii) transformacbes por via
biotecnoldgica, que incluem biotransformacbes microbianas e enzimaéticas, sintese de
novo e engenharia genética (FRANCO, 2004).

O setor de aromas e fragrancias em suas diversas aplicacGes, tais como,
perfumes finos, fragrancias, alimentos e cosmeéticos, brindes de borracha, etc.,

representa ndo somente um mercado global multibilionario, mas também uma fonte de
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desenvolvimento cientifico e de inovacdo constante. As grandes empresas de
fragrancias, conhecidas como Flavor Houses, se concentram principalmente na Europa,
mas estendem suas ramificacGes por todo o resto do planeta (SPEZIALLI, 2012).

O Brasil estd ainda em um estadgio embrionario nas tecnologias de produtos
beneficiados, como as fragrancias e perfumes, porém, é lider mundial na producdo de
matérias-primas. Os 6leos essenciais sdo uma das matérias-primas mais importantes na
producéo de fragrancias e o Brasil responde, atualmente, por cerca de 50% da produgéo
mundial de 6leo essencial de laranja, que é uma das matérias-primas fundamentais para
0s aromas e as fragrancias. A balanca comercial brasileira é superavitaria em volume,
porém ¢é deficitaria economicamente, ou seja, o Brasil exporta grandes volumes de 6leos
essenciais, produto de menor valor agregado, e importa éleos essenciais beneficiados de
alto valor agregado (SPEZIALLI, 2012).

Por outro lado, o subsegmento de Aromas Quimicos em 2012 apresentou
exportacdes oito vezes superiores as importacdes. Este subsegmento abrange itens
produzidos em larga escala pelo Brasil, como terpenos ciclicos e terpenos de laranja,
responsaveis por, respectivamente, 62 e 31 milhdes de dolares em exportacbes durante
2012. Essas matérias-primas sdo produzidas em larga escala no Estado de S&o Paulo,
que concentra 28,8% da producdo mundial de laranja, uma vez que o clima é favoravel
e 0 custo de produgdo € baixo. O mesmo ocorre para Oleos Essenciais e Extratos
Naturais, subsegmento onde o Oleo essencial de laranja gerou exportacbes de 125
milhGes de dolares em 2012 (BNDES, 2014).

Os mercados globais de “Aromas e Sabores” e de “Fragrancias”, movimentaram,
em 2012, 11,2 e 12,2 bilhdes de dodlares, respectivamente. Entre 2007 e 2012, o
subsegmento de Fragrancias apresentou maior crescimento real ativo e, até 2017,
espera-se aceleracdo em ambos os subsegmentos (BNDES, 2014).

Os mercados nacionais de Aromas e Sabores e de Fragrancias movimentaram,
em 2012, 1,2 bilhdo de dodlares. O subsegmento de Fragrancias se mostra mais
expressivo, com faturamento de 700 milhdes de dolares em 2012, e com perspectiva de
crescimento anual medio de 5,2% até 2022. O de Aromas e Sabores, de porte um pouco
menor, com faturamento de 500 milhGes de dolares em 2012, deve crescer de uma
maneira mais acelerada, com crescimento anual meédio de 6,1% até 2022 (BNDES,
2014).

10
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2.1.2 Extracdo de Aromatizantes a partir de fontes naturais

Os aromatizantes ou aromas sao classificados, como ja& mencionado
anteriormente, em naturais ou sintéticos. Os aromas naturais sdo obtidos exclusivamente
mediante métodos fisicos, microbiologicos ou enzimaticos, a partir de matérias-primas
aromatizantes naturais. Entende-se por matérias-primas aromatizantes naturais o0s
produtos de origem animal ou vegetal, normalmente utilizados na alimentacdo humana,
gue contenham substancias odoriferas e/ou sapidas, seja em seu estado natural ou apds
um tratamento adequado (torrefacdo, coccdo, fermentacdo, enriquecimento enzimatico,
etc.) (MIKHAYLOV, 2014). Os aromas naturais incluem o6leos essenciais, extratos,
balsamos, oleoresinas e oleogomaresinas, e substancias aromatizantes/aromas naturais
isolados (MIKHAYLOV, 2014).

Os Oleos essenciais sdo misturas de substancias volateis lipofilicas de origem
terpénica, geralmente odoriferas e liquidas e uma mistura de complexa de
hidrocarbonetos, alcodis e compostos carbonilicos, sdo compostos por mais de 300
componentes quimicos diferentes, o que faz deles um produto tdo valorizado
(WOLFFENBUTTEL, 2007).

Também podem ser chamados de Oleos volateis, 6leos etéreos ou esséncias.
Essas denominacOes derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas, como,
por exemplo, geralmente apresentar aparéncia liquida e oleosa denominando-se 0leo.
Sua principal caracteristica, entretanto, é a volatilidade, diferindo dos oleos fixos,
misturas de substancias lipidicas. Outra caracteristica importante é o aroma agradavel e
intenso, sendo chamados de esséncias (SIMOES & SPITZER, 1999).

Existem diversos processos para a obtencdo dos 0Oleos essenciais (OES) como
destilacdo, pressdo a frio, extracdo com didxido de carbono supercritico e fermentacao,
sendo a destilacdo a vapor o método comercialmente mais utilizado. Embora a
destilacdo a vapor seja o procedimento mais empregado na extracdo de OEs, a utilizacdo
de didxido de carbono liquido a baixa temperatura e alta pressdo preserva de forma mais
eficiente as caracteristicas organolépticas desses compostos. Essas diferencas
influenciam na composicdo dos OEs e nas propriedades antimicrobianas, porém, é um
processo de custo elevado comparadoaos demais processos (BURT, 2004).

Atualmente sdo conhecidos aproximadamente 3.000 tipos de OEs, sendo que
300 possuem importancia econémica, principalmente no mercado de flavorizantes e

esséncias. Tambem se tem conhecimento que tais compostos apresentam propriedades
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antimicrobianas, antivirais, antimicoticas, antioxidantes, antiparasiticas e inseticidas,

possivelmente relacionadas com sua

funcéo nas plantas (BURT, 2004).

O campo de aplicacdo dos OEs é vasto, compreendendo a indudstria alimenticia

(como flavorizantes), e a industria farmacéutica (por suas propriedades funcionais)

como fragrancias, fixadores de fragrancias, em composi¢fes farmacéuticas e orais e

comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo substéncias purificadas

como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (SILVA-SANTOS et al.,

2006). Além dos OEs em sua constituicdo completa, os componentes individuais dos

OEs tambeém séo utilizados como flavorizantes e podem ser extraidos das plantas ou
fabricados sinteticamente (BURT, 2004).

Os principais constituintes dos 6leos essenciais que conferem suas caracteristicas

sensoriais sdo 0s monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides (Figura 2) (BIZZO et

al., 2009).

Figura 2. Estruturas Quimicas de Monoterpenos, Fenilpropanoides e Sesquiterpenos.
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Fonte: BIZZO et al., 2009.
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2.1.3 Sintese de aromatizantes via catélise acida

Em 1895, Fischer e Speier constataram que era possivel a obtencdo de ésteres
através do aquecimento de um &cido carboxilico e um alcool na presenca de catalisador
acido (McMURRY, 2011). Esta reacdo ficou conhecida como esterificagdo de Fischer
(Figura 3), sendo um dos principais métodos utilizados na producdo de ésteres, sendo
até hoje 0 método mais comum e mais utilizado em processos industriais e em escala de

laboratério para obtencao de ésteres.

Figura 3. Reacdo de esterificacdo de Fisher catalisada por acido.
_|_
0 H 0
)L - R—OH =——* )L r * HO
R OH A R O"’

Fonte: OLIVEIRA et al., 2013.

Essas reacdes geram &gua e sdo facilitadas através do aumento da temperatura
do meio de reagdo e na presenca de um catalisador acido de Bronsted-Lowry. Sem
catalisador, em condi¢cbes normais de temperatura e pressdo, essa reacdo ocorre
lentamente, devido a sua reversibilidade (CLAYDEN et al., 2007).

Devido a reversibilidade da reacdo, a utilizagdo de alguns artificios é necessaria
para deslocar o equilibrio para formagdo dos produtos, entre os quais a adicdo de
excesso de um dos reagentes, remogéo do ester por destilacdo ou remogédo da d&gua com
agente desidratante para evitar a hidrélise do éster formado.

Entre os pardmetros que interferem na reacdo de esterificacdo também se
encontra o tipo de catalisador utilizado. A esterificacdo de acidos carboxilicos com
alcoois é realizada comercialmente com o uso de catalisadores acidos homogéneos, tais
como &cido sulfurico, acido iodidrico e acido cloridrico (LIU et al., 2006).

O processo catalitico convencional consiste na catalise homogénea com acido
sulfarico, o qual permanece dissolvido no meio de reacdo. Neste processo, o catalisador
deve ser removido ao final da reacdo por lavagem aquosa alcalina. Algumas das
desvantagens deste método sdo as dificuldades de reutilizacdo do catalisador, corrosdo
de reatores industriais, além do impacto ambiental decorrente dos residuos inorganicos e
da formac&o de subprodutos tdxicos. A maior parte dos residuos € gerada durante a fase

de separacao por neutralizacdo (McMURRY, 2011).
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A esterificacdo pode ocorrer na auséncia de catalisador, entretanto devido aos
acidos carboxilicos serem acidos fracos, a reacdo € extremamente lenta, sendo
necessarios dias para que se alcance uma situacdo de equilibrio (BRITO, 2010).
Portanto, a utilizacdo de catalisador na reacdo de esterificacdo € essencial para a
ativacdo do grupo carbonila do acido envolvido, devido a funcdo doadora de proton que
o catalisador exerce (PATTANAIK & MANDALIA, 2011).

A fim de minimizar os impactos causados pelos processos quimicos, inUmeras
alternativas baseadas na Quimica Verde visam o desenvolvimento de técnicas,
equipamentos e processos de producdo capazes de reduzir ou eliminar a geragdo de
substancias agressivas ao meio ambiente e a salde humana. Uma das rotas é a utilizacéo
da catélise enzimética (BRITO, 2010).

2.1.4 Sintese de aromatizantes via catalise enzimatica

Para a sintese de aromas naturais geralmente estdo sendo empregadas técnicas de
biotransformacdo. S&do tecnologias relativamente recentes e aparecem como uma
alternativa para os casos onde as reac¢fes quimicas sao de dificil realizagdo. Em muitos
casos € muito trabalhoso funcionalizar certas posi¢cdes de moléculas via rota sintética.
Em certas posi¢des da molécula, a funcionalizagdo requer varias etapas, resultando em
baixos rendimentos, inviabilizando economicamente 0 processo. Em outros casos, as
transformacdes quimicas geram muitos subprodutos. A biotransformacdo é uma reacéo
mais especifica, o que traz muitas vantagens para sintese de compostos organicos. Pode-
se dizer que a biotransformacdo é um processo onde um composto orgénico é
modificado em um produto estruturalmente similar atraves de reacGes especificas
catalisadas por um pequeno namero de enzimas (SCHRADER et al., 2004; GIRI et al.,
2001). Simplificando, define-se biotransformacdo como uma reacdo quimica realizada
por células de plantas ou animais, enzimas isoladas ou microrganismos integros (GIRI
et al., 2001). Como diferencial das rea¢Ges quimicas, a biotransformagdo apresenta
grande poder catalitico (sub-estequiométrico) e excepcional estereo e
regioespecificidade (ou seletividade), caracteristicas tipicas das enzimas, reais
responsaveis por este tipo de transformacdo (SERRA et al., 2005; BERGER, 2009).
Ainda podem ser citados como diferenciais as condi¢des reacionais brandas de pH,

temperatura e pressdo nas quais a biotransformacéo € realizada, o que pode resultar em
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uma reducdo no custo energético e de equipamentos em relacdo as transformacées por
via unicamente quimica.

A sua utilizagdo faz com que surja uma quimica biotecnoldgica de interface com
oportunidade para a melhoria e inovacdo em alguns problemas existentes como o uso
atual de grupos de protecdo para superacdo da ndo seletividade e reatividades
incompativeis na sintese de biomiméticos (YOUNG & BARAN, 2009).

Com o desenvolvimento de metodologias mais limpas, as enzimas tornaram-se
indispensaveis para a producdo de muitos compostos. A exploracdo da biodiversidade
na busca de novos catalisadores por técnicas de selecdo de microrganismos, de plantas
ou de células animais representa um método tradicional de descoberta de novas enzimas
para o desenvolvimento da biocatélise em escala industrial (STROHMEIER et al.,
2011).

A producdo de aromatizantes por via enzimatica, utilizando lipases como
biocatalisadores, é descrita em diversos sistemas reacionais, entre eles, a sintese de
ésteres como o butirato de citronelila (MELO et al., 2005) e o butirato de etila (PIRES-
CABRAL et al., 2010).

2.1.5 Producao de ésteres a partir de alcodis monoterpénicos e 6leos essenciais

Os alcodis terpénicos de origem natural podem ser usados como substratos nas
reacOes visando a obtencdo de aromas naturais. Uma fonte que poderia atender essa
demanda séo os 0leos essenciais. Os 6leos essenciais sao constituidos por uma mistura
complexa de hidrocarbonetos (terpenos, sesquiterpenos, etc.), compostos oxigenados
(alcoois, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis, ésteres fendlicos, etc.), e
uma pequena quantidade de residuos viscosos ou solidos ndo volateis (parafinas, ceras,
etc.). Entre eles destacam-se alcoois mono e sesquiterpénicos tais como geraniol,
citronelol, elemol, eugenol, entre outros (TACHIHARA et al., 2006; LEAK et al., 2009;
SINGH et al., 2008). Estes alcoois sdo utilizados como material de partida em sinteses
de outras fragrancias. Esteres obtidos a partir de &lcoois terpénicos via biotransformagcéo
podem ser amplamente utilizados nas industrias de alimentos, cosméticos e em
formulacGes farmacéuticas.

Varios trabalhos encontrados na literatura relatam a sintese de ésteres a partir de
acidos carboxilicos e alcodis monoterpénicos via catalise enzimatica em meio organico

e em sistemas livres de solventes.
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A sintese de geranil acetato em n-hexano catalisado pela lipase comercial
preparada a partir de Candida antarctica foi realizado por Bartling et al. (2001). A
conversdo de equilibrio foi de 94%, razdo molar dos substratos 1:1 e temperatura de
30°C. Para a remocdo seletiva da dgua formada durante o processo de esterificacdo
foram testadas membranas com composito ceramico/acetato de celulose que permitiu
deslocamento de reacgdo para os produtos atingindo 100% de conversao.

Paroul et al. (2010; 2011) estudaram a producdo enzimética de geranil
propionato e geranil oleato em sistema livre de solvente. Utilizando a lipase comercial
Novozym 435, em 1 hora de reacdo, razdo molar &cido/alcool de 1:5, 50°C, 150rpm,
com adicdo de 5% de enzima (m/m substratos), obtiveram 97% de conversdo. Os efeitos
da razéo molar, da temperatura, e da concentracdo de enzima na producdo de geranil e
cetronelil ésteres presentes no 6leo essencial da Citronela foram investigados pelo
mesmo grupo de pesquisadores (PAROUL et al., 2011). Através de aplicacao da técnica
de planejamentos experimentais sequenciais foi possivel otimizar a producdo de ésteres
derivados do 6leo essencial bruto alcancando conversdes acima de 90%.

Chiaradia et al. (2012) otimizaram a conversdo de eugenol por meio da catalise
enzimatica utilizando lipase comercial imobilizada de Candida antartida como
catalisador e anidrido acético como agente acilante. A melhor conversdo foi de 99%
usando razdo molar anidrido/eugenol 3:1, concentracdo de enzima 5,5% (m/m
substratos) e 50°C ap0s de 6 horas de reacéo.

Compostos obtidos por catalise enzimatica ou por acdo microbiana podem ser
considerados “naturais”, fato que promove grande aceitacdo por parte do consumidor,
agregando, dessa forma, maior valor aos produtos que utilizam esses aromatizantes

produzidos biotecnologicamente.

2.1.6 Oleo essencial do cravo-da-india

A espécie Caryophyllus aromaticus L., pertence a familia Myrtaceae,
popularmente conhecida como cravo. E uma arvore aromatica, nativa da Indonésia,
ocorrendo naturalmente em Moluku das ilhas da Indonésia e cultivada em muitas partes
do mundo como Tanzénia, Madagascar, Sri Lanka, india, China, Indonésia, Malasia,
Brasil, Republica de Malgaxe, Jamaica e Guinea (OZTURK & OZBEK, 2005;
TRAJANO et al., 2010; SINGH et al., 2012 ). No Brasil, praticamente apenas a Bahia,

na regido do Baixo Sul (Valenca, Ituberd, Taperoa, Camamu e Nilo Pe¢anha), produz
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esta especiaria na forma comercial (FRAIFE-FILHO et al., 2005). Essa regido destaca-
se como produtora de uma das especiarias mais comercializadas no mundo, o botdo
floral do craveiro-da-india na forma desidratada (SACRAMENTO et al., 2001). Ha
mais de 2000 anos, 0 cravo é uma especiaria muito apreciada devido ao seu marcante
aroma e sabor, conferido por um composto fendlico volatil, o eugenol. Além de ser
utilizado como uma planta medicinal, o cravo-da-india também ¢é usado como
aromatizante de molhos ou para confeccdo de cigarros perfumados (“kretek” ou
“gudan”) muito difundidos na Indoneésia e Brasil (OLIVEIRA et al., 2007a; AGRA et
al., 2008). Nas Figuras 4(a) e (b) estdo demonstrados os botbes secos do cravo da india

e os botdes verdes do cravo da india, respectivamente.

Figura 4. BotGes do cravo da india (a) secos e (b) verdes.

Fonte: FRAIFE-FILHO et al., 2005.

O 6leo de cravo é um fluido amarelado obtido por destilagdo a vapor dos botdes
secos do cravo, apresentando forte odor e gosto acentuado (OZTURK & OZBEK, 2005;
MOUCHREK, 2000). Esses sdo coletados duas vezes por ano, nos meses de outubro e
fevereiro, quando mudam sua coloracdo do verde para vermelho. S8o secos com
cuidado e separados de seus pedtnculos (SINGH et al., 2012).

A composicao dos 6leos essenciais das espécies vegetais € muito diversificada,
sendo a principal responsavel por conferir propriedades funcionais as mesmas.
Entretanto, ha multiplos fatores que podem ser responsaveis pela variabilidade quimica,
como as caracteristicas edafocliméticas, que sdo extrinsecos a biologia vegetal, e outros

dependentes da fisiologia das plantas ou do seu genoma, como a ontogenia, 0 tipo de
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orgdo e os quimiotipos, além do manejo cultural, a forma de extracdo e o
armazenamento (ZAGO et al., 2009; SANTURIO, 2011).

Machado (2009) identificou que a densidade do 6leo essencial de cravo-da-india
(Syzgium aromaticum) é de 0,988 mg/mL e os componentes quimicos séo: eugenol
(83,63%), B-cariofileno (12,39%), alfa-humuleno (3,05%) e eugenil acetato (0,93%).

No Oleo de E. caryophyllata varios constituintes sdo identificados mas o
eugenol, acetato de eugenil ¢ o B-cariofileno representam 0s principais componentes
(SINGH et al., 2012).

Trajano et al. (2010) identificaram os compostos quimicos do Gleo essencial
extraido das folhas de E. caryophyllata obtendo em sua pesquisa 18 compostos do 6leo.
Dentre eles o eugenol (74%) foi o composto majoritario, seguido pelos a-humuleno
(9,62%), d-cadineno (4,64%), trans-p-cariofileno (4,69%) e oOxido de cariofileno
(1,63%). Outros compostos, como eucaliptol (0,96%), y-cadineno (0,86%), humuleno
(0,83%), e torreiol (0,62%) foram encontrados em percentual menor.

Dzamic et al. (2009) identificaram dezesseis componentes no 6leo essencial de
E. caryophyllata, que representam 98,89% do conteudo total. Eugenol (78,57%), PB-
cariofileno (15,56%) e a-humuleno (1,88%) foram os principais componentes.

Silvestri et al. (2010), ao analisarem o perfil da composicéo do 6leo, mostraram
o eugenol como composto majoritario (90,3%), além de B-cariofileno (4,83%) e acetato
de eugenol (1,87%).

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) (Figura 5) € um fenilpropeno dissubstituido,
com grupamento OH fendlico na posi¢do para e OCH; em meta em relacdo ao radical
propenila. E constituinte majoritario do 6leo essencial da Pimenta dioica lindl e
Eugenia caryophyllata (cravo-da-india) (OLIVEIRA et al., 2007b).

Figura 5. Estrutura quimica do eugenol.

OH
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Os oleos essenciais vém apresentando um valor comercial relativamente estavel
had muitos anos. Os paises desenvolvidos importam esses 6leos como matéria-prima
bruta e lhe agregam valor atraves da purificacdo, preparacdo de derivados, isolamento
de constituintes e modificacdo quimica. Neste ultimo aspecto, os 6leos essenciais
apresentam uma particularidade importante e pouco explorada no Brasil, desta forma
estudos no sentido de agregar valor a essa matéria-prima estdo sendo realizados por
diferentes pesquisadores.

Dentro deste contexto, o presente capitulo teve como objetivo geral o
desenvolvimento de um processo biotecnologico para producéo de acetato de eugenila a
partir 6leo essencial de cravo-da-india (Caryoplyllus aromaticus). Para isto, foi
realizado o estudo do efeito das varidveis do processo (razdo molar anidrido
acetico:6leo, concentracdo de enzima e temperatura) empregando técnicas de
planejamento experimental. Neste sentido, a presente proposta reflete o estudo de
viabilidade técnica de producdo de ésteres através de aplicacdo de tecnologias limpas,
sistemas enzimaticos livres de solvente.

O grupo acetato € obtido a partir da esterificacdo no sitio do grupo hidroxila da
molécula original, resultando na formacédo da molécula de acetato de eugenila (Figura
6).

Figura 6. Reacdo de esterificacdo de eugenol e anidrido acético.

|
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2.2 MATERIAL E METODOS

Neste momento serdo descritos os materiais, procedimentos experimentais e a
metodologia analitica utilizada para o desenvolvimento do estudo da produgdo de
acetato de eugenila, via reacdo de transformacdo enzimaética, em solventes orgénicos e
em sistema livre de solvente, utilizando oOleo essencial de cravo (Caryoplyllus

aromaticus) como substrato e lipase imobilizada comercial como catalisador.

2.2.1 Substratos para a reagdo enzimética

Foram utilizados neste trabalho: 6leo essencial de cravo-da-india (Caryophyllus
aromaticus) da Viafarma, anidrido acético (97% de pureza) da VETEC®, peneiras
moleculares 4A SIGMA-ALDRICH®, padrdo de eugenol SIGMA-ALDRICH®, padréo
de eugenil acetato SIGMA-ALDRICH®.

2.2.2 Enzima para a reacao enzimatica

A lipase imobilizada comercial Novozym 435 utilizada para o desenvolvimento
deste trabalho foi adquirida da Novozymes/Araucéaria-PR. Esta lipase (Candida
antarctica) € produzida por fermentacdo submersa e imobilizada em resina acrilica
macroporosa. Apresenta tamanho de particula entre 0,3-0,9 mm, densidade de
aproximadamente 430 Kg/m?® e contetido de agua entre 1-2%. E uma lipase termoestével

com uma atividade 6tima na faixa de temperatura entre 40-80 °C.

2.2.3 Producéo enzimatica de acetato de eugenila

A mistura reacional foi formada por 6leo essencial do cravo-da-india, anidrido
acético, enzima e as peneiras moleculares em quantidades pré-estabelecidas no
planejamento experimental. Todos 0s experimentos foram realizados em shaker com
agitacdo constante de 150rpm e tempo da reacdo fixado em 6 horas (CHIARDIA et al.;
2012). Apds o término de reacdo o biocatalisador foi separado dos substratos por meio

de filtrag&o com papel filtro.

2.2.4 Determinacdo da conversao da reacao
A quantificacdo do acetato de eugenila foi realizada por cromatografia gasosa
em equipamento Shimadzu GC-2010 equipado com processador de dados. As analises
foram realizadas utilizando coluna capilar de silica fundida modelo WAX (30m x
20
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250um d.i.), 0,25um de espessura de filme, detector FID, com a seguinte programagéo
de temperatura: 40-180°C (3°C/min), 180-230°C (20°C/min), 230°C (20min),
temperatura do injetor 250°C, detector a 275°C, modo de injecdo split, razdo de split
1:100, gas de arraste H, (56KPa), volume injetado 0,4uL de amostra diluida em n-
hexano (1:10). A determinacdo da conversdo das reacOes de esterificacdo de 6leo de
cravo para a producdo de acetato de eugenila foi realizada acompanhando a reducdo da
area do sinal do agente limitante (eugenol) sendo que, posteriormente, 0s
cromatogramas obtidos foram comparados ao cromatograma do padrdo acetato de

eugenila adquirido para fins comparativos.

2.2.5 Otimizacéo da producdo enzimatica de acetato de eugenila

Para determinacdo das condi¢cdes experimentais que maximizassem a sintese de
ésteres, resultantes da reacdo de esterificacdo, foi realizado um delineamento composto
central 2% com triplicata do ponto central, totalizando 11 experimentos. As faixas de
temperatura (T), razdo molar (RM) e concentracdo de enzima [E] (m/m substratos)

estudadas séo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Varidveis e niveis estudados no delineamento composto central 2 para producdo

enzimatica de acetato de eugenila.

Variveis/Niveis Temperatura Razao Molar [E]
(°C) (mol/mol) (anidrido (% m/m substratos)
acético/eugenol)
-1 40 1:1 1
0 50 31 5,5
1 60 5:1 10

2.2.6 Estudo cinético da producéo enzimética de acetato de eugenila

ApoOs determinar as condi¢bes experimentais que maximizam a producdo de
éster foi realizado um estudo cinético no ponto central com a finalidade de definir qual a
melhor condicdo para a producdo do ester. Os efeitos da razdo molar (RM), da
concentracdo da enzima [E] e da temperatura (T) foram avaliados. Aliquotas de 500uL

foram retiradas do meio reacional nos tempos inicial, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas. As razfes
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molares, concentracdes da enzima [E] (%) (m/m substratos) e temperaturas utilizadas no

estudo sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Cinética da reacdo para avaliar a influéncia da razdo molar, da concentracdo da

enzima e da temperatura entre os substratos na producao enzimatica de acetato de eugenila.

Temperatura [E] Razéo Molar
(°C) (% m/m substratos) (anidrido acético/eugenol)
50 5,5 1:1;3:1; 5:1
50 1;5,5; 10 31
40; 50; 60 5,5 31

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste momento serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo
do estudo do processo de producdo enzimatica de acetato de eugenila utilizando a lipase
imobilizada comercial C. Antarctica (Novozym 435) como catalisador em sistema livre
de solvente.

Na Tabela 4 encontra-se o resultado das anélises realizadas pelo laboratorio
Viafarma no 6leo essencial de cravo-da-india (Caryoplyllus aromaticus) obtido (lote)

do fabricante Aromax.

Tabela 4 - Resultados analises no 6leo essencial de cravo (Caryoplyllus aromaticus).

Testes Especificacoes Resultados
Cor Amarelo claro e amarelo escuro Amarelo
Densidade 0,953 a 0,965 g/m® (20°C) 0,957 g/m® (20°C)
indice de refragéo 1,486 a 1,498 (20°C) 1,489(20°C)
Teor de Eugenol 85,0 a 88,0% 85,43%

Fonte: Viafarma.

2.3.1 Maximizacao da producéo enzimatica de acetato de eugenila
A Figura 7 apresenta o perfil cromatografico do 6leo essencial da cravo-da-india
antes (a) e apos a reacdo de esterificacdo (b) e do padréo (c) acetato de eugenila. Como

pode ser observado, a banda do eugenol (Tempo de Retencdo-TR = 25 min) desaparece
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completamente e um novo composto € formado (TR=26min), 0 que corrobora com o

tempo de retencdo do padrdo (TR=26min) confirmando o sucesso da sintese realizada.

Figura 7. Cromatogramas do Oleo essencial do cravo-da-india antes (a), e depois da

esterificacdo (b) do padrdo acetato de eugenila (c).

uV(x100,000)
Chromatogram Time 17.199 ‘Inten. 48,211
1.5 o
_.z(k. S, (a)
|
504 @
)
25 l
)
T T T T T T T T T T T T T 1 T min
uV(x100.000)
Time 44.959 Inten. 80,018
754 o I
‘ - \n,.J\\ o~ (b)
5.0 ‘ - i)
(8]
7 1
264 1 -~ TOH
L
T T ll.h' T s ‘I 4 T T T T T T T T T
min
V1 000,000) '
Time 34.759 Inten 3,332,767
304 I
- (©)
o b
2.0 V\I_ J
L
10 !

A Tabela 5 apresenta a matriz do planejamento experimental com os valores
reais e codificados das variaveis independentes e as conversées em acetato de eugenila
em seis horas de reacdo, tempo este no qual Chiardia et al. (2012) encontraram
conversdes de aproximadamente 100%.
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Tabela 5 - Delineamento composto central 28 (valores codificados e reais) com as respostas em

termos de conversdo em acetato de eugenila.

Ensaio Temperatura Razao molar Concentragéo de Converséo
(°C) anidrido/eugenol Enzima (%)
(mol/mol) (%m/m)
1 -1 (40°C) -1(1:1) -1 (1%) 59,16
2 1 (60°C) -1(1:1) -1 (1%) 86,81
3 -1 (40°C) 1(5:1) -1 (1%) 89,99
4 1 (60°C) 1(5:1) -1 (1%) 93,87
5 -1 (40°C) -1(1:1) 1 (10%) 44,73
6 1 (60°C) -1(1:1) 1 (10%) 82,30
7 -1 (40°C) 1(5:1) 1 (10%) 90,47
8 1 (60°C) 1(5:1) 1 (10%) 99,87
9 0 (50°C) 0(3:1) 0 (5,5%) 96,98
10 0 (50°C) 0(3:1) 0 (5,5%) 96,96
11 0 (50°C) 0(3:1) 0 (5,5%) 97,41

A partir dos resultados apresentados nesta tabela pode ser observado que altas
conversdes foram obtidas na maioria dos niveis estudados, em diferentes concentragdes
de enzima, razdo molar e temperatura. Analisando as respostas de conversdo no ponto
central (ensaios 9,10 e 11), verificou-se a boa reprodutibilidade dos experimentos e
também altas conversGes. A maior conversdao (~100%) foi obtida na temperatura de
60°C, com excesso de anidrido acético e concentracdo de enzima 10% (% m/m) (ensaio
8). Obseva-se também que ndo existem diferencas significativas nos resultados
encontrados no ponto central e no ensaio de maior conversdo. Os resultados de
conversdo em acetato de eugenila, apresentados na Tabela 5, foram tratados
estatisticamente e ndo foi possivel a validacdo de um modelo empirico que descrevesse
a conversdo de acetato de eugenila em funcdo das variaveis estudadas. Construiu-se
entdo o Grafico de Pareto, apresentado na Figura 8, onde os efeitos absolutos estdo

apresentados.

24



CAPITULO Il - PRODUGCAO DE ACETATO DE EUGENILA

Figura 8 - Grafico de Pareto para a producdo enzimatica de acetato de eugenila (6 horas de

reacdo) em sistema livre de solvente.
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Observou-se que em 6 horas de reacdo todas as variaveis apresentaram efeitos
significativos (p<0,05) na conversdo em acetato de eugenila. Através da Figura 8
verifica-se que a concentracdo de enzima apresentou efeito significativo negativo
(p<0,05), mostrando que a reducdo da quantidade do biocatalisador ndo afetaria para os
niveis investigados, o rendimento da reacdo. Este fato indica que para manter altas
conversdes, a sintese de acetato de eugenila pode ser conduzida com menores
concentracdes da enzima, significando economia durante o processo de esterificacdo. A
razdo molar entre 0s substratos, e a temperatura apresentaram efeitos positivos
reforcando a hipoOtese que o excesso de anidrido acético resulta em aumento de
producdo.

Alguns estudos relatam a esterificacdo enzimatica em sistema livre de solvente
com diferentes acidos graxos e alcodis. Guveng et al. (2002) estudaram a producédo
enzimatica de isoamil acetato em sistema livre de solvente e obtiveram 80% de
conversao utilizando 5% (m/m substratos) com Novozym 435, em 6 horas de reacéo,
razdo molar &cido/alcool de 1:2 na temperatura de 30°C e agitagcdo de 150 rpm. Também
utilizando a enzima comercial Novozym 435. Santos et al. (2007) avaliaram a sintese de

butil ésteres em sistema livre de solvente, onde a mais alta proporcédo obtida
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correspondeu a 49% utilizando &cido butirico como doador do grupo acila. Kumar et al.
(2004) investigaram a sintese de etil palmitato em sistema livre de solvente e obtiveram
97% de converséo.

Chaibakhsh et al. (2012) sintetizaram eugenil caprilato utilizando como
biocatalisador a enzima Lipozyme TL IM também em sistema livre de solvente, e
obtiveram um rendimento maximo de 72,2% na condi¢do Otima de 65°C, 250 rpm,
100mg de enzima, razdo molar de 2:1 de eugenol/acido caprilico em livre de solvente
em 4,5 horas de reacao.

A sintese de geranil acetato em n-hexano catalisado pela lipase comercial
preparada a partir de Candida antarctica foi estudada por Bartling et al. (2001). A
conversdo de equilibrio foi de 94%, razdo molar dos substratos 1:1 e temperatura de 30
°C. Para remocéo seletiva da dgua formada durante o processo de esterificagdo foram
testadas membranas com composito cerdmico/acetato de celulose que permitiu
deslocamento de reagdo para os produtos atingindo 100% de conversao.

No estudo realizado por Paroul et al. (2010, 2011) na producdo enzimaética de
geranil propionato e geranil oleato em sistema livre de solvente, os autores alcancaram
altas conversdes (97%) utilizando a lipase comercial Novozym 435 em razdo molar
acido:alcool de 1:5. Sendo que, como em nossa pesquisa, a temperatura também foi um
parédmetro significativo positivo.

No trabalho realizado por Chiaradia et al. (2012) onde a conversédo de eugenol
através da catalise enzimatica utilizando lipase comercial imobilizada de Candida
antarctica como catalisador e anidrido acético como agente acilante foi investigada, a
melhor converséo foi de 99% usando razdo molar anidrido/eugenol de 3:1, concentracéo
de enzima 5,5% (m/m substratos) e temperatura de 50 °C em 6 horas de reacéo.

Biasi et al. (2008) investigaram a influéncia da temperatura, concentracdo de
enzima, razdo molar de substratos, em presenca e auséncia de solvente organico, para a
producdo enzimatica de ésteres de linalol utilizando a lipase imobilizada comercial
Novozym 435 como catalisador, diferentes acidos e linalol e 6leo essencial de Ho-Sho
como substratos. A melhor conversdo da reacdo foi obtida a uma temperatura mais
elevada (70 °C), tanto para o sistema livre de solvente (3,81%) quanto para sistema com
adicéo de solvente (2,25%), com razdo molar solvente:substratos de 2:1, concentragdo
de enzima 5% em peso e razdo molar acido:alcool 1:1. O estudo cinético da reacao

revelou que o Oleo essencial de Ho-Sho proporcionou maiores conversdes quando
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comparado com o linalol puro (5,58%). Tal converséo foi atingida apos 10 h de reagédo
(5,58%), em razdo molar solvente:substrato de 2:1 com a concentracdo de enzima de
5% em peso, a 70°C e razdo molar anidrido:alcool de 1:1.

Horchani et al. (2010) avaliaram a capacidade de uma lipase imobilizada néo-
comercial de Staphylococcus aureus de catalisar a esterificacdo de eugenol com acido
benzobico. Quatro varidveis: temperatura de reagdo, quantidade de lipase, razdo molar de
acido benzoico/eugenol e volume de solvente foram avaliadas na sintese de eugenil
benzoato. O rendimento maximo de conversdo (75%) foi obtido usando 240 Ul de
lipase imobilizada, uma razdo molar acido/eugenol benzoico de 1,22 dissolvido em 4,6

mL de cloroféormio em 41 °C.

2.3.2 Cinética da producao enzimatica de acetato de eugenila

Levando em consideracdo que ndo existe grandes diferencas nas conversdes
encontradas entre o0 ensaio 8 onde a razdo molar utilizada foi de 5:1 (anidrido
acético:eugenol) e os ensaios no ponto central onde a razdo molar utilizada foi de
3:1(anidrido acético:eugenol) a cinética da producédo enzimatica de acetato de eugenila
foi realizada a partir dos resultados obtidos no ponto central do planejamento
experimental. O estudo cinético foi realizado utilizando-se réplicas da amostra de
partida (“cinética destrutiva”).

2.3.2.1 Efeito da razdo molar anidrido acético:eugenol na cinética de producao
enzimatica de acetato de eugenila

Os experimentos para o estudo do efeito da razdo molar 6leo de cravo-da-india:
anidrido acético foram realizados fixando a temperatura em 50 °C e concentracdo de
enzima em 5,5% (m/m substratos). A Figura 9 apresenta as curvas de conversao obtidas
em funcdo do tempo, variando a razdo molar anidrido acético:eugenol em 1:1, 3:1 e 5:1.

A partir da Figura 9 pode ser observado que usando razdo molar 5:1 em 2 horas
de reacdo a conversdo foi praticamente completa (~95%). O rendimento méaximo de
producdo de acetato de eugenila (~100%) foi alcancado em 5 horas de reacdo para

razoes molares 5:1 e 3:1.
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Figura 9 - Efeito da razdo molar sobre o tempo e a porcentagem de conversdo em acetato de
eugenila a temperatura de 50°C, concentracdo de enzima de 5,5% (m/m substratos) e agitacdo
de 150 rpm.
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Observa-se a partir da Figura 9 que o excesso de anidrido afeta positivamente a
conversao do processo. O mesmo aconteceu na pesquisa realizada por Chaar (2000) na
producéo de acetato de linalila utilizando anidrido acético e linalol na razdo molar 9:1.

O principio da reacdo realizada pelo autor € 0 mesmo que ocorre no presente
sistema de producdo de acetato de eugenila, pois segundo o autor, o linalol presente no
oleo essencial reage com o anidrido acético formando o acetato de linalila (converséo de
61,8%) e &cido acético, o qual eleva a acidez do meio reacional reduzindo, assim, a
velocidade da reacéo. Para evitar que isto ocorra, 0 autor adicionou ao meio reacional o
acetato de sodio que atuou como agente tamponante, controlando desta forma a acidez
gerada que, segundo o autor pode diminuir a velocidade da reacdo, fato que néo
aconteceu na presente pesquisa, pois em 2 horas de reacdo obteve-se aproximadamente
100% de converséo.

Como o ponto de equilibrio controla a quantidade de éster formado, o uso de um
excesso do acido carboxilico ou do alcool aumenta o rendimento baseado no reagente
limitante. O rendimento de uma reacéo de esterificagdo também pode ser incrementado
pela remocdo de 4gua da mistura reacional assim que é formada na maioria das reacoes,
mas ndo na nossa. Sendo assim, como aponta a literatura, o excesso de anidrido poderia

afetar positivamente a conversao do processo (CHAAR, 2000).
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2.3.2.2 Efeito da concentracdo de enzima na cinética de producdo enzimatica de
acetato de eugenila

Com o objetivo de avaliar o efeito da concentragdo de enzima no sistema foi
avaliado mantendo-se fixas as condi¢des do sistema na temperatura de 50 °C, razdo
molar anidrido acético:eugenol de 3:1 e agitacdo de 150 rpm, possibilitando a obtencao
das curvas cinéticas em funcdo da concentragdo de enzima (1; 55 e 10% (m/m
substratos)) (Figura 10).

Figura 10 - Efeito da concentracdo de enzima sobre o tempo e a porcentagem de conversdo em

acetato de eugenila a temperatura de 50 °C, razdo molar anidrido acético:eugenol 3:1 e agitacdo
de 150 rpm.
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Como pode ser observado na Figura 10, a concentracdo da enzima n&o
apresentou o efeito significativo na producdo de acetato de eugenila. Apds de 4 horas de
reacdo os rendimentos foram os mesmos para concentragdes de enzima 1, 5,5 e 10%,
atingindo o maximo de conversdo depois de 6 horas de sintese.

Resultados semelhantes foram obtidos por Chiaradia et al. (2012). Os autores
demonstraram que depois de 30 minutos da reacdo altas conversdes (20, 46 e 51%)
podem ser obtidos para concentragdes de enzima 1, 5,5 e 10%, respectivamente. Apos 1
hora da reacdo, a concentragdo de enzima também ndo apresentou o efeito significativo.

Uma possivel explicacdo pode ser relacionada com o fato que excesso da enzima

em meio reacional leva a formacao de agregados que conduzem a uma distribuicdo nédo
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homogénea da enzima. As moléculas de enzima na superficie externa de tais particulas
sdo expostas a altas concentracOes de substratos, mas o tempo de transporte de massa
dentro da particula do biocatalisador pode drasticamente limitar a concentragdo de
substrato no interior da particula. Menores atividades de uma fracdo de biocatalisador
reduzem a eficiéncia por unidade de massa e ndo aumentam a conversdao (KARRA-
CHAABOUNI et al., 2006).

2.3.2.3 Efeito da temperatura na cinética de producdo enzimatica de acetato de
eugenila

A fim de avaliar o efeito da temperatura sobre a conversdao de acetato de
eugenila, manteve-se fixa a razdo molar anidrido acético:6leo (3:1) e concentracdo da
enzima em 55% (m/m substratos), o que possibilitou a obtencdo das curvas de
conversdao em fun¢do do tempo, variando a temperatura em 40, 50 e 60°C, conforme

apresentado na Figura 11.

Figura 11 - Efeito da temperatura sobre o tempo e a porcentagem de conversao de acetato de
eugenila a razdo molar eugenol: anidrido acético 1:3, concentracdo de enzima de 5,5% (m/m) e

agitacéo de 150 rpm.
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Conforme a Figura 11, altas conversdes foram obtidas ja nas primeiras 2 horas
de reacdo em maiores temperaturas (50 e 60 °C), correspondendo a 70 e 85%,
respectivamente. ApOs este periodo, a conversdo da reacdo aumenta com o tempo e

atinge o maximo (~100%) depois de 6 horas da reacdo, para as mesmas temperaturas.
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A temperatura apresenta dois importantes papéis no sistema reacional.
Primeiramente, altas temperaturas podem melhorar a difusdo dos substratos ou sua
solubilidade. Em segundo lugar, as enzimas possuem uma temperatura 6tima de
atuacdo, que no caso da Novozym 435 esta em torno de 50 a 70°C, como ja mencionado
anteriormente.

Guveng et al. (2002) estudaram a esterificagdo de isoamil acetato catalisada
pelas enzimas Novozym 435 e Lipozyme RM IM sem a adicdo de solvente, agitacdo de
150rpm e concentracdo de enzima de 5% (p/p substratos). Na razdo molar de
acido/alcool 1:2, com a Novozym 435, obtiveram o equilibrio da reacdo em 6 horas nas
trés temperaturas estudadas (30, 40 e 50°C) com 81% de conversdo. Com a Lipozyme
RM IM na raz&o molar de &cido/alcool 1:1, em 48 horas de reacdo obtiveram conversao
de 20% a 50°C e 13% a 30°C.

A partir da Figura 11 é possivel observar que o rendimento da reacdo aumenta
com o tempo, fato este ndo observado apenas na temperatura de 60°C, onde se verifica a

ocorréncia de um ponto maximo em 6 horas de reagéo.

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

A reacdo de esterificacdo enzimatica do 6leo essencial de cravo da india para a
producédo do éster eugenil acetato utilizando como catalisador a enzima Novozym 435 se
mostrou uma técnica promissora na obtencédo de ésteres, levando-se em consideracao as
condi¢des mais brandas de reacéo e a baixa quantidade de catalisador necessario para se

obter altos rendimentos de produto.
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ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DO
CRAVO-DA-INDIA ANTES E APOS A ESTERIFICACAO
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo sobre o estado da arte no que
concerne a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais, bem como os testes de
atividade antibacteriana e antifungica para o 6leo essencial do cravo-da-india e seu éster

acetato de eugenila e os resultados encontrados.

3.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

A atividade microbiana é uma das principais causas de deterioracdo em
alimentos e € muitas vezes associada a perda de qualidade e seguranca. Embora a
industria de alimentos utilize os d&leos essenciais (OEs) principalmente como
aromatizantes, 0s mesmos representam uma fonte antimicrobiana e antioxidante natural
alternativa, podendo ser utilizados na conservacdo dos produtos, pois estes Oleos
apresentam diferentes propriedades bioativas, como atividade antioxidante (WANNES
et al., 2010), acdo analgésica e anti-inflamatéria (MENDES et al., 2010), fungicida
(CARMO et al., 2008; NGUEFACK et al., 2012) e antibacteriana (OKOH et al., 2010;
SILVA et al., 2009). No entanto, a aplicacdo dos OEs na conservacdo de alimentos
requer conhecimentos detalhados sobre suas propriedades, ou seja, a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), os microrganismos envolvidos, modo de acéo, além do efeito
dos componentes da matriz do alimento sobre suas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (HYLDGAARD et al., 2012).

As propriedades farmacoldgicas atribuidas aos OEs séo diversas e algumas séo
preconizadas por apresentarem vantagens importantes quando comparadas a outros
medicamentos, como por exemplo, a sua volatilidade, que os torna ideal para uso em
nebulizacbes, banhos de imersdo ou simplesmente em inalagfes. A volatilidade e o
baixo peso molecular de seus componentes possibilitam que eles sejam rapidamente
eliminados do organismo através das vias metabolicas (BANDONI & CZEPAK, 2008).

Em geral, os 6leos essenciais na presenca de oxigénio, luz, calor, umidade e
metais sdo muito instaveis, sofrendo inimeras reacdes de degradacao, o que dificulta a
sua conservacao, fazendo com que 0 seu processo de armazenamento seja fundamental
para a manutencao de sua qualidade (GUIMARAES et al., 2008).

A atividade antimicrobiana dos OEs in vitro tem sido amplamente estudada
sobre uma série de microrganismos (LOPEZ et al., 2005). Apesar disto, o surgimento de

bactérias multirresistentes representa um desafio no tratamento de infecgdes, sendo
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assim notdéria a necessidade de encontrar novas substancias com propriedades
antimicrobianas para uso no combate a esses microrganismos. Além disso, a
preocupacao com relacdo a bactérias e fungos patogénicos em alimentos também vem
crescendo devido ao aumento de surtos de doencas transmitidas por alimentos. Os 6leos
essenciais e 0s extratos de plantas sdo agentes antimicrobianos naturais que podem ser
aplicados nas inddstrias de alimentos e farmacéutica, para o controle de bactérias e
fungos patogénicos (VICTORIA, 2010; OKOH et al., 2010).

Com o aumento do numero de bactérias resistentes aos antibidticos existe um
consideravel interesse na investigacdo dos efeitos antimicrobianos de 6leos essenciais e
de diferentes extratos de plantas, contra uma gama de bactérias, que poderdo ser
utilizados como agentes antimicrobianos naturais, na preservacdo de alimentos e
controle de infec¢bes. Apesar da grande diversidade de antimicrobianos que agem sobre
diversos microrganismos patogénicos, estudos buscam por um antimicrobiano ideal, ou
seja, aquele que apresenta maior espectro de agdo, menor toxicidade, menor custo e
menor indicio de resisténcia bacteriana, haja vista que ja existe resisténcia bacteriana a
alguns produtos antimicrobianos. Devido tal resisténcia bacteriana, cresce cada vez mais
a procura de novas fontes que atuem como antimicrobiano (ALVARENGA, 2007).

Historicamente, a maioria dos antibi6ticos provém de um pequeno conjunto de
estruturas moleculares cujas vidas funcionais foram estendidas por geracOes de
reorganizacdes e arranjos sintéticos (FISCHBACH & WALSH, 2009). Além disto, a
propriedade antimicrobiana dos 6leos essenciais é considerada de grande interesse para
as industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas desde que o uso de aditivos
naturais ganhou importancia como tendéncia na substituicdo dos conservantes sintéticos
artificiais (OKOH et al., 2010).

As plantas produzem uma grande variedade de compostos com atividade
antimicrobiana. Destes, alguns estdo sempre presentes, enquanto outros sdo produzidos
em resposta ao ataque de microrganismos ou devido a danos fisicos. A identificacdo dos
compostos antimicrobianos mais ativos presentes nos OEs é complexa, tendo em vista a
presenca de muitos componentes diferentes, os quais sofrem variacGes percentuais de
acordo com a época da colheita e 0 metodo utilizado para extrair o 6leo, dentre outros
fatores (ESPINA et al., 2011).

A grande maioria dos 6leos essenciais é constituida por diversos compostos

organicos de baixo peso molecular, com atividades antimicrobianas distintas, podendo
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ser divididos em quatro grupos de acordo com a sua estrutura quimica: terpenos,
terpendides, fenilpropenos e outros. Os terpendides sdo derivados de unidades do
isopreno e os fenilpropandides se formam a partir do acido chiquimico (Figura 12), que

forma as unidades basicas dos acidos cindmico e p-cumarico (LUPE, 2007).

Figura 12. Origem dos Terpendides e Fenilpropandides.

P " _\HH
- o
isopreno
terpenoide
O, __OH
= T __,,-—'“:3-'1'_=:::=__
— LI
2o” T ‘on =
OH
Acido chiquimico fenilpropanoide

Fonte: LUPE, 2007.

Tais compostos sdao metabdlitos secundarios que tém a sua origem explicada a
partir do metabolismo da glicose. Esse ciclo biossintético pode ser observado na Figura
13.
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Figura 13. Ciclo biossintético geral dos metabolitos secundarios.

GLICOSE
polissacarideos
_ heterosideos
acido chil]uimico aoLtiI—CoA
|
| | |
triptofano  fenilalanina/ acido via condensagao
tirosina galico mevalonato
alcaloides taninos acidos graxos
Inddlicos e hidrolisaveis acetogeninas
quinilinicos antraquinonas isoprenos
flavendides
taninos condensados
protoalcaloides acido |cinamico omitina terpencides
alcalbides lisina e esterdides
fenilpropanoides
alcaléides pirrolidinicos,
lignanas e ligninas tropanicos, pirrolizidinicos,
cumarinas piperidinicos e quinolizidinicos

Fonte: SIMOES et al., 2003.

Terpenos sdo hidrocarbonetos produzidos pela combinacdo de varias unidades
de isoprenos (CsHg), sendo sintetizados no citoplasma das células vegetais. Os
principais terpenos sdo monoterpenos (CioHis) € sesquiterpenos (CisH24), mas cadeias
maiores tais como diterpenos (CzoHaz), triperpenos (CzoHao), tambeém  existem.
Exemplos de terpenos incluem p-cimoneno, limoneno, terpineno e pineno
(CABALLERO et al., 2003).

Os terpenos, substancias presentes tanto em plantas como em animais, Sao
descritos como possuidores de uma diversidade consideravel de propriedades bioldgicas
incluindo a acdo antimicrobiana, fungicida, antiviral, anti-hiperglicémica,
antiinflamatdria e atividade antiparasitaria (PADUCH et al., 2007).

Os monoterpenos, importantes constituintes dos 6leos essenciais, sdo altamente
volateis, sendo arrastados pelo vapor de &gua livres de outros componentes, sendo
utilizados por suas caracteristicas organolépticas marcantes (BANDONI & CZEPAK,
2008).
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Terpendides sdo terpenos os quais foram submetidos a modificacdes
bioguimicas, com adicdo de moléculas de oxigénio e alteracbes ou remocoes de grupos
metil. Os terpendides podem ser subdivididos em alcodis, ésteres, aldeidos, fendis, etc.
Como por exemplo: timol, carcravol, linalol, acetato de linalila, citronelal, piperitona,
mentol e geraniol. A atividade antimicrobiana dos terpendides esta relacionada aos seus
grupos funcionais, e tem sido demonstrado que o grupo hidroxil dos terpendides
fendlicos e a presenca de elétrons deslocalizados sdo importantes para a atividade
antimicrobiana. Seus compostos antimicrobianos sdo ativos frente a um amplo espectro
de microrganismos, sendo carvacrol e o timol 0s monoterpendides mais ativos
identificados até o momento (HYLDGAARD et al., 2012).

Fenilpropenos constituem uma subfamilia entre os varios grupos de compostos
organicos chamados fenilpropandides, os quais sao sintetizados a partir da fenilalanina
nas plantas (Figura 13). Os fenilpropenos constituem uma fracdo relativamente pequena
dos OEs, sendo os mais pesquisados o eugenol, isoeugenol, vanilina, safrol e o
cinamaldeido. A atividade antimicrobiana dos fenilpropenos depende do nimero e tipo
de substituintes no anel aromatico, da cepa microbiana e dos parametros utilizados nos
testes experimentais, como meio de crescimento, temperatura, etc. (PAULI &
KUBECZKA, 2010).

Como ja mencionado anteriormente, o eugenol é um metabdlito produzido por
diversas plantas, da classe dos fenilpropanoides, especialmente conhecido por sua
presenca abundante do 6leo essencial do cravo-da-india (Eugenia caryophyllata), sendo
o principal responsavel por seu aroma.

Nas folhas, o eugenol chega a representar aproximadamente 95% do o6leo
extraido (RAINA et al., 2001) e no cravo também é o principal componente do 6leo,
variando de 70 a 85% (ORTIZ, 1992).

O eugenol possui diversas a¢es farmacoldgicas comprovadas, sendo utilizado
em praticas odontoldgicas como antisséptico topico, analgésico e anestésico local, além
de conferir propriedades farmacologicas aos cimentos obturadores de canais, visto ter
acao bactericida, portanto, eficaz no tratamento de algumas enfermidades infecciosas na
cavidade bucal (ESCOBAR, 2002; GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Exibe, tambem,
comprovadas atividades como antimicotico, antiinflamatério, antioxidante, alelopético e
repelente (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
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Possui atividade antifingica contra Candida albicans (RAKOTONIRAINY &
LAVEDRINE, 2005), antiviral contra HSV-2 (virus da herpes simples tipo 2)
(BOURNE et al., 1999), apresenta também efeito anti-edematogénico local,
antiiinflamatério e antinociceptivo (WRIGHT et al.,, 1995). Em tecido nervoso,
apresenta acao anestésica geral, pois bloqueia tanto a conducgéo do potencial de agdo em
nervos periféricos quanto na juncdo neuromuscular (CRUZ, 2001).

Derivados do eugenol como acetileugenol, isoeugenol, e metileugenol possuem
atividade antinfangica contra os fungos de podridao branca da madeira (Betulina L.) e
fungos da podriddo marrom da madeira (Sulphureus L.) (SEN-SUNG et al., 2008).

Pesquisas mostram que o Oleo essencial do cravo-da-india € um potente
antisséptico, seus efeitos medicinais compreendem o tratamento de nauseas,
flatuléncias, indigestdo, diarréia e é também usado como anestésico para o alivio de
dores de dente (PAOLI et al., 2007). Tem sido usado como medicamento para 0
tratamento da asma, vérias doencas alérgicas e também como vermifugo (SINGH et al.,
2012). E usado também como agente fungicidano combate de doencas no cultivo da
banana e como alternativa em seu tratamento pos-colheita (RANASINGHE et al.,
2002). Em alta concentracdo, o eugenol € um potente antimicrobiano, capaz de
degenerar proteinas, mas em baixa concentracdo ele tende a estabilizar as membranas
celulares pelo mecanismo anteriormente sugerido. Assim, seus efeitos farmacoldgicos
dependem da concentracdo de eugenol livre no tecido vivo (ANGELO & JORGE,
2007).

O mecanismo de a¢do do OE sobre os microrganismos é complexo e ainda ndo
foi totalmente elucidado. Indmeros relatos foram feitos sobre 0os mecanismos de acéo
antimicrobiana dos 6leos, sendo que alguns casos foram parcialmente elucidados como,
por exemplo, para o 0leo essencial de arvore de cha (Melaleuca alternifolia) que causa
lise e perda da integridade da membrana, devido a saida de ions e inibi¢do da respiracdo
celular (CARSON et al., 2006). Como um tipico composto lipofilico, os Gleos
essenciais atravessam a parede celular e a membrana citoplasmatica, a atividade
citotoxica parece estar ligada ao rompimento das estruturas das diferentes camadas de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios, devido ao seu mecanismo de acdo que
atinge Vvarios alvos ao mesmo tempo, nenhuma resisténcia ou adaptacdo particular aos
6leos essenciais tem sido descrita (BAKKALI et al., 2008).
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Ja é bem conhecido o carater hidrofobico dos OEs e seus componentes, que
permite a sua ligacdo aos lipideos da membrana celular modificando sua estrutura e
aumentando sua permeabilidade. Devido a esta permeabilidade alterada, podem ocorrer
a passagem de ions e outros constituintes celulares provocando a morte da célula, sendo
este o principal mecanismo pelo qual os OEs tém ac0es letais (BURT, 2004).

Outras ac¢des dos OEs seriam danos as proteinas da membrana, interrupcdo da
forca motriz de prétons (ULTEE & SMID, 2001), do fluxo de elétron, do transporte
ativo e da coagulacdo dos conteudos celulares (BURT, 2004). Por outro lado, os OEs
em geral expressam baixa solubilidade aquosa, 0 que os impede de alcancar um nivel
toxico em membranas (COX et al., 2000).

Os OEs também contém um ndmero de diferentes produtos de degradacdo
originarios de acidos graxos insaturados, lactonas, terpenos, glicosideos e compostos
que contém nitrogénio e enxofre, como a alicina e o alil isotiocianato, 0s quais possuem
atividade antimicrobiana conhecida (CABALLERO et al., 2003).

Diversos estudos referentes a atividade antimicrobiana dos OEs tém sido
realizados, entre eles Trajano et al. (2009), analisaram a atividade antimicrobiana do
oleo essencial de diversas especiarias, dentre elas, a E. caryophyllata, frente a algumas
cepas bacterianas patogénicas e/ou deteriorantes de alimentos. Tais autores verificaram
a eficacia do 6leo de E. caryophyllata em inibir a microflora autctone de queijo coalho
durante o armazenamento refrigerado.

A atividade antifungica do 6leo essencial de cravo da india foi relatada na
literatura contra Candida albicans, C. tropicalis, Tricophyton rubrum, Tricophyton
mentagrophytes e Geotrichum candidum (GAYOSO et al., 2005), Aspegillus fumigatus
e Aspergillus niger (PAWAR & THAKER, 2006; BANSOD & RAI, 2008) e também
foi utilizado com eficacia no tratamento de candidiase vaginal (AHMAD et al., 2005).

Extrato da espécie Syzygium aromaticum também apresenta atividades
bioldgicas. A atividade bactericida foi estudada por Dorman & Deans (2000) e
Nascimento et al. (2000), sendo que Nascimento et al. (2000) relataram o alto potencial
antimicrobiano e atividade bactericida frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa
testados com o extrato de S. aromaticum. Dietas a base de cravo-da-india podem ter
efeitos beneficos para o tratamento da diabete (PRASAD et al., 2005).

Machado (2009) estudou a a¢do antimicrobiana de 27 6leos essenciais de uso em

aromaterapia, sobre linhagens de Staphylococcus aureus, Escherichia colie

45



CAPITULO 11l - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Pseudomonas aeruginosa, espécimes clinicos humanos, utilizando a metodologia dos
discos (difuséo) e determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) (diluigdo) em
Agar Mueller Hinton. Verificou-se que dentre os 6leos testados, utilizando os valores de
CIM para 90% das linhagens testadas, as linhagens de S. aureus foram mais
susceptiveis que as Gram negativas, sendo que os valores de CIM 90% foi de
0,21mg/mL para os 6leos de pimenta negra (Piper nigrum) e arvore de cha (Melaleuca
alternifolia) e 26,52mg/mL para o 6leo de copaiba (Copaiba officinalis). Para E. coli, o
oleo de canela (Cinnamomum cassia) foi o mais efetivo, com 2,0 mg/mL para CIM 90%
enquanto para P. aeruginosa o valor de CIM90% foi de 8,29 mg/mL com o 0leo de
cravo da india (Syzigium aromaticum).

A acéo antibacteriana de 0leos essenciais tem sido demonstrada através da
susceptibilidade de bactérias Gram positivas e negativas, conforme evidenciado pelos
baixos valores de concentracdes inibitérias minimas, como o cravo da india que
apresentou 0,09% (v/v) frente a bactérias Gram positivas e 0,10% (v/v) frente a
bactérias Gram negativas (BARBOSA et al., 2009).

Vaérios estudos tém comprovado o efeito de compostos isolados extraidos de
Oleos essenciais de plantas que atuam como fungicidas naturais inibindo a atividade
fangica e um numero significativo destes constituintes tem se mostrado eficaz (CHAO
& YOUNG, 2000).

Estudos recentes demonstraram que orégano (Origanum vulgare) e tomilho
(Thymus vulgaris) estdo entre os OEs mais ativos contra leveduras que deterioram
alimentos, enquanto que os OEs de melissa (Melissa officinalis) e manjerona
(Origanum majorana) mostram uma interessante atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente (GUTIERREZ et al.,
2009).

Em um trabalho de triagem de alguns Gleos essenciais de plantas contra
Aspergillus flavus foram testados 20 OEs quanto a capacidade de inibir este fungo. Dos
20 OEs testados, Acorus calamus, Adenocalymma allicea, Aegle marmelos, Ageratum
conyzoides L Amomum subulatum, Citrus sinensis, Curcuma longa, Cymbopogon
martini, Eucalyptus citriodora, Eugenia jambolana, Helianthus annus, Lantana
camara, Melaleuca leucadendron, Murraya koenigii, Ocimum basilicum, Ocimum

sanctum, Salvia officinalis, Tagetes erecta, Vetiveria zizanoides e Zingiber officinale. O
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OE de Ocimum sanctum (manjericdo) foi 0 que mostrou ser mais eficaz em controlar o
crescimento de Aspergillus flavus e a producdo da aflatoxina. O OE de Ocimum
sanctum tem sido usado na cura de muitas doencas no sistema indiano de medicina, mas
sua aplicacdo antimicrobiana na conservacdo de fungos que deterioram alimentos ainda
é inexplorada. Enquanto os OEs de Acorus calamo e Salvia officinalis mostraram uma
notavel atividade antifingica (> 90% de inibicdo), Murraya koenigii e Vetiveria
zizanoides apresentaram pouca atividade (<50% de inibicdo) e o outros da EOs
apresentaram atividade antifungica moderada (50-90% de inibicdo) (KUMAR et al.,
2010).

Hitokoto et al. (1980) testaram 29 condimentos e observaram uma inibic¢do
completa de trés espécies toxigénicas de Aspergillus por extratos de cravo, semente de
anis e pimenta, enquanto que os outros condimentos foram eficientes somente na
inibicdo da aflatoxina. O eugenol e o timol extraidos respectivamente do cravo e do
tomilho causaram inibicdo completa no desenvolvimentode Aspergillus flavus e A.
versicolor (Vuill) Tirab a 0,4mg/mL ou menos; na concentracdo de 2 mg/mL o anetol
extraido das sementes de anis inibiu o desenvolvimento de todas as estirpes testadas.
Benjilali et al. (1984) testaram o efeito de 6 6leos essenciais em 39 espécies de fungos
do género Penicillium, Aspergillus e outros, o éleo de tomilho foi 0 mais eficiente,
seguido de 3 tipos de estragdo, alecrim e eucalipto. Farag et al. (1989) obtiveram a
sequéncia decrescente de maior atividade fungicida de Oleos essenciais para A.
parasiticus: tomilho, cominho, cravo, alcaravia, alecrim e sélvia.

Chalfoun et al. (2004) avaliaram o efeito in vitro de 6leos essenciais dos
condimentos alho, canela, cravo e tomilho testados em concentragdes de 500, 1000,
1500 e 2000 mg/mL, e do dleo de cravo nas concentracGes de 200, 400, 600 e 800
mg/mL, sobre o desenvolvimento micelialdos fungos Rhizopus sp., Penicillium spp.,
Eurotium repens de Bary e Aspergillus niger e constataram umainibicao total do 6leo de
canela sobre fungos testados, os6leos de tomilho e alho tiveram o mesmo efeito nas
concentragdes mais altas, o cravo inibiu o desenvolvimentodos fungos a partir da
concentracdo de 600 mg/mL, exceto o fungo Penicillium spp. que foi verificado na

concentracdo de 800 mg/mL.
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3.1.1 Determinacéo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos OEs pode ser estimada pela sua diluigdo em agar
ou caldo, podendo ser utilizados diferentes solventes para incorporar o 6leo no meio e
diferentes volumes de indculo (BURT, 2004). O efeito inibidor do crescimento pode ser
calculado por diferencas na turbidez do liquido, avaliada por densidade Gtica, sendo 0s
resultados expressos de duas maneiras:

a) indice de inibicdo do crescimento, definido como a percentagem de
inibicdo do crescimento em relacédo a cultura controle (sem adicéo de OE);

b) Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), sendo definida como a menor
concentracdo do OE no caldo, o qual resulta na auséncia de alteragdes visiveis no
crescimento microbiano. O ponto final pode ser visualizado através da densidade ética
(turbidez). Existe a possibilidade de utilizacdo da resazurina como indicador visual da
CIM (BURT, 2004).

Uma caracteristica dos métodos, a qual varia consideravelmente, € a utilizacdo
ou ndo de um agente emulsionante ou solvente, objetivando dissolver o OE ou
estabiliza-lo no meio de cultura utilizado. Varias substancias tém sido utilizadas para
esse propoésito, como o etanol, metanol, Tween 20 (sindnimos: Polissorbato 20.
Polioxietileno 20 monolaurato de sorbitano. Laurato de sorbimacrogol 300. E-432.),
Tween 80 (Sinénimos: Polissorbato 80. Polioxietileno 20 mono-oleato de sorbitano.
Oleato de sorbimacrogol 300. E-433.), propilenoglicol, dimetilsulféxido (DMSO), n-
hexano, etc., enquanto alguns pesquisadores concluiram ser desnecessario 0 uso de um
aditivo (LAMBERT et al., 2001; CIMANGA et al., 2002).

Alguns pesquisadores aplicam pelo menos dois métodos diferentes para avaliar a
atividade antimicrobiana do mesmo 0leo, sendo os mais frequentes os métodos de
difusdo em agar e o de diluicdo. CorrelacGes boas tém sido relatadas entre os resultados
produzidos pelos dois métodos (KALODERA et al., 1995). As divergéncias observadas
normalmente sdo principalmente relacionadas com a atividade dos componentes
individuais do 6leo (KALEMBA & KUNICKA, 2003).

Métodos de diluicdo oferecem resultados quantitativos, podendo-se determinar
as concentracdes inibitorias minimas ainda que dependentes de muitos fatores como
temperatura, dispersdo em meios aquosos, tempo de incubagdo e a quantidade do
indculo utilizado no teste (BAGAMBOULA et al., 2004).
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Apos a inoculagdo de concentracdes iguais de bactérias e incubac¢do em tempo e
temperatura adequados, a menor concentracdo que inibir o crescimento bacteriano
corresponde a CIM. As medidas de densidade Otica ou absorbancia sdo feitas em
espectrofotdmetros. Este método é considerado eficiente sendo bastante utilizado devido
a sua rapidez e facilidade de execucdo, porém, mede células vivas e mortas, sofrendo
interferéncias de substancias presentes que absorvem luz (KALEMBA & KUNICKA,
2003).

A concentragdo inibitéria minima pode ser determinada através de metodos de
contagem diretos, tais como, microscopia e camaras eletrénicas ou por métodos de
contagem indiretos como plagqueamento e contagem de unidades formadoras de colénias
(UFC) e também em principios baseados na turbidez O&ptica, pelas medidas de
absorbancia em meio liquido adequado ao crescimento do microrganismo selecionado,
juntamente com o agente antimicrobiano em concentra¢des diferentes. Pesquisadores
que utilizam o método de diluicdo estdo normalmente interessados na determinacdo da
CIM e somente em alguns casos utilizam CLM (Concentracdo Letal Minima)
(KALEMBA & KUNICKA, 2003).

Dentro deste contexto, o presente capitulo teve como objetivo geral a avaliacéo
da atividade antibacteriana e antifungica de Oleo essencial de cravo-da-india
(Caryophyllus aromaticus) antes e apés a esterificacdo, bem como a determinacgdo das
CIMs (Concentrac@es Inibitorias Mimimas). Para isso, foi utilizada a técnica de difuséo
em discos de papel e a técnica difusdo em meio sélido utilizando cavidades em placa
para a atividade antibacteriana e antifingica respectivamente, avaliando durante os
experimentos, o efeito das diferentes concentragdes tanto do 6leo quanto do éster para

0S microrganismos testados.

3.2 METODOS
Nesta etapa do presente capitulo sdo descritas as metodologias utilizadas para a
avaliacdo das atividades antimicrobianas (antibacteriana e antifingica) do 6leo essencial

de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus) antes e apés a esterificacao.

3.2.1 Atividade antibacteriana
Foram selecionados dez microrganismos, sendo bactérias Gram-positivas

(Bacillus cereus, Bacillus subtillis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
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Eterococcus faecalis) e Gram-negativas (Citrobacter freundii, Escherichia coli,
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiela pneumuniae) crescidas
previamente em caldo Luria Bertani (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e
5g/L de NaCl) durante 24 horas a 36+1 °C (ASCENSAO et al., 1998).

Os testes foram realizados pelo método de difusdo em discos de papel
Whatmann n° 3 com 10 mm de diametro, em placas de Petri com meio de cultura Agar
Mueller-Hinton (Merck). As culturas ativas das bactérias foram inoculadas por
espalhamento com auxilio da alca de Drigalski estéril nas placas em um volume de 100
pL. Em cada placa foi depositado um disco de controle negativo (branco), na avaliagao
do potencial antimicrobiano do acetato de eugenila os discos continham volumes de 5,
10 e 20 pL. Apds a incubagdo das placas a 36+1 °C durante 48 horas, os resultados
foram analisados medindo-se o didmetro do halo de inibicdo de crescimento das
bactérias, incluindo o didmetro do disco de papel, com o auxilio de uma régua
(ASCENSAO et al., 1998).

Os resultados foram expressos em milimetros pela média aritmética dos valores
dos halos obtidos nas trés repeticbes de cada bactéria, sendo as médias analisadas
estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) e comparadas pelo teste de Tukey
(p>0,05), utilizando o programa ASSISTAT®.

3.2.2 Concentracao inibitoria minima (CIM)

Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foi utilizado o método
indireto de crescimento bacteriano, mediante a densidade ética em meio de cultura
liguido (PIEROZAN et al.,, 2009). ApoOs os resultados obtidos das analises do
antibiograma em meio sélido, dez bactérias selecionadas foram cultivadas em meio de
cultura caldo LB a temperatura de 37°C durante 24 horas. Ap6s o periodo de
crescimento das culturas, foram inoculados, em micro tubos 10 uL de pré-inéculo (10°
UFC.mL™), 1 mL de caldo LB, acrescido de 1% do emulsificante dimetilsulféxido
(DMSO) (Nuclear®), contendo diferentes concentracdes (0,2 a 1,2 uL.mL™) do éleo de
cravo-da-india antes e apos a esterificacdo foram testadas e o controle, sem Gleo/éster.
Todas as concentracbes de cada OE, com as diferentes bactérias, foram avaliadas em
triplicata. Posteriormente ao processo de inoculagdo, 0os micro tubos foram incubados

em agitador eletromagnético (60 Hz), por um periodo de 24 horas, a temperatura de
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32°C. Antes e ap0s o periodo de incubagdo, O e 24 horas respectivamente, foram
transferidas aliquotas de 100 pL da cultura bacteriana para microplacas de fundo chato,
realizando-se trés leituras para cada repeticéo.

Realizou-se a leitura da microplaca, utilizando-se o leitor automatico de
microplacas (Bio-Tec Instruments Inc., modelo EL800), acoplado em computador com
programa Kcjunior, com comprimento de onda pré-selecionado de 490 nm. A inibicéo
do crescimento foi determinada pela diferenca entre as leituras realizadas em 24 e 0
horas. Os valores médios de densidade Gtica foram analisados estatisticamente por
Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey (p<0,05), para determinar a
CIM, usando o programa ASSISTAT®.

3.2.3 Atividade antifangica

Para os testes de atividade antifungica foram selecionados trés fungos
potencialmente produtores de micotoxinas, Penicillium crustosum, Alternaria alternata
e Aspergillus flavus. Os fungos foram obtidos junto ao Agricultural Research Service
(ARS Culture Collection - NRRL), sendo posteriormente mantidos em meio PD (batata
dextrose) e estocados em geladeira (x4 °C).

Os ensaios de avaliacdo da atividade antifungica do 6leo essencial antes e depois
da esterificacdo foram realizados pelo método de difusdo em meio sélido utilizando
cavidades em placa. Em um erlenmeyer com PDA fundido e resfriado a 45-50°C
adicionou-se  1mL da suspensdo fangica (aproximadamente 10° UFC/mL), e
imediatamente apds, o mesmo foi vertido em placas de Petri. Apos a solidificacdo do
agar, foram feitas quatro cavidades com canulas de vidro estéreis (6mm de diametro)
onde foram depositados 10 pL da solucdo ajustada na concentracdo desejada de cada
extrato,10pL. de Tween 80 utilizado como controle negativo, e por fim, 10uL de
antifungico padrdo Cetoconazol como controle positivo (ASCENSAO et al., 1998).

Ap0s, o sistema foi incubado por 72 horas a 30 °C, sendo verificado a cada 24
horas (ASCENSAO et al., 1998). Na avaliacio do potencial antifungico do 6leo de
cravo e do éster acetato de eugenila foram preparadas diferentes diluicbes de cada
extrato com 1% de Tween 80 e agua destilada estéril (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20
e 10% oleo/produto) sendo agitado por 5 minutos usando o aparelho Vortex (Fanem)

imediatamente antes da sua utilizacdo. Apos o término do periodo de incubacgéo, mediu-
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se 0 didmetro do halo de inbibicdo de crescimento do respectivo fungo inoculado. Os
experimentos foram conduzidos em seis réplicas.

A andlise estatistica de comparacdo de médias para avaliar o efeito antifingico
dos dados foi realizada através do Teste de Tukey com a utilizacdo do programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) que permite a comparagdo, sempre, entre
duas meédias de tratamentos, indicando a presenca ou auséncia de uma difenca

significativa entre os valores analizados.

3.2.4 Preparo das amostras

Os testes de atividade antimicrobiana tiveram a finalidade de realizar um
comparativo entre o potencial do 6leo de cravo-da-india, antes da esterificacdo, e apos
ser esterificado, originando o éster acetato de eugenila. Para tal, ap6s a reacdo de
esterificacdo enzimatica, o produto obtido foi submetido a uma microdestilacdo a vacuo,
para retirar qualquer residuo de acido acético e anidrido acético da amostra final,
evitando, assim, a incorreta analise dos resultados. A Figura 14 (a) e (b) apresentam o

aparato experimental utilizado no processo de microdestilagédo a vacuo.

Figura 14. Conjunto destilacdo (a) e conjunto destilacdo/bomba de vacuo (b).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste momento serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo
do estudo das atividades antibacterianas e antifungicas do 6leo essencial de cravo-da-

india antes e apds a esterificacao.
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3.3.1 Avaliacdes do potencial antibacteriano

A técnica da difusdo em placas é a mais comum para avaliacdo de
antibacterianos e antifingicos de 6leos essenciais porque € de facil execucdo e requer
pequenas quantidades de amostra (KALEMBA & KUNICKA, 2003).

Em ambos os testes realizados, tanto com acetato de eugenila quanto com 6leo
de cravo-da-india, os volumes utilizados foram de 5, 10 ¢ 20 puL. Foram testados dez
microrganismos: cinco Gram-positivos e cinco Gram-negativos, tanto para o acetato de
eugenila, como para o estudo do potencial antibacteriano 6leo de cravo-da-india (Tabela
6).

Tabela 6 - Atividade antibacteriana pelo método de difus@o de placas do dleo de cravo-da-india
sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas usando-se 5, 10, 20 uL. de amostra por disco.

Oleo de cravo-da-india
Bactérias ATCC  Halodeinibicho  Halo de inibicdo  Halo de inibicéo
Gram-positivas 5uL (mm)* 10 pL (mm) * 20 pL (mm) *
Listeria monocytogenes 7644 13,00°+ 1,00 14,00°+ 1,32 14,50*+ 1,00
Staphylococcus aureus 25923 12,33+ 0,28 13,33°+ 0,28 14,16°+ 1,60
Bacillus subtilis 6633 11,50*+ 0,86 12,00°+ 0,72 12,08°+1,32
Enterococcus faecalis 29212 13,16+ 0,76 17,16+ 0,28 17,66+ 0,76
Bacillus cereus 11778 10,66°+ 1,15 10,67°+ 1,12 10,68°+1,16
Média 12,13 13,43 13,81
Bactérias Gram-
negativas
Pseudomonas aeruginosa | 27853 12,16°+ 0,28 13,50°+ 0,50 15,00%+ 0,08
Serrativa marcescens 8100 12,33+ 0,44 13,83°+ 0,76 14,33+ 0,28
Citrobacter freundii 8090 12,00°+ 0,28 13,08+ 0,76 14,00°+ 0,29
Escherichia coli 25922 15,16+ 0,57 20,66%+ 1,75 21,16°+ 1,46
Klebsiela pneumuniae 10031 13,66+ 0,57 13,83+ 0,76 14,10°+ 1,32
Média 13,06 14,98 15,72
t Student** (p=0,26) (p=0,41) (p=0,32)

ATCC: American Type Culture Colection — (USA). *Médias seguidas da mesma letra nas linhas, nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. ** Diferenca significativa entre as médias
de bactérias Gram positivas e Gram negativas em cada dose com valor de p<0,05 pelo teste t de Student.
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Foram verificadas diferencas entre os halos de inibicdo das diferentes bactérias
em cada grupo, observando-se aumento significativo (p < 0,05) no halo de inibi¢cdo com
0 aumento no volume por disco, principalmente sobre Gram-negativas pelo teste t de
Student que avalia a diferenca entre duas amostras independentes.

O mecanismo de acdo pelo qual a maioria dos 0leos essenciais exerce seu efeito
antibacteriano envolve a membrana celular bacteriana, onde os o0leos essenciais
desnaturam e coagulam proteinas. Mais especificamente, eles atuam alterando a
permeabilidade da membrana citoplasmatica aos ions hidrogénio (H") e potassio (K*). A
alteracdo dos gradientes de ions conduz ao comprometimento dos processos vitais da
célula como transporte de elétrons, translocacdo de proteinas, processo de fosforilagdo e
outras reacdes dependentes de enzimas, resultando em perda do controle quimiosmotico
da célula afetada e, consequentemente, na morte do microrganismo (DORMAN &
DEANS, 2000).

Nas bactérias Gram-positivas, 0s 6leos essenciais podem interagir diretamente
com a membrana celular, enquanto que nas bactérias Gram-negativas em fungdo do
carater hidrofilico da membrana celular externa, ha um impedimento da entrada de
substancias hidrofobicas, como os 6leos essenciais (ARAUJO, 2010).

Silvestri et al. (2010) também avaliaram a atividade antibacteriana do dleo
essencial de cravo-da-india e encontraram valores similares, onde as médias dos halos
de inibicdo formados sdo maiores para bactérias Gram-positivas, ainda que sem
diferencas significativas, corroborando com os resultados do presente trabalho.

De acordo com Silva et al. (2009), além da resisténcia evidenciada entre 0s
microrganismos Gram-negativos, diferencas entre resultados podem ocorrer também
quanto a sensibilidade de linhagens diferentes de um determinado microrganismo frente
a um mesmo produto antimicrobiano vegetal, mesmo quando a metodologia utilizada é
idéntica. Em seu estudo avaliando a atividade antibacteriana de 6leos essenciais
provenientes de seis espécies vegetais frente a linhagens de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, encontraram uma maior resisténcia da bactéria Gram-negativa, a qual
necessitou de uma maior quantidade dos Oleos essenciais testados. Esta conclusdo
também foi encontrada por Naik et al. (2010), quando avaliaram a atividade
antibacteriana do 6leo de C. citratus frente a bactérias patogénicas e constataram que 0s

microrganismos Gram-positivos eram mais sensiveis do que 0os Gram-negativos.

54



CAPITULO 11l - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Esta conclusdo também foi obtida por Machado (2009) quando estudou a agédo
antimicrobiana de 27 6leos essenciais de uso em aromaterapia, sobre linhagens de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli,e Pseudomonas aeruginosa, em todos o0s
experimentos avaliou a concentracdo de 15 pL de 6leo essencial utilizando a
metodologia dos discos (difusdo) e determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) (diluicdo) em Mueller Hinton Agar. A linhagem ATCC 25923 de S. aureus foi a
que apresentou maior indice de susceptibilidade aos diferentes éleos essenciais, tendo
apresentado halo de inibicdo para um total de 22 oleos, ou seja, a 95% dos Oleos
testados, sendo que o 6leo de cravo apresentou o maior halo de inibicdo com um
didmetro médio de 18,36 mm.

O O6leo essencial de cravo-da-india apresentou acentuada atividade
antimicrobiana quando testado para 0s microrganismos S. aureus, E. coli,
Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis, L. monocytogenes e S.epidermidis
(SCHERER et al., 2009).

Pereira et al. (2008) avaliaram, entre outros, o efeito inibitério do dleo essencial
de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) frente as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Os resultados mostraram que todos os OEs testados promoveram
efeito inibitério sobre as bactérias S. aureus e E. coli, porém o S. aromaticum
apresentou melhor formacéo de halo de inibi¢cdo nas menores concentragdes: 0,1, 0,5, 1
e 5%, que diferiram das concentracfes de 10, 20, 30, 40 e 50%. Observaram também
que o halo de inibicdo do S. aureus foi similar ao encontrado para E. coli, de 11 mm. O
resultado encontrado para Staphylococcus aureus é préximo ao encontrado no presente
trabalho (Tabela 5) para a concentracéo de 5 puL (12,33 mm), ja para Escherichia coli o
halo de inibicdo foi maior (15,16 mm) também na concentracdo de 5 L.

Pereira et al. (2008) atribuiram as excelentes propriedades bactericidas do 6leo
ao eugenol, componente majoritario, encontrado em 80-90% no 6leo essencial dessa
planta. Segundo o autor, o eugenol provoca inibi¢do na producgéo de amilase e proteases
pela celula, bem como sua deterioracédo e lise, sendo que esse principio ativo é muito
usado na odontologia como componente de seladores e outros produtos antissépticos.
Atualmente, o eugenol tem sido largamente estudado como conservante de alimentos.

Os resultados referentes a atividade antimicrobiana do dleo essencial do cravo-
da-india enriquecido com acetato de eugenila frente as bactérias testadas estdo

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Atividade antibacteriana pelo método de difusdo de placas do acetato de eugenila

sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas usando-se 5, 10, 20 puL de amostra por disco.

Oleo do cravo-da-india enriquecido com acetato de eugenila
Bactérias ATCC  Halodeinibicdo  Halo de inibicdo Halo de inibicdo
Gram-positivas 5 L (mm)* 0L (mm)* 20 pl (mm) *
Listeria monocytogenes 7644 10,5°+0,2 12,1°+0,3 12,1°+0,4
Staphylococcus aureus 25923 10,5°+0,3 11,1°+0,4 12,6+ 0,3
Bacillus subtilis 6633 11,9°+0,4 12,5+ 0,4 12,0°+0,5
Enterococcus faecalis 29212 10,9°+ 0,4 12,0°+ 0,5 13,3°+0,3
Bacillus cereus 11778 10,6°+0,3 11,1°+0,4 12,0°+0,3
Média 10,9 11,7 12,4
Bactérias
Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa 27853 11,1°+0,3 12,1%+0,2 12,22+ 0,1
Serrativa marcescens 8100 12,0°40,2 12,3°+0,4 13,2°+0,2
Citrobacter freundii 8090 11,0°+0,8 11,4°+0,6 13,0°£0,5
Escherichia coli 25922 12,1°+0,2 13,0°+0,4 14,3+ 0,4
Klebsiela pneumuniae 10031 10,5°+0,4 11,0°+0,4 12,9°%+0,2
Média 11,4 12,00 131
T Student™ (=0,29) (p=0,67) (p=0,13)

ATCC: American Type Culture Colection — (USA),*Médias seguidas da mesma letra nas linhas, ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.** Diferenca significativa entre as médias
com valor de p<0,05 pelo teste t de Student.

Apos o tratamento estatistico dos dados obtidos (Tabela 7), foram observadas
diferencas significativas (p<0,05) entre os halos de inibi¢éo das diferentes bactérias com
as diferentes doses utilizadas, observando-se um aumento no halo de inibigdo com o
aumento no volume de éster utilisado por disco, tanto para Gram-positivas como Gram-
negativas, com excecdo de B. subtilis. Comparando-se a média das Gram-positivas em
relacdo a das Gram-negativas, 0s resultados demonstram ndo existir diferenca
significativa (p>0,05) pelo teste t de Student nas mesmas concentracOes testadas para
cada grupo de bactérias.
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A maior atividade antimicrobiana foi observada sobre Escherichia coli (14,26
mm) em 20 uL, as demais apresentaram diametros de halo semelhantes em cada uma
das doses testadas.

Comparando a atividade antibacteriana do 6leo essencial do cravo-da-india antes
e apos a esterificacdo, apesar dadiminuicdo efetiva dos valores devido a modificacdo
quimica da molécula de eugenol, observou-se que o acetato de eugenila ainda apresenta
consideravel atividade bactericida. Aplicando-se o teste t de Student na comparagéo entre
as médias dos halos formados antes e apés a esterificagdo, nas trés concentragdes
testadas, observou-se reducdo significativa na atividade antibacteriana (p<0,05) somente
em bactérias Gram-negativas usando-se 5L, com maior atividade do 6leo essencial de
cravo da india (Tabela 8).

Tabela 8 - Comparacédo da atividade antibacteriana entre o 6leo de cravo-da-india e acetato de
eugenila sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas usando-se 5, 10, 20 uLL de amostra

por disco.

Médias dos halos Gram-positivas Gram-negativas

de inibicao (MM) ~GBleg Acetatode  Valor p* Oleo Acetato de  Valor p*

Eugenila Eugenila
5uL 12,1 10,9 0,06 13,1 114 0,03
10 pL 13,4 11,7 0,18 149 12,0 0,07
20 pL 13,8 12,4 0,28 15,7 131 0,10

* Diferenga significativa entre as médias com valor de p<0,05 pelo teste t de Student.

Portanto, de maneira a reduzir os problemas associados com a molécula de
eugenol, dentre varias alternativas, ha a possibilidade de adicionar grupos funcionais a
sua estrutura. De forma geral, esses dados sdo importantes para a terapéutica das
infeccbes causadas por essas bactérias, os S. aureus sdo descritos como um dos
principais agentes responsaveis por infec¢fes, sua viruléncia e capacidade de adquirir
resisténcia aos antimicrobianos resulta em um problema sério em todo 0 mundo para 0s
hospitais e profissionais de satde (CARVALHO et al., 2009).

Segundo Klan¢nik et al. (2010), a metodologia dos discos tem como importancia
maior fornecer dados iniciais da acdo antimicrobiana de produtos naturais, pela

facilidade e rapidez de execucdo, Porém, considera-se fundamental a continuidade dos
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estudos para obtencdo de valores de Concentracdo Inibitoria Minina (CIM), etapa

realizada e apresentada a seguir.

3.3.1.1 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A Tabela 9 apresenta os resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
para o 6leo essencial de cravo-da-india e 0 éster acetato de eugenila.

O OE de cravo-da-india foi eficiente na inibicdo de todos os microrganismos,
com médias de 0,64pL/mL para bactérias Gram-positivas e 0,48uL/mL para Gram-
negativas (Tabela 8). Silvestri et al. (2010) obtiveram valores de CIM semelhantes para
o OE de cravo-da-india, 0,5 mg/mL para bactérias Gram-positivas e 0,58 mg/mL para
bactérias Gram-negativas.

Tabela 9 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)do 6leo de cravo-da-india e do acetato de

eugenila sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

CIM (pL/mL)
Bactérias Gram-positivas | ATCC  Oleo Cravo Acetato de eugenila
Listeria monocytogenes 7644 0,3 2,5
Staphylococcus aureus 25923 0,7 48
Bacillus subtilis 6633 0,5 4,2
Enterococcus faecalis 29212 0,5 4,3
Bacillus cereus 11778 1,2 54
Média* p<0,001  0,6°+0,3 42°+11
Bactérias Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa 27853 0,7 4.7
Serrativa marcescens 8100 0,5 4.0
Citrobacter freundii 8090 0,2 2,1
Escherichia coli 25922 0,8 49
Klebsiela pneumoniae 10031 0,2 2,0
Média* p<0,002  05°+0,3 35°+14

ATCC: American Type Culture Colection — (USA).

* Diferenca significativa entre as médias com valor de p<0,05 pelo teste t de Student.

Aplicando-se o teste t de Student na comparacao entre as médias da concentragédo

inibitéria minima (CIM) antes e ap0s a esterificacdo, observou-se uma diminuigdo
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efetiva dos valores de atividade antimicrobiana ap0s a esterificacdo atingindo uma
média de 4,2uL/mL para bactérias Gram-positivas e 3,5uL/mL para Gram-negativas.

Na avaliacdo dos resultados da concentracdo inibitéria minima (CIM) (Tabela
9), observou-se que o0 Oleo essencial de cravo apresentou um melhor desempenho do
que o éster acetato de eugenila para ambos os grupos de bactérias, Gram-positivas e
Gram-negativas. Depois de esterificacdo, observou-se uma diminuicdo da atividade
antimicrobiana de cerca de sete vezes. Diferentemente do nosso estudo onde ocorreu a
substituicdo do grupamento hidroxila na molécula de eugenol pelo grupamento acetato,
Dorman & Deans (2000) observaram que a adi¢dodo do radical etil na molécula parece
aumentar a atividade antibacteriana, observando que o acetato de geraniol foi mais ativo
contra uma variedade de espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que 0
geraniol.

Ugaldi (2013) fez um paralelo entre os resultados obtidos na difusdo em placas e
na CIM, de alguns 6leos e observou que os melhores desempenhos foram encontrados
para os OEs de cravo-da-india e orégano, embora com algumas particularidades. Na
difusdo em placas, o OE de orégano foi ineficaz frente a bactéria K. pneumoniae,
enquanto que na determinacao da CIM, obteve-se um valor de 0,025 mg/mL.

Silvestre et al. (2010) relatam que existem fatores que podem interferir nos
valores da CIM, obtidos por meio de métodos de difusdo e diluicdo: condicbes de
cultivo (tempo de incubacdo, temperatura, taxa de oxigénio), meio de cultura,
concentracdo das substancias testadas, dispersdo e emulsificacdo dos agentes utilizados
na emulsdo 6leo-agua.

Segundo Hyldgaard et al. (2012), a atividade antimicrobiana de um dleo
essencial pode depender de apenas um ou dois dos componentes majoritarios que o
formam. Pei et al. (2009) avaliaram os efeitos antibacterianos em isolado e por
combinagBes dos compostos eugenol, cinamaldeido, timol e carvacrol frente a
Escherichia coli e relataram a existéncia de sinergismo em todas as combinacOes
testadas, nos dois parametros avaliados, Assim, o efeito sinérgico pode ser uma das
causas da maior atividade do 6leo de cravo em relacéo ao acetato de eugenila.

Por outro lado, Ultee et al. (2002) concluiram que, para ser eficaz contra as
células vegetativas de Bacillus cereus, os antimicrobianos devem ser compostos tanto
por um grupo hidroxila no anel fendlico como um sistema de elétrons deslocalizados

(isto ¢é, a presenca de ligagdes duplas B-a) para provocar uma forte atividade
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antimicrobiana. Assim, a alteracdo da estrutura de eugenol por esterificacdo pode
explicar parcialmente a reducdo da atividade antimicrobiana observada para o acetato de

eugenila.

3.3.2 Avaliacéo do potencial antifangico

Em todos os testes realizados, as concentra¢Oes utilizadas variaram de 10 a
100%. Foram testados trés fungos, Penicillium crustosum, Alternaria alternata e
Aspergillus flavus.

A partir da Tabela 10 pode ser observada uma maior atividade antifungica do
6leo em relagdo ao éster. Para Penicillium crustosum, a formacdo de halo de inibicéo
iniciou a partir de concentracbes de 20 e 30% para o Oleo e para o éster,
respectivamente. Para Alternaria alternata a partir de concentracoes de 10 e 30% e para
Aspergillus flavus a partir de concentraces de 20 e 40% para 0 Oleo e para 0 éster,

respectivamente.

Tabela 10 - Diametro médio de halo de diferentes concentragdes do dleo essencial de cravo-da-
india (Caryophyllus aromaticus) e do acetato de eugenila sobre os fungos Penicillium

crustosum, Alternaria alternata e Aspergillus flavus.

Halos de inibi¢do (mm)

% Oleo/  Penicillium crustosum Alternaria alternata Aspergillus flavus
Ester - . - . - -
Oleo Ester Oleo Ester Oleo Ester

10 - - 10,7%41,2 - - -
20 7,3°+0,6 6,040,1  11,0°+0,1 6,0°+0,1 6,7°+0,1 6,0°£0,1
30 10,7%¢1,2  7,0%+0,1  14,0%+0,1  7,09+0,1 8,7°+0,1 6,0°£0,1
40 12,0%+2,6 7,3%+06  16,0+0,1  7,7%+05 9,7°+0,5 7,0940,1
50 16,0°40,1 8,0"+0,1  16,3°+0,5  8,7°°40,5 9,7°+0,5 10,3"+1,1
60 16,3°+0,6 8,7+05 17,0436  10,3°+0,5  12,0%40,5 10,3405
70 17,0°1,0 9,0°+0,1 20,3438  12,7%405 10,305  9,7°+15
80 16,7°41,2 9,0%+1,7 22,0%41,0  12,3%05  13,7%72  11,0°+1,0
90 21,7°+1,2 9,3%+06  21,0™+0,1  12,3%1,1 13,3%44,0  13,3%+23
100 26,0%+0,1  10,7+0,6  25,0°+1,0  13,7%405  150%6,1  14,3%+28

CIM 200 mg/mL 300 mg/mL 100 mg/mL 300 mg/mL 300 mg/mL 400 mg/mL

**Meédias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade. CIM: concentracéo inibitoria minima.
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Avaliando os resultados obtidos para a CIM (Tabela 10), entre os trés fungos
testados nota-se a maior sensibilidade do fungo Alternaria alternata sob o o6leo
essencial de cravo-da-india e a menor sensibilidade do fungo Aspergillus flavus sob o
éster acetato de eugenila.

Observamos através dos resultados que o Oleo essencial de cravo-da-india
apresenta um promissor potencial no combate ao fungo Alternaria alternata, ja que
apresentou resultados positivos mesmo em menores concentragdes (10%).

Para melhor visualizacdo da influéncia do acréscimo da concentragdo dos
produtos testados no didmetro do halo formado, construiu-se trés graficos, os quais
estdo representados nas figuras 15, 16 e 17. Através da analise da Tabela 10 e das
figuras 15, 16 e 17, verifica-se que, para todos os fungos testados frente a todos os
produtos, o aumento gradativo da concentracdo do produto, leva a um aumento no
tamanho de halo formado. Também pode ser observado que o 6leo essencial apresentou

maiores halos e médias do que o éster.

Figura 15 — Halo de inibi¢do do fungo Penicillium crustosum com o acréscimo na concentracao

dos produtos testados.
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Figura 16 - Halo de inibicdo do fungo Alternaria alternata com o acréscimo na concentracéo

dos produtos testados.
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Figura 17- Halo de inibicdo do fungo Aspergillus flavus com o acréscimo na concentracdo dos

produtos testados.
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A falta de padronizacdo dos testes de susceptibilidade microbiana com produtos

naturais tem sido um dos empecilhos encontrados para a realizacao deste tipo de estudo,

0 que dificulta a comparacdo dos resultados obtidos (HOOD et al., 2003).

A acdo dos OEs contra bactérias Gram-positivas e fungos parece ser a mesma.

Os componentes dos Oleos destréem a membrana citoplasmatica e parede celular de
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bactérias e fungos, resultando em extravasamento do citoplasma e sua coagulacgéo, e
também inibem a respiracdo celular (COX et al., 2000).

Sinais visiveis da acdo dos OEs contra fungos podem ser observados por meio
das alteracbes morfoldgicas, tanto em nivel macroscopico como microscopico
(KALEMBA & KUNICKA, 2003).

Viegas et al. (2005) avaliaram a toxicidade de 6leos essenciais de alho e casca
de canela contra 37 isolados do grupo Aspergillus, flavus, durante 12 meses. Foi
constatada maior toxicidade do 0leo essencial de casca de canela do que do de bulbilhos
de alho, expressa pelos maiores halos de inibicdo promovidos pelo primeiro em relagédo
ao segundo para a maioria dos isolados testados. O 6leo essencial de alho promoveu
halos de inibigdo que variaram entre 7,0 e 15,0 mm, valores estes que corroboram com
0s encontrados em nossa pesquisa.

Faria et al. (2006) realizaram uma investigacdo da atividade antifungica do 6leo
essencial resultante da destilacdo por arraste a vapor das partes aéreas de Ocimum
gratissimum e do extrato etanolico obtido do residuo da destilacdo utilizando o método
de difusdo em &gar. O 0Oleo essencial inibiu o crescimento de todos os fungos testados,
incluindo os fitopatogénicos Botryosphaeria rhodina e Rhizoctonia sp., e duas espécies
de Alternaria sp., enquanto que o extrato do residuo da destilagdo ndo apresentou
atividade. Anélises realizadas pelos autores mostraram que o eugenol foi o principal
constituinte do Oleo estudado, e também o composto responsavel pela atividade
antifangica. Posteriormente, a atividade antifungica do eugenol foi avaliada contra uma
espécie de Alternaria isolada de tomate e contra Penicillium chrysogenum. As CIM do
eugenol foram 0,16 e 0,31 mg/disco para Alternaria sp., e para Penicillium
chrysogenum, respectivamente, sendo para Alternaria sp. apresentou um halo de
inibicdo de 9 mm na mais baixa concentracao testada, (0,01 mg/disco), o que equivale a
uma concentracdo de 10% do 6leo essencial testado pelos autores. Valor similar foi
encontrado em nossa pesquisa para o fungo Alternaria alternata no qual se observou
formacéo de halo (£10,7mm) com10% de 0leo essencial de cravo-da-india (100mg/mL).

Pereira et al. (2006) avaliaram os efeitos inibitdrios in vitro de 6leos essenciais
dos condimentos, alecrim(Rosmarinus officinalis L.), cebola (Allium cepa L.),
manjericdo (Ocimum basilicum L.), menta (Mentha piperita L.) e orégano(Origanum
vulgare L.), sobre o desenvolvimento de fungos. Os 6leos foram extraidos pela técnica
de arraste a vapor e testados nas concentracGes de 500; 1000; 1500 e 2000 ug/mL.
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Como culturas de teste foram utilizados os fungos Fusarium sp., Aspergillus ochraceus,
Aspergillus flavus e Aspergillus niger. O Oleo essencial do orégano inibiu o
desenvolvimento dos fungos testados em todas as concentracOes exceto o fungo A. niger
que teve o seu desenvolvimento micelial inibido a partir da concentracdo de 1000
mg/mL. Os 6leos de alecrim, menta, cebolae manjericéo tiveram um efeito pronunciado
a partir da concentracédo de 1500 ug/mL.

Bullerman et al. (1977), no estudo para a determinagdo dos componentes
especificos da canela e do cravo-da-india eficazes contra o crescimento de fungos e
producdo de toxinas, observaram que 0s 0leos essenciais de canela a 200 mg/mL e de
cravo a 250 mg/mL foram inibidores do desenvolvimento dos fungos e também da
producdo da toxina de Aspergillus parasiticus, enquanto que o aldeido cindmico e o
eugenol, principais constituintes dos seus 06leos essenciais de canela e cravo,
respectivamente, apresentaram efeito inibidor a 150 e 125 ug/mL (15 e 12,5%),
respectivamente, e concluiram que estes sdo 0s compostos de maior atividade
antifangica, valores préximos aos encontrados em nossa pesquisa.

Souza et al. (2005) determinaram o perfil de sensibilidade das cepas de fungos
filamentosos isolados de alimentos para alguns éleos essenciais e fitoconstituintes. As
cepas fungicas utilizadas nos ensaios antimicrobianos foram: Fusarium spp., Rhizopus
spp., Aspergillus flavus, A. niger e Penicillium spp. De acordo com os resultados
obtidos, os Oleos essenciais de Lipiaalba, Peumus boldus, Lipia microphylla, Citrus
limon e C. citratus e os fitoconstituintes citral, eugenol e mirceno mostraram destacada
atividade antifngica. Dentre os produtos que apresentaram atividade antifingica, o
citral e eugenol mostraram as menores CIM’s, as quais foram 1 e 4%, respectivamente,
para a maioria das cepas fungicas testadas, o que equivale a concentracdes de 10 e
40mg/mL, inferiores as encontradas no presente trabalho.

Custddio et al. (2010) descreveram a andlise da composi¢do quimica e a
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais obtidos por hidrodestilagcdo
das folhas de Pimenta pseudocaryophyllus e de Tynanthus micranthus. Analises
demonstraram que o 6leo essencial de P. pseudocaryophyllus apresenta o eugenol como
componente principal (92,6%). O 6leo de T. micranthus contém o eugenol como Unico
constituinte (99,9%). Ambos os 0leos apresentaram atividade contra bactérias, leveduras
e fungos filamentosos. Testes revelaram o eugenol como a substancia responsavel pela
atividade contra o Cladosporium herbarum dos éleos das duas espécies.
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A inibicdo de fungos pelo Oleo essencial de S. aromaticum pode ser justificada
pela grande porcentagem de eugenol, composto fendlico antisséptico de acdo ja
conhecida (RANASINGHE et al., 2002; DAFERERA et al., 2003; AMARAL &
BARA, 2005; GAYOSO et al., 2005).

A atividade antifungica do Oleo essencial estd relacionada com sua
hidrofobicidade, a qual os permite interagir com os lipideos da parede, membrana
celular e da mitocondria, alterando a permeabilidade, causando distlrbios nestas
estruturas. Os componentes do 6leo podem se ligar a ions emoléculas (hormonios) de
outras células. E relatado também por Silva et al. (2003) que os antifingicos naturais
provocam danos a membrana celular dascélulas expostas a eles, deixando-as
extremamente solUveis e com fraturas grosseiras que acabam por expor o contetido
celular, inclusive o nucleo.

Deve-se ressaltar que ndo se pode descartar a possivel atividade antifingica das
substancias minoritarias presentes no 6leo essencial da espécie estudada. AvaliagOes
complementares devem ser realizadas a fim de que se possa determinar se o acetato de
eugenila e o cariofileno também exercem efeito antifungico e se esses compostos atuam
sinergicamente.

Assim, de acordo com os resultados alcancados nesse trabalho, existe a
indicacdo de boas perspectivas para uso experimental do 6leo essencial de Caryophyllus
aromaticus. Estudos posteriores deverdo investigar também o comportamento in vivo
desse oleo, a fim de que produtos derivados de C. aromaticus possam ser utilizados
como uma alternativa aos fungicidas sintéticos, uma vez que a exposicdo a radiacao
solar direta e umidade relativa possibilite a reducdo da atividade antifingica, conforme
descrito por Diniz et al. (2006) em experimentos realizados a campo utilizando extratos
combinados de cravo e outras espécies, atomizados sobre a cultura, para controle de

Phytophythora infestans (de Bary) causador da “requeima do tomateiro”.

3.4 CONSIDERACOES FINAIS

Diversas investigagdes cientificas, com vistas a confirma¢ao da atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais tém sido realizadas, bem como tem-se desenvolvido
métodos de investigacdo in vitro que produzam resultados confiaveis e possam ser
reproduzidos e validados. Contudo, essa tarefa tem sido dificultada pelas peculiaridades

que os Oleos apresentam, quais sejam: insolubilidade em &gua e complexidade,
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caracteristicas que interferem significativamente nos resultados. Por isso, em testes de
susceptibilidade microbiana, deve-se levar em consideracdo a técnica usada, o meio de
cultura, o(s) microrganismo(s) e o 6leo essencial testado.

Os resultados obtidos confirmaram o potencial de 6leo essencial do cravo-da-
india bem como o potencial do acetato de eugenila para uso como agentes
antimicrobianos na agricultura e na preparacdo de produtos alimenticios e
farmacéuticos, pois, mesmo com a diminuicdo efetiva dos valores nos testes

apresentados, o éster ainda assim mantém considerada atividade antimicrobiana.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo sobre o estado da arte no que
concerne & atividade antioxidante de 0leos essenciais, bem como os testes de atividade
antioxidante in vitro do 6leo essencial do cravo-da-india (Caryoplyllus aromaticus)

antes e apos a esterificacao e os resultados encontrados neste trabalho.

4.1 Antioxidantes naturais

Oxidacéo lipidica é o termo geral utilizado para descrever uma sequéncia
complexa de alteragdes quimicas resultantes da interacdo de lipidios com o oxigénio.
Durante as reacGes de oxidacdo de lipidios, os acidos graxos esterificados em
triacilglicerdis e fosfolipidios decompdem-se, formando moléculas pequenas e volateis
que produzem os aromas indesejaveis conhecidos como rancidez oxidativa. Em geral,
esses compostos volateis sdo prejudicais a qualidade dos alimentos (FENNEMA et al.,
2010), além de causar perdas nutricionais, gerar compostos indesejaveis e até mesmo
potencialmente prejudiciais a satde humana (MARIUTTI & BRAGAGNOLO, 2007).

Estruturalmente, os antioxidantes sdo compostos aromaticos que possuem pelo
menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos, largamente utilizados pela industria de
alimentos, ou naturais, como organosulfurados, fendlicos e terpenos, que fazem parte da
constituicdo de diversos alimentos (RAMALHO & JORGE, 2006).

Os antioxidantes retardam a velocidade da oxidacdo de substratos oxidaveis,
podendo estes ser enzimaticos ou ndo enzimaticos, tais como a-tocoferol (vitamina E),
B-caroteno, é&cido ascorbico (vitamina C) e compostos fenolicos (flavonoides)
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).

O consumo de antioxidantes naturais, como 0s compostos fendlicos presentes na
maioria das plantas que inibem a formacdo de radicais livres, também chamados de
substancias reativas, & muito importante, pois representa um papel fundamental nédo
somente na reducdo lipidica em tecidos vegetais, mas também em animais, pois quando
incorporado na alimentacdo humana reduz o risco de desenvolvimento de patologias,
como arteriosclerose e cancer (RAMARATHNAM et al., 1995).

A atividade anticarcinogénica dos fenodlicos tem sido relacionada a inibigdo dos
canceres de cdlon, es6fago, pulmao, figado, mama e pele. Os compostos fenolicos que
possuem este potencial sdo resveratrol, quercetina, acido caféico e flavonois
(PIMENTEL et al., 2005).
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A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes (enzimas e moléculas ndo enzimaticas) € uma condicdo essencial para o
funcionamento normal do organismo. Quando este equilibrio tende para a producgéo de
radicais livres dizemos que 0 organismo esta em stress oxidativo, e nestas situacdes 0s
radicais livres em excesso podem oxidar e danificar lipidios celulares, proteinas e DNA,
inibindo a sua funcéo normal e conduzindo a vérias doencas. Em organismos aerobios,
os radicais livres sdo constantemente produzidos durante o funcionamento normal da
célula, na maior parte sob a forma de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
nitrogénio (RNS) (VALKO et al., 2007).

A exposicdo dos organismos a radicais livres conduziu ao desenvolvimento de
mecanismos de defesa enddgenos para elimina-los. Estas defesas sdo a resposta da
evolugcdo a inevitabilidade da existéncia de ROS em condi¢bes aerdbias. Alguns
produtos naturais com atividade antioxidante podem auxiliar o sistema protetor
enddgeno. Nesta perspectiva, os antioxidantes presentes na dieta assumem grande
importancia como possiveis agentes protetores, reduzindo os danos oxidativos (VALKO
et al., 2007).

Também existem causas naturais para o stress oxidativo, Como 0 que ocorre em
situacbes de exercicio fisico extremo, ou em processos de inflamacdo; mas pode
também ter causas ndo naturais como a presenca de xenobidticos no organismo ou em
situacOes relacionadas com varias doencas (Figura 18) (VALKO et al., 2007). A
producdo ndo controlada de radicais livres foi j4 associada como causa, ou como
estando relacionada com mais de uma centena de doencas, incluindo: varios tipos de
cancro, diabetes, cirrose, doencas cardiovasculares e desordens do foro neuroldgico,
entre outras (VALKO et al., 2007). A sobreproducédo de ROS tem sido relacionada com
0 processo de envelhecimento (LACHANCE et al., 2001).
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Figura 18. Principais causas e consequéncias da ac¢do dos radicais livres.
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Fonte: FERREIRA & ABREU, 2007.

A peroxidacdo lipidica € a principal consequéncia do estresse oxidativo
resultando na danificacdo das membranas, causada pela oxidacdo, acarretando em
aumento da fluidez da membrana, comprometimento da sua integridade e inativacdo da
interacdo entre membrana/receptor e membrana/enzima (VICENTINO & MENEZES,
2006).

Os mecanismos antioxidantes dos compostos que sdo usados para aumentar a
estabilidade oxidativa de alimentos incluem o controle de radicais livres, pré-oxidantes
e intermediérios da oxidagdo, sendo o BHT (butil hidroxitolueno) e o BHA (butil
hidroxianisol) antioxidantes sintéticos amplamente utilizados na industria de alimentos
(MARIUTTI & BRAGAGNOLO, 2007), embora atualmente sua inocuidade venha
sendo questionada, o que impulsiona a busca por compostos com esta funcédo a partir de
fontes naturais, particularmente aquelas de origem vegetal como os OEs (SANCHEZ et
al., 2010).

Os antioxidantes apresentam-se como uma alternativa para prevenir a
deterioracdo oxidativa dos alimentos e minimizar os danos oxidativos nos seres Vivos.
Como o emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos tem sido alvo de
guestionamentos quanto a inocuidade, demonstrando a possibilidade desses
antioxidantes apresentarem alguma toxidez (BAUER et al., 2001), pesquisas
encontram-se voltadas para a busca de compostos naturais que exibam esta propriedade
funcional (MELO & GUERRA, 2002).
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A propria exigéncia do consumidor reforca o mercado potencial dos
antioxidantes naturais, uma vez que existe grande desconforto de uma parcela da
populagdo em manter a aquisicdo e consumo de alimentos industrializados, cuja
producdo reconhecidamente envolva o emprego de substanciais quantidades de aditivos
sintéticos (VALENTAO et al., 2002; AMAROWICZ et al., 2004).

O inicio do novo milénio, com o aumento da expectativa de vida e as crescentes
informagdes divulgadas sobre salde, levam o consumidor a procurar cada vez mais uma
alimentacdo saudavel para a prevencdo das doencas. Paralelamente, os avangos da
ciéncia permitem um melhor conhecimento sobre as propriedades dos alimentos.

Diversas ervas e especiarias culinarias ja foram relatadas por possuirem
atividades antioxidantes, sugerindo, inclusive, potencial benéfico a saltde humana
(YANISHLIEVA et al., 2006; VIUDA-MARTOS et al., 2011).

4.1.1 Defesas antioxidantes enddgenas e fitoquimicos

A exposicdo do organismo a radicais livres, provenientes de diversas fontes,
levou o organismo a desenvolver uma série de mecanismos de defesa para eliminar
estes radicais livres (CADENAS, 1997). Estas defesas foram resposta da evolucdo a
inevitabilidade da existéncia de radicais de oxigénio em condi¢des de vida aerobia.

Para além das defesas enddgenas, existe uma variedade de moléculas naturais ou
sintéticas com propriedades antioxidantes e que podem constituir um sistema exdgeno
de defesa. Alguns produtos naturais com atividade antioxidante podem ser Uteis no
auxilio do sistema protetor enddgeno, podendo ser utilizados como nutracéuticos
(KANTER, 1998). Nessa perspectiva, 0s antioxidantes presentes na nossa dieta
assumem uma grande importancia como possiveis agentes protetores que ajudem a
corpo humano na reducdo dos danos ocorréncia de varias doencas cronicas,
nomeadamente varios tipos de cancro.

Sendo o stress oxidativo induzido por radicais livres, responsavel por varias
dessas doencas crénicas, os fitoquimicos presentes em frutos e vegetais assumem cada
vez mais uma enorme importancia. Ja foram identificados mais de 5000 fitoquimicos,
no entanto, uma grande percentagem destes compostos € ainda desconhecida, sendo
importante a sua identificacdo para melhor compreender a sua contribuicdo para a saude

ao serem incluidos na nossa dieta (LI1U, 2003).
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Os fitoquimicos englobam carotenoides (a-caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina,
luteina, zeaxantina, astaxantina e licopeno); compostos fendlicos: acidos fendlicos
(&cidos hidroxibenzoicos e acidos hidroxicinamicos), flavonoides (flavonaéis, flavonas,
flavanadis, flavanonas, antocianidinas e isoflavondides), estibenos, cumarinas e taninos;
alcaloides; compostos azotados (derivados da clorofila, aminoacidos e aminas) e
compostos organossulforados: (isotiocianatos, indoles, compostos de enxofre alilicos)
(LIU, 2003) (Figura 19).

Figura 19. Principais classes de fitoquimicos naturais.
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Fonte: LIU, 2003.

4.1.2 Atividade antioxidante dos 0leos essenciais

A oxidacédo lipidica que ocorre nos produtos alimentares € uma das principais
preocupacdes. E responsavel por odores e sabores desagradaveis nos produtos, com
consequente diminuicdo da segurancga e qualidade nutricional, causados pela formagéo
de compostos potencialmente tdxicos. A prevencdo € economicamente importante e

fundamental para a protecdo da satide humana (TSAI et al., 2005).
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A formacdo dos radicais livres no organismo animal é controlada por
mecanismos naturais ligados a diversas substancias com agéo antioxidante, provenientes
de alimentos presentes na dieta. A procura por antioxidantes naturais, em geral contidos
em oOleos e ou extratos de plantas, tem caracterizado a pesquisa de alternativas aos
antioxidantes sintéticos.

A atividade antioxidante dos 0Oleos essenciais esta relacionada, principalmente,
com a presenca de fenilpropanoides e terpenoides (DEL RE & JORGE, 2012).

De acordo com Carvalho (2004), a presenca de compostos contendo um ou mais
grupos hidroxila (OH"), ou metoxila (CH3O") ligados ao anel aromatico, insaturacoes e
elétrons disponiveis para serem doados, nos 6leos essenciais, conferem a eles atividade
antioxidante.

Ruberto & Baratta (2000), avaliando a atividade antioxidante de
aproximadamente 100 compostos que compdem os 6leos essenciais, verificaram que, de
um modo geral, os compostos fendlicos apresentam a maior atividade antioxidante,
seguido dos componentes oxigenados e dos alcodis alilicos. Alguns hidrocarbonetos
monoterpénicos, como terpinoleno, o- e y-terpineno mostraram uma significativa acao
protetora e hidrocarbonetos sesquiterpénicos e ndo-isoprenoides submetidos a este
estudo demonstraram um baixo, ou nenhum, efeito antioxidante.

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais de capim-citronela, cravo-da-india
e palmarosa foi evidenciada por Scherer et al. (2009) pelo método de DPPH. Eles
observaram que o 6leo de cravo-da-india apresentou uma forte atividade antioxidante,
provavelmente por este apresentar como composto majoritario o eugenol (83,7%). Nas
amostras de citronela tendo como componentes majoritarios o citronelal (45%), geraniol
(20,71%) e citronelol (14,49%), ndo foi observada atividade antioxidante significativa.

Os primeiros estudos sobre a capacidade antioxidante de especiarias datam dos
anos 50, quando mais de 30 delas foram avaliadas quanto ao potencial de inibicdo da
oxidacéo de Oleos vegetais ou gordura animal (CHIPAULT et al., 1952). Os resultados
demonstravam a alta capacidade antioxidante das especiarias, em especial as da familia
Labiatae. Estudos posteriores indicaram o alecrim, a salvia e 0 orégano entre 0s mais
efetivos em retardar a lipoperoxidacdo em o6leos vegetais (MANCINI & MANCINI-
FILHO, 2001).

O alecrim tem demonstrado um O6timo potencial antioxidante em diversos

estudos que visam a aplicacdo desta especiaria em diversos produtos que sao
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susceptiveis a oxidacdo, tais como maioneses, salsichas e diferentes tipos de carnes
(LEE et al., 2005a; ESTEVEZ & CAVA, 2006).

Compostos presentes nos 6leos essenciais de manjericdo e tomilho, em particular
eugenol, timol e carvacrol, sdo capazes de inibir a oxidacdo, comparavel aos
antioxidantes conhecidos, BHT e a-tocoferol. Além disso, a ingestdo desses compostos
aromaticos pode ajudar a prevenir danos oxidativos in vivo, como a peroxidagédo
lipidica, que é associada ao cancer, envelhecimento precoce, aterosclerose e diabetes
(LEE et al., 2005b).

Oleo essencial de Caryoplyllus aromaticus é conhecido por sua capacidade
antioxidante, devido a presenca do eugenol conhecido como antioxidante natural.
Segundo Ponce et al. (2003), este fenilpropanoide reduz a atividade da peroxidase
inibindo o processo de peroxidacédo lipidica induzida por espécies reativas de oxigénio,
capazes de agredir os tecidos celulares.

Gulgin et al. (2012), a partir de diferentes testes in vitro, avaliaram a atividade
antioxidante do OE de cravo-da-india e verificaram que o mesmo foi eficiente em
diferentes ensaios, incluindo reducdo dos radicais DPPH(1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e
ABTS (2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acidosulfénico]), indice de perédxidos,
capacidade quelante de metais, comparado com 0s compostos antioxidantes
convencionais como BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), o-
tocoferol, podendo ser usado para minimizar ou evitar a oxidacdo lipidica em produtos
alimentares.

E importante considerar que os dados a partir de estudos in vitro podem variar
segundo as condi¢cbes experimentais, como sugere Frankel (1996), o que implica em

resultados imprecisos quanto a protecdo in vivo.

4.1.3 Testes de determinacéo da atividade antioxidante

O efeito de compostos de origem natural contra o estresse oxidativo tem sido
avaliado por meio de estudos in vitro e in vivo. O emprego de sistemas in vitro propde
estimar um efeito antioxidante no organismo, combatendo a acdo deletéria do estresse
oxidativo e suas consequéncias. A protecdo in vivo tem sido constatada
experimentalmente e em estudos epidemioldgicos, nos quais, a presenca de compostos

antioxidantes na alimentacdo e maiores concentracBes plasmaticas apresentam
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correlagdo inversa com a incidéncia de doencas relacionadas ao estresse oxidativo
(WANG & LIN, 2000; ESPIN et al., 2000; HOLLIDAY & PHILLIPS, 2001).

Os métodos mais frequentemente utilizados para medir os danos oxidativos sdo
(1) acdo oxidativa total do DNA (2) niveis antioxidantes enzimaticos e de vitaminas (3)
acao oxidativa em lipidios e (4) acdo nas proteinas (ARAUNA, 1997). A maioria dos
métodos quimicos é baseada na capacidade de captura dos radicais livres, mas também
na absor¢do UV e capacidade de quelacdo que sdo responsaveis pela atividade
antioxidante dos 0leos (ARAUNA, 1997). Testes que avaliam a captura dos radicais
livres podem ser feitos com diferentes compostos, como peroxido (Oy), hidroxila (OH),
oxido nitrico (NO), radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH), entre outros.

A molécula de 2,2-difenil-1-picril hidrazil é caracterizada por ser um radical
livre estavel em virtude da deslocalizacdo de pares de elétrons através da sua estrutura.
A deslocalizacdo também confere intensidade para a coloragdo violeta, caracteristica
por absorver em solucéo de etanol no comprimento de onda aproximado de 500 nm. Por
acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R"), o DPPH ¢é reduzido formando
2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 20), de coloracdo amarela com
consequente desaparecimento da banda de absorcdo, sendo a mesma monitorada pelo
decréscimo da absorbéancia (OLIVEIRA et al., 2009; BLOIS, 1958).

Figura 20. Representacdo esquematica do comportamento do radical DPPH utilizado na
determinacéo da atividade antioxidante de OEs.
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Fonte: BLOIS, 1958.

Vaérias séries de compostos quimicos tém apresentado estreita correlagdo entre as
atividades sequestradoras do DPPH e a atividade antioxidante determinada em modelos
bioldgicos e ndobioldgicos. Logo, o ensaio de atividade sequestradora do radical livre
DPPH se apresenta adequado para screening de compostos quimicos sintéticos ou
produtos naturais (MIRANDA & FRAGA, 2006).
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Comparado com outros métodos, o ensaio DPPH tem muitas vantagens tais
como uma boa estabilidade, sensibilidade, simplicidade e viabilidade (JIN et al., 2006).

Os resultados do ensaio DPPH tém sido apresentados de diferentes maneiras. A
maioria dos estudos expressa 0s resultados como o valor ICsy, definido como a
quantidade de antioxidante necessaria para reduzir a concentracdo inicial de DPPH em
50%, sendo utilizado para comparagdo da atividade antioxidante de diferentes
compostos. Este valor é calculado atraves da representacdo grafica da percentagem de
inibicdo contra a concentracdo da substancia utilizada (DENG et al., 2011).

O célculo do valor ICs requer a determinacdo da cinética da reacdo entre o
DPPH e diferentes concentracfes do antioxidante, sendo que a reacdo deve ser
monitorada até que a concentracdo do DPPH atinja um valor estacionario (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995). A atividade antioxidante dos compostos é verificada
medindo-se a concentragdo do DPPH no inicio da reacdo entre o composto/DPPH, e
apo6s um periodo de incubagdo o qual, de acordo com a literatura, pode variar de um a
sessenta minutos. Deve-se salientar, no entanto, que um tempo de incubagdo curto
frequentemente ndo é suficiente para atingir o estado de equilibrio da reacédo
(DAWIDOWICZ et al., 2012).

A influéncia do tipo de solvente na estimativa das propriedades antioxidantes
dos compostos geralmente € omitida. No entanto, a cinética da reacdo
antioxidante/DPPH depende do solvente utilizado (GULCIN et al., 2012).

Assim, o presente capitulo teve como objetivo avaliar e comparar as atividades
antioxidantes do 0leo essencial de cravo-da-india (Caryoplyllus aromaticus) antes e
apos a esterificacdo. Para que este objetivo fosse alcancado aplicou-se a metodologia
(DPPH).

4.2 METODOS
Nesta etapa do presente capitulo serd descrita a metodologia utilizada para a
avaliacdo da atividade antioxidante in vitro do o¢leo essencial de cravo-da-india

(Caryoplyllus aromaticus) antes e apds a esterificacao.

4.2.1 Atividade antioxidante in vitro
A metodologia aplicada estd baseada na medida da extincdo da absorcdo do
radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) em 515 nm. A determinacdo da atividade
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antioxidante foi realizada em triplicata, por método espectrofotométrico. A técnica
consistiu na incubacdo por 10 minutos, de 500 puL de uma solucéo etandlica de DPPH
0,1 mM com 500 pL de solugBes contendo concentragBes crescentes de 6leo essencial
do cravo-da-india (10; 25; 50; 75; 100; 250; 500 pg/mL) em etanol. Procedeu-se da
mesma forma para a preparacdo da solu¢do denominada “controle”, porém substituindo
500 pL da amostra em 500 pL de solvente etanol. As solugdes denominadas “branco”
foram preparadas usando diferentes concentragdes do 6leo essencial em etanol, sem
DPPH.

O percentual de captacdo do radical DPPH foi calculado em termos da

porcentagem de atividade antioxidante (AA%), conforme a Equacao 1:
AA% = 100 = {[(AbS amostra — Abs.branco) X 100] - AbS contr0|e} EqanéO (1)

Onde ADS. amostra € @ absorbanca da amostra, AbS.pranco € @ absorbanca do branco e,

ADS. controle € @ absorbanca do controle.

A determinagdo foi feita em espectrofotometro UV-Visivel marca Agilent
Technologies, modelo 8453E. Ap6s a avaliacdo da faixa de concentracdo ideal,
calculou-se a concentracdo de 6leo essencial necessaria para capturar 50 % do radical
livre DPPH (ICsp) por analise de regressdo linear (CARBONARI, 2005).

Os resultados foram expressos pela média aritmética dos valores obtidos nas trés
repeticdes, sendo as médias analisadas estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) e comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o programa
ASSISTAT®,

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste momento serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo
do estudo das atividades antioxidantes in vitro do 6leo essencial de cravo-da-india antes
e apos a esterificacao.

4.3.1Atividade antioxidante in vitro: atividade de captura de radicais livres com o
teste de DPPH

Os resultados obtidos apo6s a determinacdo da atividade antioxidante do 6leo
essencial antes e apds a esterificacdo em diferentes concentragdes estdo representados
na Tabela 11.
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Os resultados demonstram que o0 percentual antioxidante aumenta
proporcionalmente a concentracdo de 6leo e acetato de eugenila adicionado, atingindo
os valores maximos de 61,12 e 81,59%, respectivamente, de atividade antioxidante para
a concentracdo de 500 pg/mL. Na pesquisa realizada por Ugaldi (2013), o 6leo essencial

de cravo-da-india foi o que apresentou a maior AA, de 89,38%.

Tabela 11. Porcentagem da neutralizacdo do DPPH do 6leo essencial do cravo-da-india antes e

depois da esterificacéo.

Atividade antioxidante (%0)

Concentracgoes
(ng/mL) Oleo de cravo Oleo de cravo
apos a esterificacao
10 0,56 1,12
25 2,81 4,26
50 6,76 9,21
75 8,73 15,64
100 12,95 21,78
250 49,55 53,99
500 61,12 81,59

Apos a identificacdo da faixa de concentracdo com aumento linear em relagéo a
atividade antioxidante, tracou-se a equacdo da reta e determinou-se o ICsy do 6leo
essencial de Caryoplyllus aromaticus, antes e ap0s a rea¢do, como mostram as Figuras

21e 22, respectivamente.
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Figura 21- Atividade antioxidante do éleo essencial do cravo da india (Eugenia caryophyllata)

antes da esterificag&o.
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A correlacdo entre a atividade antioxidante (%) e a concentracdo de o6leo
utilizado (Y = 133,3x + 1,113) com R? = 0,919 forneceu um 1Cs de 367,5 pg/mL para o
o0leo antes da reacao de esterificacao.

Para o Oleo essencial ap0s a esterificacdo, a correlacdo entre a atividade
antioxidante (%) e a concentracéo de 6leo utilizado (Y = 0,167x + 2,581) com R* =
0,974 forneceu um ICs de 283,5 pg/mL.

Analisando os valores de ICsy antes e ap0s a reacdo, pode-se observar um
aumento no potencial antioxidante apos a reacdo. Ambas as concentragdes encontradas,
tanto para o Oleo antes como depois da esterificagdo, indicam o alto potencial
antioxidante do 6leo e de seu éster indicando um potencial uso em produtos

alimenticios.

86



CAPITULO IV — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Figura 22- Atividade antioxidante do 6leo essencial do cravo da india depois da esterificacéo.
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Diversos autores avaliaram a atividade antioxidante de Oleos essenciais de
plantas e encontraram 0s seguintes resultados: Hippomarathrum microcarpum com
ICs0 de 10.690 pg/mL, Chaerophyllum libanoticum com ICsy superior a 30.000 pg/mL,
Rosmarinus officinalis com ICsy de 20.000 pg/mL, Artemisia fragrans com ICsy de
7.860 pg/mL e Artemisia austriaca com ICsy de 8.060 pg/mL, Petroselinum crispum
L. com ICsp de 80.210 pg/mL (OZER et al., 2007; DEMIRCI et al., 2007; WANG et
al., 2007; DELAZAR et al., 2007; ZHANG et al., 2006).

Silvestri et al. (2010), avaliando OE de cravo-da-india em diferentes
concentragdes, obtiveram uma AA (%) maxima de 95,6% na concentracdo de 10.000
pg/mL, e 1ICsp de 1.118,77 pg/mL.

Scherer et al. (2009) avaliaram as agdes antioxidante e antimicrobiana e a
composicdo dos o6leos essenciais de cravo-da-india (Caryophillus aromaticus L.),
citronela (Cymbopogon winterianus) e palmarosa (Cymbopogon martinii) e
encontraram uma forte atividade antioxidante (ICsy 7,8 = 0,65pug/mL) e agdo
antimicrobiana moderada a forte para o 6leo essencial de cravo-da-india. O 6leo
essencial de cravo-da-india apresentou acdo antioxidante muito forte provavelmente
devido ao elevado teor de eugenol na composicdo, pois, segundo Scherer & Godoy
(2009), o eugenol apresenta valor de IAA (indice de atividade antioxidante) entre 10 e
11, sendo considerada muito forte, pois é maior do que 2,0.
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Segundo Morais et al. (2009), os condimentos analisados que obtiveram
osmelhores ICs, canela (Cinnamonum zeylanicum), cravo (Eugenia aromatica Baill), e
louro (Laurus nobilis), ttm em sua constituicdo um forte antioxidante como oeugenol,
um composto fenolico cuja eficécia ja foi comprovada tanto invitro como in vivo (ITO
et al., 2005).

O eugenol possui capacidade inibitoria da peroxidacdo lipidica na fase de
iniciacdo e propagacdo através da interferéncia nas reacdes em cadeia, sequestrando o
O, ativo e, ao ser metabolizado em um dimero (dieugenol), inibe a peroxidagédo
propriamente dita em nivel de propagacédo da reacdo em cadeia de radicais livres com o
a-tocoferol (AFFONSO et al., 2012), demonstrando potente acdo antioxidante e
aplicabilidade estratégica na industria.

O aumento da atividade antioxidante do 6leo essencial apds a substituicdo do
grupo hidroxilado eugenol pelo acetato pode ser explicado pelo efeito indutivo exercido
pelo conjunto sob o anel aromatico, o qual pode facilitar a libertacdo de atomos de
hidrogénio do anel. Além disso, 0 grupo metdxi é um forte grupo doador de elétron, o
que aumenta a estabilidade do anel benzénico, resultando no aumento da atividade
sequestradora de radicais livres (ZHANG, et al., 2006). No entanto, mais estudos com
0 objetivo de elucidar o mecanismo de acdo antioxidante de éster sdo necessarios para

confirmar esta hipotese.

4.4 CONSIDERACOES FINAIS

A oxidacdo lipidica € a grande responsavel pela formagcdo de compostos de
aroma e sabor indesejaveis. O controle de fatores como temperatura, tempo de
armazenamento, luz, presenca de metais, presenca de oxigénio, e a utilizacdo de
substancias antioxidantes sdo necessarios a fim de retardar o processo oxidativo e
garantir a qualidade sensorial e nutricional de alimentos lipidicos.

Com o objetivo de substituir os aditivos alimentares sintéticos ou reduzir seu
uso, 0s antioxidantes naturais tém sido muito pesquisados quanto a sua fonte,
composicao nos alimentos e a avaliacdo da capacidade de sequestro dos radicais livres.

Os ensaios demonstraram que o0 6leo essencial do Caryophyllus aromaticus apds
esterificacdo apresentou atividade antioxidante superior ao Oleo essencial antes da
esterificagdo com potencial promissor para aplicacdo em produtos quimicos, cosméticos

e industrias de alimentos finos.
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo sobre o estado da arte no que

concerne a toxicidade das plantas medicinais e dos 6leos essenciais.

5.1.1 Toxicidade das plantas medicinais

Sabe-se que a medicina, ao longo dos tempos, sempre langou méo das plantas
medicinais como recurso natural. O uso popular dessas plantas comprova que ha uma
gama quase infinita de aplicagdes curativas e preventivas e que o conhecimento popular
e cientifico € imprescindivel para se obterem os resultados desejados (LIMA et al.,
2007).

Apesar de serem denominadas plantas medicinais, podem apresentar toxicidade
de acordo com a utilizagdo, com o tempo de tratamento, com a forma de preparo, entre
outros fatores. Sendo assim, o cuidado com a utilizacdo é imprescindivel e de suma
importancia no controle dos possiveis efeitos adversos e colaterais que o uso crénico
e/ou agudo pode acarretar no organismo (AMARAL & SILVA, 2008).

Assim, a investigacdo do potencial toxico de plantas medicinais pode elucidar
importantes aspectos farmacologicos de seus principios naturais, permitindo uma
utilizacdo segura, respeitando seus possiveis riscos toxicologicos (AMARAL & SILVA,
2008).

Para tanto, os testes de toxicidade aguda sdo elaborados com o objetivo de
prever os efeitos toxicos ou de averiguar a toxicidade relativa das substancias (FORBES
& FORBES, 1994).

Os efeitos toxicos podem ser classificados relativamente ao periodo que se
verificam os efeitos, isto €, toxicidade aguda ou crdnica. A toxicidade aguda provoca
uma resposta rapida num curto periodo de tempo (por convengdo de poucas horas ou
poucos dias), provocando geralmente uma elevada mortalidade. Na toxicidade cronica,
os efeitos se manifestam num longo periodo de tempo (de semanas a meses) (DIAS et
al., 2002).

Os testes agudo-letais sdo usados para avaliar efeitos em organismos aquaticos
selecionados numa exposicdo curta, de 24 a 96 horas, a varias concentracdes do
composto a testar. Os resultados de toxicidade aguda letal s&o normalmente

representados por Concentracdo Média Letal, ou seja, CLso (BAROSA et al., 2003).
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5.1.2 Toxicidade do dleo essencial de cravo-da-india

O cravo-da-india, amplamente consumido pela espécie humana por via oral,
através da culinaria, pode apresentar graves efeitos toxicos pela ingestdo em doses
inadequadas, como descrito por Lane et al. (1991), Brown et al. (1992) e Hartnoll et al.
(1993), incluindo depressdo do sistema nervoso central e coma, anormalidades
urinérias, lesbes hepaticas e distdrbios de coagulacgéo.

O eugenol e o o6leo de cravo-da-india quando adicionados a composicdo de
produtos de higiene pessoal e perfumes, demonstram boa tolerabilidade em contato com
a pele, com baixa alergenicidade. Segundo Rothenstein et al. (1983), estes aspectos
facilitam o desenvolvimento de um fitomedicamento para uso topico para a pele. No
caso de uso na odontologia, ou seja, na cavidade bucal, deve-se levar em consideracao a
possibilidade de reacGes adversas uma vez que se trata de contato do produto com
mucosas (ROTHENSTEIN et al., 1983).

O uso de produtos restauradores a base de eugenol merece cuidados por parte da
odontopediatria ja que o risco de ingestdo é maior e 0 baixo peso do individuo aumenta
o risco. Hartnoll et al. (1993) descrevem a ingestdo acidental de 6leo de cravo-da-india
por uma crianca, resultando em coma, coagulopatias e lesdo hepatica aguda, observando
que em estagios tardios a intoxicacdo produziu um quadro similar a overdose de
paracetamol. Brown et al. (1992) descrevem caso de coagulagdo intravascular
disseminada e necrose hepato celular provocado pela ingestao de 6leo de cravo-da-india
em uma crianca de dois anos.

O eugenol quando manipulado com o éxido de zinco resulta em material
restaurador para vedagdo de cavidades dentarias abertas (OLIVEIRA & JOSE, 2007;
AGRA et al., 2008). Apesar do uso frequente na odontologia, o eugenol é neurotdxico e
irritante das mucosas, especialmente quando administrado em doses inadequadas
(ALONSO, 1998). A CLsg do 6leo essencial de cravo-da-india em ratos, por via oral, foi
estabelecida em 2.650 mg/kg, e, em humanos, a estimativa de dose didria maxima
permitida de eugenol é de 2,5 mg/kg (ALONSO, 1998). Do ponto de vista toxicoldgico,
toda substancia pode ser considerada um agente toxico, dependendo das condigdes de
exposicdo: dose administrada ou absorvida, tempo e frequéncia de exposicao e vias de
administracdo (BARROS & DAVINO, 1996).

Wright et al. (1995) estudaram o efeito da injecdo intravenosa de eugenol em

ratos como causa de edema pulmonar nao-cardiogénico, de fisiopatologia pulmonar
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desconhecida. A injecdo em doses de 4 ¢ 8 pL (6,52 mol/L) causaram dificuldade
respiratdria aguda por edema pulmonar hemorragico.

A hipersensibilidade cutanea do eugenol e do 6leo de cravo-da-india foi testada
por Rothenstein et al. (1983) observando-se a reacéo local da pele. A amostra foi obtida
entre 11.632 emplastros com eugenol, utilizados em consumidores de produtos que
contém eugenol ou dleo de cravo-da-india. A hipersensibilidade induzida e a
sensibilizagdo pré-existente foram testadas nas concentragdes de 0,05 e 0,09%,
respectivamente. O resultado indicou que o eugenol puro ou como parte do 6leo de
cravo-da-india, mesmo na concentracdo encontrada nos produtos de consumo, tem
baixo potencial de desencadear reacfes alérgicas por sensibilizacdo prévia ou de induzir
hipersensibilidade.

Daniel et al. (2009) avaliaram as atividades antiinflamatdria e antinociceptiva do
eugenol, administrado oralmente, em modelos experimentais in vivo. Os dados obtidos
indicaram que o eugenol apresenta atividade antiinflamatoria e antinociceptiva

periférica.

5.1.3 Determinacéo da toxicidade com Artemia salina

Compostos bioativos sdo quase sempre tdxicos em altas doses. Desta maneira, a
avaliacdo da letalidade em um organismo animal menos complexo pode ser usada para
um monitoramento simples e rapido.

Os organismos-teste selecionados para os ensaios de toxicidade séo escolhidos
de acordo com a sua abundancia, com a facilidade de se manter ou de se cultivar em
laboratdrio, com a sua representatividade no ecossistema, com a sua sensibilidade, e
com a disponibilidade de informacéo suficiente (FERREIRA, 2001).

A utilizagdo de bioensaios para o monitoramento da bioatividade de extratos,
fracbes e compostos isolados de plantas tem sido frequentemente incorporada a
pesquisa fitoquimica. Dentre estes ensaios bioldgicos, encontra-se 0 ensaio de
toxicidade com Artemia salina (BST-Brine Shrimp Test) que foi desenvolvido para
detectar compostos bioativos em extratos vegetais (MEYER et al., 1982; NOLDIN et
al., 2003).

O ensaio de letalidade para larvas de Artemia salina tem sido introduzido na
rotina de muitos grupos de pesquisa envolvidos com isolamento, purificacdo e

elucidacédo estrutural, j& que muitos laboratorios de fitoquimica ndo estdo preparados
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para a realizacdo de ensaios bioldgicos (McCLAUGHLIN, 1991; FALKENBERG et al.,
1999; MACIEL et al., 2002; RUIZ et al., 2005).

A Artemia salina é um invertebrado que, quando na forma de larva, possui de 8
a 10 mm de comprimento, pertence ao filo Artrophoda, classe crustacea, subclasse
Brachiopoda, ordem Anostraca e familia Artemiidae. E conhecida popularmente como
“camardo de salmoura” e internacionalmente como brine shrimp e é amplamente usado
como alimento para peixes (RABELO, 2010).

Os cistos de Artemia salina sédo de baixo custo e facilmente encontrados no
comeércio, além de permanecerem viaveis por anos no estado seco (MEYER et al.,
1982).

Outro importante fator que contribui para a utilizacdo desta metodologia em
testes de toxicidade € o fato de este crustaceo ser de facil cultivo e poder viver por mais
de quatro meses, possuindo quatro estagios de desenvolvimento: nduplio, metanauplio,
pré-adulto e adulto (Figura 23) (BARBIERE-JUNIOR & NETO, 2001; RABELO, 2010).

Figura 23. Fases de desenvolvimento do microcrustaceo Artemia salina (A: ovos; B:
ecloséo do ovo; C: nauplio; D: metanduplio).

Fonte: RABELO, 2010.

O teste de letalidade com Artemia salina L. € um método simples na pesquisa de
produtos naturais (MEYER et al., 1982), que possui uma boa correlagdo com testes de
toxicidade aguda oral in vivo (PARRA et al., 2001). O procedimento determina valores
de concentracdo letal média (CLsp), em pg/mL, de compostos ¢ extratos, sendo que
inimeras substancias ativas conhecidas apresentam toxicidade por este teste (MEYER
et al., 1982). Essas vantagens contribuiram para a popularizacdo do bioensaio,
sobretudo a partir da década de 90.

O ensaio foi proposto inicialmente por Michael et al. (1956), Thompson e
posteriormente desenvolvido por Vanhaecke et al. (1981), bem como por Sleet &
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Brendel (1983), baseando-se na possibilidade de imobilizar nauplios de Artemia salina
em culturas laboratoriais (CARBALLO et al., 2002). A metodologia admite variagoes.
Solis et al. (1993) propdem a realizacdo deste ensaio em microplacas ao invés de tubos
e sugerem a utilizacdo do ensaio também na triagem de novos farmacos
antiespasmadicos e antimalaricos. Esta metodologia tem sido empregada ainda para
detectar toxicidade preliminar de algas marinhas (ARA et al., 1999), realizar triagem de
toxinas fangicas (HARWIG & SCOTT, 1971), avaliar efeitos de exposicdo a metais
pesados (MARTINEZ et al., 1999), pesticidas (BARAHONA & SANCHEZ-FORTUN,
1999) e para testes de toxicidade em materiais dentarios (PELKA et al., 2000). Carballo
et al. (2002) compararam extratos de produtos marinhos com o ensaio de letalidade com
larvas de A. salina e quanto a citotoxicidade em 2 linhagens de células humanas.
Segundo os autores, os resultados apresentam uma boa correlagcdo, tal como ja
estabelecido para extratos de plantas (MCLAUGHLIN, 1991), sugerindo que este
bioensaio seja utilizado para testar produtos naturais marinhos com potencial atividade
farmacoldgica.

Os grupos de defesa dos direitos dos animais tém realizado manifestacfes contra
0 uso destes em ensaios pré-clinicos, tanto para a avaliagdo farmacoldgica como de
toxicidade. Estes grupos tém estimulado o desenvolvimento de técnicas in vitro, que
ndo envolvam o sacrificio de animais. Estes ensaios alternativos vém contribuindo n&o
sO pela questdo ética, mas também minimizando os custos de ensaios in vivo.

Rabélo (2010) avaliou a toxicidade do 6leo essencial de cravo-da-india e do seu
componente majoritario eugenol utilizando a metodologia baseada em Meyer et al.
(1982) e em Nascimento & Aradjo (1999) e encontrou valores de lug/mL e
18,53ug/mL para o 6leo essencial de cravo-da-india e para o eugenol, respectivamente.

Costa et al. (2008) avaliaram a atividade antibacteriana, a toxicidade e
identificou 0s componentes quimicos do dleo essencial de Croton zehntneri (variedade
estragol), planta utilizada na medicina popular como calmante e estimulante do apetite.
A avaliacdo da toxicidade foi realizada frente a Artemia salina e apresentou um valor de
(CLso< 100 pg/mL), resultado considerado ativo.

Os testes de toxicidade animal, como 0 bioensaio com Artemia salina, sdo
validos, pois os efeitos produzidos por um composto nos animais de laboratério sdo
aplicaveis ao homem. Com base na dose por unidade de superficie corporal, os efeitos

toxicos no homem estdo consideravelmente nos mesmos limites que os observados nos
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animais de laboratorio, sendo possivel descobrir possiveis riscos nos humanos
(KLASSEN et al., 2001).

A avaliacdo da bioatividade de extratos de plantas, medida pela toxicidade frente
Artemia salina, pode fornecer informacGes valiosas ao trabalho de quimicos de
produtos naturais e farmacdlogos, indicando fontes vegetais com importantes atividades
bioldgicas. Neste contexto, a utilizacdo de bioensaios para 0 monitoramento da
bioatividade de 6leos essenciais, extratos, fracbes e compostos isolados de plantas vem
crescendo consideravelmente nos laboratérios de pesquisa em nivel mundial como
método alternativo para o uso de animais de laboratorio.

A avaliacdo da toxicidade, seja ela aguda ou crénica, € fundamental para
determinacdo da seguranca na utilizacdo de qualquer produto para uso humano ou
veterinario, independente do produto ser natural ou sintético. A ideia de que produtos
naturais ndo causam efeitos indesejaveis ja foi, ha muito tempo, abolida no meio
cientifico e necessita também ser no meio popular (MACIEL, 2005).

Diante dessa realidade, este capitulo teve por objetivo avaliar a toxicidade aguda
do o6leo essencial de cravo-da-india (Caryoplyllus aromaticus) antes e ap0s a
esterificacdo. Para tanto, foi utilizado o ensaio de letalidade com o microcrustaceo

Artemia salina.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Toxicidade: bioensaio de letalidade para larvas de Artemia salina

Foi utilizada a metodologia descrita por Meyer et al. (1982) com algumas
modificagdes. Meyer et al. (1982) avaliou a citoxicidade de quarenta e um compostos
naturais nas concentracgdes de 10, 100 e 1000ug/mL utilizando para o teste uma solugdo
de agua destilada e uma mistura comercial de sais na dosagem apropriada para o

desevolvimento do microcrustaceo.

5.2.2 Incubacéo
Os cistos de Artemia salina foram colocados em um recipiente plastico com
solucdo salina artificial (23g de sal marinho/l litro de agua destilada/0,7g de

bicarbonato de sodio) com iluminacéo artificial, sob aeracdo e controle da temperatura
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(20-30°C) para a eclosé@o dos ovos (Figura 24) e apds 24 h de incubacao, as larvas foram

retiradas para o ensaio por suc¢do com o auxilio de uma pipeta.

Figura 24. Recipiente pléstico para a ecloséo dos ovos

4

5.2.3 Preparo das diluigdes e incubacgéo das larvas com o material

Apo0s o periodo de incubacdo, os organismos-testes (nauplios de Artemia salina)
foram expostos a diferentes concentracdes dos dois produtos a serem testados (6leo de
cravo-da-india, e acetato de eugenila) por 24 horas, utilizando-se tubos de ensaio, cada
um contendo cerca de 10 nauplios de Artemia salina, nas10 diferentes concentraces,
cada uma em triplicata constituindo um ensaio.

Determinou-se a faixa de concentracdo a ser testada (correspondente a
concentracdo de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ug/mL), buscando sempre a
maior concentragcdo em que se observasse 0 % de mortalidade e a menor concentragdo
em que se deflagrasse 100 % de mortalidade, de modo a obter a DLsp; 24 h (dosagem
letal para 50 % da populacdo em 24 h) dos compostos testados. As solucdes dos
compostos a serem testadas foram preparadas em 2 % de DMSO (dimetilsulfoxido) e
avolumadas com solucdo salina artificial (preparada anteriormente). Os testes para o
controle também foram realizados em triplicata, utilizando-se uma solu¢do de DMSO
2% diluido em solucdo salina. Os controles foram utilizados também para se ter certeza
de que a mortalidade observada dos nauplios de Artemia salina fosse resultante da
toxicidade aos compostos e ndo devido a falta de alimentagdo (CARBALLO et al.,
2002).
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5.2.4 Contagem das larvas

Apos 24 h de exposicdo, foi realizada a contagem de nauplios vivos e mortos,
sendo considerados vivos todos aqueles que apresentassem qualquer tipo de movimento
quando observados préoximos a uma fonte luminosa por 10 segundos (Figura 25). SO
foram considerados validos os testes nos quais o controle apresentou uma mortalidade
igual ou inferior a 10 % da populagdo. Os resultados foram submetidos a tratamento
estatistico utilizando a regressao linear, o qual forneceu os valores de DLsg; 24 h.

Figura 25. Contagem de nauplios vivos e mortos.
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5.2.5 Determinacéo da toxicidade

A avaliacdo do efeito das variadas concentracdes de 6leo essencial de cravo-da-
india e do éster acetato de eugenila adicionadas ao meio foi determinada.

Apds o tempo de exposicdo das larvas nas amostras, que foi de 24 horas, foram
realizadas as contagens dos elementos vivos. A toxicidade a Artemia salina foi
determinada através da concentracdo letal 50 % (DLs), que corresponde a dose em que
50% dos microcrustdceos morrem. A DLsy foi calculada a partir do grafico do
percentual de animais mortos (Equacgéo 2) contra o logaritmo das doses ensaiadas. Esse

valor foi verificado através do método de regressao linear.

% mortalidade = 100 — (IVm>100) /CNm @)

Onde:
CNm: média do controle negativo;
IVm : média de individuos vivos por concentracdo apds 24h.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como teste de triagem, 0s ensaios com Artemia salina estdo se destacando na
indicagdo de atividade antitumoral. A literatura vem trazendo correlagGes entre a
toxicidade geral com esse microcrustaceo e a citotoxicidade diante de linhagens de
células humanas de tumores solidos (McLAUGHLIN, 1991). Segundo Mclaughlin,
(1991), o fato de se trabalhar com organismos relativamente simples torna mais facil a
inducdo de um retardo ou paralisag¢do do ciclo celular normal por provocar alteracdo do
processo mitotico.

McLaughlin (1991) observou uma 6tima correlagdo entre o teste de toxicidade
frente Artemia salina e o teste de citotoxicidade, usando células 9K (carcinoma humano
de nasofaringe) e a partir desses resultados, utilizou o teste de Artemia salina como pré-
screening para testes de citotoxicidade com seis linhagens de células tumorais solidas
humanas. Este autor observou que a EDsy (dose eficiente 50%) nos testes de
citotoxicidade é geralmente em torno de um décimo da DLsy encontrada no teste com
esse microcrustaceo.

Os resultados referentes a toxicidade do 6leo essencial do cravo-da-india antes e

apos a esterificacédo estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Mortalidade média de Artemia salina de acordo com as concentra¢fes do Gleo

essencial do cravo-da-india e do éster acetato de eugenila.

Concentracéo (pL/mL) Media de nauplios mortos (%0)
Oleo Ester
0,1 0,0+0,0 37,8+3,8
0,2 15,0+3,1 80,2+9,5
0,3 14,1+6,3 100+0,0
0,4 24,9+16,3 100+0,0
0,5 25,7+13,7 100+0,0
0,6 53,2+14,1 100+0,0
0,7 45,6+20,0 100+0,0
0,8 69,7£19,8 100+0,0
0,9 93.3+7.1 100+0,0
1,0 100+0,0 100+0,0
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Os resultados demonstram que o percentual de mortalidade aumenta
proporcionalmente a concentracdo de 6leo e acetato de eugenila adicionado, atingindo

os valores méximos de 100%, de mortalidade para a concentracéo de 1,0 pg/mL.,

Apos a identificacdo da faixa de concentragdo, a CLsy do 6leo essencial de
Caryoplyllus aromaticus, antes e ap0ds a reacdo, foram determinados como mostram as
Figura 26 e 27, respectivamente.

Figura 26 - Curva de calibragdo da toxicidade do 6leo essencial do cravo-da-india antes da
esterificacao.

100+ 100 *
904 Y= 1 +1053910(-0.2219-%)] $
804
70+
60+
50+
40+
30+
20
104 3 $

O I T T T 1
-1.0 -0.8 -0.6 -04 -0.2 0.0
log[Oleo de cravo] pg/mL

r=08959

Mortalidade (%)

Para o 6leo essencial de cravo-da-india, a correlacdo entre a mortalidade (%) e o
logaritmo da concentragdo de 6leo utilizado (Y = 100/ 1 + 1013900022193y com RZ =
0,8959 forneceu um DLso de 0,5993 pg/mL, valor proximo ao encontrado por Rabélo
(2010), de 1pg/mL na avaliacdo da toxicidade do 6leo essencial de cravo-da-india frente
Artemia salina utilizando a mesma metodologia.

No mesmo trabalho, Rabélo (2010) avaliou a toxicidade do eugenol e encontrou
o valor de DLsy de 18,53ug/mL, e associou a maior toxicidade do 6leo em relacdo ao

eugenol ao possivel efeito sinérgico entre 0s outros componentes do 6leo essencial.
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Figura 27 - Curva de calibragdo da toxicidade do 6leo essencial do cravo-da-india apés a

esterificacéo.

100+ 100 L4

904 Y= 1 +10/2-403(-09333-x)]
80+
70+
60+
50+
40+
30+
20
10
O T T T T T
-1.4 -1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4
log[Eugenil acetato] pg/mL

r =0,9449

Mortalidade (%)

Para o 6leo essencial apds a esterificacdo, a correlacdo entre a mortalidade (%) e
o logaritmo da concentracdo de 6leo utilizado (Y = 100/ 1 + 1024030933321y com R? =
0,9449 forneceu um DLsp de 0,1178 pg/mL.

Analisando os valores de DLsy antes e ap0s a reagdo, pode-se observar um
aumento na toxicidade apos a reagdo. Ambas as concentragdes encontradas, tanto para o
0leo antes como depois da esterificacdo, indicam toxicidade do 0leo e de seu éster.

O criterio de classificacdo do 6leo do cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus)
frente Artemia salinacom base nos valores das DLsp foi estabelecido por Donabela
(1997), sendo definido como DLso < 80 pg/mL, o produto é altamente tdxico; DLsy entre
80 a 250 ug/mL, o produto é moderadamente toxico e DLsp> 250 pg/mL, o produto é
levemente tdxico ou atdxico (MEYER et al., 1982) utilizam o critério de avaliacdo em
gue considera a amostra toxica ou ativa as que apresentarem DLso< 1000pg/mLe
amostras atoxicas ou inativas as que apresentarem DLsp> 1000pug/mL.

A dose letal a 50 % (DLsp) do 6leo essencial do cravo-da-india (Caryophyllus
aromaticus) antes e apos a esterificacdo a partir do teste de toxicidade frente a Artemia
salina, foi igual a 0,5993 pg/mL para o 6leo e 0,1178 pg/mL para o éster, avaliando os
graus de letalidade dos produtos considera-se ambos altamente toxicos de acordo com
Dolabella (1997).
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Em todo o mundo, a utilizacdo doméstica de plantas com fins medicinais, séo
habitos comuns na cultura popular. Porém, seu uso no combate aos mosquitos
transmissores de doencas parece ser a grande novidade em vigilancia entomologica. As
plantas, como organismos que co-evoluem com insetos e outros microorganismos e que,
portanto, desenvolvem mecanismos de defesa contra predadores, sdo fontes naturais de
substancias inseticidas e antimicrobianas. Estas também sintetizam inimeros compostos
volateis para atrair polinizadores e se defenderem de herbivoros (Simas et al., 2004).

A dengue é hoje a arbovirose mais importante no mundo e o seu controle esta
restrito, basicamente, ao combate do principal vetor, o Aedes aegypti. As acdes tém sido
por inseticidas quimicos sintéticos. Estes possuem acgdo rapida e eficaz no combate,
porém sdo altamente toxicos aos mamiferos e ao meio ambiente. Seu uso tem induzido
ao desenvolvimento de resisténcia do mosquito. Produtos naturais provenientes de
plantas e os bioinseticidas poderdo ser candidatos alternativos as medidas de controle
pela baixa toxicidade aos mamiferos e sem impacto ambiental (BARRETO, 2005).

Os valores de CLsg encontrados tanto para o 6leo quanto para o éster oferecem
uma alternativa para o controle quimico contra Aedes aegypti L., pois o valor de CLso de
0,5993 pg/mL para o 6leo e 0,1178 pg/mL para o éster encontrados em nosso trabalho
sdo supeiores ao encontrado para o 6leo essencial de Vanillosmopsis arborea Baker
(DLso de 15,9 mg/mL) considerado o 6leo com maior potencial larvicida na pesquisa
realizada por Furtado et al. (2005), e superior também ao do dleo essencial de O.
gratissimum L.(DLsp de 95,80 mg/mL).

Uma questdo ainda mais séria se refere ao impacto ambiental. Devido a
existéncia de populagdes do mosquito resistentes aos produtos sintéticos, um nimero
maior de aplicacdes sdo utilizadas de forma irracional, de modo que, cada vez mais
quantidades desses produtos sdo colocados na natureza causando grandes estragos. Um
bom exemplo disto foi o uso do DDT (diclorodifeniltricloroetano), um inseticida do
grupo dos organoclorados, que foi utilizado com grande sucesso a partir dos anos 40, no
combate ao mosquito vetor da malaria e em pragas agricolas. Durante décadas, o
produto foi largamente usado no pais até ser comprovado seu potencial cancerigeno e
seu extenso tempo de degradacdo (4 a 30 anos). O principal problema do DDT é sua
acdo indiscriminada, que atinge tanto os insetos quanto o resto da fauna e flora da area
afetada (D’AMATO et al., 2002). Deste modo, os altos potenciais toxicos frente ao

microcrustaceo Artemia salina tanto do 6leo essencial quanto do éster nos levam a
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acreditar num possivel e eficaz efeito bioinseticida de ambos 0s produtos com menores

potenciais de agressao ao meio ambiente.

5.4 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista a grande cultura no que se refere a utilizacdo de plantas no
tratamento de doencas, estudos referentes a toxicidade de compostos naturais s&o
certamente muito importantes, pois além da informacao sobre a toxicidade nos permite
correlacionar com outros estudos como, por exemplo, com atividade antifingica e
antimicrobiana. Segundo os resultados encontrados neste trabalho, a primeira vista, o
6leo essencial de cravo-da-india continua sendo a melhor opcdo para a aplicagdo em
alimentos. No entanto, esta pesquisa abre novas possibilidades, como por exemplo, a
descoberta de um produto de origem natural com alta toxicidade que pode ser utilizado

no controle biolégico de organismos como Aedes aegypti.
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6. CONCLUSOES

A proposta inicial desta pesquisa foi a producdo enzimética do Ester acetato de
eugenila e a avaliacdo de algumas propriedades biolégicas do éster produzido, bem
como do oleo essencial de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus), percursor do
produto formado. A proposta central da pesquisa foi alcancada com éxito, sendo que
altas conversdes foram encontradas com a metodologia proposta no trabalho. No que se
refere as propriedades bioldgicas, as técnicas utilizadas permitiram-nos encontrar
resultados coerentes com o0s apresentados na literatura. O aumento da atividade
antioxidante nos trouxe interessantes perspectivas para uma possivel aplicacdo do éster
em alimentos. Os ensaios da avaliacdo da toxicidade frente a Artemia Salina permitiram
descobrir um produto produzido através de uma tecnologia limpa e de uma metodologia
simples, que possui alto nivel de toxicidade frente a este microcrustaceo, fator
importante no que diz respeito a uma futura aplicacdo do éster no controle biologico de

insetos.
Dentre estas conclusdes também pode-se citar outras mais especificas:

e A metodologia analitica se mostrou eficaz na quantificacdo dos ésteres
produzidos pela reacéo de esterificacdo utilizando a enzima Novozym 435 como
catalisador.

e O presente trabalho permitiu avaliar a influéncia da razdo molar acido: alcool,
concentracéo de enzima e temperatura na conversao do processo.

e Sobre as reacOes enzimaticas, pode-se concluir que as condi¢cbes maximizadas
para producdo do ésterer com &cido anidrido acético (99,87%) sdo: temperatura,
60°C; concentracdo de enzima, 10% (m/m); razdo molar &lcool: &cido 5:1.

e Na avaliagdo do efeito da razdo molar pode ser observado que usando razdo
molar 5:1 em 2 horas de reacdo a conversao € praticamente completa (~95%). O
rendimento maximo de producéo de eugenil acetato (~100%) foi alcangado em 5
horas de reacdo para razdes molares 5:1 e 3:1.

e A concentracdo de enzima ndo apresentou efeito significativo na producéo de
eugenil acetato. Altos valores de conversdo foram alcangados em menores
concentragdes de enzima, tendo em vista que na primeira hora de reagéo, a

maior conversao foi obtida em menor concentracdo de enzima de 1% (24 horas).

112



CAPITULO VI — CONCLUSOES

e A temperatura apresentou efeito significativo, maiores conversdes foram obtidas
em maiores temperaturas.

e O mais alto valor encontrado para a atividade antimicrobiana de eugenil foi
observada contra Enterococcus faecalis (13,33mm) na concentracdo de
20pL/mL.

e Na avaliagdo dos resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
observou-se que o0 Oleo essencial de cravo-da-india apresentou melhor
desempenho que o éster eugenil acetato, atingindo uma média de 3,25 pL/mL
para bactérias Gram-positivas e 3,5 uL/mL para Gram-negativas.

e Apbs a esterificacdo, observou-se uma diminuicdo efetiva dos valores de
atividade antimicrobiana atingindo uma média de 26 pL/mL para bactérias
Gram-positivas e 39 pL/mLpara Gram-negativas, a Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) aumentou apos a esterificacao.

e Ap0Os a esterificacdo, observou-se uma diminuicdo efetiva dos valores de
atividade antifingica, a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) aumentou ap0s a
esterificacdo para os trés fungos testados.

e O percentual antioxidante aumenta proporcionalmente a concentracdo de 6leo
adicionado atingindo o valor maximo de 81,59% de atividade antioxidante para
a concentracao de 500 pg/mL.

e A atividade antioxidante aumentou apds a esterificagdo, resultando numa
alteracdo do 1Csq de 367,5 pug/mL para 283,5 ug/mL apos a esterificagéo.

e O percentual de mortalidade aumenta proporcionalmente a concentracdo de 6leo
e acetato de eugenila adicionado, atingindo os valores maximos de 93,3 e 100%,
respectivamente, de mortalidade para a concentragéo de 1,0 pg/mL.

e Analisando os valores de DLsp antes (DLsp = 0,5993 pg/mL) e ap0s a reacao
(DLso= 0,1178 pg/mL), pode-se observar um aumento na toxicidade apos as
mesmas. Ambas as concentragcdes encontradas, tanto para o 0leo antes como

depois da esterificacdo, indicaram toxicidade do 6leo e de seu éster.

113



CAPITULO VII - SUGESTOES

CAPITULO VII

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

114



CAPITULO VII — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

7. SUGESTOES

Avaliar a atividade antioxidante do 6leo e do éster in vivo utilizando Artemia
salina.

Avaliar o potencial antifungico em gréos armazenados.

Avaliar o efeito larvicida frente a larvas de mosquitos transmissores de doencas.
Avaliar a estabilidade do éster.

Avaliar as propriedades sensoriais do éster.

Avaliar a atividade da enzima ap06s ciclos consecutivos de utilizag&o.
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