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REsumo

Este estudo avaliou a toxicidade ¢ a atividade antimicrobiana frente a Escherichia
coli e Staphylococcus aureus dos Sleos essenciais de Pimenta dioica Lindl. ¢ Citrus
sinensis L. Os bleos essenciais (OE) foram extraidos por hidrodestilagio, com carac-
terizagio quimica através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). Os parimetros fisico-quimicos foram determinados de acordo
com a Farmacopeia Brasileira. O ensaio de toxicidade seguiu o bioensaio com
Artemia salina Leach, os OF aprovados neste ensaio seguiram para avaliagio das suas
propriedades bioldgicas. A atividade antimicrobiana seguiu a metodologia descrita
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute utilizando o método de difusio de
disco, dilui¢io em caldo para concentragio inibitéria minima (CIM) e posterior
concentragio bactericida minima para avaliar a agio dos OE frente a Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. Ambos os OF apresentaram toxicidade baixa, ¢ assim
foram avaliados quanto as propriedades bioldgicas antimicrobianas. Ambos os OE
apresentaram potenciais bactericidas frente aos microrganismos testados, exibindo
resultados satisfatdrios para a agao deles. Os resultados indicam que os OE avaliados
si0 compostos por substincias que propiciam e incentivam sua aplicagio em virtude
de seus potenciais para atividade bioldgicas moluscicida e antimicrobiana.

Palavras-chave: Oleos essenciais, atividade antimicrobiana, Pimenta dioica Lindl.,
Citrus sinensis L., toxicidade.
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SUMMARY

Chemical characterization, antimicrobial activity, and toxicity
of the essential oils of Pimenta divica L. and Citrus sinensis L.

Osbeck (laranja doce)

This study evaluated the toxicity and antimicrobial activity in the face of Escherichia
coli and Staphylococcus aureus of essential oils of Pimenta dioica Lindl. and Citrus
sinensis L. The essential oils (EO) were extracted by hydrodistillation, with chemical
characterization by gas chromatography coupled and mass spectrometry (GC-MS).
Physicochemical parameters were determined according to the Brazilian Pharma-
copeia. The toxicity test followed the bioassay with Artemia salina Leach, the EO
approved in this assay followed to evaluate its biological properties. The antimicro-
bial activity followed the methodology described by the Clinical and Laboratory
Standards Institute using the disc diffusion method, broth dilution for minimum
inhibitory concentration (MIC) and subsequent minimum bactericide concentra-
tion for to evaluate the action of EO against Escherichia coli and Staphylococcus aureus.
Both OE showed low toxicity, and thus were evaluated for the biological antimicro-
bial properties. Both OF presented bactericidal potential against the microorganisms
tested, showing satisfactory results for their action. The results indicate that the evalu-
ated OE are composed of substances that provide and encourage their application

due to their potentials for biological molluscicide and antimicrobial activity.

Key words: Essential oils, antimicrobial activity, Pimenta dioica Lindl., Citrus sinensis L.,

toxicity.

INTRODUCAO

Os dleos essenciais (OE) sao misturas complexas de compostos volateis de baixo peso
molecular e insoltveis em dgua [1] extraidos a partir de diferentes técnicas de extragao,
tais como a destilagao que inclui a destilagio por arraste & vapor, prensagem a frio e
maceragao [2]. Estes OE constituem um dos mais importantes grupos de matérias pri-
mas para as industrias de alimentos, farmacéutica, perfumaria e afins.

Nos tltimos anos, plantas aromdticas ¢ seus produtos tém sido avaliados quanto a
sua eficicia em relagdo a seguranca alimentar. Grande parte das suas propriedades sao
atribuidas aos dleos essenciais ¢ outros componentes do metabolismo secundério das
plantas [3], que tem despertado interesse na industria de alimentos devido a sua ativi-
dade antioxidante e antimicrobiana [4].
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Dentre vérias espécies de plantas compostas por OE em que se podem encontrar
estas propriedades encontram-se a Pimenta dioica Lindl. e Citrus sinensis (L.) Osbeck
(laranja doce). A P, divica recebe maior destaque como especiaria, mas também ¢ muito
utilizada para o tratamento de certas doengas por possuir propriedades anti-hipertensi-
vas, anti-inflamatérias, analgésicas, antimicrobianas e antioxidantes [5].

O OE de C. sinensis pode ser classificado como uma mistura de terpenos, hidrocarbo-
netos e compostos oxigenados, considerados quimicamente instaveis. O OE de laranja
doce ¢ constituido por aproximadamente 98% de R-limoneno sendo os 2% restantes
referentes a uma mistura de outros terpenos ¢ aldeidos alifaticos [6].

Ao longo dos tltimos anos vem sendo procuradas alternativas naturais aos produtos
sintéticos, os produtos naturais so uma op¢ao com menor toxicidade em comparagao
a outros produtos de natureza sintética. Assim, o presente estudo caracterizou quimi-
camente, avaliou a toxicidade ¢ a atividade antimicrobiana dos OE de P, divica e C.
sinensis, com a perspectiva de oferecer uma alternativa natural ao uso de antimicrobia-
nos sintéticos.

METODOLOGIA

Obtencao dos dleos essenciais

As folhas de P, dioica L. utilizadas neste estudo estao registradas nos arquivos botanicos
do Instituto Biodinamico (IBD) de Botucatu de acordo com certificado n° CA021205.
As cascas de C. sinensis L foram registradas no Instituto Federal do Maranhao pelo
setor de fruticultura, como D-25 (laranja doce, variagio: pera).

Obtencao dos dleos essenciais

As folhas de P dioica L. e cascas de C. sinensis L. foram coletadas e transportadas para
o Laboratério de Pesquisa e Aplicagio de Oleos Essenciais da Universidade Federal do
Maranhio (UFMA), onde foram secas em temperatura ambiente, trituradas e armaze-
nadas para extragao do OE.

Para extra¢io dos OE, utilizou-se a técnica de hidrodestilagio com um extrator de Cle-
venger de vidro acoplado a um balao de fundo redondo acondicionado em manta el¢-
trica como fonte geradora de calor. Foram utilizadas 30 g das folhas secas de P divica e
120 g das cascas C. sinensis, adicionando-se 4gua destilada (1:10). A hidrodestilagio foi
conduzida a 100 °C por 5 h recolhendo-se o OE extraido. Cada OE foi seco por per-
colagio com sulfato de sédio anidro (Na,SO,) e centrifugado. Essas operagdes foram
realizadas em triplicatas e as amostras armazenadas em ampolas de vidro ambar sob
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refrigeracio de 4 °C. Posteriormente submetido as andlises. O procedimento experi-
mental ¢ apresentado na figura 1.

‘ Material vegetal em um balio de fundo redondo (6000 mL)

‘ Adigio de H,O destilada no balao de fundo redondo (1:10)

Hidrodestilagao (3h/100 °C): extrator clevenger,
balao de fundo rendondo ¢ manta aquecedora

Secagem do dleo obtido com Na, SO, ¢ armazenamento (4 °C)

Figura 1. Esquema experimental da extracao dos OE.

Os parametros fisico-quimicos dos OE foram determinados: densidade, solubilidade,
cor ¢ aparéncia de acordo com a Farmacopeia Brasileira [7]. O rendimento do OE foi
expresso em porcentagem na relagio massa/volume pela medida de densidade.

Anilises quimicas

Os constituintes dos OE foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas. Foi dissolvido 1,0 mg da amostra em 1000 pL de
diclorometano (pureza 99,9%). As condi¢oes de analise foram as seguintes: método:
Adams. M; volume injetado: 0,3 uL; coluna : capilar HP-SMS (5% difenil, 95% dime-
til polisiloxano) (equivalente DB-5MS ou CP-Sil 8CB LB/MS), nas dimensées (30 m
x 0,25 mm x 0,25 ym); gas de arraste: He (99,9995); 1,0 mL.min"; injetor: 280 °C,
modo split (1:10); forno : 40°C (5,0 min.) até 240 °C numa taxa de 4 °C min’, de
240 °C até 300 °C (7,5 min) numa taxa de 8 °C min™); t; = 60,0 min; detector: EM; EI
(70 eV); modo varredura (0,5 seg scan); faixa de massas: 40-500 daltons (uma); linha
transferéncia: 280 °C; filamento: desligado 0,0 a 4,0 min; espectrémetro de massas
tipo quadrupolo linear.

Para a identificacio dos compostos na amostra utilizou-se o programa AMDIS (Auto-
mated Mass spectral Deconvolution Mass & Identification System).
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Toxicidade

Para a avaliacdo da letalidade de Artemia salina Leach, foi preparada uma solugio salina
estoque de cada OE na concentragio de 10000 mg L ¢ 0,02 mg de Tween 80 (tenso
ativo). Aliquotas de 5, 50 ¢ 500 pL desta foram transferidas para tubos de ensaio e
completados com solugao salina jé preparadas anteriormente até 5 mL, obtendo-se no
final concentragées de 10, 100 ¢ 1000 mg L, respectivamente. Todos os ensaios foram
realizados em triplicatas, onde dez larvas na fase nduplio foram transferidas para cada
um dos tubos de ensaio.

Para o controle do branco utilizou-se 5 mL da solugao salina, para o controle positivo
K,Cr,O; e para o controle negativo 5 mL de uma solucio 4 mg L' de Tween 80. Apds
24 h de exposicio, realizou-se a contagem das larvas vivas, considerando-se mortas aque-
las que nao se movimentaram durante a observagao e nem com a leve agitacio do frasco.

Adotou-se o critério estabelecido por Dolabela [8] para classificagao da toxicidade dos
OE, sendo considerado altamente téxico quando CLs, < 80 mg L7, moderadamente
téxico para 80 mg L' < CLy, 2 250 mg L' e levemente tdxico ou atéxico quando

CLs, > 250 mg L.

Padronizacao do indculo microbiano para ensaios de sensibilidade

Foram utilizadas duas cepas de bactérias: Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylo-
coccus aurens (ATCC 25923). Foram identificadas e confirmadas pelas provas bioqui-
micas: citrato de Simmons (CIT), vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer (VP),
malonato (MAL), fermentagio de carboidratos, descarboxilagio de aminodcidos, indol
(IND), motilidade (MOT) e produgio de H,S, teste de catalase, teste de coagulase e
coloragio de Gram e teste da urease (UR).

Culturas microbianas puras mantidas em 4gar TSA foram repicadas para caldo de infu-
sio de cérebro e coragio (BHI) ¢ incubadas a 35 °C até atingirem fase exponencial
de crescimento (4-6 h). Apés esse periodo, as culturas tiveram sua densidade celular
ajustada em solugao salina 0,85% estéril, de modo a se obter uma turbidez comparével
a da solugao padrio de McFarland 0,5, o que resulta em uma suspensio microbiana
contendo aproximadamente 1,5 x 10* UFC mL™" de acordo com as normas do Clinical
and Laboratory Standards Institute [9).

Método de difusio de disco (MDD)

A técnica de difusao de disco foi realizada segundo Clinical and Laboratory Standards
Institute [9] que padroniza os testes de sensibilidade de antimicrobianos por disco-
difusio. Primeiro foram preparadas as placas com o meio de cultura Agar Mueller Hin-
ton (AMH) apds sua solidificagao foi distribuido a suspensio microbiana na superficie
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do 4gar e deixado em repouso a temperatura ambiente por 30 min. Logo apds sao pre-
parados os discos contendo 50 pL dos OE ¢ os discos com concentragoes definidas
dos antibidticos. Utilizando-se pinga esterilizada, os discos foram distribuidos sobre
a superficie do dgar. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C por
24 h. Os diAmetros dos halos de inibi¢ao foram mensurados, incluindo o didmetro do
disco. Esses ensaios foram feitos em triplicata. Os valores dos halos de inibi¢ao foram as
médias das medidas dos trés resultados. Ensaios realizados em triplicata.

Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragio bactericida minima (CBM)

O ensaio de concentragio inibitéria minima (CIM) foi realizado empregando-se a téc-
nica de dilui¢io em caldo, proposta pela Clinical and Laboratory Standards Institute [9].

Primeiramente foram preparadas solug¢des dos OE utilizando-se dimetilsufoxido
(DMSO) a 2%, sendo preparadas diluicoes seriadas em Caldo MH, resultando nas
concentragoes de 10 a 1000 ug mL". A cada concentracio foram adicionadas suspensao
microbiana contendo 1,5 x 10° UFC mL" das cepas E. coli e S. aureus. Os tubos foram
incubados a 35 °C por 24 h. Foram realizados os controles de esterilidade e crescimento
para o ensaio realizado.

Apés o periodo de incubagio, foi verificada CIM dos OE, sendo definida como a menor
concentragio que visivelmente inibiu o crescimento bacteriano (auséncia de turvacio
vistvel). Ensaios realizados em triplicata.

Para o ensaio de concentragao bactericida minima (CBM) empregou-se uma aliquota
de 100 pL das dilui¢oes provenientes do caldo MH que visivelmente inibiram o cresci-
mento microbiano. As aliquotas foram inoculadas em Agar Mueller Hinton (AMH)
com posterior incubagio a 35 °C por 24 h. A CBM foi determinada como a menor
dose que visualmente no ensaio de CIM apresentou inibi¢ao de crescimento e que na
cultura em AMH também nao apresentou crescimento bacteriano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Propriedades fisico-quimicas

Os parimetros fisico-quimicos dos OF sao importantes nao apenas para determinagao
da qualidade, como também para o controle da sua pureza e estes sao apresentados na
tabela 1. Observa-se que o OE de C. sinensis obteve um rendimento de 2,47% superior

ao OF de P, divica de 1,80%.
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Tabela 1. ParAmetros fisico-quimicos dos OE.

Parametro fisico-quimicos P. dioica C. sinensis
Densidade (g mL") 0,9820 + 0,0012 0,8500 + 0,0053
Indice de refragao (12,25 °C) 1,5185 £ 0,020 1,4760 £ 0,0063
Solubilidade em alcool a 70% (v/v) 1:3 1:3
Cor Amarelo Incolor
Aparéncia Limpido Limpido
Rendimento (%) 1,80 £ 0,35 2,47 +0,15

Ao compararmos individualmente o rendimento do OE de C. sinensis aos resultados
obtidos por Silva ez al. [10] que extraiu os OE da casca de frutos secos e frescos, os
autores perceberam seu rendimento variando entre 1,80-2,00%, sendo que este estudo
obteve um rendimento de +0,47% acima do rendimento méximo obtido pelos autores,
visto que a densidade dos mesmos autores variou entre 0,8480 a 0,8490 g mL", densi-
dade essa que estd semelhante este trabalho em uma variagao de +0,0010 g mL™.

Mesmo o rendimento do OE da P, divica sendo menor que o rendimento do C. sinensis
¢ importante enfatizar que para os OF rendimentos acima de 1,5% sao de extrema sig-
nificAncia. Em estudo realizado Voris ez 4. [11] ao extrair esse mesmo OE do fruto
adquirido em um mercado varejista do Rio de Janeiro (R]), os autores empregaram
um periodo de 4 h em sua hidrodestilagio, mas seu rendimento méaximo foi de 1,60%,
comparando-se ao estudo atual que empregou um tempo menor de hidrodestilagao
(3h-100 °C) ¢ obtivemos um rendimento de 1,80% utilizando uma parte regenerativa
da planta, torna-se de extrema importincia e significAncia para a visualizagao do seu
potencial de aplicacio.

Comparando os valores para o OE estudado com os da literatura, pode-se observar que
houve uma similaridade entre eles, no que diz respeito aos parimetros analisados. As
pequenas diferencas nos valores encontrados podem ser atribuidas a fatores tais como
época de coleta, diferentes tipos de solo, condi¢des e tempo de armazenamento [12].
Sendo importante enfatizar o rendimento de 2,47% para o OE de C. sinensis que foi
observado em resultados superiores a literatura, incentivando sua produ¢ao em virtude

do aproveitamento de cascas que sao comumente descarte em feiras publicas ou bairros
locais de Sao Luis-MA.

Caracterizagao quimica dos dleos essenciais

Os picos cromatogrificos foram identificados através da comparacio dos respectivos

espectros de massa com os dados das espectrotecas (1) WILEY 139; (2) NIST107 ¢ (3)
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NIST21. De acordo com os resultados obtidos sao apresentados na tabela 2 os com-
postos identificados no OE extraido das cascas de C. sinensis ¢ na tabela 3 os compostos
identificados no OEF extraido das folhas da P divica.

Como pode ser observado na tabela 2 foram identificados 15 componentes na amostra
do OE de C. sinensis, sendo o constituinte majoritirio do OE d-limoneno com 81,50%

da composicao, seguido do linalol (6,36%) e do B-Mirceno (2,95%).

Tabela 2. Constituintes quimicos na amostra do OE de C. sinensis, sendo tr*: Tempo de retencio

dos compostos na coluna em minutos.

Pico tr* (min) Componentes Teor (%)
1 5,155 a-Pineno 0,33
2 6,350 (-Mirceno 2,95
3 6,861 Octanal 1,93
4 7,610 d-limoneno 81,50
5 8,287 1, Octanol 0,46
6 8,919 Linalol 6,36
7 8,959 Nonanal 1,08
8 9,866 Citronelal 0,06
9 10,523 Terpineol 0,12
10 10,873 a-Terpineol 1,39
11 10,926 Decanal 0,25
12 11,352 p-Citronelol 0,08
13 11,643 Neral 1,13
14 12,210 Citral 1,17
15 12,496 1, Ciclohexano 1,20

O composto quimico d-limoneno ¢ confirmado como constituinte majoritdrio do OE
por Aratjo ez al. [13] que ao extrai-lo das cascas de frutos de C. sinensis do mercado
local de Aracaju, Sergipe realizou a caracterizagio quimica do mesmo através de CG/
EM e notou a presenga do constituinte em 91,88% de sua amostra.

Resultados semelhantes a este estudo também ¢ notificado por Martins ez 4. [14] que
ao realizarem a caracterizag¢io quimica de OE comerciais do género Citrus, observaram
a presenga do d-limoneno em 83,33% da composi¢ao do OE de C. sinensis.
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O d-limoneno ¢ um terpeno relativamente estavel que possui aplicagoes na litera-
tura para o desenvolvimento de bioprodutos vegetais [15]. Os OE do género Citrus
possuem esse componente como majoritirio em sua composi¢ao e propriedades como
a atividade antimicrobiana pode ser comprovada por Rodrigues [16], porém ao retra-
tarmos o C. sinensis seu potencial bactericida foi pouco estudado, sendo relatados mui-
tos trabalhos com relagio a sua acio antimicrobiana antifungica [17] e larvicida [13].
Assim, observa-se que o OE de C. sinensis possui potencial para explorarmos sua ativi-
dade bactericida neste estudo, sendo de vital importancia para o estado e para o pais um
produto natural obtido através da parte de um vegetal que ¢ comumente descartado ou
de aplicagoes superficiais.

Como pode ser observado na tabela 3 foram identificados 7 componentes na amostra,
sendo o constituinte majoritario do OE o eugenol com 85,673%, seguido do chavicol

(6,79%) € do mirceno (2,76%).

Tabela 3. Constituintes quimicos identificados em amostras do OE de P, divica, sendo tr*: tempo de

retencao dos compostos na coluna em minutos.

Pico tr* (min) Componentes Teor (%)
1 8,772 Octenol 1,19
2 9,164 Mirceno 2,76
3 10,488 Limoneno 1,73
4 13,251 Linalol 0,88
5 16,122 Terpineol 0,97
6 19,026 Chavicol 6,79
7 22,755 Eugenol 85,67

O teor de eugenol (85,67%) relatado neste estudo torna-se significante ao comparar-
mos com Oliveira [18] que extraiu o OE das folhas de P, dioica coletadas em Minas
Gerais também observou que o eugenol como o constituinte majoritério, porém o teor
observado foi de 44,9%. Outro fato relatado foi a presen¢a do limoneno em 10,1% da
composi¢io ¢ o chavicol sendo exibindo em um teor de 7,5%. Essa composi¢ao tam-
bém podera estar ligada ao rendimento inferior de 0,49% obtido por Oliveira [18],
ainda sendo ressaltado que os autores utilizaram um tempo de extragao de 4 h.

Resultados semelhantes foram relatados por Oliveira ez 4/. [19] utilizando plantas do
sul do estado da Bahia coletadas em 2006, onde obtiveram o eugenol (75,07%) como
constituinte majoritdrio da sua amostra do OE das folhas de P, divica, porém diferente
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deste estudo componente secundério dos autores foi o mirceno com 8,19% ¢ o chavicol
esteve em seguida com 6,35%.

O cugenol ¢ uma molécula extraordinariamente versatil e foi incluida como um aroma
picante em sorvete, produtos de panificagio e doces em concentragdes restritas [20],
enxaguatdrios bucais, preparagoes farmacéuticas e dentdrias [21,22]. Além de possuir
propriedades bioldgicas comprovadas por Kamatou ez a/. [23], assim ¢ de vital impor-
tincia o estudo do OE extraido da P divica como uma fonte natural significativa de
eugenol tanto para aplicacoes bioldgicas quanto para as industrias em geral.

Toxicidade

Na tabela 4 sao apresentadas as concentragoes letais 50% referentes a agio dos OE
frente a Artemia salina L. e sua posterior classificagio segundo o critério de Dolabela

[8].

Tabela 4. Concentracio Letal 50% para acao dos OE frente a Artemia salina L. ¢ classificagio dos

éleos quanto a sua toxicidade pelo critério de Dolabela.

OE CL,, Classificagao
P, dioica 141,3 mg L Moderadamente téxico
C. sinensis 511,6 mgL! Atdxico

A concentragao letal 50% (CLs,) refere-se a0 ponto em que o nimero de animais sobre-
viventes ¢ igual a0 nimero de animais mortos, e seguindo o critério de Dolabela [8] ¢
possivel determinar a toxicidade de produtos naturais visando uma aplicacio especifica
do agente no organismo alvo, visto que 6leos com toxicidade elevada nao sao recomen-
dados para aplicagoes bioldgicas.

Na tabela 4 foi possivel observar que nenhum dos 6leos foi classificado como téxico,
logo, suas aplicagdes podem ser relativamente aceitéveis e sendo encorajadas. Desta
forma, os ensaios de atividade antimicrobiana foram iniciados. E importante ressaltar
que o OE de C. sinensis extraido das cascas do fruto apresenta até agora um rendimento
significativo e componentes quimicos de importincia biol6gica e neste ensaio de toxi-
cidade apresentaa CLs,de 511,6 mg L™, muito acima do critério que era de apenas 250
mg L para ser classificado como atdxico. Logo, este OE tem seu potencial de aplicagio
novamente incentivado.

E importante enfatizar que estudos relativos a toxicidade de produtos naturais sao de
vital importincia para aplicagoes bioldgicas e estudos da literatura ainda nio divulgam
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toxicidade das plantas em estudo em um teste especifico como o bioensaio frente a
Artemia salina.

Os resultados referentes aos ensaios para determinagio da atividade antimicrobiana sao
apresentados na tabela 5. Todos os 6leos apresentaram atividade antimicrobiana frente
a Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Tabela 5. Halos de inibicio (HI), concentragao inibitéria minima (pg/mL) dos OE frente a

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

OE P. dioica OE C. sinensis

GEN 30| HI CIM CBM HI CIM CBM
pg (mm) | (mm) | (ugmL?) | (,gmL") | (mm) | (pgmL?) | (ugmL")

E. coli
(ATCC 25922)

Gram-negativa

25 15 25 50 15 75 100
+1,11 | £0,50 | (15-40) | (40-70) | +0,70 | (40-70) | (90-120)

S. aureus
(ATCC 25923)

Gram-positiva

27 25 10 25 30 10 25
+1,31 | £1,20 | (5-25) | (15-35) | £0,90 | (40-70) | (20-40)

Ao observarmos a tabela 5 notamos que o OE de P, divica foi mais eficiente ao inibir a
bactéria Staphylococcus anreus pelo método de difusio de disco se compararmos o seu
halo de 25 mm com o 15 mm resultado da agio do Sleo frente a Escherichia coli. Ambos
os halos de inibi¢ao permitem classificar as bactérias como sensiveis pelo critério esta-
belecido por Moreira ez al. [23]. O ensaio de concentragio inibitéria minima revelou
que o OE de P, dioica inibe o crescimento microbiano de Escherichia coli a partir de

25 ug mL" e de Staphylococcus aureus a partir de 10 ug mL™.

O estudo de Oliveira [18], onde a autora relata a atividade do mesmo dleo com uma
CIM de 5 ugmL" para E. coli ¢ 20 pg mL" para S. aureus retrata a diferenca deste estudo
onde o mesmo 6leo obtido em dois locais diferente possuem propriedades diferentes,
visto que o 6leo da autora foi mais eficiente frente a E. coli do que a S. aureus, enquanto
que, neste estudo ocorreu o inverso do observado pela autora.

Em um estudo recente Lorenzo-Leal ez 4/. [24] em Puebla, México, utilizou a técnica
de micropogos para determinar a CIM do OE da P, divica extraida de frutos comercia-
lizados e diferentemente deste estudo nao observou atividade do dleo frente a E. coli e
obteve uma CIM extremamente alta de 2000 ug mL"! para S. aureus, o que revigora os
resultados satisfatdrios obtidos neste estudo, onde para S. aureus obtivemos uma CIM

de 10 uygmL".
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Ao notarmos a tabela 5 podemos visualizar que o OE de C. sinensis também foi mais
eficiente ao inibir a bactéria Staphylococcus aureus pelo Método de Difusao de Disco
se compararmos o seu halo de 30 mm com o halo de 15 mm resultado da agio do 6leo
frente a Escherichia coli. Ambos os halos de inibi¢iao permitem classificar as bactérias
como sensiveis pelo critério estabelecido por Moreira ez al. [23]. O ensaio de concentra-
¢ao inibitdria minima revelou que o OE de P divica inibe o crescimento microbiano de
Escherichia coli a partir de 50 ug mL" e de Staphylococcus aureus a partir de 10 pg mL™.

E importante ressaltarmos que os estudos antimicrobianos no Brasil com a espécie
C. sinensis sao relativamente novos, destacando a importancia do estudo para obten-
¢ao de um produto natural com potencial biolégico obtido de uma parte comumente
descartada de um fruto de alto consumo local tanto para o estado quanto para o pais.

Desta forma, os resultados obtidos foram comparados aos dos autores Eldahshan e
Halim [25] que extrairam o OE das folhas de C. sinensis coletadas no Egito realizando
uma hidrodestilagao por 5 h. Os autores obtiveram um halo de 20,1 mm para a acio
do OFE frente a S. aureus e um resultado semelhante de 16,2 mm frente a E. coli, visto
que neste estudo obtivemos um halo de 15 mm empregando o OE obtido da casca.

Eldahshan ¢ Halim [25] ainda enfatizam que esse 6leo teve essa atividade pela pre-
senga dos compostos oxigenados em sua composicao. Os autores realcam o potencial
do OE para ser utilizado como aditivos antibacterianos em alimentos ¢ em produtos
cosméticos em a fim de reduzir a dependéncia de produtos quimicos sintéticos pre-
servagio de alimentos [25]. Por fim, destaca-se novamente o potencial bioldgico de
ambas as espécies estudadas neste trabalho como extremamente eficientes no controle
de microrganismos patogénicos, representados pela Escherichia coli como Gram-nega-
tiva e Staphylococcus anrens como Gram-positiva.

Através dos resultados obtidos nos estudos quimicos, na avaliagao da toxicidade e anti-
microbiana dos OE de P, divica e C. sinensis, conclui-se que os OE avaliados sdo com-
postos por substincias que propiciam e incentivam sua aplicagao em virtude de seus
potenciais para atividade biolégica antimicrobiana.
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