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RESUMO — Nas ultimas décadas a humanidade vem buscando métodos de vida mais saudaveis,
principalmente no &mbito alimentar, a busca por espécies de plantas ricas em compostos bioativos
vém motivando o desenvolvimento de novas pesquisas. Este trabalho teve por objetivo obter 6leos
essenciais de cravo-da-india (S. aromaticum) com uso de CO, em fase supercritica e verificar in vitro a
atividade antimicrobiana. Os Oleos essenciais de cravo-da-india foram obtidos nas condigdes
operacionais de temperatura e pressao de 40°C / 100bar, 40°C / 200bar, 40°C / 300bar, 50°C / 100bar,
50°C / 200bar e 50°C / 300bar. O Eugenol foi o principal composto identificado. A atividade
antimicrobiana foi avaliada por meio do método de disco-difusdo em meio sélido (CLSI, 2004). Todos
0s Oleos essenciais demonstraram ter atividade antibacteriana, sendo o extrato obtido em 50°C /
300bar o que apresentou o maior halo de inibicdo para os microrganismos Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans.

ABSTRACT - In recent decades, humanity has been seeking healthier methods of life, especially in
the food area, the search for species of plants rich in bioactive compounds have been encouraging the
development of new researches. This study aimed to obtain clove India extracts (S. aromaticum) using
CO- in supercritical phase and ascertain the in vitro antimicrobial activity. The clove extracts were
obtained at operating temperature and pressure of 40 °C / 100bar, 40 °C / 200bar, 40 °C / 300bar 50
°C / 100bar, 50 °C / 200bar and 50 °C / 300bar. The main compound identified was Eugenol.
Antimicrobial activity was assessed by disk diffusion method on solid medium (CLSI, 2004). All
extracts have demonstrated antibacterial activity, and the extract obtained at 50 °C / 300bar presented
the largest inhibition zone for Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans.
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1. INTRODUCAO

Os metabolitos secundéarios de plantas em especial os 6éleos essenciais normalmente séo
produzidos por células secretoras ou grupos de células, sendo encontrados em diversas partes do
vegetal, como folhas, talos casca ou frutos e frequentemente apresentam composigéo diferente.

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry) é a gema floral seca sendo
usado principalmente como condimento na culinéria, devido ao seu marcante aroma e sabor, conferido
por um composto fendlico volatil, o Eugenol. Atualmente, Zanzibar e Madagascar sdo os principais
produtores de cravo-da- india, seguidos pela Indonésia (Mazzafera, 2003).

A aplicacdo de 6leos essenciais como ingredientes funcionais em formulac6es alimenticias,
cosméticas ou ainda em formulagbes sanitizantes, tem despertado grande interesse neste setor
industrial devido & grande aceitacdo dos consumidores por produtos naturais, bem como pelos danos a
salide propiciados pelos aditivos sintéticos (Conner, 1993; Scherer et al., 2009).

O oleo essencial de cravo-da-india € um produto importante para a industria de alimentos,
pois apresenta um poderoso antioxidante e potencial antimicrobiano permitindo a sua utilizacdo para a
substituicdo de produtos comerciais sintéticos para a conservagao de alimentos (Scopel et al., 2014).

A extracdo de 6leos essenciais podem incluir o uso de didxido de carbono, micro-ondas e
principalmente destilacdo de baixa ou alta pressdo empregando agua fervente ou vapor quente. As suas
propriedades bactericidas e fungicidas, as utilizagdes farmacéuticas e alimentares, sdo cada vez mais
generalizadas como alternativas aos produtos quimicos sintéticos. Devido as utilizagdes farmacéuticas,
cosméticas e alimentares a extragdo com solventes lipofilicos como diéxido de carbono supercritico €
mais recomendavel (Bakkali et al., 2008; Bizzo et al., 2009).

Este trabalho tem por objetivo obter diferentes fracfes de Oleo essencial de Cravo-da-india e
verificar in vitro a atividade antimicrobiana.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Extracgéo Supercritica

Este equipamento pertence ao Laboratério de Extracdo (LABEX) do Programa de Pds-
graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFPA.

As extracles via CO, foram realizadas no Spe-edrm SFE (Allentown, PA, EUA) modelo
7071 da Applied Separations, acoplado ao compressor Schulz (Schulz S/A, modelo CSA, Brasil),
cilindro de CO, (White Martins, Brasil), recirculador Polyscience F08400796 (Nilles, Illinois, EUA) e
medidor de vazdo de CO- na saida do sistema Alicat Scientific M 5SLPM (Tucson, AZ, EUA). O
procedimento experimental foi realizado no Laboratério de Extragdo (LABEX - Programa de Pds-
graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — UFPA) usando 30 g de S. aromaticum triturado.
Foram usadas as temperaturas de 40 °C e 50 °C, pressGes de 100bar, 200bar e 300bar de acordo com o
proposto por (Guan et al., 2007). A vazdo do CO; foi de 8,85 x 10° kg/s. A extracdo foi efetuada em
duas etapas: um periodo estatico (S. aromaticum com CO; supercritico estavam em condigdes
fechadas de operacédo no recipiente de extracdo) de 1.800 s e um periodo dindmico (sistema foi aberto
e apenas CO; e extrato foram continuamente liberados em recipiente fechado sob-banho de gelo para
evitar volatilizacdo dos compostos) de 7.200s.

2.2 Perfil Quimico

A identificacdo quimica foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (gc/ms), de acordo com o proposto por (Ribeiro et al., 2014; Zoghbi et al., 2014).

3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi realizada na Se¢éo de Bacteriologia e Micologia do Instituto
Evandro Chagas por meio do método de disco-difusdo em meio sélido (CLSI, 2004), com
modificagdes. Os micro-organismos (Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli)
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foram suspensos em solucédo salina (escala de turbidez 1 de McFarland), semeadas em placa de Petri
contendo meio de cultura 4gar Sabouraud, sendo em seguida adicionados os discos de papel (6mm)
impregnados com 30 pL de cada um dos 6leos essenciais obtidos por extragdo com CO; supercritico.
Em seguida, as placas foram incubadas a 30°C por 24h e 48h. Apos este periodo foi realizada a leitura
dos halos de inibi¢do. Como droga antifungica controle utilizou-se a Nistatina na concentracdo de
50ug/mL. Os isolados que apresentaram halos de inibi¢cdo com didmetro < 8 mm foram considerados
resistentes € > 8 mm como sensiveis.

4, RESULTDOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados do composto quimico identificado em maior concentragéo,
o Eugenol, que é um monoterpeno oxigenado. E relatado na literatura que este composto tem atividade
bactericida (Hemaiswarya & Doble, 2009), fungicida (Medvedeff et al., 1998) e anestésica (Cunha

etal., 2010).
Tabela 1 - Composto majoritério encontrado nas diferentes fracoes
IR OE1l OE2 OE3 OE4 OE5 OE6

. 23.802 Eugenol 62,88% 60,42% 58,77% 57,12% 58,70% 60,61%
IR. Indice de retencdo em Rtx-5MS. (OE) - Oleo essencial.

4.1 Atividade Antimicrobiana

O ensaio para avaliar a acdo antifingica e antibacteriana dos 06leos essenciais foram testados
sobre os patdgenos C. albicans (levedura), E. coli e S. aureus (bactérias).

Foi observado que os microorganismos manifestam-se sensiveis aos compostos presente nos
6leos essenciais, independente da temperatura e pressdo empregada na obtencéo dos 6leos essenciais.
Foram observados halos de inibicdo que variam de 17 a 25 mm para a levedura, e 13 a 22 mm para as
bactérias E. coli e S. aureus (Tabela 2, Figuras 1 e 2). Contudo, os maiores halos de inibi¢do foram
observados para o extrato E6 (50°C / 300bar). Ao analisar a Tabela 2 e a Figura 4, podemos observar
que os microrganismos foram sensiveis a presenca do Eugenol isolado com halo de inibi¢do variando
de 20 mm para E. coli e S. aureus e 36 mm para C. albicans. Desta forma, a C. albicans demonstrou
ser o patégeno mais sensivel aos compostos presentes nos Gleos essenciais de cravo-da-india, o
presente trabalho demonstra que o composto responsavel pela inibicdo do crescimento dos
microrganismos pode estar relacionado a presenca do Eugenol.

Os trabalhos que relatam a atividade antimicrobiana com 6leos essenciais de cravo obtidos
com uso de CO; em fase supercritica ainda sdo escassos, o trabalho de (lvanovic et al., 2013), é o
primeiro relato sobre a avaliagdo da atividade antibacterianas dos dleos essenciais de cravo obtidos
via com CO, supercritico, eles demonstraram que o0s Oleos essenciais tiveram atividade
antimicrobiana moderada sobre as estirpes de S. aureus e Enterococcus.

Tabela 1 - Acdo dos 6leos essenciais de cravo-da-india (S. aromaticum) e o padrdo de Eugenol sobre
0s patdgenos C. albicans, E. coli e S. aureu, com os halos de inibi¢cdo em (mm).

Oleos; C. albicans INCQS - E. coli ATCC - S. aureus INCQS -
Substancia 40175 25911 00015
majoritaria

Didmetro do halo Diametro do halo Diametro do halo
OE1- 40°C/ 100 bar 17 (mm) 17 (mm) 13 (mm)
OE2- 40°C / 200 bar 21 (mm) 18 (mm) 15 (mm)
OE3 - 40°C / 300 bar 21 (mm) 20 (mm) 15 (mm)
OE4 - 50°C / 100 bar 21 (mm) 20 (mm) 17 (mm)
OE5 - 50°C / 200 bar 23 (mm) 20 (mm) 17 (mm)
OE®6 - 50°C / 300 bar 25 (mm) 22 (mm) 17 (mm)
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Eugenol 36 (mm) 20 (mm) 20 (mm)

Figura 1 - Acdo dos 6leos essenciais de cravo-da-india (S. aromaticuma) obtidos via CO; no estado
supercritico em diferentes condi¢fes de temperatura e pressao, sobre levedura de C. albicans. EO1,
100bar/40°C; EO2, 200 bar/40°C; EO3, 300bas/40°C; EO4, 100bar/50°C; EO5, 200 bar/50°C; EOS,
300 bar/50°C (Fonte: Autor).

Figura 2 - Acdo dos Oleos essenciais de cravo-da-india (S. aromaticum) obtido obtidos via CO, no
estado supercritico em diferentes condi¢des de temperatura e presséo, sobre a bactéria cherichia coli.
EO1, 100bar/40°C; EO2, 200 bar/40°C; EO3, 300bas/40°C; EO4, 100bar/50°C; EO5, 200 bar/50°C;
EOG, 300 bar/50°C (Fonte: Autor).
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Figura 3 - Acdo dos oleos essenciais de cravo-da-india (S. aromaticum) obtido obtidos via CO, no
estado supercritico em diferentes condi¢es de temperatura e pressao, sobre a bactéria Staphylococcus
aureus. EO1, 100bar/40°C; EO2, 200 bar/40°C; EO3, 300bas/40°C; EO4, 100bar/50°C; EO5, 200
bar/50°C; EO6, 300 bar/50°C (Fonte: Autor).

Figura 4 - Acdo do metabolito secundario Eugeol principal composto identificado nos éleos
essenciais de cravo-da-india (S. aromaticum) sobre patdgenos fungico e bacterianos (Fonte: Autor).

E. coli S. aureus

C. albicans

Vérias literaturas relatam a atividade antimicrobiana do Eugenol, como sendo um bom
substituto para o controle de varios patdgenos animais e vegetais (Oliveira & Abreu, 2012; Valeriano
et al., 2012; Chaibub et al., 2013; Pereira et al., 2014).

Scopel et al. (2014) analisaram 6leos essenciais de cravo-da-india obtidos por CO, em fase
supercritica, sobre os microrganismos E. coli, S. aureus e E. faecalis pelo método de microdiluicéo e
verificaram que todas as amostras inibiram o crescimento bacteriano.

Djeussi et al. (2013) realizaram ensaios antimicrobianos com 27 bactérias gram-negativas e
0s resultados dos testes indicaram que todos os Gleos essenciais fitoquimicos continham fenois
triterpenos, e outras classes de substancias quimicas. Os 6leos essenciais estudados exibiram varios
graus de atividade, além de todos os 6leos essenciais apresentarem atividade antimicrobiana.

5. CONCLUSAO

A cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas (GC/MS) evidenciou que 0s
6leos essenciais obtidos possuem composi¢do quimica variada, variando principalmente em termos
quantitativos o Eugenol foi o principal composto identificado e pode ser o responsavel pelos afeitos
apresentados pelas fragdes de 6leo essenciais de cravo de india.
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