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C - Matéria organica associada com adubo quimico
CG/EM - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
DPPH - 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl
DNA - Acido desoxirribonucléico
GEN - Gentamicina
MO - Matéria organica
NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standart
OMS - Organizagao Mundial de Saulde
OE - Oleo essencial
FS - Folhas secas
EB - Extrato bruto

IC% - Concentracdo inibitéria em percentual
I - Cha de infusao



ISO - International Standard Organisation
ND - Nao detectavel

PCA - Agar Plate Count

PEN - Penicilina

PCA - Agar Plate Count

TET- Tetraciclina

VAN - Vancomicina



RESUMO

FITODISPONIBILIDADE DE METAIS, CARACTERIZACAO
NUTRICIONAL, CONSTITUICAO QUIMICA, AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIBACTERIANA DO OLEO

ESSENCIAL EXTRAIDO DAS FOLHAS DA Cinnamomum zeylanicum
Breyn

Autora: Vera Lucia Neves Dias
Orientadora: Prof?.Dra. Adenilde Nascimento Ribeiro
2° Orientador: Prof°. Dr. Antonio Gouveia de Souza

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € uma pratica
antiga. Estima-se que a maioria das plantas usadas na medicina popular
nao foi estudada a respeito de seus componentes quimicos, agoes
farmacoldgicas e suas reais indicacdes terapéuticas, sem considerar as
plantas cujas propriedades medicinais nao foram identificadas. O género
Cinnamomum (Lauraceae) é constituido por aproximadamente 350
espécies, muitas das quais produtoras de d6leo essencial. A Canela tem
varias finalidades, sendo utilizada na agricultura, para controle de
nematodides, fungicida, na arborizacdo urbana, nas industrias de
cosmeéticos, na culindria e na medicina popular. Este estudo teve como
objetivo avaliar: a fitodisponibilidade de metais, a caracterizacao
nutricional, a constituicao quimica, a avaliacao da atividade antioxidante e
antibacteriana do oleo essencial extraido das folhas da Cinnamomum
zeylanicum Breyn. As folhas da canela, inicialmente foram secas em
temperatura ambiente, em seguida moidas para posterior extracao do
o0leo essencial. A extracdo foi realizada utilizando-se o método de
hidrodestilacao. A determinagao dos teores nutricionais da canela foi em
média: 59,590% umidade, 1,320% cinzas,3,730 % proteina, 3,030 %
fibra bruta, 3,050% lipideos, 29,100% amido e 32,310% carboidratos. Os
resultados demonstram uma disponibilidade para os metais Ni e Cu, como
menor e maior concentragao respectivamente, 0, 0007 mg/L e 367,800.
Os extratos etandicos do 6leo essencial da canela em diversas
concentracoes testadas apresentaram um potencial antioxidante e foi
sensivel frente as bactérias: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Serratia odorifera, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e
Proteus mirabilis. Diante do aprofundamento deste estudo, o referido dleo
pode ser apresentado como agente antimicrobiano em potencial,
tornando-se uma alternativa terapéutica promissora em futuro préximo,
sobretudo para a populacao mais carente.

Palavras-Chave: Oleo essencial, Cinnamomum zeylanicum Breyn,
Fitodisponibilidade,Antioxidante, Antimicrobiano.
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ABSTRACT

PHYTOAVAILABILITY OF METALS, NUTRITIONAL
CHARACTERIZATION, CHEMISTRY CONSTITUTION, EVALUATION
OF THE ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF
ESSENTIAL OIL EXTRACTED FROM Cinnamomum zeylanicum
Breyn’s LEAVES.

Author: Vera Lucia Neves Dias
Mastermind: Prof?.Dra. Adenilde Nascimento Ribeiro
2nd Mastermind: Prof°. Dr. Antonio Gouveia de Souza

The use of plants to medicine aims is an ancient practice. It's
estimated that most of the plants used in the popular medicine has not
been studied about their chemical compounds, phamacological action and
their actual therapeutic indications, without consider the plants that has
not been still identified. The Cinnamomum (Lauraceae) gender is
constituted by approximately 350 species, many of them producers of
essential oil. The Cinnamon has many aims, being used in the agriculture,
to control nematodes, fungicide, in the urban forestation, cosmetics,
cookery and in the medicine. This study had as aim evaluate: the
phytoavailability of metals, nutritional characterization, chemistry
constitution, evaluation of the antioxidant and antibacterial activity of
essential oil extracted from Cinnamomum zeylanicum Breyn’s leaves. The
cinnamon’s leaves initially were dried in room temperature, after, ground
to next extraction of essential oil. The extraction was carried out using the
hydrodistillation method. The determination of nutritional contents of the
cinnamon was in average: 59.59% humidity, 1.320% ashes, 3.730%
protein, 3.030% rough fibre, 3.050% lipids, 29.100% starch and 32.310%
carbohydrates. The results show an availability to Ni and Cu metals, as
low and high concentration respectively, 0.0007mg/L and 367.800. The
ethanoic extracts of the essential oil from cinnamon in many tested
concentrations presented a potential antioxidant and were sensitive front
to the bacteria: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Serratia
odorifera, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa and Proteus
mirabilis. In the face of the deepening of this study, the mentioned oil can
be presented as a potential antimicrobial agent, becomes a promising
therapeutic alternative in a near future, especially to the poorest
population.

Key-words: Essential oil, Cinnamomum zeylanicum Breyn,
Phytoavailability, Antioxidant, Antimicrobial.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

1.2. Consideracoes gerais sobre plantas medicinais

Desde a antiguidade, o homem utiliza plantas para a cura de
doencas, para o controle de insetos e para a conservacao de corpos,
descobertas que ocorreram por acaso e que, atualmente, estao sendo
comprovadas pela ciéncia. Em toda a parte da planta podem ser
encontrados principios ativos importantes, sintetizados pelo metabolismo
secundario das plantas e que dao origem a uma série de substancias
conhecidas como alcaldides, flavondides, cumarinas, saponinas, Oleos
essenciais, entre outras. Uma das classes mais importante é a dos 6leos
essenciais, que sao compostos volateis e, quando liberados pelas plantas,
agem como sinais quimicos para a comunicacdo entre espécies, na
protecao contra microrganismos, herbivoros e condicdes ambientais
(LIMA, 2006; FREIRE, 2008).

Segundo MORESCHI et al. (2005) nos paises em
desenvolvimento as doencas estao relacionadas com a falta de
saneamento basico, desnutricdo e dificuldade de acesso aos
medicamentos. Neste contexto e decorrente do uso etnomedicinal, a
fitoterapia é amplamente praticada. Entre as plantas medicinais mais
utilizadas pela populacdo poucas tém agao comprovada. Contudo, o uso
popular tradicionalmente consolidado tem sido utilizado como guia para
pesquisas farmacoldgicas.

Conforme, MELLO et al. (2005) o uso de vegetais tem se
difundido largamente nos ultimos anos no tratamento de muitas doencgas,
na forma de medicamentos fitoterapicos. Por esta razdo, existe um
interesse crescente sobre o estudo da composicdao desses vegetais, tanto
para constituintes organicos como para os inorganicos (LOPES et al.,
2002; GOMES et al., 2004). Além dos componentes organicos que

apresentam outras propriedades medicinais, os macros e micronutrientes
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sao importantes como suplementos nutricionais. Os macronutrientes
podem favorecer a ativacao de complexos enzimaticos fundamentais para
processos bioquimicos vitais para o organismo humano. Entretanto, a alta
concentracdao dos mesmos pode ser prejudicial. Por outro lado, os
micronutrientes sao importantes, pois podem ativar enzimas, como a
angiotensina que, quando ativada pelo zinco, produz hipertensdao, ou a
peroxidacao lipidica, quando ativada pelo ferro (NAPPI; VASS, 2002).

A oxidacdo lipidica ocorre quando o oxigénio reage com lipidios
em uma série de reacdes em cadeia dos radicais livres que é
freqlientemente iniciada pela exposicao dos lipidios a luz, calor, radiagao
ionizante, ions metalicos ou catalise metalo-protéica, e que conduzem a
complexas alteragdes quimicas. A oxidacao de lipidios em alimentos causa
perdas na qualidade e, em seres humanos, pode causar diversas doencas
como cancer, arteriosclerose, e processo de envelhecimento (ATOUI et al.,
2005; FUKUMOTO et al., 2000; GOMEZ, 2003; IBANEZ et al., 2000).

O valor intrinseco de uma planta medicinal esta no seu efeito
terapéutico. Elas possuem substancias que sdo ponto de partida para a
sintese de produtos quimicos e farmacéuticos, sendo responsaveis pelo
efeito terapéutico; a estas substancias é dado o nome de principio ativo
(MONTANARI, 2002).

No Brasil, a utilizacao de plantas medicinais, para o
tratamento de enfermidades, esta relacionada as culturas indigena, negra
e dos imigrantes europeus. Por muito tempo, tal procedimento
representou a principal forma de cura, especialmente entre a populagao
rural. Entretanto, com o processo de urbanizacao e o desenvolvimento da
indudstria quimica, os alopaticos sintéticos passaram a predominar na
terapia moderna.

Atualmente, observa-se uma crescente redescoberta do valor
das plantas medicinais em decorréncia ndao s6 de certos efeitos colaterais
imprevistos de muitos remédios sintéticos (alopatos), embora o uso

incorreto dos remédios naturais também possam causa-los, como também
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do seu elevado preco, visto que estd atrelado a poderosos interesses

capitalistas internacionais.

1.2 Aspectos gerais sobre a Cinnamomum zeylanicum (canela)

O género Cinnamomum (Lauraceae) €& constituido por
aproximadamente 350 espécies, muitas das quais sdo produtoras de dleo
essencial. O valor comercial dos dleos de Cinnamomum depende da
espécie e da parte da planta utilizada (FAO, 1995). Os dleos essenciais
mais importantes no mercado mundial sao os obtidos de C. verum
("cinnamomum bark oil" e "cinnamomum leaf oil"), C. cassia ("cassia oil")
e C. camphora ("sassafras oil" e "ho leaf oil"). Cinnamomum zeylanicum
Blume (Cinnamomum verum J. S. Presl.), conhecida como "canela-da-
india" e "canela-do-ceildo" é origindria de algumas regides da India e do
Ceildo. A parte interna da casca do tronco e dos ramos constitui a canela
do comércio, com vasto uso mundial na perfumaria e na culinaria, devido
suas propriedades aromaticas e condimentares além de ser,
popularmente, utilizada como estimulante, tbnica, carminativa e
antiespasmadica. A canela e o seu 6leo essencial sdo empregados como
corretivos do odor e do sabor na preparacao de alguns medicamentos
(LIMA, 2005).

A caneleira é uma arvore originaria do Ceildo, da Birmania e
da India e conhecida hd mais de 2500 anos a.C. pelos chineses, como
mostra a Figura 1. Seu nome cientifico, "cinnamomum", segundo
referéncias, é derivado da palavra indonésia "kayu manis", que significa
"madeira doce". Mais tarde, recebeu o nome hebreu "quinnamon", que
evoluiu para o grego "kinnamon". A canela era a especiaria mais
procurada na Europa e seu comércio era muito lucrativo. O monopdlio do
comércio da canela esteve nas maos dos portugueses no século XVI,

passou para os holandeses, com a Companhia das Indias Orientais,

UFPB Tese de Doutorado- Vera Licia Neves Dias



quando esses expulsaram, em 1656, os portugueses do Ceilao. A partir de
1796, o comércio da canela passou para dominio inglés com a expulsdo

dos holandeses do Ceilao.

: | : ‘\‘
SO RN/ 4 LT /A

FONTE: Proprio autor, 2007

Figura 1 Caneleira

A caneleira requer cerca de 1.300 mm de chuva por ano e
temperatura média anual superior a 21°C. A casca dos ramos é
comercializada em rama (pau), raspas e pd. A caneleira é utilizada na
culindria, na fabricacdao de bebidas, medicamentos, perfumes e sabonetes.
Outras espécies do género Cinnamomum e Cassia também produzem
canela. A canela é uma arvore de ciclo perene que atinge até 8 a 9 metros
de altura. O tronco alcanca cerca de 35 cm de diametro. As folhas sao
coriaceas, lanceoladas, com nervuras na base, brilhantes e lisas na parte

superior e verde-clara, e finamente reticulada na parte inferior. As flores
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sao de coloracao amarela ou esverdeada, numerosas e bem pequenas,
agrupadas em cachos ramificados (BALME, 1978; SCHIPER, 1999).

De acordo com a literatura, a Cinnamomum zeylanicum
apresenta como composicdo quimica as seguintes substancias: acido
cindmico, acucares, aldeido benzénico, aldeido cindmico, aldeido cuminico,
benzonato de benzil, cimeno, cineol, elegeno, eugenol, felandreno, furol,
linalol, metilacetona, mucilagem, oxalato de calcio, pineno, resina, tanino
e vanilina. As partes da plantas mais utilizadas sdo: 6leo essencial e casca
desidratada. A Cinnamomum zeylanicum apresenta como propriedades
medicinais: adstringente, afrodisiaca, anti-séptica, aperiente, carminativa,
digestiva, estimulante, hipertensora, sedativa, tOnica e vasodilatadora
(BALME, 1978; SCHIPER, 1999).

Praticamente se utiliza a parte aérea do vegetal como um
todo. As folhas sdo utilizadas para a extracdo de 6leos essenciais, mas a
parte mais valorizada é realmente a casca dos ramos. No comércio
encontra-se a canela em po, rasurada e em cascas enroladas em si
mesmas e medindo cerca de 20 a 25 cm de comprimento (MORSBACH,
1997).

1.3 NogoOes sobre Oleos essenciais

E importante salientar que a Organizacdo internacional de
padronizacao (ISO) define Odleos essenciais como sendo os produtos
obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste de vapor
d’agua, bem como os produtos obtidos por expressao dos policarpos de
frutos citricos (Rutacaceae). De forma geral, sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também
podem ser chamados de déleos volateis, 6leos etéreos ou esséncias. Eles
sao assim chamados por serem: geralmente de aparéncia oleosa e serem

liquidos; volateis; geralmente possuem aroma agradavel; sollveis em
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solventes apolares, como o éter. Em agua, eles apresentam solubilidade
limitada, mas o suficiente para aromatizar suas solucdes aquosas, que
nesse caso sao denominadas hidrolatos (DI STASI, 1996; LEMQOS, 1990).

Segundo MONTEIRO (2008), a constituicdo quimica dos dleos
essenciais € muito complexa, chegando alguns a centenas de compostos
com funcdes organicas diferentes: hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos,
cetonas, éteres e fendis.

Os O6leos essenciais apresentam as mais diversas acdes
farmacoldgicas, conforme algumas genéricas a seguir:

- acdo eupépticas (digestiva): condimentos como orégano,
manjericao, salvia, tomilho etc.

- hiperemizante local: 6leo de menta, que é rico em mentol;
a canfora como principio ativo isolado.

- antisséptica: Oleo essencial de cravo, devido ao eugenol;
oleo essencial de eucalipto, devido a grande quantidade de cineol (OMS,
2002).

Oleos essenciais sdo liquidos de aparéncia oleosa a
temperatura ambiente, de facil volatilidade e aroma agradavel, e
normalmente sdo também chamados de esséncias. Sdo geralmente
incolores ou ligeiramente amarelados, sendo raros os 6leos essenciais
azuis e, normalmente, apresentam o sabor geralmente acre (acido) e
picante. Quimicamente, os O6leos essenciais sdo constituidos
principalmente de compostos terpénicos. Os 6leos essenciais podem estar
armazenados em certos O6rgaos vegetais, nas flores (laranjeira,
bergamateira), folhas (capim-limao, eucalipto, louro) ou ainda nas cascas
dos ramos (canela), madeiras (sandalo, pau-rosa), raizes (vetiver),
rizomas (gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou
sementes (noz moscada) (SIMOES et al., 2003).

Conforme OLIVEIRA (2007), os 6leos essenciais sao produtos
obtidos por arraste a vapor de &agua ou pela agua quente e sao

constituidos por substancias volateis. As suas composicoes estdo
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fortemente dependentes das matérias-primas obtidas e dos processos de
extragdao. Em pequena escala, emprega-se o processo denominado
hidrodestilacdo (SIMOES et al., 2003).

E interessante notar que os Oleos essenciais diferem-se
guimicamente dos o6leos fixos e dos minerais. Os primeiros sdo misturas
de terpenos e oxigenados, juntos com outros tipos de compostos
organicos. Ja os oleos fixos sdao ésteres da glicerina com acidos graxos de
longas cadeias. Enquanto que os ultimos 6leos citados sao parafinas
liguidas misturados a outros hidrocarbonetos de peso molecular elevado
(WILLIANS, 1996).

Entre os 6leos essenciais comercializados no mundo, os
provenientes de especiarias representam um nicho de mercado crescente.
Dentre esses 0leos, merecem destaque aqueles ricos em eugenol, pois

apresentam um elevado valor de mercado.

1.4 Fitodisponibilidade de metais em plantas

O aumento da populacdo e a expansdo industrial tém
conduzido a um acumulo de residuos, cuja disposicdo final no ambiente é
o0 mais grave problema. A disposicao inadequada desses residuos pode
comprometer a qualidade ambiental, contaminando e poluindo o ar, a
agua e o solo. Durante muito tempo o descarte no ambiente foi
indiscriminado, provocando danos, muitas vezes, irreversiveis ou de dificil
recuperacao. SO nas Ultimas décadas a preocupacao com as questdes
ambientais acentuou-se, principalmente quanto a contaminacao e poluicdo
do solo e da dgua (GONCALVES, 2008).

De acordo com ALMEIDA et al. (2002), sabe-se que um grande
numero de elementos minerais é essencial para a nutricdo humana e de
outros mamiferos, desempenhando fungdes especificas no organismo.

Pode-se mencionar como exemplo, o calcio e o magnésio, que atuam na
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formacdo de ossos, dentes e tecidos. O potassio, quando associado ao
sddio, regulariza o funcionamento do sistema muscular e os batimentos
cardiacos. Alguns dos elementos minerais s3ao encontrados em
guantidades relativamente baixas no corpo humano e sao chamados de
oligoelementos, como é o caso do zinco, ferro, cobalto, manganés, niquel
e flior. O zinco e 0 manganés servem como ativadores essenciais em uma
série de reacdes metabdlicas catalisadas por enzimas, sendo, portanto,
elementos muito importantes para a reproducao e o crescimento. O ferro
€ um componente das moléculas de hemoglobina, mioglobina, citocromo e
de alguns sistemas enzimaticos, desempenhando um papel essencial no
transporte de oxigénio e respiracao celular. O aluminio também é um
oligoelemento, porém, ndao essencial para os seres vivos, sendo que a
intoxicagao por este metal parece estar relacionada com uma variedade
de distirbios neurolégicos e comportamentais (MAGALHAES, 2000;
MASSEY et al.,1991), como por exemplo, o mal de Alzheimer, deméncia
pré-senil, esclerose amiotropica lateral e mal de Parkinson (MASSEY et
al.,1991). Em grandes quantidades, o aluminio pode interferir na absorcao
de fosfato, levando ao raquitismo. A maior parte do aluminio absorvido

pelo ser humano é oriunda dos alimentos e da agua.

1.4.1 Metais nas plantas

Segundo MENGEL & KIRKBY (2001), sob o ponto de vista
fisioldgico é dificil justificar a classificacdo dos elementos essenciais as
plantas segundo a classificagao de macro e micronutrientes, dependente
da concentracao do nutriente nos tecidos da planta. Segundo estes
autores, a classificacdo dos elementos essenciais as plantas seguindo um
critério que leve em consideracdo os processos bioquimicos e as funcdes
fisiolégicas é mais apropriada, e estabeleceram uma classificacdo dos

nutrientes em quatro grupos segundo algumas caracteristicas (Tabela 1).

UFPB Tese de Doutorado- Vera Licia Neves Dias



Plantas sao capazes de absorver e de acumular diversos
elementos que estao presentes no solo. Os metais micronutrientes (cobre,
zinco, manganés, ferro e niquel) sao requeridos em pequenas
guantidades, podendo ser téxicos em altas concentracdes. Os elementos
cadmio, chumbo e mercurio sao considerados ndo essenciais ou sem
funcao no desenvolvimento dos vegetais. Plantas podem absorver esses
elementos em niveis baixos, a partir do solo, e estocar grandes
guantidades deles em seus tecidos, resultando em bioacumulacao destes
e entrada na cadeia alimentar (EPSTEIN e BLOOM, 2006).

Segundo ALLOWAY (1995), os fatores que afetam a absorgao
dos metais pelas plantas sao: a concentragao e especiacao do metal na
solugcdo do solo, o movimento do metal no solo e na superficie da raiz, o
transporte do metal da superficie da raiz para dentro da raiz e a

translocacao da raiz para parte aérea.
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Uma absorcao excessiva de elementos pode causar alteracoes
e colapsos nos processos metabdlicos, que se denomina como
fitotoxicidade (KABATA-PENDIAS, 2000). Os sintomas de fitotoxicidade
podem variar de acordo com a espécie, podendo ser visuais, como a
presenca de manchas e necroses, além do atrofiamento das raizes. Mas,
segundo PIRES (2003), existem metais que sofrem pouco risco de entrar
na cadeia alimentar, pois, uma vez que ocorre o0 aumento na absorgao
provoca a morte da planta. Este mecanismo vai depender da espécie.

Porém, existem plantas que sdo tolerantes para determinados
metais e nao desenvolvem sintomas. Segundo ACCIOLY e SIQUEIRA
(2002), plantas tolerantes sao aquelas capazes de conviver com excesso
de contaminantes acumulados em seus tecidos, e esta tolerancia envolve
inUmeros mecanismos.

A absorcao do metal pesado pela raiz pode ser tanto passiva
como ativa. Absorgao passiva é a difusao do ion na solucdo até a entrada
na raiz. Absorcdo ativa requer energia metabdlica e vai contra um
gradiente quimico (KABATA-PENDIAS, 2000).

1.5 Importancia nutricional das plantas

Segundo RAMOS (2006), durante o processo produtivo, é
preciso acompanhar o estado nutricional das plantas por meio das analises
de solo e foliar. Assim, é possivel obter ciclos de nutrientes equilibrados e
identificar os pontos criticos para fazer correcdes. A melhoria e a
manutencao da fertilidade do solo sao fundamentais para a preservagao
da qualidade ambiental e da diversidade do meio ambiente. Plantas bem
nutrida tornam-se mais resistentes ao ataque de patdgenos, requerem
menos tratamentos fitossanitarios e permitem o controle do uso de

agrotoxicos.
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Para tanto, se faz necessario o diagndstico do estado
nutricional da planta. E fundamental interpretar os resultados da analise
foliar, que consiste na comparacao dos valores da concentragcao dos
nutrientes na amostra-problema com os valores padrdes publicados nas
tabelas ou verificados em plantas normais, decidindo se ha ou nao
deficiéncia do elemento analisado (FONTES, 2001). A diagnose nutricional,
pela analise foliar, permite que se determine o status nutricional da planta
com indicativos de deficiéncia para adequar a adubacdo no momento
oportuno.

Mediante o diagndstico do estado nutricional das plantas
constitui-se uma ferramenta que conjuga as analises de solo e de tecido
vegetal (geralmente folha), permitindo, de maneira eficaz, a identificagao
de desequilibrios nutricionais e dos nutrientes mais limitantes a producao
agricola, servindo, ainda, de base para a recomendacdao de adubacdo.
Essa técnica assume primordial importancia na cultura perene, de ciclo
muito longo, que necessita de um correto programa de adubacao em
todas as fases de seu desenvolvimento.

O estudo das correlagdes entre os caracteres fisico-quimicos
de determinada planta com as varidveis meteoroldgicas é de importancia,
pois pode fornecer subsidios para a definicdo de um sistema de producao
compativel com as diversas regides agroclimaticas.

Portanto, os teores de nutrientes nas folhas nem sempre
apresentam correlacdo direta com os teores disponiveis no solo, uma vez
que outros fatores como umidade, aeracao, compactacao, acidez e
doencas de raizes, também afetam a absorcao de nutrientes pelas plantas
(OLIVEIRA, 2006). E essencial salientar que o conhecimento do estado
nutricional de um determinado vegetal € um requisito bdasico para a
nutricdo mineral adequada, indispensavel para o alcance de alta
produtividade.

Mediante o exposto a caracterizacdao quimica das folhas estd

relacionada com o uso dos teores de nutrientes neste tecido vegetal para
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diagnosticar o estado nutricional das plantas. Entre os varios fatores que
podem afetar estes teores, estdo os procedimentos metodoldgicos de
analise quimica (BATAGLIA e SANTOS, 2001).

1.6 A importancia dos metabdlitos primarios nas plantas

O metabolismo vegetal gera produtos denominados
metabdlitos primarios e secundarios. Os metabolitos que sdao primarios,
protideos, lipideos, glicidios e nucleotideos possuem fungdes vitais ao
organismo; os secundarios sao derivados do metabolismo primario e tém
acao bioldgica que garante vantagens adaptativas e estdao restritos a
determinados grupos vegetais (TAIZ e ZEIGER, 2004; CARDOSO et al.,
2001). As substancias medicinais extraidas das plantas sdo normalmente
metabdlitos secundarios (SANTOS,2004).

As plantas sao produtoras de substancias quimicas que podem
ter alguma atividade em outros organismos vivos. Baseado nessas
atividades é que se procuram os efeitos terapéuticos para o tratamento de
doengas tanto em animais como em humanos (COSTA, 2004). Os
metabdlitos primarios sao substancias amplamente distribuidas na
natureza, ocorrendo praticamente em todos os organismos. Nas plantas
superiores tais compostos se concentram freqliientemente em sementes e
orgdos de armazenamento de energia e sao necessarios para o
desenvolvimento fisioldgico, ja que possuem papel importante no
metabolismo celular basico. Eles sao usados principalmente como matéria
prima industrial, alimento ou aditivo alimentar e inclui produtos tais como,
Oleos vegetais, acidos graxos (usados para fazer sabdes e detergentes) e
carboidratos (amido, pectina e celulose). Normalmente, os metabdlitos
primarios sdo pouco valorizados no mercado, mas existem excecdes como
o beta-caroteno, que é um produto caro em funcao da dificuldade de

extracao, isolamento e purificacao (COSTA, 2004).
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1.7 A importancia dos 6leos essenciais nas plantas medicinais

O valor condimentar de uma planta esta quase sempre
associado ao teor de oOleos essenciais, que sdao compostos quimicos
gerados durante o desenvolvimento da planta (SOUZA, et al., 2004).

SOARES et. al. (2008), discutem que o crescente interesse
pelos antioxidantes naturais de extratos de plantas é devido a sua baixa
toxicidade em relacao aos antioxidantes sintéticos. Extratos de frutas,
vegetais, cereais e seus subprodutos industriais sao ricos em
antioxidantes, em acido ascdrbico, tocoferdis, carotendides e em
compostos fendlicos e tém demonstrado eficaz atividade antioxidante em
sistemas modelos.

ANGELO e seus colaboradores em 2008 avaliaram os efeitos,
isolado e sinergista, dos antioxidantes, extrato de coentro e palmitato de
ascorbila, em éleo de girassol submetido ao teste acelerado em estufa.
Desta forma, o dleo de girassol isolado e adicionado de 1.600mg/kg de
extrato de coentro, 500mg/kg de palmitato de ascorbila e da mistura
destes antioxidantes foi submetido ao teste acelerado em estufa a 60 °C
por 10 dias, cujas amostras foram tomadas nos intervalos de tempo de O,
2, 4, 6, 8 e 10 dias e analisadas quanto ao indice de perdxidos e dienos
conjugados. Os resultados obtidos das determinagdes analiticas foram
submetidos as analises de variancia e aos testes de Tukey para as médias
a 5%, em esquema fatorial, no delineamento inteiramente casualizado. A
partir dos resultados, verificou-se que o0s antioxidantes extratos de
coentro, palmitato de ascorbila e a mistura dos antioxidantes quando
adicionados no 6leo de girassol apresentaram capacidade em retardar a
formacdo de perdxidos. A mistura dos antioxidantes adicionada ao 6leo de
girassol apresentou um poder antioxidante maior que os antioxidantes
aplicados isolados, comprovando o efeito sinergistico dos antioxidantes

estudados.
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1.7.1 Oleo essencial da Cinnamomum zeylanicum (Canela)

Trabalhos prévios sobre o dleo de Cinnamomum. zeylanicum
indicaram uma grande diversidade da composicdo quimica, com relato de
pelo menos quatro quimiotipos: eugenol (THOMAS et al., 1987;
SENANAYAKE, 1978), (E)-cinamaldeido (VARIVAR e BANDYOPADHYAY,
1989; SENANAYAKE, 1978; BERNARD et al. (1989); MOLLENBECK et al.,
1997), benzoato de metila (RAO et al., 1988), linalol (JIROVETZ et al.,
2001) e canfora (SENANAYAKE, 1978).

Em contraste com outros alilbenzenos, o eugenol &
reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA) como seguro
quando usado em alimentos em concentracdes de até 1.500pg/mL. Em
alimentos, o eugenol vem sendo usado basicamente como flavorizante,
mas, tem também aplicacbes como repelente de insetos e em preparagoes
farmacéuticas (PEREIRA e MAIA, 2007).

BENARROZ et. al.(2008), avaliou o efeito do tratamento in
vivo com um extrato aquoso de canela na marcagao de constituintes
sangiiineos com *°™Tc e na morfologia de hemacias de ratos Wistar. Os
resultados sugerem que o extrato aquoso de canela nao afetaria in vivo as
estruturas da membrana envolvidas no transporte de ions ou o estado de
oxidacao dos ions estanoso e pertecnetato.

PATEL et al. (2007) caracterizaram o Oleo essencial extraido
das folhas da Cinnamomum verum (Canela) usando a técnica de
cromatografia gasosa com detector de massa e encontraram um teor de
eugenol de 86% em sua composicao.

LIMA et.al. (2005), pesquisaram os 6leos essenciais das folhas
e dos galhos de Cinnamomum zeylanicum coletada no municipio de
Manaus, estado do Amazonas, obtidos por hidrodestilagao e analisados
através de CG-EM. Vinte e trés constituintes foram identificados nas
folhas, dos quais o eugenol foi 0 que apresentou maior porcentagem

(60%). Nos galhos foram identificados trinta e seis componentes, com
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predominancia dos monoterpenos ¢- e pB-pineno (9,9%; 3,5%), o0-
felandreno (9,2%), p-cimeno (6,2%), limoneno (7,9%), linalol (10,6%);
0s sesquiterpenos é-copaeno (3,3%), (B)-cariofileno (6,7%), 6xido de
cariofileno (3,1%) e os alilbenzenos (E)-cinamaldeido (7,8%) e acetato de
(E)-cinamila (9,7%).

MORSBACH et al.(1997), trabalhou com Odleos essenciais de
cascas e folhas de canela do Ceilao (Cinnamomum verum Presl, sin.
Cinnamomum zeylanicum Bl.) cultivada na Estacdo Experimental de
Morretes do IAPAR, foram analisados por CGAR e CGAR-EM. As cascas e
folhas foram provenientes de 12 arvores submetidas a adubagdao apenas
com matéria organica (MO) ou associada com adubo quimico (C). Analises
do "headspace" foram utilizadas na caracterizagdao das amostras
individuais e no agrupamento para fins de extragao por arraste a vapor e
coobacao. O rendimento médio de bleo essencial foi de 0,2% nas cascas e
2,0% nas folhas. O teor de aldeido cinamico nos 6leos essenciais das
cascas foi de 54,7% (MO) e 58,4% (C). Os Oleos essenciais de folhas
apresentaram 94,1% (5 arvores - MO) e 95,1% (5 arvores - C) de
eugenol. Entretanto, a composicao dos oleos essenciais das folhas de duas
arvores distintas, uma de cada tipo de tratamento, foi diferente da
maioria das arvores estudadas, apresentando 58,7% (MO) e 55,1% (C) de
eugenol, com teor elevado de safrol (29,6% e 39,5%, respectivamente).
Nao foram observadas diferencas na composicao ou nos teores dos

componentes em fungao do tipo de adubacao.

UFPB Tese de Doutorado- Vera Licia Neves Dias



17

1.8 Atividade antioxidante

Segundo PEREZ (2004), a peroxidacao lipidica in vivo é uma
das possiveis causas do envelhecimento celular e da geracao de células
cancerosas. Essa fornece radical livres que se propagam, causando danos
em moléculas lipidicas.

Esse processo pode ser ilustrado por trés estagios:

Iniciacao:
RH—R® + H

Propagacao:
R* + O, —» ROO°
ROO* + RH —ROOH + R’
Terminagao:

ROO* + ROO* —» produtos nao radicalares

Nesse exemplo, RH representa o lipidio (geralmente um acido
graxo poliinsaturado) e R* um radical livre em carbono. O precursor
molecular do processo de inicializagcdao € geralmente um produto de
hidroperoxidacdo (ROOH). Para controlar e reduzir a peroxidacgao lipidica,
a natureza faz uso dos antioxidantes. Esses sao divididos em duas
classes: antioxidantes preventivos e inibidores da propagacao em cadeia.
Os antioxidantes preventivos reduzem a taxa de inicializagdao da reagao
em cadeia enquanto que os antioxidantes inibidores de propagacao
interferem na propagacao por capturar os radicais ROO® e/ou R®’. Os
mecanismos sao explicados a seguir:

1. Antioxidantes preventivos (ou decompositores de peréxido): reduzem

estequiometricamente os hidroperéxidos a seus alcoois correspondentes
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2H
ROOH — ROH + H;0

ou decompdem cataliticamente o hidroperéxido em produtos nao
radicalares
(H)
R3;COOH —— R,C=0 + ROH

Exemplo disso sao as enzimas, como a catalase e peroxidase,
que atuam destruindo hidroperéxidos sem gerar radicais livres.
2. Antioxidantes inibidores da propagacao em cadeia: sao geralmente
fendis ou aminas aromaticas. A habilidade dessa classe consiste em
capturar radicais peroxila. Para um fenol, por exemplo, um tocoferol, o
passo inicial envolve uma transferéncia rapida do hidrogénio da hidroxila

fendlica

ROO* + ArOH —> ROOH + ArO°
O radical fenoxila é estabilizado por ressonancia e ¢é
relativamente inativo frente ao RH e O,, ndo dando continuidade a cadeia.
Pode ser eventualmente destruido por reacdao com um segundo radical

peroxido

ROO*® + ArO® — produtos nao radicalares
ou, em alguns sistemas, o radical fenoxila pode ser reduzido a fenol pela
reacdo com agentes redutores hidrossolUveis como a vitamina C:

ArO* + AHT — ArOH + A*

Os antioxidantes principais em organismos vivos sdao a enzima

superéxido dismutase, atuando em fase aquosa, e a vitamina E, que atua
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em fase lipidica. A vitamina E é considerado (principalmente ¢-tocoferol)
como o maior e provavelmente um dos unicos “capturadores” de radicais
peroxila - antioxidante inibidor da propagacao em cadeia - solivel em
lipidios, presente no sangue humano. O anel heterociclico na molécula de
o-tocoferol representa um importante papel na otimizacao da atividade
antioxidante.

Muitos métodos baseiam-se na “captura” de radicais livres
diferentes; entretanto, a absorgao de raios ultravioleta e a capacidade de
quelacao colaboram na atividade antioxidante. Varios testes utilizam
substancias diferentes, como o radical superdoxido (*0O;), hidréxido (*OH),
oxido nitrico ("NO), radicais alquilperdxidos, ABTS®" (cation radicalar do
2,2-azinobis-3-etilbenzotiozolina-6-sulfonada) e o DPPH (radical a,a-
difenil-b-picril hidrazina) (MOURE et al., 2001).

O radical a, a-difenil-b-picril hidrazina ou 1,1-difenil-2-picril

|II

hidrazina (DPPH) é um radical livre “estavel”, que detém um maximo de
absorcao na regido do visivel em 517 nm. Facilmente é reduzido em
presenca de substancias antioxidantes. Estudos de relacao estrutura-
atividade apresentam que acidos fendlicos dispdem de melhor atividade
antioxidante que os analogos do acido benzdico pela presenca de duplas
conjugadas, o que facilita a deslocalizagao dos radicais livres resultantes
do antioxidante (RAMALHO e JORGE, 2005). Ensaios com 1,1-difenil-2-
picril hidrazina (DPPH) sao considerados eficientes na pesquisa de
atividade antioxidante relacionada a captura de radicais livres, sendo
mensionado como um agente de baixo custo, de facil manuseio,

fornecendo um teste rapido e reprodutivel (RAMALHO e JORGE, 2005).
1.8.1 Avaliacgao in vitro de atividade antioxidante
Varios métodos sao utilizados para determinar a atividade

antioxidante em extratos e substancias isoladas; um dos mais usados

consiste em avaliar a atividade seqlestradora do radical livre 2,2- difenil-
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1-picril-hidrazila - DPPH®, de coloracao purpura que absorve a 515nm. Por
acao de um antioxidante (AA) ou uma espécie radicalar (R*), o DPPH* é
reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragcdao amarela, com
conseqliente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados
obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou
seqlUiestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH’
remanescente no meio reacional (SOUSA et al.,2007).
A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde

a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que a
quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracdo
inicial de DPPH em 50% ¢é denominada concentracao eficiente (CEso),
também chamada de concentracdo inibitéria (Clsg). Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEsp e maior a sua
atividade antioxidante (SOUSA et al.,2007).

1.9 Oleos essenciais e sua importancia na atuacdo antimicrobiana

As plantas medicinais constituem importantes recursos
terapéuticos para o tratamento da salude humana, principalmente das
nacoes em desenvolvimento, servindo a conhecida “medicina caseira”, que
faz parte da cultura popular desses paises, como fonte de matéria - prima
para elaboracdo de medicamentos fitoterapicos ou extracdao de compostos
quimicos, farmacos logicamente ativos. A fitoterapia existe principalmente
no mercado informal, o que representa grande perigo a saude da
populacdo, em decorréncia da comercializacdo de drogas vegetais sem
nenhum controle quer seja fitosanitario quer seja de identidade e/ou

pureza. Ha& a necessidade de maior e melhor controle nesse ramo
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farmacéutico, pois os fitoterapicos representam uma alternativa viavel a
populacao (CORDEIRO et al., 2006).

Atualmente, em decorréncia do problema de resisténcia
microbiana, a busca por novas substancias antimicrobianas a partir de
produtos naturais, tem aumentado o interesse das companhias
farmacéuticas, especialmente, em espécies de plantas que sdo utilizadas
na medicina popular no combate de diversas doencas, tais como
resfriados, bronquites, doencas no trato respiratério, gastrenterites,
diarréias, infecgGes urinarias, entre outras (SERRA, 2008).

Diversos vegetais tém sido utilizados com fins profilaticos e
curativos de infecgdes, entre eles encontra-se aquele que é objeto deste
estudo. Atualmente muitos trabalhos vém sendo realizados em busca de
novas plantas com atividade antimicrobiana.

Segundo PEREIRA et al.(2004) as propriedades
antimicrobianas dos condimentos e de seus Odleos essenciais tém sido
estudadas principalmente com relagdo ao efeito inibidor de
microrganismos patogénicos presentes em alimentos.

Em varios estudos, tem sido evidenciado que os principios
ativos dos condimentos localizam-se na fracdo de 6leo essencial. Os 6leos
essenciais das espécies de condimentos contém diferentes compostos, que
contribuem com as propriedades antimicrobianas (PEREIRA et al.(2004).

De acordo com a literatura pesquisa, existem muitos trabalhos
com o6leo essencial da canela extraidos da casca e pouca pesquisa
envolvendo o dleo extraido das folhas.

No trabalho realizado por BULLERMAN et al. (1977) sobre
Oleos essenciais de canela a 200 mg/mL e de cravo a 250 mg/mL
constataram que estes foram inibidores do desenvolvimento e da
producdo de micotoxina de Aspergillus parasiticus, ao passo que o aldeido
cinamico (cascas) e o eugenol (folhas), principais constituintes desses
O0leos essenciais, apresentaram efeito inibidor a 150 e 125 mg/mL,

respectivamente.
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CONNER et al. (1984a,b) em estudos envolvendo 32 éleos
essenciais extraidos de condimentos, demonstraram que os Oleos de
pimenta-da-jamaica, canela, cravo, cebola, alho, orégano, segurelha e
tomilho foram, em ordem decrescente, os maiores inibidores de oito
géneros de levedura.

SOUZA, et al. (2004), realizaram o trabalho com o objetivo de
avaliar o efeito “in vitro” de 6leos essenciais dos condimentos alho (Allium
sativum L.), canela (Cinnamomum burnannil Meissn), cravo-da-india
(Caryophillus aromaticus L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.), que foram
adicionados aos meios de cultura (BDA e CYA20S). Os dleos foram
extraidos pela técnica de arraste a vapor e testados nas concentracdes de
500; 1000; 1500 e 2000 pg/mL, exceto o cravo, que foi testado nas
concentracoes de 200; 400; 600 e 800 pg/mL. Como culturas-teste,
foram utilizados os fungos Rhizopus sp.; Penicillium spp.,; Eurotium repens
e Aspergillus niger, isolados de paes envelhecidos. O 6leo essencial da
canela inibiu completamente o desenvolvimento dos fungos testados. Os
0leos de tomilho e alho tiveram o mesmo efeito nas concentracdes mais
altas. O cravo inibiu o desenvolvimento dos fungos Aspergillus niger,
Rhizopus sp. e Eurotium repens com a concentragao de 600 ug/mL e do
fungo Penicillium spp. com a de 800 pug/mL.

SANTURIO et al. (2007), avaliaram a atividade antimicrobiana
dos dleos essenciais de orégano (Origanum vulgare), tomilho (Thymus
vulgaris) e canela (Cinnamomum zeylanicum) frente a 60 amostras de
Salmonella enterica distribuidas entre 20 sorovares, todos isolados de
carcagas de aves. A concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM) foram determinadas para cada
isolado, utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo. O 6leo essencial
de orégano evidenciou forte atividade antibacteriana (CIM média =
529ug/mL e CBM média= 661pg/mL), seguido do tomilho (CIM
média=961ug/mL e CBM média= 1074ug/mL), com atividade moderada,
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enquanto que a menor atividade foi observada com o 6leo essencial de
canela (CIM média= 1335ug/mL e CBM média = 1979ug/mL).

SOARES et. al. (2005), avaliou in vitro a toxicidade de dleos
essenciais vegetais contra fungos do grupo Aspergillus flavus, isolados a
partir da cultura do amendoim. Inicialmente, foi avaliada a toxicidade de
oito bleos essenciais vegetais no desenvolvimento micelial de dois isolados
do grupo Aspergillus flavus, em comparacao ao fungicida sintético
benomyl. Em seguida, foi avaliada a toxicidade dos Oleos de casca de
canela (Cinnamomum zeilanicum Breyn) e de bulbilho de alho (Allium
sativum L.) contra 37 isolados do grupo Aspergillus flavus, durante 12
meses. A maior inibicao do desenvolvimento micelial de Aspergillus flavus
foi obtida com o emprego dos éleos essenciais de casca de canela e de

bulbilho de alho, e o efeito inibitdério variou com o isolado testado.

1.10 Patdgenos testados

1.10.1 Escherichia coli

A Escherichia. coli, € uma bactéria gram positiva pertencente
a familia Enterobacteriaceae, ela foi isolada pela primeira vez, em 1885,
pelo bacteriologista alemao Theodor Escherich, sendo considerada um
habitante normal do trato intestinal (NASCIMENTO, 2004).

Além de ser um habitante natural do intestino de animais
incluindo o homem, exerce um efeito benéfico sobre o organismo de seus
hospedeiros, suprimindo a multiplicacdo de bactérias prejudiciais e
auxiliando na sintese de vitaminas. Entretanto, existem cepas de E. coli
capazes de provocar doencas em seres humanos, as quais sao conhecidas

como enteropatogénicas (SERRA,2008).
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1.10.2 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococaceae,
juntamente como os géneros Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus.
Atualmente, o género possui 32 espécies (SILVA; GANDRA, 2004) e S.
aureus é a mais relacionada a surtos de intoxicacdo alimentar, devido a
capacidade de produzir enterotoxina (JAY, 2005; SANTOS et al, 2007).

De acordo com SERRA (2008), o S. aureus é um
microrganismo que constitui a microbiota natural das vias nasais,
garganta e pele de seres humanos e animais. Em razao disso, o S. aureus
€ uma bactéria mesodfila, entretanto, apresenta uma ampla faixa de
temperatura de crescimento que varia de 7° a 48,5°C. O limite de pH para
o seu desenvolvimento esta entre 4,2 a 9,3 e sdo resistentes até 20% de

cloreto de sodio.

1.10.3 Serratia odorifera

A Serratia é reconhecida como um patdgeno importante, com
propriedades invasivas e alta resisténcia a muitos antibidticos utilizados
na atualidade. Em determinada ocasido, essa bactéria foi utilizada como
comensal in6cuo para detectar contaminacdo, a principio, devido a
caracteristica pigmentagao vermelha de algumas cepas de facil deteccdo
em meios de cultura (KONEMAN, 2001).

Serratia odorifera produz odor acre, similar ao de batatas com
casca, dai o nome. Podem estar presentes em amostras de urina,
causando infeccdo urindria, e sao isoladas predominantemente do escarro
(MENEZES, 2004).
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1.10.4 Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positiva, com
motilidade, que é um freqlente patdgeno veterinario, causando aborto e
meningoencefalite em vacas e ovelhas, porém, ha relatos em varias
espécies animais. A infeccdo no homem nao é comum, mas ocorre mais
freqientemente no periodo neonatal, durante a gravidez, nos idosos ou
pacientes imunodeprimidos (SCHWAB, 2003). A transmissao de Listeria
monocytogenes através dos alimentos pode causar doenca em surtos ou
casos isolados (SCHWAB, 2003).

Em geral, a listeriose causa sintomas tipicos de gripe. Em
recém-natos e idosos, pode desenvolver meningite, septicemia e obito.
Isto fez com que as industrias alimenticias, as autoridades de Saude
Publica e pesquisadores em varios paises redobrassem a atencao quanto a

presenca da Listeria monocytogenes nos alimentos (ABRAHAO, 2005).

1.10.5 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo nao
fermentador pertencente & familia Pseudomonadaceae. E uma bactéria
que sobrevive sob condigdes nutricionais minimas e tolera grandes
variacbes de temperatura, sendo encontrada com freqléncia em
ambientes naturais (solo, plantas, frutas e vegetais) e hospitalares (agua,
desinfetantes, equipamentos e utensilios). Faz parte da microbiota do
intestino e da pele humana, porém, comporta-se como patdgeno
oportunista em individuos imunocomprometidos (SOUZA, 2007).

A bactéria P. aeruginosa é um dos principais microrganismos
recuperados de efluentes hospitalares. Estéa amplamente distribuida no
ambiente e é capaz de persistir por longos periodos em ambientes
adversos e desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos
(FUENTEFRIA, 2008).
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1.10.6 Proteus mirabilis

MATOS (1989) descreve que as bactérias do género Proteus
sao pertencentes a mesma familia do género Enterobacter, sdao gram
negativas, facultativamente aerdbicos e quimiorgonotréficas e possuem
metabolismo tanto do tipo respiratério como fermentativo.

Os Proteus sao por exceléncia, agentes de putrefacdo e
encontram-se tanto em fezes e aguas de esgotos, como em carnes
putrefeitas e feridas supuradas. Além do intestino de seres humanos e em
uma larga variedade de animais. Varias espécies do género sao
encontradas nas fezes normais ou diarréicas. Em diarréias cronicas,
qualquer que seja a espécie, esses microrganismos sao freqientemente
isolados, predominando, no Brasil, as espécies P. vulgaris e P. mirabilis
(OLIVEIRA, 2007).

1.11 Resisténcia bacteriana a antibioticos comerciais

Conforme SILVEIRA et al., 2006, no decorrer das ultimas
décadas, o desenvolvimento de farmacos eficientes no combate a
infeccOes bacterianas revolucionou o tratamento médico, ocasionando a
reducdao drastica da mortalidade causada por doencas microbianas. Por
outro lado, a disseminacao do uso de antibidticos lamentavelmente fez
com que as bactérias também desenvolvessem defesas relativas aos
agentes antibacterianos, com o conseqliente aparecimento de resisténcia.
O fenbmeno da resisténcia bacteriana a diversos antibidticos e agentes
guimioterapicos impoe sérias limitacdes as opgcoes para o tratamento de
infeccoes bacterianas, representando uma ameaca para a saude publica.
Esta resisténcia prolifera-se rapidamente através de transferéncia
genética, atingindo algumas das principais bactérias gram-positivas, como

Enterococcus, Staphylococcus e Streptococcus.
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Os antibidticos, nas Ultimas décadas tém sido os principais
agentes antimicrobianos selecionados para o tratamento de doencas
infecciosas. A utilizacdo deste termo teve inicio no século XX com a
descoberta do primeiro antibidtico, a penicilina, por Alexandre Fleming
(MONTANARI e BOLZANI, 2001).

A esséncia da acao antimicrobiana do antibidtico é a toxicidade
sobre o agente invasor, apresentando um efeito bacteriostatico ou
bactericida sobre o microrganismo sem afetar o hospedeiro (ALTHERTHUM
et al, 2004).

Em relacdo ao mecanismo de acao do antibidtico, este pode
ocorrer em diferentes pontos da célula bacteriana, tais como a inibicdo da
sintese da parede celular, lesao da membrana citoplasmatica, inibicao da
sintese de proteinas e acidos nucléicos (SERRA, 2008).

Portanto a presente tese propde-se a contribuir para a
elucidacao dos estudos, discutindo a fitodisponibilidade de metais,
caracterizacao nutricional, constituicdo quimica, avaliacdo antioxidante e
antibacteriana do oleo essencial extraido das folhas da Cinnamomum
zeylanicum (Canela) através de pesquisa bibliografica, experimental e

empirica.
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1.12 Objetivos
1.12.1 Geral

Estudar a parte as folhas da Cinnamomum zeylanicum Breyn
visando determinar o teor de metais, caracterizar fisico-quimicamente,
avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante do d6leo essencial da

Cinnamomum zeylanicum Breyn.

1.12.2 Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

- Caracterizar fisico-quimicamente a espécie Cinnamomum
zeylanicum Breyn;

- Determinar o teor de metais nas folhas da espécie vegetal, por
espectrometria de absorcdo atomica;

- Extrair quantitativamente o 6leo essencial do Cinnamomum
zeylanicum Breyn;

- Caracterizar fisicamente o 6leo essencial;

- Identificar analiticamente os componentes no 6leo, usando a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

- Avaliar a atividade antioxidante do éleo essencial;

- Avaliar a atividade antimicrobiana do dleo essencial
comparando com os dos antibidticos frente as bactérias: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Serratia odorifera, Listeria monocytogenes,

Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis.
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CAPITULO 2

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Equipamentos e Materiais

2.1.1 Moinho elétrico

Para a trituracao das folhas secas da canela utilizou-se o

moinho elétrico Tecnal de facas, modelo TE-340.

2.1.2 Extrator de Clevenger

Um extrator de Clevenger de vidro, acoplado a um balao de
fundo redondo de 6000 mL, para extracao do o6leo essencial foi utilizado

juntamente com uma manta de aquecimento como fonte de calor.

2.1.3 Espectrofotometro UV-Visivel

Um espectrofotometro UV-VIS marca Varian, modelo Cary 50,
foi usado na determinacgdes da atividade antioxidante com comprimento
de onda de 517nm.

2.1.4 Espectrofotometro de Absorcao Atomico

As concentracdoes dos metais foram determinadas pelo
Espectrofotometro de Absorcao Atémica modelo AA 50 com forno de
grafite, e espectrofotbmetro de chama modelo GTA 110 - VARIAN,
acoplado a um computador DELL GX110.
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2.1.5 Cromatografo a Gas acoplado a Espectrometro de Massas

As analises foram realizadas em equipamento CG/EM modelo

QP-5000, fabricado pela Shimadzu.

2.2 Metodologia Experimental

2.2.1 Amostragem

As amostras de folhas verdes em estudo foram coletados nos
meses maio a agosto do ano de 2007 (escolha aleatdria) no sitio
localizado na Maioba, Municipio de Pago do Lumiar — Maranhdo. A Figura 2
mostra uma caneleira plantada no sitio. Apds a coleta, o material foi
transportado até o Laboratodrio de Fisico-Quimica de Alimentos do Pavilhdo
Tecnoldgico da Universidade Federal do Maranhao (LFQPT-UFMA) para a

realizacdo das analises pertinentes.

FONTE: Proprio autor, 2007
Figura 2 Caneleira plantada no sitio vila Sdo José-Maioba, Municipio de

Paco do Lumiar-Maranhao.
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2.2.2 Identificacdao botanica

Para preparo das exsicatas, as folhas coletadas foram
tratadas, prensadas e secas individualmente e acondicionados em folhas
de jornal. A temperatura aplicada para secagem foi de, aproximadamente,
38°C, por um periodo de 48 horas. Em seguida, as exsicatas foram
enviadas ao herbario da UFMA, que efetuou a caracterizacao botanica da
espécie com base nas caracteristicas fisicas do material coletado. De
acordo com a caracterizacdo botanica, a espécie de canela estudada, foi
identificada pela Prof°. especialista Ana Zélia Silva, do Departamento de
Farmacia da UFMA, como pertencente a familia Lauraceas, cujo nome
cientifico € Cinnamomum zeylamicum Breyn, conforme caracteristicas das
folhas e galhos da espécie. A exsicata encontra-se depositada no herbario
da UFMA sob o n© 1153.

2.2.3 Extracao do oleo essencial

O dleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo, em um
sistema de Clevenger, mantendo-se a temperatura de 100°C. Para a
extracao, utilizou-se 300 gramas das folhas secas e moidas com 3000mL
de 4agua destilada (proporcao 1:10) como mostra a Figura 3.
Posteriormente, os d6leos foram secos por meio da percolagdo em Na,SO4
anidro. Em seguida, esses 6leos foram armazenados em frasco apropriado

para posteriores analises.
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Figura 3 Sistema Extrator de Clevenger

2.2.3.1 Determinacao do tempo de extracao

O melhor tempo de extragao foi determinado em fungao do
rendimento do 6leo essencial. Cinco extragbes foram realizadas nos
tempos 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 horas. Exceto o tempo, todos os outros

parametros foram mantidos como descritos anteriormente.

2.2.3.2 Caracteristicas fisicas do 6leo essencial da canela

Na caracterizacao das propriedades fisicas do 6leo essencial
extraido das folhas da canela foram realizadas as analises de rendimento,
densidade, indice de refracdo, solubilidade em etanol a 70% v/v, cor e

aparéncia.

2.2.3.3 Rendimento

O rendimento foi calculado na relacao massa/massa pela
medida da densidade, observando o volume obtido no préprio sistema de

extracao.
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2.2.3.4 Densidade

Para o calculo da densidade, utilizou-se um baldao picnémetro
de 1,0 mL, previamente seco, tarado e aferido, onde se adicionaram as

amostras do 6leo essencial.

2.2.3.5 Solubilidade em etanol (70%)

Para a determinacao da solubilidade, utilizou-se uma mistura
de alcool/agua a 70% (v/v), mantendo-se constante o volume de dleo e
adicionando-se proporcionalmente volumes crescentes da mistura

alcodlica até a sua completa solubilizagao.
2.2.3.6 Indice de refracdo

Para a determinacdo do indice de refracao, foram utilizados
tubos capilares de vidro para adicionar as amostras dos 6leos diretamente
sobre o prisma de Flint do refratbmetro, a uma temperatura de 25°C.

2.2.3.7 Cor

A técnica proposta é a visual, feita por comparacao das cores

das esséncias com as cores conhecidas.
2.2.3.8 Aparéncia
A técnica proposta também é a visual, onde se faz uma

comparacao das esséncias no que diz respeito a sua transparéncia ou

limpidez.
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2 2.4 Determinacao dos metais

Com intencao de obter melhores resultados na determinacao
dos metais se fez necessario preparar quatro tipos de amostragem, tais
como: po6 das folhas secas, extrato bruto, cha por infusdo e dleo essencial

das folhas de canela.

2.2.4.1 Folhas secas

As folhas verdes da canela foram secas e moidas em moinho
elétrico Tecnal, modelo TE-340. Em seguida, o pé foi acondicionado em

um recipiente apropriado.

2.2.4.2 Extrato bruto

Pesou-se 200g do pé das folhas da Cinnamomum zeylanicum
(canela), transferiu-se para um recipiente apropriado onde se acrescentou
alcool etilico até a completa submersao do material (anotou-se o volume
usado). O recipiente foi vedado com folha de aluminio. Deixou-se em
maceragao por, no minimo, 3 dias. Ao final do prazo, o material foi
filtrado, primeiramente, sobre gaze e depois sobre papel filtro.
Concentrou-se o filtrado em evaporador rotativo para, depois, transferir
para um frasco devidamente tarado, que foi levado a estufa para completa
secagem do extrato. Depois de seco, o extrato teve sua massa medida

para posterior calculo do rendimento (MATOS, 1988).
2.2.4.3 Cha por infusao
A obtencdo do cha por infusdo da canela foi feita através da

fervura de 100mL de &gua destilada e, posteriormente adicionada 1g de

folha seca e moida. Deixou-se esfriar a temperatura ambiente e filtrou-se.
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2.2.4.4 Oleo essencial

O oleo essencial das folhas da canela foi extraido de acordo
com o item 2.2.3.

Para a determinacdo dos metais ferro, cadmio, zinco, cobre,
potassio, niquel, cromo e magnésio foram utilizado a digestao via seca em
cadinhos de porcelana, utilizando adaptacao de JONES JUNIOR & CASE
(1990) e PERKIN-ELMER (1973).

Inicialmente, pesou-se 1,0 g de cada material citado em 2.2.4
e, levou-se diretamente em cadinhos de porcelana. Os cadinhos foram
levados ao forno-mufla ainda frio, sendo a temperatura gradativamente
elevada a 500°C, na qual permaneceram aproximadamente 3 horas. Apos
esfriamento natural, foram adicionadas 5 gotas de HCl a 3Molar a cada
cadinho, para auxiliar na decomposicao. Em seguida, os cadinhos
retornaram ao forno-mufla por mais 3 horas, para assegurar a completa
decomposicdo do material. Apds novo esfriamento, foram adicionados 10
mL de HCI a 3Molar e aquecimento em placa aquecedora a 80°C por 15
minutos, para a completa solubilizacdo das cinzas. Posteriormente, foi
feita a filtragem da solugao com papel filtro (JP 42 Quanty Cinza 0, 007 15
cm) em baldes volumétricos de 100 mL, completando o volume com agua
deionizada, estando assim, apta a leitura (CARNEIRO, et al. 2006). Os
experimentos foram realizados num Espectrofotometro de Absorgao
Atomica, modelo AA 50 com forno de grafite e chama modelo GTA 110 -
VARIAN, acoplado a um computador DELL GX110.

2.2.5 Analises bromatolégicas

A\

Os experimentos foram realizados com relagdo a base “in
natura”, para melhor discussao dos resultados. Todas as analises foram
realizadas com numero de sete replicatas de acordo com as normas DOQ-

CGGCREE-008-Revisao 01-Margo/2003.
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Determinaram-se os teores de umidade, cinzas, lipideos,
proteinas, amido, carboidratos, valor calérico e umidade seguindo as
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005), enquanto que o teor de
fibra foi determinado segundo as Normas Gerais de Amostragem para
Andlise de Rotina (BRASIL, 1991).

2.2.6 Atividade antioxidante da Cinnamomum zeylanicum Breyn

A atividade antioxidante do o6leo em estudo foi avaliada pelo
método DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl). Segundo MENSOR et al.
(2001) o uso do DPPH promove um caminho facil e rapido para avaliar
antioxidantes como possiveis sequestradores de radicais livres. DPPH é
um radical livre que produz uma solucdo violeta em etanol. E reduzido na
presenca de uma molécula antioxidante, dando origem as solugdes

etandlicas descoloridas como mostra a Figura 4.

Figura 4 Esquema da curva do 6leo essencial de canela com o radical
DPPH.
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2.2.6.1 Determinacao do radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl
hydrazyl)

De acordo com MENSOR et al. (2001), foi preparada uma
solugcdao de DPPH 0,3mM em etanol, no qual foi misturado a solugao da
amostra em anadlise. Solugbes-estoque foram preparadas a partir de
200uL do dbleo essencial de canela em 10 mL de etanol. Em seguida,
foram feitas diluicdbes das solugdes dos extratos etandlicos com os
seguintes volumes de 0,5, 1,0, 2,0, 6,0, 13,0, 16,0 e 19,0 pL. Em todos
os respectivos volumes da amostra foi adicionado 2,5 mL da solugao de
DPPH e completado em etanol até o volume final de 50mL. Apds 20
minutos de reacdo, as absorbancias das solucbes foram medidas em
espectrofotometro UV-Visivel no comprimento de onda 517nm. A
referéncia foi constituida por uma solugao contendo 2,5 mL da solugao de

DPPH acrescido de etanol até um volume final de 50mL.

2.2.7 Analise do 6leo essencial por CG/EM

A identificacdo da composicdo quimica do oleo essencial
extraido das folhas de canela foi feita através da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. As anadlises foram realizadas em
equipamento CG/EM modelo QP-5000, fabricado pela Shimadzu, usando-
se uma coluna capilar (30m x 0,25mm x 0,25um, HP-5MS), tendo como
fase estaciondria 5% difenil, 95% dimetil polisiloxano. Utilizou-se hélio
como gas de arraste a um fluxo de 1,0 mL/min. Aliquotas de 0,3uL das
amostras foram injetadas no modo split, com razao de divisao 1:10, com
fonte de ionizacao a 70 eV. As condicdes de operacao do equipamento
foram as seguintes: temperatura do injetor: 280°C, programacao de
temperatura do forno: 40°C (5,0 min.) - 240°C (4°C/min.) - 240°C -
300°C (80°C/min., 7,5 min.) e linha de transferéncia 280°C. O detector de

massas do tipo quadrupolo linear e a varredura de 0,5 seg/scan.
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Para a identificagdo dos compostos detectados na amostra
utilizou-se as bases de dados de espectros de massas NIST105, NIST21
EWILEY139. O programa AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution
Mass & Identification System) foi utilizado para a interpretacao dos
espectros de massas quando havia diferencas significativas entre o
espectro de massas obtido e o encontrado no banco de dados. E
fundamental salientar que o espectro de cada constituinte da amostra foi
comparado com cada um dos espectros armazenados no banco de dados
do computador. Apds esta comparagdo, o programa faz uma lista triplice
de compostos com sua respectiva probabilidade de ser ou nao um
determinado composto. Se p > 70%, existe uma grande probabilidade de
ser este o composto identificado. O banco de dados é limitado e, em
alguns casos, indica quais seriam o0s provaveis constituintes, por

aproximagao.

2.2.8 Atividade antibacteriana da Cinnamomum zeylanicum Breyn

2.2.8.1 Cepas bacterianas e preparacao do inéculo

As cepas testes utilizadas neste estudo foram: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Serratia odorifera, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis, as quais foram gentilmente
cedidas pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Agua da Universidade Federal do Maranh&o coordenado pela
Prof® Dra. Adenilde Ribeiro Nascimento. Todas as cepas foram mantidas
em Agar Triptona de Soja sob uma temperatura de 20°C.

A cultura bacteriana foi reativada inoculando-se alcadas em
tubos contendo caldo Infusdo Cérebro e Coracdo (BHI), por 24 horas, a
37°C. Para a determinacdo da menor concentracao inibitoria procedeu-se

a padronizagao do indculo com a escala 0,5 de Mac Farland.
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2.2.8.2 Avaliacao da atividade antibacteriana “in vitro” do dleo

essencial extraido das folhas Cinnamomum zeylanicum Breyn

A susceptibilidade do éleo essencial foi avaliada utilizando-se
dois métodos distintos: método de difusdo de disco (CLSI, 2009) e
método de diluicdo (National Committee for Clinical Laboratory Standard,
2002).

2.2.8.2.1 Prova de sensibilidade pelo método de difusao de discos

Os indculos (0,1mL) de cada bactéria teste foram semeados
sobre a superficie do meio Agar Mieller-Hinton com auxilio de um
cotonete estéril. Em seguida, sobre este, foram aderidos pequenos discos
de papel de filtro impregnados com 75 uL do 6leo essencial, com o auxilio
de uma pinca previamente flambada. Os discos foram pressionados
levemente contra a superficie do meio. As placas foram incubadas a 35°C
por 24 horas e, posteriormente, foram realizadas as leituras (ver

apéndice, Figura 5, pagina 80).

2.2.8.2.2 Prova de sensibilidade por diluicao em caldo

Em um tubo estéril foi preparada uma solugcdo, a partir da
diluicdo de 0,8mL do dleo essencial e 0,08mL do Tween 80 (agente
emulsificante) em um volume de 9,12 mL de caldo BHI, obtendo-se uma
solucao a 8% em dbleo. Em seguida, a partir dessa solugao, foi preparada
uma série de diluicdes, variando de 0, 125; 0,25; 0,5; 1; 2 a 4 % do dleo,
além da solugdo controle contendo somente o agente emulsificante e o
caldo BHI. Posteriormente, foi adicionado o indculo bacteriano
previamente preparado conforme descrito no item 2.2.8.1 em tubos de

caldo BHI acrescidos de diferentes concentracdes do dleo, com posterior
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incubacao a 37°C por 24 horas. Apos o periodo de incubacgao, foi realizado
o plagueamento em contagem de placa de agar (PCA) como mostra a

Figura 6.

2.2.9 Teste de susceptibilidade dos antibioticos comerciais

Os antibidticos comerciais utilizados como controle positivo
foram: tetraciclina-TET (30pg), cloranfenico-CLO (30ug), penicilina-PEN
(10pg), cefalotina-CEF (30pg), vancomicina-VAN (30ug) e gentamicina-
GEN (30ug).

A sensibilidade dos antibioticos comerciais selecionados foi
realizada pelo método de difusao de discos, conforme descrito

anteriormente no item 2.2.8.2.1.

2.2.10 Analises estatisticas dos tamanhos dos halos

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico
através da anadlise de variancia, utilizando-se o programa ASSISTAT
Versao 7.5 (http: //www.assistat.com). Os dados foram expressos como
médias comparadas pelo Teste t ao nivel de 5% de probabilidade
(SILVA,2009).
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento do extrato bruto

A obtencao do extrato de Cinnamomum zeylanicum deu-se
pelo processo de maceracao de 200 gramas de pd em etanol, adquirido
através da trituracdo em moinho elétrico Tecnal, modelo TE-340, das
folhas da planta secas, a temperatura ambiente.

ApOs este processo, obteve-se 34,98 gramas do extrato
hidroalcodlico bruto de Cinnamomum zeylanicum, com rendimento de

aproximadamente 17,5 %.

3.2 Cinética de extracao do 6leo essencial

A Figura 7 representa a relagao entre o rendimento percentual
do 6leo extraido e o tempo de extracao, para uma mesma quantidade de
massa (300g) das folhas secas em pd nas condicdes do item 2.2.3.
Observa-se ainda que o rendimento maximo do éleo extraido foi obtido
ap6s a coleta em quatros horas de hidrodestilacdo. Durante a cinética de
extracdao observou-se nitidamente que houve perda no rendimento, pois o
O0leo extraido das folhas da canela se mostrou denso e com muita
facilidade de formar hidrolato, ou seja, mistura de agua com dleo.

O rendimento do d6leo extraido foi calculado para a relacdo
massa do o6leo, medida por sua densidade a partir do volume de odleo
obtido no sistema de extracao, dividido pela massa seca da amostra. O
rendimento de oleo obtido de cada amostra foi entdao calculado pela

formula:

volume ¢e0 X densidade
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R% = x 100
massa

onde:
R% = rendimento em porcentagem;
volume 6leo = volume de d6leo em ml;
densidade = massa de um ml de éleo em g;

massa = massa seca de folhas em g.

Foi observado, que a medida que o volume de 6leo aumentava
na superficie do aparelho de Clevenger, pequenas goticulas retornavam ao
baldo de destilacao e, quando o volume de dleo na superficie do aparelho
aumentava consideravelmente, havia o retorno dele em forma de gotas
para o baldo de destilacdo. Isto foi devido a densidade do dleo essencial
ser muito proximo a da agua e, também, o vencimento da tensdo
superficial do aparelho de Clevenger, resultando, assim, um menor
rendimento na extracdo do oleo essencial. Para evitar a perda de
rendimento, foi necessario retirar o 6leo toda vez que atingisse volume
predefinido e, assim, foi possivel obter um maior rendimento na extracao
do dleo, o que também foi observado por LULLEZ (1991) (GIRARD, 2005).
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Figura 7 Cinética referente ao rendimento de extracdo do éleo essencial
da Cinnamomum zeylanicum Breyn em fungao do tempo, com massa de

300g e temperatura de 100°C.

O valor encontrado do rendimento do dleo extraido foi de
1,1% (v/m), atribuindo-se a este valor 100%. Foi observado que grande
parte do dleo essencial é extraida no inicio da destilacdo, mantendo os
niveis de rendimento satisfatério na primeira hora de extracao,
diminuindo-se consideravelmente até a Uultima fracdo (4 horas de
hidrodestilacao). O rendimento determinado estd dentro da faixa de
valores encontrados na literatura. O valor encontrado foi confirmado
segundo os autores (GUENTHER, 1950; PURSEGLOVE et al.,1981) de 0,2 a
2,0% nas cascas e de 0,7 a 1,2% (GUENTHER, 1950; PURSEGLOVE et
al.,1981; VERNON et al., 1976) nas folhas (KOKETSU,1997).
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3.3 Caracteristicas fisicas do 6leo essencial

Em geral, os dleos essenciais na presenca de oxigénio, luz,
calor, umidade e metais sao muito instaveis, sofrendo iniUmeras reacoes
de degradacao, o que dificulta a sua conservagao, fazendo com que o seu
processo de armazenamento seja fundamental para a manutencdo de sua
qualidade (SIMOES et al., 2004).

De acordo com SIMOES e SPITZER (1999), pesquisadores
comentam ainda que, os dleos essenciais obtidos de diferentes érgaos de
uma mesma planta, podem apresentar composicao, caracteres e odores
distintos (VITTI et al., 2003). Portanto, a qualidade do 6leo essencial é
considerada um fator basico a ser vinculado a sua obtencao, fazendo com
que a realizacdo de amostras constantes seja de grande importancia para
a avaliagdo de suas caracteristicas e, desse modo, serem prevenidos
problemas na sua comercializacao e uso (VITTI et al., 2003).

A Tabela 2 mostra as caracteristicas fisicas do 6leo essencial
extraido das folhas da canela no periodo de maio a agosto de 2007.
Observa-se que o Oleo apresentou uma densidade bem préxima a
densidade da agua, no qual vem sustentar a dificuldade encontrada
durante o processo de extracdo pelo sistema Clevenger, (SIMOES et al.,
2004). Quanto as demais caracteristicas, ndo foram encontradas, dadas
na literatura da Cinnamomum zeylanicum Breyn. Segundo (MARINI et al,
2005), esses valores podem sofrer variacdes atribuidas a diferenca de
época de colheita, tipo de solo, clima da regido, tempo de secagem e

umidade relativa do ar, no dia da colheita.
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Tabela 2 Caracteristicas fisicas do dleo essencial extraido das folhas da

espécie Cinnamomum zeylanicum Breyn.

Caracteristicas fisicas Oleo essencial
Densidade (g mL™?) 1, 048
indice de refracdo (Np 25°) 1, 533
Solubilidade em alcool a 70% (v/v) 1:1
Rendimento (%) 1,1
Cor Amarelo
Aparéncia Limpido

De acordo com os valores obtidos das constantes fisicas
(Tabela 2) do dleo essencial da canela, apresentaram valores semelhantes
aos valores obtidos pela literatura (KOKETSU, 1997).

3.4 Resultados dos metais

Todas as anadlises foram realizadas em triplicata e
apresentaram desvios padroes relativos em torno de 1%. Os teores dos
elementos minerais encontrados nas amostras analisadas foram
calculados a partir da construcao de curvas analiticas para cada elemento
com um total de, no minimo, 5 pontos e apresentando um coeficiente de
regressao linear superior ou igual a 0,998 (ver apéndice, Figuras 8 a 15,
paginas 82 a 85).

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para as
determinagdes quantitativas dos metais ferro, cadmio, zinco, cobre,
potadssio, niquel, cromo e magnésio nas amostras calcinadas e ch3,
respectivamente. Para melhor compreensao dos resultados foi aplicado

andlise estatistica, o teste t de Studant para comparar se dois valores de
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média sdo estatisticamente homogéneos, ou seja, ndo apresentam uma
diferenca significativa entre si, considerando um intervalo de confianca de
95% para analises.

Nesta Tabela, pode-se observar que na amostra OE nao foi
possivel determinar os teores de Zn e Cd. O metal que apresentou maior
teor foi com Cu 245, 300 £0,002 mg/L, enquanto que o menor foi o metal
Ni com 0,002 £0,010 mg/L. Nas folhas secas o Cu com 346,900 +0,005
mg/L apresentou maior teor, ja o metal Cd, apresentou o menor teor com
0,012+0,030 mg/L.

As analises feitas com o extrato bruto da canela mostraram
uma maior disponibilidade para os metais em estudo, destacando-se os
metais Ni e Cu, como menor e maior concentragao respectivamente, 0,
0007 +0, 0060 mg/L e 367,800 0,003 mg/L. E interessante comentar
que na amostra de cha por infusdao nao encontrou-se os metais Fe e Ni.
Em contra partida, o Cu continua se destacando como o metal de maior
teor 318,6 +£0,011 mg/L por consequente o Cd com o menor teor 0,003
+0,004 mg/L.

Em todas as amostras analisadas da Cinnamomum zeylanicum
Breyn, o metal cobre se apresentou com teor mais elevado.

Sabe-se que dependendo do tipo da planta esses metais
podem variar, pois varios sao os fatores que podem influenciar tais como,
solo, tipo de cultivo, regides e etc. Segundo MALAVOLTA (1989), o autor
destaca uma tabela de concentragbes dos elementos essenciais na
matéria seca. O mesmo chama atencdo para o fato de que muitas
variagoes existem, dependendo da planta e do érgao analisado.

ABREU et al., 2002, discutiram que a previsao da quantidade
de metal disponivel as plantas é uma tarefa complicada que depende das
caracteristicas do solo, do metal, dos outros elementos presentes, da

planta e do processo de determinagao do metal, entre outros.
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Alguns metais, tais como cadmio e zinco no dleo essencial,
ferro e niquel, na amostra de cha de infusdao, ndo foram possiveis ser
detectados. Acredita-se que talvez a metodologia utilizada para a

solubilizacao da amostra nao tenha sido suficientemente eficaz.

3.5 Resultados das analises bromatoldgicas das folhas de canela
Os resultados referentes as analises bromatoldgicas realizadas

nas folhas de canela (Cinnamomum zeylanicum) para a caracterizacao da

composicao nutricional estao expressos na Tabela 4.

Tabela 4 Caracterizagao nutricional das folhas Cinnamomum zeylanicum

(canela).

e :Szlgsnizstra) Valor Médio (%) |  CV (%)

Umidade 59,590 = 2,700 4,52

Cinzas 1,320 = 0,030 0,31

Proteinas 3,730 = 0,003 0,10

Lipideos 3,050 + 0,003 0,13

Fibra 3,030 £ 0,005 0,09

Amido 29,100 0,009 0,03

Carboidratos 32,310 £0,007 0,02

Valor calérico (Kcal) 171,610 £0,114 0,07
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De acordo com a Tabela 4, observa-se que o valor de umidade
“in natura” encontrado foi de 59,590 + 2,700%, esse valor de agua “in
natura”, é de fundamental importancia para a manifestacdao de todos os
fendmenos fisicos, quimicos e bioldgicos essenciais para o
desenvolvimento da planta. Através deste teor que se pode avaliar o meio
de difusdo de solutos nas células, a alta capacidade calorifica, assim
como, o teor de &gua, funciona como regulador da temperatura,
sustentacao dos tecidos vegetais, fato esse que se atribui a sua
incompressibilidade. E importante salientar que o conteido de &gua nas
diferentes partes do vegetal pode variar diferentemente (DIAS et al.,
2008b ).

Quanto ao teor obtido na determinacao de cinzas, o valor
obtido foi de 1,320 £ 0,030%, o qual indica que as folhas de canela
apresentaram mesmo em pequena por¢ao, um residuo mineral inorganico
que pode contribuir para determinagao de sais minerais, ou seja, através
deste teor pode-se ter uma posicao da fitodisponibilidade de metais nesta
planta.

A Tabela 4 destaca ainda o teor de carboidratos 32,310
+0,007%, enquanto os valores encontrados de lipideos e proteina,
respectivamente, foram de 3,050 + 0,003% e 3,730 £+ 0,003%. Por outro
lado, os teores de fibra e de amido apresentaram os seguintes valores,
respectivamente, 3,030 £+ 0,005% e 29,100 +0,009%. E s&bio, discutir
que a caracterizagdo nutricional de uma planta é uma indicacdao muito
valiosa do valor nutritivo que a mesma possa representa, porém as
determinagdes quimicas ndo sao normalmente suficientes para a sua
caracterizacao. Uma avaliacao completa inclui a biodisponibilidade dos
nutrientes, a capacidade do organismo de utilizar estes nutrientes e o
estado de interacao dos nutrientes com outras substancias da planta. O
equilibrio de seus constituintes, o estado fisiolégico do individuo, as

condicdes de processamento e armazenamento também influem na
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gualidade nutricional da planta. A anadlise destes fatores € requisito
fundamental para o conhecimento de como um alimento pode contribuir

para a saude do individuo que o consome.

3.6 Avaliacao do potencial antioxidante

O comportamento cinético da reacao do DPPH com cada
extrato etandico do 6leo essencial das folhas de canela, nas respectivas
concentracdes de 200 pg/mL, é mostrado na Figura 16, através na curva
de dose-resposta relativa ao decréscimo da porcentagem de DPPH (%
DPPH) em funcao do tempo (min). Observou-se que todas as
concentracbes do extrato do Oleo apresentaram uma cinética rapida,
atingindo praticamente o maximo de consumo do DPPH, com uma
porcentagem de DPPH decrescente menor que 50%.

O percentual de inibicao da amostra testada sobre os radicais
DPPH foi calculado, convertendo em percentagem de atividade
antioxidante (AA) usando a seguinte férmula:

%AA= {[AbScontrole ~(ADS amostra ~ADS branco)]X1003}/ADbS controle

Onde: Abs controle € @ absorbancia inicial da solugao etandlica
de DPPH e Abs .mostra € @ absorbancia da mistura reacional, DPPH +
amostra (SOUZA, et al 2007).
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Figura 16 Cinéticas da reacao de consumo do radical livre DPPH*
(Absorbancia 517nm em fungdo do tempo de reagdo) ao agregar
diferentes concentracdes do extrato etandico do 6leo essencial extraido

das folhas Cinnamomum zeylanicum Breyn.

A concentragao inibitéria em percentual (IC %) dos extratos
foi determinada perante a média da triplicata dos valores obtidos da
absorbancia (Tabela 5) (PEREZ, 2004).
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De acordo com os dados de IC %, foi tracado um grafico
relacionando a concentracdo do extrato etandico do dleo essencial de
canela versus a IC % (ver Figura 17). A absorbancia (A) é um valor
derivado de uma funcdo logaritmica da transmitancia (T):

A=-log T

Conforme a equacdo acima a medida de transmitancia origina
um grafico polinomial; como o objetivo é determinar uma faixa linear de
resposta, usa-se a medida de absorbancia, para que ao se plotar dados de
absorbancia contra outros dados lineares (como concentragdao) num
grafico, a curva obtida seja exemplificada numa equacgao de 1° grau. Com

base nessa conclusao, pode ocorrer que alguns dados de
absorbancia ndao pertencam a linearidade proposta, ndao sendo

considerados para o calculo proposto de IC50%.

80 1 - @- - Todos os dados

Reta obtida
| y=4102,44x + 37,00

R2 =0,9844

0,0 4,0x10° 8,0x10°

Concentragdo em g/mL

Figura 17 Grafico da concentracao em g/mL de extrato etandico do dleo

essencial das folhas de canela versus AA % no decorrer do tempo.
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Nesse intervalo linear foi determinada a equacao de reta de
primeiro grau e, com isso, qual a concentracdo de extrato etandico do
0leo em estudo capaz de inibir a metade da quantidade de DPPH no teste
(IC 50 %).

De acordo com a equacao de reta obtida com esses dados que
foi de y = 4102,44x + 37,00, verificou-se que a concentracao necessaria
de extrato etandico do 6leo de canela para inibir 50 % da solucdo de DPPH
a 0,3mM é de 3, 1696 x 10> mg/mL. Para cada concentracdo do extrato
etandico foi determinada a concentracao inibitéria como mostra a Tabela
5.

3.7 Identificacdo e quantificagdo dos constituintes do dleo

essencial das folhas da canela.

A Tabela 6 apresenta o resultado da analise do 6leo essencial
extraido das folhas de canela feito por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas que indicou os provaveis constituintes e as suas

concentragdes na espécie Cinnamomum zeylanicum Breyn.
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Tabela 6 Compostos identificados na amostra éleo essenciais extraido das

folhas da Cinnamomum zeylanicum Breyn (Canela).

Pico! | trer? Nomes do Composto? % A* | Qualidade®
1 18,53 | 2-Metil-5-(Metiletenil)-Ciclohexanol | 2,14 81
2 24,68 Cinamaldeido 1,70 93
3 27,89 Eugenol 87,36 AMDIS
4 29,69 Trans-Cariofileno 6,31 92
5 30,74 Alfa-Cariofileno 1,05 83
6 34,63 Farnesol 1,45 85

1 Nimero do pico pela ordem de elui¢do da coluna.

2 ter = Tempo de retengdo do composto na coluna em minutos.

3 Nome mais comum do composto identificado.

4 %A = Porcentagem de &rea normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos
compostos na amostra.

5 Qualidade é o indice de pesquisa na base de dados que reflete a similaridade do
espectro de massas obtido com os registrados nas bibliotecas utilizadas. Adotam-se
sempre indices de qualidade >70.

De acordo com a metodologia utilizada foi possivel identificar
100% de composicao total do dleo. A classe aromatica esta representada
por dois compostos, o eugenol, como mostra a Tabela 6, € o composto
majoritario (87,37%) e Cinamaldeido (1,70%), enquanto a fragao
monoterpénica estd representada pelos compostos 2-Metil-5-(Metiletenil)-
Ciclohexanol (2,14%) Farnesol (1,45%). A fracao sesquiterpénica esta
representada pelos compostos Trans-Cariofileno (6,31%) e Alfa-
Cariofileno (1,05%) totalizando 7,36% do total da amostra do éleo em
estudo. As formulas estruturais dos compostos identificados estao

dispostas na Figura 18.
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Figura 18. Compostos identificados na amostra do éleo essencial extraido
das folhas de canela (A) 2-Metil-5-(Metiletenil)-Ciclohexanol, (B)
Cinamaldeido, (C) Eugenol, (D) Trans-Cariofileno, (E) Alfa-Cariofileno e

(F) Farnesol.
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O composto majoritario eugenol, identificado no 6leo essencial
extraido das folhas da canela como mostra a tabela 6, segundo a
literatura apresenta propriedades comprovadas como, bactericida,
fungicida, anestésico, anti-séptico, anticoagulante, antioxidante,
inseticida, repelente, efeito alelopatico, e na producao de outros fendlicos

como a vanilina.

3.8 Avaliacao antibacteriana do 6leo Cinnamomum zeylanicum

3.8.1 Analises da zona de inibicao do 6leo

A Figura 19 apresenta o grafico referente a acgao
antibacteriana do 6leo essencial da Cinnamomum zeylanicum avaliada

pelo método de difusao de discos.

- @ - Oleo essencial de canela
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£
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[«] \ / . "\
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c \\ ’ \ 1 \
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Cepas de Bactérias Patogénicas

Figura 19 Grafico da zona de inibicdo referente a atividade antibacteriana
do bleo essencial das folhas da canela (: A = Escherichia coli (padrao); B
= Escherichia coli (alface); € = Escherichia coli (ambiente); D =
Staphylococcus aureus; E = Listeria monocytogenes; F = Pseudomonas

aeruginosa; G = Serratia odorifera e H = Proteus mirabilis.
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Como se podem observar na Figura 19 os halos de inibicao
encontrados variou de 11 a 15 mm de didmetro considerando todas as
cepas bacterianas testadas.

MOREIRA et al (2005) classificam a sensibilidade dos
microrganismos frente a acdo dos Oleos essenciais de acordo com o
tamanho do didmetro do halo de inibicdo formado, sendo considerados
resistentes (R) halos de inibicao com diametro inferior a 8 mm e sensivel
(S), diametros de 9-14 mm. Dessa forma, de acordo com a Figura 19
observou-se que todas as cepas testadas foram sensiveis a agdo do dleo
essencial de canela.

Dentre as bactérias testadas as que apresentaram maior
sensibilidade frente a acdao do dleo foram: Escherichia coli padrdao ATCC
25922, Escherichia coli isolada de ambiente, Staphylococcus aureus e
Serratia odorifera todas com zona de inibicdo de 15 mm (ver apéndice,
Figura 20, pagina 86).

Em geral, os dados desta pesquisa mostraram que o Odleo
essencial de canela apresentou maior eficiéncia frente as cepas gram
negativa, apesar de a cepa Staphylococcus aureus, por ser gram positiva,
também se mostrar susceptivel ao 6leo em estudo, no qual esta de acordo
com os trabalho de NOGUEIRA et al. (2008), no qual mostram que os
Oleos essenciais sdao mais efetivos contra bactérias gram positiva do que
gram negativa.

Outro fator interessante € que a atividade de dleos essenciais
de extratos de planta em estudo contra bactérias patogénicas pode ser

referida a presenca de fitoconstituintes.
3.8.1.1 Analises da variancia do tamanho do halo (mm)
De acordo com a analise estatistica do tamanho dos halos das

cepas testadas, houve diferencas entre as cepas, como pode ser

observado na Tabela 7, respectivamente.
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Tabela 7 Anadlise da variancia da zona de inibicdo do 6leo essencial da

canela frente as bactérias patogénicas

CEPAS Médias dos halos
(mm)
Escherichia coli (Padr&o) 15P
Escherichia coli (Alface) 13°€
Escherichia coli (Ambiente) 15P
Staphylococcus aureus 15°
Listeria monocytogenes 11f
Pseudomonas aeruginosa 11°€
Serratia odorifera 152
Proteus mirabilis 124

*As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si;
**CV(%) = 0, 51787; Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

Mediante a Tabela 7, observou-se ainda, que nas cepas gram-
positivas e gram-negativas, houve uma diferenca significativa no tamanho
dos halos entre as mesmas.

Outro fato interessante, diz respeito as bactérias de
Escherichia coli (padrao) e Escherichia coli isolada da alface, que de
acordo com a Tabela 7, apresentou uma diferenga significativa com
relacdo a sensibilidade do éleo em estudo.

Segundo ALARCON (2007), muitos estudos in vitro sobre a
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais sao realizados, contudo,

poucos envolvem a adicdo dessas substancias em matrizes alimentares.

UFPB Tese de Doutorado- Vera Licia Neves Dias



60

De modo geral, fatores intrinsecos e extrinsecos interferem no efeito
antimicrobiano dos Oleos essenciais e na conduta do microrganismo no
alimento.

Em geral, os dados da Tabela 7 mostraram que o dleo
essencial de canela apresentou maior eficiéncia frente as bactérias gram
negativas do que bactérias gram positivas apesar de que, a bactéria S.
aureus, apresentou uma média de halo inibitério de 15mm.

Este fato pode estar relacionado com o carater hidrofilico da
membrana externa presente nas bactérias gram negativas e dos Oleos
essenciais. De acordo com SERRA (2008), essa caracteristica hidrofilica
dos dleos essenciais, permite dividir os lipidios da membrana celular da
bactéria das mitocondrias, perturbando a estrutura celular e aumentando
a sua permeabilidade. Dessa forma, a morte celular ocorre devido a um
largo vazamento nas células bacterianas ou a perda de moléculas e ions

essenciais.

3.9 Determinacao da concentracgao inibitéria minima (CIM) do dleo

essencial da canela

De acordo com a Tabela 8 apresentam-se os resultados
referentes a concentracao inibitoria minima (CIM) do dleo essencial do

Cinnamomum zeylanicum Breyn.
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Tabela 8 Concentracao inibitéria minima do Oleo essencial de canela

frente a bactérias patogénicas.

CEPAS Concentragao Inibitéria Minima
% (v/v) Hg/mL

Escherichia coli (Padrao) 0, 125% 1,0
Escherichia coli (Alface) 0.125% 1.0
Escherichia coli (Ambiente) 0.125% 1.0
Pseudomonas aeruginosa 0.5% 420
Serratia odorifera 0.125% 1.0
Proteus mirabilis 0.25% 20
Staphylococcus aureus 0.125% 1.0
Listeria monocytogenes 0.25% 20

A menor concentragdo inibitéria minima encontrada foi de
0,125% para a cepa de Escherichia coli padrao, Escherichia.coli isolada da
alface, Escherichia coli isolada do ambiente e Serratia odorifera. Enquanto
que Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis a CIM foram
respectivamente, 0,5% e 0,25%. As patogénicas gram positivas, ou seja,
Staphylococcus aureus e Listeria foram sensiveis (Figura 21) com CIM
respectivamente, 0, 125% e 0,25%.

Mediante a Tabela 8 pode-se constatar que o 6leo em estudo
se apresenta como agente antimicrobiano em potencial, ja que as CIM
correspondentes a cada %yv/v sao baixas variando entre 1 a 2ug/mL com
excecao da cepa Pseudomonas aeruginosa que necessitou de 420ug/mL
para se tornar sensivel ao dleo.

E de suma importancia salientar que o 6leo essencial de canela

tem como constituinte majoritario o eugenol e provavelmente é essa
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substancia responsavel pela comprovacao da atividade antibacteriana da

planta Cinnamomum zeylanicum Breyn.

3.10 Susceptibilidade dos antibioticos comerciais versus o 6dleo

essencial da canela.

A sensibilidade das cepas testadas aos antibidticos comerciais
esta apresentada na Tabela 9. A acao dos antibidticos foi avaliada com
base nos parametros descritos na Tabela 10 (ver apéndice,pagina 87).

De acordo com a Tabela 9 as cepas de bactérias gram
positivas, Staphylococcus aureus, foi resistente apenas para a penicilina,
enquanto que aos demais antibidticos a bactéria foi sensivel. A Listeria
monocytogenes, se apresentou sensivel aos antibidticos tetraciclina-TET,
cloranfenico-CLO e gentamicina-GEN, entretanto foi resistente a
penicilina-PEN, cefalotina-CEF e vancomicina-VAN.

JELJASZEWICZ, MLYNARCZYK e MLYNARCZYK (2000)
mencionam que as bactérias gram positivas sdo mais sensiveis a acao dos
antibioticos do que bacilos gram negativos, devido a falta da membrana
externa, o que facilita a atuacdo da droga. Entretanto, bactérias gram
positivas tém maior facilidade de adquirir uma resisténcia intriseca as
drogas que sao utilizadas rotineramente. Estes dados corroboram os

resultados encontrados nesta pesquisa.
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HANSEN et al. (2005), examinaram a susceptibilidade aos
antimicrobianos de cepas de L. monocytogenes isoladas de pacientes em
Denmark. As cepas foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados,
incluindo penicilina, ampicilina e sulfametoxazole, com excecdao a
ciprofloxacina, cujas cepas demonstraram sensibilidade moderada.

As bactérias gram negativas apresentaram de modo geral um
comportamento diversificado perante aos antibioticos utilizados: a E.coli
(padrao) foi sensivel apenas aos antibioticos cloranfenico-CLO e
gentamicina-GEN, resistente ao tetraciclina-TET e intermediario a
cefalotina-CFL.

Escherichia coli (Alface), apresentou sensivel a cloranfenico-
CLO, resistente ao cefalotina-CFL e manteve-se intermediaria aos
antibioticos tetraciclina-TET e gentamicina-GEN. No entanto a Escherichia
coli (Ambiente) teve um comportamento intermediario para os seguintes
antibioticos: tetraciclina-TET, cloranfenico-CLO e cefalotina-CFL. Enquanto
que, na presenca do antibiotico gentamicina-GEN se mostrou resistente.

A disiparidade encontrada na sensibilidade de cepas de E.coli
isoladas de substratos diferentes aos antibiéticos comerciais, pode ser em
decorréncia de mutacdes em seus genes e/ou pela aquisicao plasmidios de
resisténcia de outras bactérias da mesma espécie, ou eventualmente, de
outras espécies quando submetidas a condigcdes ambientais adversas ao
do seu habitat natural (MOTA et al, 2005).

Quanto a cepa Pseudomonas aeruginosa, apenas foi sensivel a
cloranfenico-CLO, resistente aos tetraciclina-TET e cefalotina-CFL, sendo
intermedidria a gentamicina-GEN. Enquanto que, as cepas de Serratia
odorifera e Proteus mirabilis nao apresentaram sensibilidade a nenhum dos
antibioticos testados.

A resisténcia bacteriana aos antibioticos comerciais € um fato
emergente que atinge diretamente a salde publica e o estudo de novos
principios ativos a base de produtos naturais tem sido estimulada nos

ultimos anos. Dessa forma, os dados encontrados nesta pesquisa revelam
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gue o Oleo essencial extraido das folhas da canela apresenta-se como uma

alternativa para a medicina terapéutica.
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CAPITULO 4

4 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos com bases nas condicoes

experimentais pode-se concluir que:

+ As folhas de canela possuem teores nutricionais
significativos, o que permite a sua utilizacao como um componente
adicional na formulacao de outros alimentos, tais como, as multimisturas,
por ser uma fonte de nutrientes, baixo custo e acessivel as populagdes

rurais e urbanas;

+ A alta atividade antioxidante obtida para os extratos do dleo
de canela nas diversas concentragdes testadas € justificada pela presenca

majoritaria do composto eugenol;

+ Portanto de acordo com os resultados obtidos o dleo
essencial da Cinnamomum zeylanicum (canela) pode ser considerado um
antioxidante natural podendo ser utilizada em industria de alimentos,

farmacéuticas e cosméticas;

+ O extrato etandico do dleo essencial das folhas de canela
possui composto bioativo que apresenta uma potente acao antioxidante,
pois exibiu a maior atividade antioxidante e a mais elevada capacidade de

sequestrar o radical DPPH;

+ O Oleo essencial extraido das folhas da canela demonstrou-
se um eficiente agente antibacteriano, tanto aplicado puro, quanto diluido,

frente as bactérias testes;
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+ O Oleo essencial da Cinnamomum zeylanicum Breyn
(Canela) demonstrou uma acgao antibacteriana frente as bactérias testadas
a partir da menor concentragao aplicada (0,125%). Fato extremamente
relevante, uma vez que apresentou uma atividade inibitéria tanto para as

bactérias gram positivas quanto para gram negativas;

+ A atividade antibacteriana do 6leo essencial de canela frente

as bactérias deve-se a presenca de fitoconstituintes, no caso eugenol;

+ De acordo com os resultados obtidos da Cinnamomum
zeylanicum Breyn, o uso desta planta medicinal, é de grande relevéancia,
pois & uma alternativa terapéutica promissora em futuro préximo,

sobretudo para a populagao mais carente.

4.1 Consideragoes para trabalhos futuros

Para melhor interpretacao dos resultados aqui encontrados
sobre o 6leo essencial extraido das folhas da Cinnamomum zeylanicum

Breyn (Canela), poderao ainda ser realizados:

+ Estudos relacionados com a toxicidade da planta;

+ Aplicabilidade do o6leo de canela como antioxidante em

alimentos;

+ Comparacdo da eficiéncia da acao do 6leo de canela como
antioxidante com alguns desinfetantes comerciais, utilizando as bactérias
aqui estudas, assim como, outras bactérias patogénicas que ainda ndo

foram testadas;
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+ Avaliar a acao do oleo essencial da canela frente outras

bactérias oriundas dos mais diversos tipos de alimentos;

+ Utilizar o 6leo essencial extraido das folhas da canela para

estabilidade de oxidante do biodiesel.
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Figura 5 Esquema do método CLSI, 2009.
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Fonte: Adaptado de SERRA, 2008.
Figura 6 Método de diluicdo em caldo.
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Figura 8 - Curva analitica de adigdo de padrdo da amostras de OE

analisadas por EAA-FG para a quantificagao de cobre.
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Figura 9 - Curva analitica de adicao de padrao da amostras de OE

analisadas por EAA-FG para a quantificacdo de potassio.
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Figura 10 - Curva analitica de adigao de padrdo da amostras de OE

analisadas por EAA-FG para a quantificacao de niquel.
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Figura 11 - Curva analitica de adicdo de padrao da amostras de OE

analisadas por EAA-FG para a quantificagao de ferro.
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Figura 12 - Curva analitica de adicdo de padrdao da amostras de OE

analisadas por EAA-FG para a quantificagao de zinco.
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Figura 13 - Curva analitica de adicdo de padrao da amostras de OE

analisadas por EAA-FG para a quantificagao de cromo.
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Figura 14 - Curva analitica de adicdo de padrdao da amostras de OE

analisadas por EAA-FG para a quantificacdao de magnésio.
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Figura 15 - Curva analitica de adicdo de padrao da amostras de OE

analisadas por EAA-FG para a quantificacdo de cadmio.
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Figura 20 Halo de inibicao do d6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum
Breyn frente: A = E.coli padrao ATCC, B = E. coli isolada do ambiente, C
= Staphylococcus aureus e D = Serratia odorifera.
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Figura 21 Concentracdo inibitéria minima do 6leo essencial de Canela frente:

A = Serratia odorifera e B = Listeria monocytogenes.
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