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APRESENTACAO

A obra “Ensaios nas Ciéncias Agrarias e Ambientais” aborda uma série de livros
de publicagéo da Atena Editora, em seu Volume VI, apresenta, em seus 21 capitulos,
conhecimentos aplicados nas Ciéncias Agrarias com um grande apelo Ambiental.

O manejo adequado dos recursos naturais disponiveis na natureza € importante
para termos uma agricultura sustentavel. Deste modo, a necessidade atual por produzir
alimentos aliada a necessidade de preservagcado e reaproveitamento de recursos
naturais, constitui um campo de conhecimento dos mais importantes no ambito das
pesquisas cientificas atuais, gerando uma crescente demanda por profissionais
atuantes nessas areas, assim como, de atividades de extensionismo que levem estas
descobertas até o conhecimento e aplicacéo dos produtores.

As descobertas atuais tém promovido o incremento da producéao e a produtividade
nos diversos cultivos de lavoura. Nesse sentido, as tecnologias e manejos estao sendo
atualizadas e, as constantes mudancas permitem os avancos na Ciéncias Agrarias
de hoje. O avanco tecnolégico, pode garantir a demanda crescente por alimentos em
conjunto com a sustentabilidade socioambiental.

Este volume traz artigos alinhados com a producgéao agricola sustentavel, ao tratar
de temas relacionados com producao e respostas de frutais, forrageiras, hortalicas e
florestais. Temas contemporaneos que abordam o melhor uso de fontes nitrogenadas,
assim como, adubos biologicos e responsabilidade socioambientais tem especial
apelo, conforme a discussdo da sustentabilidade da produgcdo agropecuéria e da
preservacao dos recursos naturais.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esfor¢cos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancgos cientificos e tecnolégicos nas
Ciéncias Agrarias e Ambientais, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena
Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar aos professionais das
Ciéncias Agrarias e areas afins, trazer os conhecimentos gerados nas universidades por
professores e estudantes, e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias
e manejos que contribuiam ao aumento produtivo de nossas lavouras, assim, garantir
incremento quantitativos e qualitativos na producé&o de alimentos para as futuras
geracgdes de forma sustentavel.

Jorge Gonzélez Aguilera
Alan Mario Zuffo
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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi
extrair 6leo essencial das sementes de jambolao,
caracterizar e avaliar o potencial antimicrobiano
e antioxidante deste Oleo. A extracdo foi
realizada em equipamento Clevenger, utilizando
atécnicade hidrodestilac&o. A caracterizacao foi
feita através de cromatografia gasosa, obtendo
como principal constituinte do Oleo essencial
de semente o P-cariofileno. O potencial
antimicrobiano foi avaliado através das técnicas
de difusdo e concentracao inibitéria minima e
bactericida minima. O 6leo das sementes teve
atividade antimicrobianafrente a Staphylococcus
aureus, Salmonella Typhimurium e Escherichia
coli, nao apresentando frente a Listeria
monocytogenes nas técnicas de difuséo,
porém na técnica de Concentragcdo Inibitoria
Minima e Concentracdo Bactericida Minima
0 Oleo essencial das sementes de jambolao
apresentou efeito frente a todas as bactérias. O
0leo essencial de sementes de jambol&o nao foi
capaz de inibir o crescimento do fungo Rizhopus
spp. pela técnica utilizada, porém apresentou
atividade antimicrobiana frente ao Trichoderma
spp. Quanto a atividade antioxidante, utilizando
0 ensaio espectrofotométrico 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil, o 0leo essencial ndo apresentou
potencial antioxidante. Conclui-se que o 6éleo
essencial de sementes de jambolao apresentou
atividade antimicrobiana frente a bactérias e
fungos.Oodleoessencialdesementesapresentou
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como principal constituinte o (B-cariofileno e ndo exibiu atividade antioxidante. Devido
ao potencial antimicrobiano, os 6leos essenciais de jamboldao poderiam ser utilizados
como conservantes naturais, para tanto analises in situ deveriam ser realizadas, bem
como a analise antioxidante poderia ser realizada utilizando uma concentragdo maior
de 6leo essencial e também outro método de analise além do DPPH.
PALAVRAS-CHAVE: 6leo essencial; antimicrobiano; antioxidante.

ABSTRACT: The objective of the present work was to extract essential oil from jambolan
seeds, characterize and evaluate the antimicrobial and antioxidant potential of this
oil. The extraction was carried out in Clevenger equipment, using the hydrodistillation
technique. The characterization was made by gas chromatography, obtaining as main
constituent of the essential oil of seed 3-caryophyllene. The antimicrobial potential was
evaluated by means of diffusion and minimum inhibitory and minimum bactericidal
concentration techniques. The oil of the seeds had antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium and Escherichia coli, not presenting
Listeria monocytogenes in the techniques of diffusion, but in the technique of Minimum
Inhibitory Concentration and Minimum Bactericidal Concentration, the essential oil of
the jambolao seeds showed a front effect to all bacteria. The essential oil of jambolan
seeds was not able to inhibit the growth of the fungus Rizhopus spp. by the technique
used, but showed antimicrobial activity against Trichoderma spp. As for the antioxidant
activity, using the spectrophotometric assay 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, the essential
oil had no antioxidant potential. It was concluded that the essential oil of jambolan seeds
presented antimicrobial activity against bacteria and fungi. The essential oil of seeds
presented the main constituent B-caryophyllene and did not exhibit antioxidant activity.
Because of the antimicrobial potential, jambolan essential oils could be used as natural
preservatives for both in situ analyzes to be performed, as well as the antioxidant
analysis could be performed using a higher concentration of essential oil and also
another method of analysis besides DPPH.

KEYWORD: essential oil, antimicrobial, antioxidant.

11 INTRODUGCAO

O jambolao (Syzygium cumini) pertence a familia Myrtaceae, sendo mais
conhecido popularmente por suas aplicagées no tratamento de doencas, do que pelo
consumo do fruto. O fruto possui sabor adstringente, que varia do acido ao doce,
apresentando uma polpa branca ou roxa, bastante suculenta, contendo, normalmente,
uma semente. E originario da india, Birmania, Ceildo e llhas Andamao (MORTON,
1987) e dentre os diversos aproveitamentos dessa planta estd a possibilidade de
obtencéo de 6leos essenciais a partir das folhas e sementes (AYYANAR; SUBASH-
BABU, 2012). Oleos essenciais sd0 metabdlitos secundarios de plantas aromaticas,
sendo formados por uma mistura de compostos complexos e volateis, apresentando
como principal caracteristica forte odor. Devido as propriedades antimicrobianas e
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antioxidantes podem ser utilizados em alimentos (BAKKALI et al., 2006).

Diante do exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi extrair 6leo essencial das
sementes de jambolao, caracterizar e avaliar o potencial antimicrobiano e antioxidante
do 6leo essencial.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos 6leos essenciais das folhas e sementes de jambolao

As amostras de frutos de jamboldo, provenientes da colecéo de frutiferas da
Embrapa Clima Temperado, localizada na cidade de Pelotas-RS, Brasil (safra 2015),
foram coletadas em estadio maduro, sanitizadas com solugéo de hipoclorito de sédio
(100 ppm), enxaguadas com agua e mantidas sob congelamento (-70 °C) até o
momento da extrac&o do Oleo essencial.

O processo de extracéo foi realizado de acordo com a Farmacopéia Brasileira
(2010) com algumas modificacbes. A extracado do 6leo essencial das sementes foi
iniciada pelo processo de maceragcdao com nitrogénio liquido, utilizando moinho de
bolas (Marconi MA350).

Apés, o material foi submetido a um processo de hidrodestilacao, utilizando o
aparelho Clevenger, durante 3 h. O éleo essencial obtido foi transferido para um frasco
de vidro &mbar, o qual foi armazenado sob congelamento a temperatura de -18 °C.

2.2 Caracterizacao quimica do 6leo essencial de sementes de jambolao

A caracterizacao quimica do 6leo essencial de jambolao foi realizada conforme
metodologia proposta por Victoria et al. (2012) com algumas modificagbes, através
de cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa (Shimadzu GCMS
QP 2010). Para isso o 6leo essencial foi dissolvido em acetato de etila e um volume
de 1 uL de 6leo foi injetado no cromatografo, utilizando coluna capilar, a temperatura
programada foi de 60 °C, aumentando 4 °C/min até 220 °C, sendo mantido a 220 °C por
2 min e tendo como carreador o gas hélio (0,80 mL/min). Os compostos presentes no
Oleo essencial foram identificados com base na comparacao dos indices de retencao
e espectro de massa deste com os padrdes presentes na biblioteca NIST EP/EPA/MIH
(NIST 05) do aparelho.

2.3 Atividade antimicrobiana

2.3.1 Bactérias

Para avaliar a atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padrao das espécies
de bactérias Salmonella Typhimurium (ATCC 13311), Escherichia coliO157:H7 (ATCC
43895), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Staphylococcus aureus (ATCC 10832).
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As culturas bacterianas foram mantidas sob congelamento em um meio contendo
caldo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na propor¢céo de 3:1
(viv). A reativacdo dos microrganismos foi realizada através da transferéncia das
culturas para caldo BHI estéril, e incubagao durante 24 h a 37 °C. Apés incubacgao, uma
alcada de cada cultura foi transferida e estriada em placas contendo Agar Padr&o para
Contagem (PCA) para S. Typhimurium, Eosina Azul de Metileno (EMB) para E. coli,
Palcam para L. monocytogenes e Baird - Paker para S. aureus, ap0s as placas foram
incubadas por 24 h a 37 °C. A partir das coldnias isoladas nos Agares, extraiu-se uma
alcada e ressuspendeu-se em solucao salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada em
concentracao 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™"). Todas as avaliacbes
foram realizadas em triplicata.

2.3.1.1. Disco difuséo e difusdo em agar

A atividade antimicrobiana foi avaliada através do método de disco difusédo, de
acordo com protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute
— CLSI (CLSI 2005), e pela determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracao Bactericida Minima (CBM) de acordo com a metodologia descrita por
Cabral et al. (2009), com pequenas modificacoes.

Na técnica de disco difusdo, a solugéo salina inoculada foi semeada através de
espalhamento utilizando swab estéril na superficie de placas contendo Agar Muller-
Hinton. Depois de seco, adicionou-se discos de papel filtro de 6 mm de diametro
contendo 10 pL dos éleos essenciais de folhas e sementes de jambolao sobre o Agar,
posteriormente, procedeu-se a incubacao por 24 h a 37 °C e apds este periodo foi
efetuada a medic&o dos halos de inibic&o, utilizando paquimetro.

Na técnica de difusdao em Agar, quatro pequenos pocos equidistantes (diametro
6 mm) foram feitos no centro das placas contendo Agar Muller-Hinton, entéo a solugéao
salina inoculada foi semeada através de swab estéril e 60 yL do 6leo essencial das
sementes de jambolao foram adicionados aos pocos. As placas foram incubadas a
37 °C e as leituras realizadas ap6s 24 h de incubagao, novamente foram efetuadas as
medicOes dos halos de inibic&o utilizando paquimetro. Em ambos testes, os resultados
foram expressos em mm.

Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A determinagcéo da CIM foi realizada utilizando microplacas de titulacdo de 96
pocos, em cada poco acrescentou-se 100 pL de caldo BHI previamente inoculado
(conforme descrito anteriormente no item 2.3.1), ap6s foram adicionados 100 pL de
Oleo essencial de sementes de jamboldo em concentragdes variando de 0,1 — 0,001
mg de 6leo essencial.mL"' de dimetilsulféxido P.A. (DMSO), obtendo uma concentracao
final de 0,5 — 500 mg de 6leo essencial.mL"' de BHI, e procedeu-se a incubagao por
24 h a 37 °C. Foi utilizado como branco BHI inoculado sem 6leo essencial. Ap6s a
incubacgao, foram adicionados 30 pL de corante Resazurina (0,01%; m/v) para auxiliar
na visualizagcéo dos pog¢os com crescimento bacteriano. Transcorrido 3 h de incubacéo,
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0S pogos em que nao foi alterada a coloragéo foram considerados com auséncia de
bactérias viaveis, caso contrario se considerou com presenca.

Concentracao Bactericida Minima

Na técnica de CBM, foram usados 10 pyL do meio de cultura considerados com
auséncia de bactérias viaveis no teste de CIM, os quais foram semeados em placas de
Petri contendo Agar BHI e incubados por 24 h a 37 °C. A CBM foi considerada como
a menor concentracdo do 6leo em que ndo houve crescimento bacteriano no meio de
cultura.

2.3.2 Fungos

Para avaliar a atividade antifungica foram utilizados os géneros de fungos
Trichoderma spp. e Rizhopus spp.. Para isso primeiramente foi preparado o inéculo
fungico, o qual foi realizado conforme metodologias descritas por Gurgel et al. (2005)
e Fontenelle et al. (2007). As culturas dos fungos foram estriadas separadamente na
superficie de placas com Agar dextrose batata (BDA) e incubadas a 25 °C por 5 dias.

ApO6s o periodo de incubagao, os cultivos fungicos foram cobertos com 2 mL de
solucéo salina estéril e com auxilio de alga microbiologica, foram realizadas raspagens
da superficie de cada cultura, a fim de obter uma suspensao livre de fragmentos do
meio de cultura. As suspensodes foram transferidas com auxilio de micropipetas para
tubos de ensaio estéreis vazios e, em seguida, deixados em repouso a 28 °C por
5 min. O sobrenadante dessas suspensdes foi padronizado na concentracéo 0,5 da
escala de McFarland (equivalente a 1,5 x 108 UFC.mL™").

2.3.2.1 Difusdo em agar

A atividade antimicrobiana contra fungos foi avaliada através da técnica de
difusdo em Agar,

Depois de preparar o indculo fangico, iniciou-se a andlise de difusdo em Agar
seguindo a metodologia proposta por Fontenelle et al. (2007).

Cada in6culo fungico padronizado foi estriado com o auxilio de um swab estéril
na superficie de placas de Petri com Agar BDA estéril. Quatro pequenos pogos
equidistantes (diametro 6 mm) foram feitos no centro da placa e 60 yL do Oleo
essencial das folhas e sementes de jamboléo foram adicionados aos po¢os. As placas
foram incubadas a 25 °C e as leituras feitas apds 3, 5 e 8 dias de incubacéo. Foram
efetuadas as medi¢cées dos halos de inibicdo utilizando paquimetro e os resultados
foram expressos em mm.

2.4 Atividade antioxidante do dleo essencial de sementes de jambolao

A avaliacdo do potencial antioxidante do Oleo essencial de sementes de
jamboldo foi realizada de acordo com metodologia proposta por Choi et al. (2002),
com algumas modifica¢des, utilizando o ensaio espectrofotométrico DPPH (2,2-difenil-
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1-picril-hidrazil). Para a realizacdo das analises, os 0leos essenciais foram diluidos
em diferentes concentragcbes (500 yg.mL", 100 pyg.mL", 50 yg.mL" e 10 yg.mL") de
DMSO.

As diferentes concentragdes dos 6leos essenciais (10 pL) foram misturadas com
uma solucao de DPPH (990 pL), resultando em uma concentracéo final de DPPH de
85 uM. Essa mistura foi aquecida em banho-maria (30 °C) por 30 min na auséncia de
luz. A absorbéncia das amostras foi determinada espectrofotometricamente (AAKER
SP1105) no comprimento de onda de 517 nm. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo do radical DPPH.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracterizacao do 6leo essencial de sementes de jambolao

A Figura 1 apresenta o cromatograma do 6leo essencial das sementes de
jamboldo, a identificacdo dos principais compostos presentes no éleo pode ser
observada na Tabela 1.

(x1.000,000)
fric

7.57

5.01

2.57

Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial de jambolao

Quantidade relativa em area

Linha Tempo de retencédo (min) do espectro (%) Composto
1 3.88 6.56 a-pineno
2 4.69 7.76 B-pineno
3 4.95 0.63 B-mirceno
4 5.80 0.70 Limoneno
5 16.06 1.93 a-copaeno
6 17.53 51.82 B-cariofileno
3 18.48 27.05 a-cariofileno
4 20.57 2.08 Delta-cadineno
5 22.19 1.47 c(a?l)r(igjfciJledneo

Tabela 1. Compostos presentes no 6leo essencial de sementes de jambolao
* Compostos identificados por comparagédo com bibliotecas NIST EP/EPA/MIH (NIST 05).

Pode-se observar que os compostos majoritarios sao B-cariofileno, seguido de
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a-cariofileno, B-pineno e a-pineno. Ehrenfried et al. (2011) ao avaliarem a composicéo
quimica de Oleo essencial de sementes de jamboldo também encontraram como
componente majoritario o B-cariofileno, porém seguido de éxido de cariofileno,
a-humuleno e ep6xido de humuleno.

A composicao quimica de 6leos essenciais € funcdo de vérias fatores, como
sazonalidade, condi¢des climaticas, caracteristicas do solo, localizagao geografica da
planta, entre outros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

3.2 Atividade antimicrobiana

3.2.1 Bactérias

3.2.1.1. Disco difuséo e difusdo em agar

O d6leo essencial de sementes de jamboléo apresentou potencial antibacteriano
no ensaio de disco difuséo, porém nao apresentou em difusdo em Agar, como pode
ser observado na Tabela 2.

Halos de inibi¢cdo (mm)*

Disco difuséo Difusdo em Agar
Bactérias OES OES
S. Typhimurium 1,75 ND
L. monocytogenes ND ND
S. aureus 4,25 ND
E.coli ND ND

Tabela 2. Halos de inibicdo formados nos métodos de disco difuséo e difusdo em Agar,
utilizando 6leo essencial de folhas e sementes de jambolao

*Média das triplicatas; ND= N&o detectado; OES - Oleo Essencial de Sementes.

O Oleo essencial de sementes somente apresentou efeito no método disco difusao
para os microrganismos S. aureus e S. Typhimurium. N&o foi observada atividade do
Oleo essencial de jambolao frente a L. monocytogenes e E.coli, independentemente
do método de avaliacdo utilizado. Oleos essenciais de sementes de outras plantas
apresentaram inibicdes superiores, como é o caso do feno-grego (Trigonella foenum-
graecum) que propiciou a formacao de halo de inibicao de 15 mm frente a E. coli
(MONIRUZZAMAN et al., 2015) e Oleo essencial de semente de mostarda, que
apresentou halo de 15 mm frente a S. aureus e 10,25 mm frente a E. coli (PENG et
al., 2014).

Em relacdo a técnica de avaliagéo da atividade antimicrobiana, existem diversos
fatores que podem influenciar no método de difusédo como a solubilidade da amostra
e a interagdo entre o meio de cultura e a substancia antimicrobiana testada, além do
disco de papel poder influenciar no contato desta com o microrganismo, por isso é
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importante testar as duas técnicas (ALVES et al., 2008).

Referente a diferenca de resultados observados, em funcdo da técnica utilizada,
os resultados obtidos neste estudo diferem dos encontrados por Silveira et al. (2009),
que obtiveram melhores resultados com a técnica de difusdao em Agar ao avaliar extrato
etandlico das cascas de frutos de Punica granatum L. (roma), com formacao de halos
em todos os microrganismos testados.

S. aureus é um dos principais causadores de doencas transmitidas por alimentos
aos seres humanos. Esse microrganismo tem a capacidade de produzir enterotoxinas
e dessa forma pode causar intoxicagdo alimentar. Alguns seres humanos podem ser
portadores assintomaticos de S. aureus enterotoxigénico na pele, garganta e nariz,
assim, os manipuladores de alimentos podem ser uma fonte de contaminacédo de
alimentos. Somado a isso, tem-se a capacidade de formar biofilmes, o que faz com
gue esse microrganismo sobreviva em ambientes hostis como as superficies da
industria de alimentos, aumentando a possibilidade de uma contaminacéo alimentar
(GUTIERREZ et al., 2012). Dessa forma, & importante a obtencéo de substancia com
capacidade antimicrobiana frente a esse microrganismo.

Pode-se considerar que em relacéo ao 6leo essencial de sementes de jambolao,
o método de disco difusdo alcangou os melhores resultados quando comparado a
difusdo em Agar, podendo ser usado esse teste para avaliagdo antimicrobiana.

3.2.1.2. Concentragdo inibitoria minima e concentragcdo bactericida minima

As concentragdes e resultados obtidos podem ser observados na Tabela 3.

Bactérias Concentragbes (mg.mL")
500 50 5 0,5

Bruto

S. Typhimurium - - - + +
L. monocytogenes - - - + +
S. aureus - - - + +
E. coli - - - + +

Tabela 3. Concentragéo inibitria minima de 6leo essencial de sementes de jamboléo frentes as
bactérias S. Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus e E. coli

- Inibicdo de crescimento do microrganismo; + Crescimento do microrganismo

Como pode ser observado na Tabela 3, o 6leo essencial de jambolao extraido
das sementes inibiu o crescimento dos microrganismos avaliados, na forma bruta (6leo
sem diluir), e nas concentra¢cdes 500 mg.mL"' e 50 mg.mL™".

A partir das concentragdes que apresentaram inibicéo, foi feita a CBM, onde se
obteve os resultados contidos na Tabela 4.
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Bactérias Concentragbes (mg.mL")

Bruto 500 50

S. Typhimurium - - -
L. monocytogenes - - -
S. aureus - + +
E. coli - - -

Tabela 4. Concentragéo bactericida minima de 6leo essencial de sementes de jambolao frente
as bactérias S. Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus e E. coli

- Inibicdo de crescimento do microrganismo; + Crescimento do microrganismo.

As concentragbes avaliadas apresentaram efeito bactericida frente as bactérias
testadas, com excecao do Staphylococcus aureus, o qual somente foi inibido pelo éleo
bruto. Bona et al (2014) encontraram CIMs inferiores aos resultados obtidos neste
estudo para S. aureus (12,5 mg.mL"), S. Typhimurium (0,78 mg.mL™) e E. coli (0,78
mg.mL"), utilizando extrato etandlico de folhas de jamboléo e S. aureus (25 mg.mL™"),
S. Typhimurium (1,56 mg.mL™) e E. coli (3,13 mg.mL") quando avaliado extrato aquoso
de jamboléao.

Esses autores também avaliaram a CMB, sendo necesséario 100 mg.mL", 6,25
mg.mL" e 0,78 mg.mL" de extrato etandlico de jamboléo para inibir S. aureus, S.
Typhimurium e E. coli, respectivamente, e 3,13 mg.mL" de extrato aquoso para inibir
S. Typhimurium e E. coli, valores menores do que os apresentados pelo 6leo essencial,
0 extrato aquoso néo apresentou efeito contra S. aureus enquanto o 6leo essencial
somente apresentou efeito quando nao foi diluido.

Valores inferiores para ambas avaliacbes também foram obtidas com outros
Oleos essenciais, como o 6leo essencial de Satureja horvatii que apresentou CIM de
0,57 mg.mL" e CBM de 1,15 mg.mL" frente a Listeria monocytogenes (BUKVICKI et
al., 2014) e o 6leo essencial de sementes de mostarda que apresentou concentracéo
inibitdério minima de 0,128 mg.mL™" para Staphylococcus aureus e 0,512 mg.mL™" para
Escherichia coli (PENG et al., 2014).

A diferenca de resultados entre as técnicas de difusdo e CIM pode acontecer
devido a composi¢cédo quimica das amostras, onde moléculas de maior polaridade ou
com massa molecular maior podem possuir uma solubilidade maior e uma facilidade
de dispersao em meio liquido superior (VALGAS et al., 2007). O fato de nao apresentar
halo de inibicdo nao significa que o 6leo ou extrato ndo tenha atividade antimicrobiana,
isso pode estar relacionado com uma difusdo incompleta, principalmente, para
constituintes com menor polaridade que tém uma difusdo mais lenta (MORENO et
al., 2006). Isso p6de ser observado na bactéria L. monocytogenes, que apesar de
néo ter apresentado halos de inibicdo em nenhuma das técnicas de difusao testadas,
apresentou sensibilidade ao 6leo essencial testado quando usada a técnica de CIM.
A diferenca de resultados entre as técnicas de difuséo e a técnica de CIM também
ocorreu em trabalho realizado por Araujo (2011) que observou que extratos metandlicos
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de Duguetia echinophora, Duguetia riparia e Croton trinitatis e extrato hexanico de
Cassytha americana nao foram capazes de inibir o desenvolvimento de bactérias na
difusdo em Agar, porém apresentaram na técnica de CIM.

O dleo essencial atua causando danos a membrana celular das bactérias através
da permeabilizacdo destas, isso acontece devido a perda de ions e diminuicdo do
potencial da membrana das bactérias, colapso da bomba de prétons e esgotamento
do pool de ATP, além disso podem atuar na coagulacéo o citoplasma. Esses danos na
membrana e no citoplasma podem levar a morte celular das bactérias (BAKKALI et al.,
2006).

Essa sensibilidade que os microrganismos demonstraram em relagdo ao Oleo
essencial de jambolao mostra que este apresenta potencial para ser utilizado como
antimicrobiano natural, 0 que aumenta a gama de utilizac&o da planta.

3.2.2 Fungos

3.2.2.1. Difusdo em agar

Os resultados da atividade antifungica do Oleo essencial de sementes de
jambolao, pode ser observado na Tabela 5.

Fungos Halos de inibi¢cdo (mm)*
OES

Trichoderma spp. 2,25

Rizhopus spp. ND

Tabela 5. Halos de inibicdo formados na técnica de difusao em Agar, usando os 6leos
essenciais de folhas e sementes de jambolao

*Média das leituras; ND= N&o detectado; OES - Oleo Essencial de Sementes.

O 6leo essencial de sementes de jambol&o néo foi capaz de inibir o crescimento do
fungo Rizhopus spp. pela técnica utilizada, porém apresentou atividade antimicrobiana
frente ao Trichoderma spp.

Os 6leos essenciais podem provocar a despolarizacdo das membranas
mitocondriais dos fungos, diminuindo o potencial de membrana e afetando o ciclo
dos canais i6nicos de Ca** e outros ionicos, podendo reduzir o gradiente de pH que
afeta a bomba de prétons e o pool de ATP. Ainda alteram a fluidez das membranas,
gue se tornam permeaveis, resultando em derrame de radicais, citocromo C, ions de
calcio e proteinas, como no caso do estresse oxidativo e insuficiéncia bioenergética.
A permeabilizacdo de membranas mitocondriais exteriores e interiores leva a morte
celular por apoptose e necrose (BAKKALI et al., 2006).

Souza et al. (2010) analisaram a atividade antifungica de extrato de alho sobre
esses dois fungos, para os quais o extrato de alho inibiu o desenvolvimento de ambos.
Em relac@o ao jamboldo, outros trabalhos mostram que este possui efeito antifungico,
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como Cartaxo-Furtado et al. (2015) que observaram que o extrato etandlico da casca
da arvore de jambolao foi um forte inibidor do crescimento de Candida albicans e
Khan, Jabeen e Igbal (2016) utilizaram extrato metandlico de casca da arvore e folhas
de jambolao contra o fungo Rhizoctonia solani, obtendo como resultado a inibicdo do
desenvolvimento do fungo.

O O6leo essencial de Cymbopogom citratus, Citrus limon, Eucalyptus
globulus, Lippia alba e Lippia microphylla apresentaram halos de inibicdo frente a
Rhizopus spp. de 13 mm, 12 mm, 13 mm, 12 mm e 12 mm, respectivamente, esses
halos foram maiores que os encontrados para o 6leo essencial de jambolao, porém
Eugenia uniflora e Peumus boldus nao apresentaram halos de inibicao frente a este
fungo (SOUZA et al., 2005).

O dleo essencial de Nepeta rtanjensis apresentou atividade antifungica frente
a Trichoderma spp. utilizando outro método de avaliacao (GRBIC et al., 2011), bem
como o de Matricaria recutita também usando outro método (JAMALIAN et al., 2012).

3.3 Atividade antioxidante

O oOleo essencial de sementes de jambolédo n&o apresentou atividade antioxidante
nas concentragdes testadas no ensaio DPPH, porém isso n&o significa que este 6leo
nao apresente essa caracteristica, pois se avaliado usando outro método ou outras
concentracOes pode ser que apresente tal atividade.

Mohamed, Ali e El-Baz (2013) observaram inibicao de 55,87% de DPPH usando
o 6leo essencial de folhas de jamboldao na concentracéao de 50 ug.mL™, isso ocorre
devido a composicdo quimica do 6leo essencial variar de acordo com a parte da
planta utilizada. Cabe ressaltar que o Oleo essencial de sementes de jamboldo nao
apresentou atividade antioxidante no método DPPH, mas pode apresentar se utilizado
outro método e concentracoes.

41 CONCLUSOES

Pode-se concluir que o 6leo essencial de sementes de jamboldo apresenta
atividade antimicrobiana frente a bactérias e fungos, exibe como principal constituinte
0 B-cariofileno e ndo possui atividade antioxidante no método utilizado. Devido ao
potencial antimicrobiano, o 6leo essencial de jambolao poderia ser utilizado como
conservante natural, para tanto analises in situ deveriam ser realizadas. O potencial
antioxidante deve ser avaliado utilizando uma concentracdo maior de 6leo essencial
e também outro método de analise além do DPPH, para verificar se o 6leo realmente
nao apresenta tal funcdo ou se ndo apresentou devido ao método e concentracéo
utilizados.
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