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Resumo

O dleo essencial de frutos da pimenta rosa (Schinus terebinthifolius) foi obtido por hidrodestilagdo com
rendimento de 5,3% (m/m) em relagdo & massa seca dos frutos. Os constituintes do 6leo foram
analisados por cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo de chama e espectrometria de
massas (CG-DIC e CG-EM) e os componentes majoritarios encontrados foram: delta-3-careno (40,53%),
silvestreno (17,63%), beta-felandreno (14,25%), e alfa-pineno (11,90%). A atividade antimicrobiana do
Oleo essencial de frutos de S. terebinthifolius foi avaliada pelo teste de difusdo em agar realizado em
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Para S. aureus, observou-se pequeno halo de inibicdo (9,17
mm) comparado com os antibidticos (ampicilina: 35,00 mm; tetraciclina: 29,17 mm). Em relagdo a
bactéria, E. coli ndo foi observada formagdo de halo de inibicdo, ndo apresentando atividade
antimicrobiana contra essa bactéria. Mais estudos acerca desse 6leo essencial sdo necessarios para

verificar sua atividade antimicrobiana.

Abstract

The essential oil from the fruit of Schinus terebinthifolius (pink pepper) was obtained by hydrodistillation,
showing a vyield of 5,3% (m/m) according the dry matter content of the fruits. The composition of the
essential oil was analyzed by gas chromatography with a flame ionization detector (GC/FID) and gas
chromatography combined with mass spectrometer (GC/MS). The main compounds identified were: delta-
3-carene (40,53%), sylvestrene (17,63%), beta-phellandrene (14,25%), e alpha-pinene (11,90%). The
essential oil antimicrobial activity was investigated against Staphylococcus aureus and Escherichia coli
using the agar well diffusion method. Against S. aureus, the essential oil showed a small inhibition zone
(9,27 mm) when compared with antibiotics (ampicilin: 35 mm; tetracycline: 29,17 mm). No activity was
observed against E. coli. More studies are necessary to verify the antimicrobial activity of the essential oil

obtained from S. terebinthifolius.
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1. Introducéo

Oleos essenciais sdo constituintes volateis, que podem
estar presentes em varias partes das plantas, tais
como: folhas, flores, frutos, raizes e rizomas. Esses
compostos sao odoriferos, de carater lipofilico e, no
processo de hidrodestilagdo, separam-se da agua por

diferengas de polaridade e densidade?.

Atualmente, existe uma grande tendéncia em utilizar os
6leos essenciais em diversos setores industriais, como
por exemplo: em perfumaria, cosméticos, aromatizante
e produtos de limpeza. Devido a presengca de
compostos que tém atividade antibacteriana e
antifungica, diversos 6leos essenciais vém sendo cada
vez mais aplicados pelas industrias farmacéutica, na
producdo de medicamentos, e pelos setores agricolas,
no desenvolvimento de pesticidas naturais. Além disso,
a acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais também
vem sendo bastante explorada para a elaboracdo de
sanitizantes e produtos de limpeza e higiene®.

Por possuirem uma gama de importantes compostos
volateis em sua constituicdo, 0 processo de extragdo
de dleos essenciais mais utilizado é a hidrodestilacéo.
Em temperatura elevada, os compostos presentes na
planta sdo arrastados pelo vapor de agua, e a mistura
formada retorna a fase liquida ao passar por
condensadores. Durante a coleta, observa-se
formacéo de duas fases: uma fase aquosa (hidrolato); e
uma fase oleosa. E possivel que no hidrolato estejam
presentes alguns constituintes organicos, que
apresentam solubilidade em &gua. A extragéo liquido-
liguido utilizando solventes organicos é uma forma de
se recuperar essas substancias presentes no hidrolato
e que, antes, encontravam-se em fase aquosa. Dentre
os demais possiveis métodos de extragdo, destacam-
se: enfloracdo; extragcdo com solventes organicos;
extragdo com fluido supercritico; prensagem a frio;
arraste a vapor; extracdo com ultrassom; extragdo com
micro-ondas. As caracteristicas da planta, a fonte de
6leo essencial (flor, folha, semente, raiz), o destino
desse 6leo e o composto que se deseja obter definem

o tipo de extracéo a ser aplicadas.

No presente estudo, realizou-se extracdo do Oleo
essencial do fruto de Schinus terebinthifolius Raddi,
planta pertencente a familia Anacardiaceae, conhecida
popularmente como Aroeira. Arvore de porte mediano,
nativa da América do Sul e do Brasil, pode ser
encontrada desde o nordeste até o sul do pais. Possui
fruto pequeno e avermelhado, conhecido comumente
por pimenta rosa e de grande uso popular"’. Esses
frutos despertaram a curiosidade de analises como
composi¢do quimica do dleo, umidade da planta e
rendimento. Essas sdo trés analises de grande
importancia, uma vez que, por meio da composi¢cao
quimica, € possivel identificar o0os compostos
majoritarios presentes no 6leo essencial extraido e,
assim, qual teste se pode aplicar para planta. A
umidade revela o quanto de 4gua presente na planta, e
através dessa diferenca de massa calcular o
rendimento da quantidade de 6leo extraido.’

Nesse contexto, 0 objetivo do trabalho foi caracterizar o
6leo essencial do fruto de S. terebinthifolius e testa-lo
sobre duas bactérias patogénicas, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, por meio de teste de difusao

em agar.

2. Materiais e Métodos

2.1. Coleta do material e extragcdo do éleo

essencial

Os frutos de Schinus terebinthifolius foram coletadas
pela manh@ em Alegre, ES, Brasil, e divididos em trés
porcdes de 300 g, que foram submetidas a extragdo.
Realizou-se a hidrodestilagdo das amostras, por trés
horas consecutivas, utilizando aparelho do tipo

CIevenger.6

Apos a hidrodestilacéo, o hidrolato obtido para os frutos
da S. terebinthifolius foi centrifugado a 5000 RPM
(rotacdo por minuto), durante 5 minutos, de forma a
promover a separagéo entre as fases aquosa e oleosa.
Com o auxilio de uma pipeta Pauster, o Oleo
(sobrenadante) foi retirado e armazenado em frasco

ambar em freezer a -4°C’.
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2.2. Composicdo Quimica dos Oleos

essenciais

2.2.1. Cromatografia gasosa acoplada ao

espectrémetro de massas (CG-EM)

O oleo essencial foi analisado por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrébmetro de massas (CG-
EM), em equipamento com detector seletivo de massa,
modelo QP-PLUS-2010 (Shimadzu). A coluna
cromatografica utilizada foi a do tipo capilar de silica
fundida com fase estacionaria Rtx-5MS, de 30 m de
comprimento e 0,25 mm de diametro interno, utilizando
hélio como gés de arraste. As temperaturas utilizadas
foram de 220 °C no injetor e 300 °C no detector. A
temperatura inicial da coluna foi de 60°C, sendo
programada para ter acréscimos de 3°C a cada minuto,
até atingir a temperatura maxima de 240°C. Uma
quantidade de 10 mg do referido 6leo essencial foi
diluida em 1 mL de diclorometano, sendo injetado 1 pL
da mistura. Uma mistura de alcanos lineares (Cg a Cas)
foi injetada no cromatégrafo nas mesmas condi¢bes
usadas nas analises do 6leo essencial para os calculos
do indice de Kovats (IK)2.

Os constituintes do 6leo essencial do fruto da S.
terebinthifolius foram identificados pela comparagéo
dos espectros de massas obtidos com os espectros de
massas existentes no banco de dados do equipamento
(Wiley7), também pela comparacdo dos valores dos
indices de Kovats (KI) calculados com os valores
tabelados’, e ainda pelos dados da literatura™.

2.2.2. Cromatografia gasosa com detector de

ionizacdo de chamas (CG-DIC)

Para quantificar os compostos, o Oleo essencial foi
analisado em um cromatégrafo a gas equipado com
detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) CG-2010
Plus (Shimadzu). A fase estacionéria usada foi a coluna
capilar Rtx-5MS (30 m de comprimento e 0,25 mm de
diametro interno). O nitrogénio foi usado como gas de

arraste. A programacéao de temperatura no forno foi a ja
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relatada para as analises em CG-EM. A temperatura do
injetor foi de 240 °C e do detector foi de 250 °C. Uma
amostra de 10 mg do dleo essencial foi diluida em 1 mL

de diclorometano, sendo injetado 1 uL da mistura.?
2.3. Analise microbiolégica

2.3.1. Microrganismos

A investigacdo do efeito antimicrobiano do Odleo
essencial foi realizada em bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e em bactéria
Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 11229), ambas
fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Engenharia de

Alimentos.

2.3.2. Preparo do in6culo e teste de difuséo
em agar

As bactérias foram ativadas consecutivamente em BHI
(Brain Heart Infusion) e estriadas em &gar padréo para
contagem, a partir do qual obteve-se os indculos,
preparando, em solugdo salina 0,85%, suspensfes de
turvacao equivalente ao padrdo de McFarland 0,5. Um
volume de 20 mL de agar Muller-Hinton foi vertido em
placas de petri. Orificios de 6,0 mm de didmetro foram
feitos no &gar solido e, com um auxilio de um swab,
aplicou-se o in6culo sobre toda superficie do meio ja
seco. Em seguida, aliquotas de 5 uL do 6leo essencial
puro foram adicionadas aos orificios. Aliquota de 5 pL
de agua foi utilizada como controle negativo e
tetraciclina e ampicilina foram os antibiéticos padrdes.
As placas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas, e

os halos formados foram medidos™.

A andlise foi realizada em duplicada®, com trés
repeticdes. Procedeu-se andlise de variancia (ANOVA)
e teste de média de Tukey, a 5% de significancia,

utilizando programa estatistico Genes™.

3. Resultados e Discusséao
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3.1. Composicdo e identificacdo dos
constituintes quimicos do 6leo essencial de S.

terebinthifolius.

O rendimento do 6leo essencial de frutos de S.
terebinthifolius foi calculado em base seca e foi de
5,3% (M m’l), segundo a literatura para hidrodestilcdo o
rendimento para o 6leo essencial de S. terebinthifolius

foi entre 5,6

O teor de oOleo essencial na planta pode estar
associado a diversos fatores, tais como: temperatura,
luminosidade, sazonalidade, estadio de
desenvolvimento da planta, hordrio da colheita e
nutricdo da planta. Outros fatores também podem
influenciar na quantidade e composicdo quimica do
Oleo essencial, como: as interacbes da planta com

outras plantas, com microorganismos e insetos.™

Os componentes quimicos encontrados no 6leo
essencial de frutos de S. terebinthifolius foram descritos
na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial de
frutos de S. terebinthifolius. T.R. = tempo de retengéo

(min.), NI = néo identificado, IK = Indice de Kovatsg, as
porcentagens das areas foram obtidas no GC-FID (Rtx-

5MS column).
T.R

(min) Componentes IK cal IK tab. Area (%)

8,764 Alfa-Tujeno 928,68 931 0,18

9,049 Alfa-Pineno 935,86 939 11,9
10,778 NI 974,20 0,1
10,862 Beta-Pineno 975,87 980 1,6
11,719 Mirceno 992,11 991 5,65

12,279 Beta-Felandreno  1002,87 1031 14,25
12,614 Delta-3-Careno  1011,07 1011 40,52
13,196 Cimeno 1024,73 1022 2,98
13,463 Silvestreno 1030,77 1027 17,63
16,282 NI 1087,28 1,23
31,807 Z-Cariofileno 1416,19 1404 1,51
34,491 Gama-muuroleno 1479,34 1477 1,41
36,281  Delta-Cadineno  1522,03 1524 0,48

No presente estudo o Oleo da S. terebinthifolius
apresentou como compostos  majoritarios  0s
compostos:  delta-3-careno  (40,5%), silvestreno
(17,63%), seguido de beta-felandreno (14,2%) e alfa-
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Pineno (11,9%). Ribeiro®, identificou no éleo essencial
de frutos de S. terebinthifolius o0s compostos
majoritarios: delta-careno (42,3%) e beta-felandreno
(14,8%). Da mesma forma, Clemente®, revelou como
componente majoritdrio o delta-careno e beta-
felandreno para o referido 6leo. O delta-careno
(40,52%) foi encontrado como constituinte majoritario
em Oleo essencial do fruto de S. terebinthifolius

coletados na regido de Alegre-ES.

O oleo essencial dos frutos de S. terebinthifolius
apresentou uma gama de bioatividade. Estes
resultados séo corroborados pelo trabalho de Ribeiro,
o qual relatou que esse Oleo tem atividade
antimicrobiana e fungicida, e de Roveda®, que
determinou sua atividade antitumoral.

3.2. Atividade antimicrobiana

Os halos obtidos estéo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Médias dos didametros (mm) dos halos de
inibico para o 6leo essencial de S. terebinthifolius em
S. aureus e E. coli. Ampicilina e Tetraciclina como
antibiéticos controle.

Halo de Inibi¢c&o* (mm)

. . Oleo o i,
Microrganismo ) Ampicilina Tetraciclina
essencial
S. aureus 9,17c 35,00a 29,17b
E. coli > 21,40b 27,00a

Médias de trés repetiges. Pares de médias seguidas de pelo
menos uma mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre
si, ao nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey.

*Area de inibig&o incluindo orificio de 6 mm.

**Medicado néo foi possivel devido a ndo observacéo de halo.

O halo observado em S.aureus para o 6leo essencial
extraido do fruto de S. terebinthifolius diferiu
significativamente  dos halos formados pelos
antibiéticos, possuindo o menor valor (9,17 mm).
Entretanto, vale ressaltar que, mesmo com um halo
relativamente pequeno, o 6leo essencial ainda assim
apresentou atividade antimicrobiana contra essa
bactéria, o que representa um importante achado. As
pequenas concentracbes de alfa-pineno em sua
composicdo  podem  justificar essa  atividade

antimicrobiana®’.

Para E. coli, ndo foi observada formacao de halo de
inibicdo, indicando que o dleo essencial obtido nas
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condicbes da pesquisa ndo apresentou efeito

antimicrobiano contra essa bactéria.

A fim de se concluir a respeito de sua atividade
antimicrobiana, sugere-se uma maior investigagdo néo
apenas contra espécies de bactérias, mas também

contra fungos e leveduras.

4. Conclusoes

A extracdo do Oleo essencial de frutos de S.
terebinthifolius da regido de Alegre-ES apresentou um
6timo rendimento (5,3% em relagdo & massa seca dos
frutos). Os constituintes majoritarios encontrados
foram: delta-3-careno; silvestreno; beta-felandreno; e
alfa-pineno. O Oleo essencial apresentou acgdo
antimicrobiana contra a bactéria patogénica S. aureus.
A extragdo do o6leo essencial do fruto de S.

terebinthifolius é uma opg¢do interessante e pode

agregar valor a cadeia produtiva da pimenta rosa.
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