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Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. PGe quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda

Brilha, porque alta vive.”
Ricardo Reis
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RESUMO

As plantas aromaticas tém vindo a ser cada vez mais investigadas como fonte de
propriedades medicinais e farmacéuticas, devido aos diferentes compostos bioativos que
produzem. O eucalipto, nomeadamente a espécie Eucalyptus globulus, é fonte de matéria-
prima para as industrias madeireira e de celulose, sendo também muito utilizado pelas
industrias farmacéutica e de perfumaria, pela sua viabilidade mundialmente reconhecida
enquanto fonte de dleo essencial. Assim, este estudo teve como objetivo proceder a
caracterizagdo quimica de dleos essenciais (OE) de eucalipto (E. globulus), a partir de
folhas com diferente origem geogréfica e nivel de desenvolvimento (&rvores adultas e
jovens) e de frutos, tendo sido estes extraidos em sistema de Clevenger, bem como de OE
adquiridos comercialmente. Adicionalmente, efetuou-se a avaliacdo de propriedades

bioldgicas (atividade antimicrobiana e antioxidante) dos referidos OE.

O composto maioritariamente presente nos OE estudados foi o Eucaliptol (1,8-
cineol), apresentando uma maior percentagem nos 6leos comerciais (93,3% e 97,0%)
comparativamente aos extraidos por hidrodestilacdo. Destes, o OE do fruto foi o que
apresentou o menor teor do composto maioritéario (24,1%,), sendo o conteddo similar
entre as diferentes amostras de folhas (61,9%, 62,5%, 67,8%). Na avaliacdo dos fendis
totais dos extratos etanolicos, a folha colhida na regido do Douro Litoral foi a que
apresentou um teor superior (136,50+14,54 mg EAG/g extrato). Todos os extratos
etandlicos demonstraram ter propriedades antioxidantes, sendo a amostra da folha do
Douro Litoral a que demonstrou melhores resultados nas diferentes metodologias
realizadas, estando de acordo com o seu teor de fenois totais obtido. Como esperado,
verificou-se um valor baixo no teor de fendis totais dos 6leos essenciais (entre 0,97+0,18
e 2,35+0,18 mg EAG/g 6leo). No que respeita a atividade antimicrobiana, os 6leos
essenciais comerciais e extraidos das folhas apresentaram atividade bactericida face a
todos o0s microrganismos estudados, & excecdo de Pseudomonas aeruginosa,
apresentando o OE do fruto uma atividade antimicrobiana inferior visto que foi a amostra

que inibiu menos bactérias.

Conclui-se, desta forma, que o eucalipto pode ser uma potencial fonte de

antimicrobianos e antioxidantes naturais de interesse para diferentes industrias.
Palavras chave: Eucalyptus globulus; atividade antioxidante; atividade antimicrobiana.
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ABSTRACT

Aromatic plants have been increasingly investigated as a source of medicinal and
pharmaceutical properties, due to the different bioactive compounds that they produce.
Eucalyptus, especially the species Eucalyptus globulus, is a source of raw material for the
wood and pulp industries and is also widely used by the pharmaceutical and perfumery
industries for its globally recognized viability as a source of essential oil. The objective
of this study was to characterize the chemical composition of different E. globulus
essential oils (EO), obtained by hydrodestillation from leaves collected from different
geographic origins and level of development (adult and young trees) and fruits, as well as
two EO commercially acquired. In addition, the evaluation of biological properties

(antimicrobial and antioxidant activity) of the EOs was performed.

The major compound found in all samples was Eucalyptol (1,8-cineol), with the
commercial oils presenting higher contents (93,3% and 97,0%) compared to the EO
extracted by hydrodistillation. Of these, the EO from the fruit was the one that presented
the lowest content of the major compound (24,1%), with the different leaf samples
presenting similar amounts (61,9%, 62,5%, 67,8%).

The ethanolic extracts were evaluated for total phenolic compounds content and
the leaf sample harvested in the Douro Litoral region was the one that presented the
highest content (136,50 + 14,54 mg EAG / g extract). All the ethanolic extracts showed
antioxidant properties, with the Douro Litoral sample being the one that demonstrated
better results in the different assayed methodologies, which is in good agreement with its
higher phenolics content. As expected, the essential oils presented very low levels of total
phenolic compounds (ranging from 0,97 + 0,18 to 2,35 £ 0,18 mg GAE /g oil). Regarding
the antimicrobial activity, the commercial essential oils and those extracted from the
leaves presented bactericidal activity against all the studied microorganisms, with the
exception of Pseudomona aeruginosa, with the fruit EO having a lower antimicrobial

activity.

In sum, eucalyptus can be a potential source of natural antimicrobials and

antioxidants intereting to different industries.

Keywords: Eucalyptus globulus; antioxidant activity; antimicrobian activity

XXI



Oleo essencial das folhas e fruto do eucalipto: avaliacdo da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

XXII



CAPITULO 1
INTRODUCAO




Oleo essencial das folhas e fruto do eucalipto: avaliacdo da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avalia¢io da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

1. INTRODUCAO

A natureza disponibiliza ao homem uma larga variedade de plantas com poder
medicinal. Atualmente, sdo conhecidos indicios do uso de plantas medicinais e toxicas
pelas civilizagbes mais antigas, considerando-se esta uma das praticas remotas mais
utilizadas pelo homem para a cura, prevencéo e tratamento de doencas (Firmo et al.,
2011). Enquanto que 0s nossos antepassados apenas contavam com 0 conhecimento
empirico, hoje em dia, dispomos de diversas pesquisas cientificas que confirmam as
propriedades medicinais de varias plantas. Como planta medicinal, considera-se qualquer
planta consumida por forma a desempenhar algum tipo de influéncia farmacolégica no

homem ou nos animais (Dias, 2013).

As plantas medicinais apresentam grande importancia, ndo sé porque sdo
utilizadas como recurso terapéutico pela medicina tradicional e popular, mas também
como fonte para o isolamento/extracdo de compostos para a industria farmacéutica. No
que respeita a utilizacdo de plantas com finalidades medicinais, esta continua a ser
frequente em paises subdesenvolvidos ou em vias de desenvolvimento, dada a escassez
de recursos de grande parte da populacdo desses paises. Diversas partes dos vegetais, tais
como folhas, caules, raizes, flores, frutos e sementes, podem apresentar propriedades
medicinais devido a presenca de compostos bioativos. Estes Gltimos, sdo frequentemente
metabolitos secundarios do metabolismo das plantas que podem apresentar diferentes
atividades bioldgicas em humanos, incluindo terpenos, presentes nos 6leos essenciais,

diversos compostos fendlicos, entre outros (Seyfried et al., 2015).

Em Portugal, principalmente nas &reas rurais e, sobretudo na regido nordeste, a
medicina popular e as préticas tradicionais sdo muitas vezes usadas em simultaneo com
os sistemas de medicina formalizados e institucionalizados. Para além das plantas
medicinais, também muitas plantas aromaticas tém suscitado um enorme interesse por
parte dos consumidores, ndo sO por também serem usadas na medicina tradicional, mas

sobretudo devido as suas aplicagdes culinrias, entre outras (Rodrigues, 2013)

Nos ultimos anos tem-se verificado também um aumento da informac&o sobre
questdes relativas a alimentacdo, saude e nutricdo. Desta forma, os consumidores tém
adquirido mais conhecimentos e tomado consciéncia acerca dos beneficios e potenciais

aplicacdes de plantas medicinais e aromaticas e seus metabolitos (Dhifi et al., 2016).
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No presente, verifica-se um aumento na resisténcia dos agentes patogénicos em
relacdo aos antibidticos, o que representa uma grande ameaca para a salde publica,
porque reduz a eficacia do tratamento antibiotico aplicado. Dadas as circunstancias, foi
necessario pesquisar e investigar agentes antimicrobianos alternativos para o tratamento

de microrganismos patogénicos resistentes (Mulyaningsih, 2010).

A existéncia da atividade antimicrobiana de plantas é muito importante para que
haja um equilibrio ecoldgico, ja que € uma enorme necessidade para a vida na Terra. Entre
as numerosas fungdes da planta, estas produzem metabolitos secundarios, alguns dos

quais tém uma atividade antimicrobiana significativa (Matovic et al., 2011)

A avaliacdo da atividade antimicrobiana pode ser considerada uma técnica
complexa e pouco exata devido as diferentes varidveis interferentes, como o método de
extracdo da amostra, 0 meio de cultura, a concentracdo do in6culo e 0 método utilizado
(difusdo em disco, macrodiluicdo em caldo, microdiluicdo em caldo, entre outros)
(Tajkarimi & Ibrahim, 2010).
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2. OBJETIVOS

O uso de 6leos essenciais encontra-se largamente descrito no que diz respeito a
cosméticos e perfumaria, apesar da composicdo destes 6leos ser complexa. Por outro lado,
a utilizacdo de plantas medicinais e aromaticas contendo 6leos essenciais na medicina
tradicional é sobejamente conhecida. Desta forma, surge a necessidade da realizacéo de
estudos que permitam uma melhor compreensao das suas propriedades quimicas e biolé-
gicas, como também dos seus componentes individuais, por forma a validar a sua utiliza-
cdo. Estes estudos podem igualmente contribuir para o desenvolvimento de novas aplica-
cOes destes produtos na satde humana, agricultura e/ou meio ambiente. A nivel alimentar,
em particular, a utilizagdo de plantas e/ou seus extratos, tem sido sugerida como alterna-
tiva aos aditivos sintéticos da industria quimica, podendo os 6leos essenciais serem ex-
plorados neste sentido.

Desta forma, este trabalho tem como objetivos a extracdo de 6leos essenciais do
fruto e folhas do Eucalyptus globulus, a determinacdo da sua composicéo e a avaliagéo
de fenois totais assim como a atividade antimicrobiana e atividade antioxidante. Serdo
ainda estudados dois 6leos essenciais de eucalipto comerciais e feita a sua comparagéo

com os 6leos extraidos.
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FAMILIA MYRTACEAE

Myrtaceae € a designacdo atribuida a uma das familias de angiospérmicas, isto é,
plantas com flor. Esta mesma familia possuiu cerca de 150 géneros, que junta mais de
3000 especies (Almeida, 2016a). Dentro dessas mais de 3000 espécies existe um grupo
das mesmas de fécil adaptacdo ao clima tropical, isto €, podem suportar condi¢fes de seca
e vivem em ambientes com tendéncia a que ocorram incéndios. Dada esta informagéo, o
género que se destaca como mais disperso € o género Eucalyptus, visto apresentar um

crescimento bastante rapido (Almeida, 2016a).

As espécies de eucalipto sdo compostas por tronco, cascas, flores, frutos e folhas.
Os frutos sdo cépsulas lenhosas que contém numerosas sementes minusculas que sao
libertadas através de valvulas que se abrem quando é a altura da maduragdo (Almeida,
2016b). Em Portugal a espécie mais frequente é a Eucalipto-comum, de nome cientifico

Eucalyptus globulus, originaria da Tasmania (Almeida, 2016b).

Em Portugal, nas ultimas décadas, tem-se assistido a um aumento significativo
das plantacGes de eucalipto. Segundo o 6° Inventario Nacional Florestal, em 2010
existiam 811 mil hectares de eucalipto plantados em Portugal. De 2005 para 2013, o
namero de plantas de eucalipto certificadas passou de 11,1 milhdes para 28,5 milhGes
(Goes, 2014).

Na Figura 1 esta representado o mapa de Portugal onde se indica a area de plan-

tacdo de eucalipto.
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Figura 1- Distribuicdo do eucalipto em Portugal. (Fonte: “Plantas invasoras em Portugal”, 2013)

No geral, o eucalipto é fonte de matéria-prima para as industrias madeireira e de
celulose, e também para as industrias farmacéutica e de perfumaria, uma vez que

produzem Oleos essenciais (Figueiredo et al., 2011).

A espécie E. globulus € considerada a principal fonte mundial de 6leo de eucalipto,
o qual é amplamente utilizado para alivio da tosse, dor de garganta e outras infecGes,
assim como antisséptico (Mulyaningsih et al., 2011). A planta E. globulus também é
conhecida por ser rica em compostos bioativos, tais como, éleos essenciais, acidos

fenolicos, flavondides e taninos (Said et al., 2016).

Figura 2- Fruto do Eucalyptus globulus. (Adaptado de: Botanics, 2014)
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3.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas de varios componentes volateis,
formados pelo metabolismo secundario de plantas aromaticas e conhecidos pela sua
solubilidade em solventes organicos apolares e pelo seu aroma agradavel e intenso
(Malinowski 2010). Esses constituintes dos 0leos essenciais, tais como monoterpenos,
sesquiterpenos e alcoois, estdo geralmente relacionados com a defesa da planta contra
pragas, fungos e bactérias. Os 0leos essenciais e as plantas aromaticas ndo sO séo
conhecidos pelos seus variados usos em relacéo ao sabor e a fragréncia, como também
sdo usados com finalidades conservantes, antioxidantes e antimicrobianas (Harkat-
Madouri et al., 2015).

A composic¢do quimica de um o6leo volatil, extraido do mesmo 6rgdo de uma
mesma espécie vegetal, pode variar com diversos fatores, como por exemplo, com a época

da colheita, condic¢des climaticas e de solo (Brum, 2010).

As moléculas que constituem os 6leos volateis podem sofrer degradacédo, o que
pode fazer com que a sua conservacao seja dificil. A qualidade dos 6leos essenciais pode
ser determinada através da medicdo de alguns indices, tais como o indice de perdxido e
de refracdo, de caracteristicas fisico-quimicas como a viscosidade, miscibilidade em
alcool, e também através da analise por cromatografia gasosa (CG). Para evitar a
deterioracdo dos 6leos essenciais e consequente reducdo do seu valor comercial, estes
devem ser guardados completamente secos com sulfato de sédio anidro e livres de
impurezas insoltveis, preferencialmente em frascos &mbar para protecdo da luz (Pinto,
2010).

3.2.1 TERPENOS

Os terpenos, também chamados de terpenoides ou isoprenoides, constituem o
maior grupo de metabolitos secundarios (Oliveira et al., 2014). Alguns terpenos, como as
giberelinas, os esterois e os carotenoides, tém funcao no crescimento e desenvolvimento
vegetal, e podem ser considerados metabolitos primarios. No entanto, a maioria dos com-

postos terpénicos é produto do metabolismo secundario. Uma Gnica planta pode sintetizar
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muitos compostos terpénicos diferentes, em diferentes 6rgaos e em diferentes épocas ao
longo do seu desenvolvimento (Silveira, 2012).
Estes originam-se pelas unidades pentacarbonadas condensadas, chamadas tam-
bém de unidades isoprénicas.
Os compostos terpénicos podem ser classificados conforme o nimero de unidades
de isopreno que estes possuem, isto é:
o Monoterpenos (terpenos com 10 carbonosy;
o Sesquiterpenos (terpenos com 15 carbonos);
o Diterpenos (terpenos com 20 carbonos);
o Triterpenos (terpenos com 30 carbonos);
o Tetraterpenos (terpenos com 40 carbonos);

o Politerpendides (terpenos com mais de 40 carbonos) (Silveira, 2012).

Os monoterpenos séo as moléculas mais representativas, constituindo 90% dos 0leos es-
senciais, e possuem grande variedade de estruturas com diversas funcdes como por exem-
plo antimicrobiana, hipotensora e anti-inflamatdria. Estes compostos tém baixo custo e
tém sido amplamente utilizados como aromas e fragréncias desde o inicio do seculo XIX.
Hoje em dia estdo mais presentes na industria farmacéutica, desempenhando um impor-

tante papel devido ao seu potencial terapéutico (Guimardes et al. 2013).

CHs

O

HsC~ CHs,

Figura 3 Estrutura quimica do monoterpeno 1,8- cineol (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:1,8-
Cineol_b.svg)

Muitos destes compostos terpénicos sdo amplamente utilizados pela industria

como aromatizantes e fragrancias, tendo também utilidade em produtos de perfumaria e
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cosméticos, bem como aditivos alimentares. Na indUstria farmacéutica, podem ser usados
como adjuvantes ou excipientes para promover uma mais facil penetracdo na pele,
podendo também ser usados como principios ativos de medicamentos (Oliveira et al.,
2014).

3.2.2. OLEOS ESSENCIAIS DO EUCALYPTUS

Muitos dos 6leos essenciais, principalmente o de eucalipto, tém sido usados para
prolongar a vida de prateleira de alimentos, bebidas, produtos farmacéuticos e
cosméticos. As propriedades antimicrobianas e antioxidantes que apresentam também

tém importancia na protecéo de plantas (Mulyaningsih, 2010).

O 6leo de eucalipto é constituido por uma grande gama de compostos, sendo o
monoterpeno 1,8-cineol o composto maioritario, também designado como eucaliptol, o
qual é utilizado para fins medicinais e utilizado como ingrediente em produtos

farmacéuticos e cosméticos (Mulyaningsih, 2010).

Os Oleos essenciais de espécies de Eucalyptus possuem atividades bioldgicas
importantes, tais como propriedades desinfetantes, antissépticas, analgésicas, anti-
inflamatdrias, expetorantes, antibacterianas e antioxidantes (Marzoug et al., 2011). Como
tém estas propriedades, estes Oleos sdo frequentemente utilizados como aromatizantes
alimentares, em confeitaria, para producdo de detergentes sabdes e perfumes, em gotas
nasais, em medicamentos para a tosse, como inalante, sendo ainda usados como solventes
(Diksha et al., 2012).

O extrato aquoso de E. globulus demonstrou ter um efeito antidiabético quando
incluido na dieta, sendo este efeito resultante da estimulacdo da secrecdo de insulina,
provavelmente causada por mais de um componente ativo do extrato, além do 1,8-cineol
(Malinowski, 2010).

Relativamente & obtencdo de 6leos essenciais a partir do fruto do eucalipto,
existem ja alguns trabalhos cientificos realizados nesta tematica. Pereira e colaboradores
do Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro, realizaram em 2003 um
trabalho de investigacdo que consistiu na determinacdo da composi¢do quimica do fruto
do E. globulus. Os frutos foram submetidos a um procedimento de destilagédo a vapor para

isolar o 6leo essencial. A amostra recuperada em agua foi extraida com éter etilico, seco
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com sulfato de sédio anidro e o solvente removido no evaporador rotativo. Apds
isolamento do oleo volatil, com um rendimento de 1,57%, foi determinada a sua
composicdo por GC-MS. A anélise permitiu a detecdo de 46 compostos, dos quais 33
foram identificados. Os principais componentes identificados foram Aromadendreno
(25,1%), seguido de a-Felandreno (17,2%), 1,8-cineol (11,7%), Ledeno (5,83%) e
Globulol (Pereira et al., 2005).

Na Argélia, (Said et al., 2016) realizaram um estudo para determinar a composi¢ao
quimica dos extratos de 6leos essenciais do fruto do Eucalyptus globulus, analisar a sua
atividade antioxidante e também a atividade antibacteriana. A composic¢do quimica do
6leo essencial foi determinada usando a técnica de GC-MS. A andlise do 6leo essencial
permitiu identificar 28 compostos volateis, em que 0s sesquiterpenos estavam em maior

quantidade (61.2% de compostos sesquiterpenos oxigenados).

3.2.3 METODOS DE EXTRACAO

A extracdo é um processo onde € obtido um soluto ou misturas de compostos,
neste caso, 0s 0leos essenciais, de uma mistura, utilizando um solvente. O soluto, ou mis-
turas de compostos, podem ser extraidos num meio solido ou liquido, e o solvente utili-
zado para a extracdo pode ser a 4gua, ou um solvente miscivel ou imiscivel em agua. A
escolha do solvente que vai ser usado depende do soluto a ser extraido ou das condigdes
(Pereira, 2008).

Os 6leos essenciais podem ser obtidos a partir da prensagem do conjunto dos in-
vélucros que envolvem uma semente ou fruto, o chamado pericarpo, como também pelos
métodos de destilacdo por arraste de vapor, hidrodestilacdo, sendo este 0 mais utilizado.
Outros métodos que podem ser utilizados sdo a extracdo com solventes organicos e ex-
tracdo com fluidos supercriticos (Pereira, 2010).

Na extracdo de Gleos essenciais, as caracteristicas quimicas podem ser alteradas,
em particular dependendo do meétodo utilizado para a realizagdo da mesma. O calor e a
pressdo utilizados no momento da extracdo podem, por exemplo, interferir na qualidade
final do 6leo essencial, porque no momento da extracdo, as moléculas de um principio
ativo podem ser quebradas e oxidadas em produtos de menor eficécia.

Ao usar diferentes técnicas de extracdo pode-se obter uma grande variedade de

compostos a partir de plantas medicinais e aromaticas (Brum, 2010).
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3.2.3.1 HIDRODESTILACAO

A destilacdo é um processo de separacao de misturas liquidas, fundamentado na
diferenca de composi¢des dos constituintes nas fases liquidas e de vapor em equilibrio,

devido a diferenca de volatilidade entre os componentes do liquido (Pereira, 2008).

A extracdo por hidrodestilacdo pode ser realizada através de dois métodos (Pe-
reira, 2008). Na destilacdo do tipo Clevenger, a matriz é imersa em agua destilada e o
processo é realizado a temperatura de ebulicdo da mistura. A mistura de vapor com o
soluto apds aquecimento a 100°C para a formagdo do mesmo, é submetida a uma con-
densacdo, separando-se de seguida 0os compostos insolUveis na dgua por uma decantacdo
(Brum, 2010). Na destilacdo por arrastamento por vapor, 0 vapor de agua atravessa a
matriz arrastando 0s compostos volateis, sendo a separacdo semelhante a destilacdo de
Clevenger (Pereira, 2008). A figura 4 representa um exemplo de uma montagem experi-

mental da destilacdo por hidrodestilacao.
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Figura 4. Montagem experimental da destilagdo por hidrodestilacéo.

Fonte: (Muniz, 2015)

3.2.3.2 EXTRACAO COM SOLVENTES ORGANICOS

As extracGes com solventes organicos podem utilizar uma larga variedade de sol-
ventes com polaridades distintas tais como os alcoois metilico, etilico e propilico, hexano,

cloroférmio, acetato de etilo, acetona e agua. Sdo técnicas que séo aplicadas normalmente
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nas industrias quimica, farmacéutica e de alimentos para a produgéo de extratos diversos.
Os 0leos vegetais obtidos em laboratério sdo produzidos tradicionalmente através da ex-
tracdo Soxhlet (Brum, 2010). Na Figura 5, esta representado um esquema de uma monta-

gem deste tipo de extracdo, contendo o extrator soxhlet.

[

Condensador

Cartucho | I .
contendo o g o
solido

—
‘ {) Soxhlet

Balao com

solvente

Figura 5. Extracd@o usando Soxhlet. (Pereira, 2008)

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que bloqueiam o efeito
danoso dos radicais livres e incluem uma diversidade de compostos tais como vitaminas,
minerais, enzimas e outros compostos, como alguns metabolitos secundarios de vegetais.
Estas substancias quando estdo presentes em alimentos em determinadas concentracoes,
retardam ou inibem os danos devidos & oxidagao, como a rancidez do alimento (Pereira,
2010).

S&o diversas as substancias com capacidade antioxidante, podendo estas ser
captadores de radicais livres, neutralizadores de oxigénio singleto, inativadores de
peréxidos e outras espécies reativas de oxigénio (ROS) e inibidores de enzimas pro-
oxidativas (Shahidi, 2015). Os radicais livres que sdo derivados de oxigénio sdo
conhecidos como ROS, e representam a classe mais importante de radicais livres geradas

pelo organismo. Refira-se que, apesar do oxigénio ser essencial para a vida aerdbia, este
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pode ser toxico em determinadas condi¢des, fendmeno este conhecido como “paradoxo

do oxigénio” (Ferreira, 2007).

Os antioxidantes sdo classificados pelo seu mecanismo de acdo como
antioxidantes primarios e secundarios. Os antioxidantes primarios, como tocoferdis e
alguns compostos fendlicos, tém a capacidades de inibir a reacdo em cadeia da oxidacao,
atuando como dadores de hidrogénio ou aceitadores de radicais livres, e de gerar radicais
mais estaveis. Os antioxidantes secundarios, como o acido ascorbico tém a capacidade de
renovar antioxidantes primarios repondo o atomo de hidrogénio, impedindo desta
maneira que haja o esgotamento de importantes antioxidantes priméarios (Shahidi, 2015).

Os antioxidantes podem também ter origem sintética ou natural. Os antioxidantes
de origem natural s&o de grande importancia, pois comprovou-se que 0 consumo de
alimentos ricos nestes compostos tem beneficios na salde humana, embora os

antioxidantes sintéticos sejam mais baratos e de facil obtencéo (Brum, 2010).

A industria alimentar tem utilizado antioxidantes sintéticos com o objetivo de re-
duzir os problemas que ocorrem a partir de processos oxidativos. Porém, alguns destes
aditivos contribuem com sabores estranhos e outros séo toxicos, dificultando e restrin-
gindo a sua aplicacdo na alimentacdo ou em materiais de embalagem (Tiveron, 2010). Os
mais utilizados na industria agroalimentar sdo o butil-hidroxiansiol (BHA), butil-hidro-
xitolueno (BHT), propil galato (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (Messias, 2009).

Os antioxidantes também podem ser definidos como enzimaticos e nao
enzimaticos. Muitos dos antioxidantes ndo enzimaticos sdo fornecidos pela alimentacao,
0s quais se podem dividir em varias classes, onde os polifendis constituem o maior grupo.
Entre os antioxidantes alimentares incluem-se vitaminas, como o &cido ascorbico
(vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), carotenoides e minerais (Lima 2011). Estes
antioxidantes captam radicais livres e inibem a cadeia de iniciacdo ou interrompem a
cadeia de propagacdo das reacOes oxidativas promovidas pelos radicais (Silva et al.,
2010).
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3.3.1 POLIFENOIS

Os polifendis ou compostos fenolicos sdo os metabolitos secundarios mais
importantes no reino vegetal e as suas quantidades podem variar consoante as diferentes
partes das plantas. Estes incluem muitas classes de compostos, tais como, &cidos
fenolicos, flavonoides, taninos, lignanas. Os polifendis sdo caraterizados por terem um
Ou mais aneis aromaticos, com um ou mais grupos hidroxilo, e propriedades de oxidacéo-
reducdo (Santos, 2014).

Os compostos fenolicos sdo 6timos na eliminacédo de radicais de oxigénio porque
o0 potencial de reducdo de eletrdes do radical fenolico é menor do que o potencial de
reducdo de eletrdes dos radicais de oxigénio. Portanto, os compostos fendlicos podem
eliminar intermedidrios de oxigénio reativos sem gerar outras reacGes oxidativas
(Ainsworth, E. A. & Gillespie, K.M, 2007).

A importancia dos polifendis na nutrigdo humana, esta normalmente relacionada
com a saude e possivel prevencdo de algumas doencas. Entre os seus efeitos
maioritariamente e potencialmente benéficos na salde destacam-se a atividade anti-

inflamatdria, antiviral, antimicrobiana e antioxidante (Sobral, 2012).

Existem cerca de cinco mil fenois identificados, entre eles, destacam-se os fla-
vonoides, acidos fendlicos, fenois simples, taninos, ligninas e tocoferdis (Brum, 2010),

estando estes metabolitos secundarios representados na Figura 6.
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Figura 6. Grupos de metabolitos secundarios

(http://blog.gsuplementos.com.br/o-nome-dado-a-essas-maravilhas-e-compostos-bioativos-voce-conhece/)

O ensaio Folin—Ciocalteu é o procedimento mais utilizado para determinar o total
de compostos fendlicos nos extratos alimentares. Este ensaio € um método de colorimetria
baseado em reacdes de transferéncia de eletrGes entre o reagente Folin-Ciocalteu e os
compostos fendlicos. No entanto, este ensaio ndo é especifico para determinacdes dos
compostos fendlicos totais, uma vez que existem outros tipos de compostos que podem
estar presentes em grande quantidade nos extratos alimentares de plantas, como por
exemplo, agUcares redutores e acido ascorbico que também podem reduzir o reagente
Folin-Ciocalteu, modificando os resultados da determinacdo dos compostos fenolicos
totais (Sanchez-Rangel et al., 2013).

3.3.2 FLAVONOIDES

Os flavonoides constituem a maior classe de compostos fenolicos e séo de baixo
peso molecular. Estdo maioritariamente distribuidos nas folhas, sementes, casca e flores

das plantas, tendo ja sido identificados mais de 4.000 flavonoides. Nas plantas, a
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funcionalidade destes compostos consiste principalmente na protecdo contra a radiagéo
ultravioleta, agentes patogénicos e herbivoros (Heim, K. E., Tagliaferro, A. R., 2002).

Os flavonoides sdo caracterizados pela estrutura Ce-C3-Cs com dois anéis
fendlicos (A e B) e um anel heterociclico piranico (C) que os une. Na Figura 7 esta
representada a estrutura geral dos flavonoides (Soutinho, 2012).
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Figura 7. Estrutura quimica do flavonoide.

Adaptado de (Soutinho, 2012)

Os flavonoides podem ser divididos em vérias classes, dependendo da sua
estrutura molecular, tais como flavonas, flavonois, flavanonas, flavan-3-06is, antocianinas
e isoflavonoides, em que as flavonas, flavonois e os isoflavonoides sdo predominantes,
estando representados na Figura 8.

Flavonol Flavona

Flavan-3-ol

Figura 8. Estruturas bésicas dos flavonoides. Fonte: (Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1996)
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As flavonas e os flavondis estdo presentes nas flores e nas folhas de todas as
plantas verdes, e atuam na protecdo das células contra o excesso de radiacdo UV-B. Os
isoflavonoides (isoflavonas) apresentam varias atividades bioldgicas, sendo encontrados

principalmente na familia das leguminosas.

De entre as propriedades dos flavonoides destacam-se a capacidade de sequestro
de radicais livres, uma grande atividade antioxidante na prevencdo da oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e inibicdo de enzimas hidroliticas e oxidativas

(lipoxigenase, cicloxigenase, fosfolipase A2) (Silveira, 2012)

Os flavonoides sdo bastante comuns na natureza intervindo na atracdo de
polinizadores, e como co- pigmentos das antocianidinas. Podem determinar atividades
anti-inflamatorias, anti-microbianas, antitumorais e antidiabéticas, o que faz com que esta
classe de compostos fendlicos seja de grande interesse para a industria farmacéutica
(Dourado, 2006). Em contrapartida, alguns flavonoides também foram encontrados in
vitro como sendo mutagénicos, onde esses efeitos nocivos foram resultado do efeito proé-
oxidante, ou seja, foi induzido um stress oxidativo tanto através da criacdo de espécies
reativas de oxigénio, como através da inibicdo dos sistemas antioxidantes, em vez da agdo
antioxidante dos flavonoides relacionados, e isso faz como que os efeitos bioldgicos e
farmacoldgicos de um determinado composto flavonoide variem (Cao,G., Sofic,
E.,1997).

As antocianinas sao um dos grupos pertencentes aos compostos fendlicos e séo
responsaveis pela cor de muitas plantas, flores e frutas (Sobral, 2012), nomeadamente
pelas cores vermelha, rosa, roxa e azul (Silveira, 2012). Encontram-se distribuidas em
frutas e legumes e sdo uma das principais classes dos flavonoides, contribuindo para a
atividade antioxidante destes. Como captadores de radicais livres, podem interagir com
sistemas bioldgicos, inibindo a¢bes que sdo prejudicais para o organismo, tal como, na
protecdo antibacteriana e cardiovascular (Soutinho, 2012). A estrutura bésica das

antocianinas esta representada na Figura 9.
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Figura 9. Estrutura basica da antocianina. Fonte (https://pt.wikipedia.org/wiki/Antocianina)

3.3.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE CAPTADORA DO RADICAL DPPH

O método do DPPH é um dos métodos mais usados na determinacéo in vitro da
atividade antioxidante. O método consiste na avaliacdo espetrofotométrica de um radical
organico estavel, conhecido como DDHP (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), com uma colo-
racdo roxa, sendo lida a sua absorvancia a 517 nm. Na existéncia de um antioxidante
ocorre a doacao de um atomo de hidrogénio ao atomo de azoto do radical, pois este possui
um eletrdo desemparelhado, formando desta forma DPPH reduzido que tem uma colora-

¢ao amarela, como se pode observar na Figura 10 (Nicolau, 2013).

Figura 10. Coloracéo do radical livre DPPH (1) e do DPPH reduzido (2). (Adaptado de: Nicolau, 2013)
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Said e colaboradores (2016) analisaram a atividade antioxidante de extratos do
fruto de E. globulus usando diferentes metodologias. Os resultados da atividade antioxi-
dante (atividade de captacdo do radical DPPH, poder redutor e inibicdo da atividade de
peroxidacdo lipidica) do extrato de 6leos essenciais revelaram atividades fracas com va-
lores de ICso de 27,0 £ 0,2 mg/mL, 32,9 + 1,8 mg/mL e 4,9 £ 0,2 mg/mL, respetivamente,
quando comparados com os do padrédo de BHA cujos resultados obtidos foram cerca de
0,05 £ 0,0 mg/mL, 0,03 £ 0,0 mg/mL e 0,5 £ 0,2 mg/MI (Said et al., 2016) .

Boulekbache-Makhlouf e colaboradores (2013), realizaram um estudo que teve
como objetivo a determinacdo de compostos fenolicos totais, a atividade antioxidante e
também a atividade antimicrobiana do fruto do eucalipto da Argélia. Concluiram que o
teor de humidade da amostra foi 57,14 + 0,59% e o rendimento de extracao foi cerca de
30,83%. O extrato de frutos de E. globulus demonstrou ser rico em fendlicos totais e
taninos (464,71 + 1,52 mg equivalentes em acido galico (GAE)/g CE, 332,05 + 9,31 mg
GAE/g CE, respetivamente), mas pobre em flavonoides (2,99 £ 0,01 mg QE / g CE) e
flavonois (2,3 + 0,22 mg QE / g CE). No que respeita a avaliacdo da atividade
antioxidante, observou-se que o fruto apresentou alto poder redutor e atividade moderada

de inibicdo da peroxidacdo lipidica (Boulekbache-Makhlouf et al., 2013)

3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais e extratos de plantas vem sendo
valorizada ha muitos anos. Esta atividade esta ligada a muitas aplicagcdes, como a
conservacdao de alimentos crus, produtos farmacéuticos, a medicina alternativa e

terapias naturais (Hammer, K.A., Carson C.F., 1999).

Existe uma grande variedade de métodos laboratoriais que podem ser usados
para avaliar a atividade antimicrobiana de um extrato ou de um composto puro. Os
métodos de difusdo em disco e de diluicdo em caldo ou &gar sdo os métodos mais
conhecidos e usados para este efeito. O método de difusdo em disco de agar é o método
mais utilizado em muitos estudos laboratoriais de microbiologia que envolvem testes
de atividade antimicrobiana, embora ndo seja muito apropriado para determinar a
concentracdo minima inibitoria (MIC), devido a ser impossivel determinar a quantidade

de agente antimicrobiano difundido no agar. No entanto, este método apresenta
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vantagens sobre outros métodos como a facilidade de realizagdo, o baixo custo, a
capacidade de testar um grande nimero de microrganismos e agentes antimicrobianos
e a facilidade de interpretacdo e discussao dos resultados obtidos (Balouiri et al., 2015).
Na Figura 11, esta representada uma experiéncia em que foi utilizado o método de
difusdo em disco, em que a bactéria utilizada se mostrou resistente a substancia estudada
nos discos onde ndo se observou a formacao de um halo a sua volta.

Figura 11. Método de difusdo em disco com Staphylococcus aureus. (Sejas, et al., 2003)

Os métodos de diluicdo em agar sdo os mais aconselhados para fazer a obtencéo
dos valores de MIC. Este método da-nos a possibilidade de estimar a concentracdo do
agente antimicrobiano que foi testado no agar ou no meio de caldo, usando a macro ou
micro diluicdo. A diluicdo em &gar deve ter as concentragdes desejadas do agente antimi-
crobiano num meio de agar fundido (normalmente feito em duplicado), seguido pela ino-
culacéo do agente microbiano aplicado sobre a superficie das placas de agar (inoculacdo
a superficie. A micro ou macro diluicdo é um dos métodos mais basicos para testar a
suscetibilidade do microrganismo. O procedimento envolve a preparacdo da dilui¢do do
agente antimicrobiano (em duplicado) num meio de crescimento liquido feito em tubos
com um volume minimo de 2mL (macro dilui¢cdo), ou com volumes menores usando 96
pocos de uma microplaca (micro dilui¢do) (Balouiri et al., 2015).

Said e colaboradores (2016) analisaram a atividade antioxidante e a atividade an-
timicrobiana de extratos do fruto de E. globulus. Na andlise da atividade antibacteriana

foram estudados os microorganismos de referéncia: Staphylococcus aureus, Bacillus sub-
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tilis, Listeria inocua, E. coli e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados obtidos demons-
traram a existéncia de um efeito de inibi¢do de extratos de 6leos essenciais contra todas
as bactérias testadas com MIC de 3 e 4 mg/mL. Observou-se também um efeito bacteri-
cida, com MBC variando entre 3,6 e 9,0 mg/mL, o que demonstra a sensibilidade de todas
as bactérias testadas aos 6leos essenciais de frutos de E. globulus (Said et al., 2016).

A atividade antimicrobiana de frutos de eucalipto foi igualmente estudada por
Boulekbache-Makhlouf et al. (2013). Os valores de MIC do extrato de eucalipto e do
acido tanico foram menores para B. subtilis enquanto o &cido galico era um inibidor mais
potente de S. aureus e muito menos eficiente contra B. subtilis. Deste modo, comprovou-
se que o extrato de frutos de E. globulus foi eficaz contra as duas estirpes Gram-positivas
(S. aureus, B. subtilis), mas ndo foi observada qualquer atividade contra a bactéria Gram-

negativa Klebsiella pneumoniae.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 PADROES E REAGENTES

Os reagentes 2,2-difenil-1- picril-hidrazilo (DPPH), hidréxido de potassio (85%
de grau de pureza) e sulfato de magnésio (99,5%) foram adquiridos a empresa Sigma-
Aldrich Chemical Co.; o B-caroteno (95%)foi adquirido através da empresa Cayman Che-
micals e o acido linoleico a Alfa Aesar; o trolox é da marca Acros Organics e 0 grau de
pureza é 97%; o cloreto de sédio (99,5%) e o metanol (99,8%) foram adquiridos a em-
presa AnalaR Normapur. O padrdo usado na determinacdo de compostos fendlicos totais
foi o &cido galico (98%), da marca Merck e para a determinacdo de flavonoides totais
utilizou-se como padréo a catequina (98%), adquirida na Cayman Chemical. O reagente
de Folin-Ciocalteu e 0 Tween 80 foram adquiridos a Panreac. Para a prepara¢do das so-
lucdes de carbonato de sodio (99,8%), nitrito de sodio (99%), cloreto de aluminio (99%),
hidréxido de sédio (95%), tampéo fosfato de sodio, ferricianeto de potassio (99%), acido
tricloroacético (99,9%), cloreto de ferro (111) (99%), &cido sulfurico (95%-97%) e acido

cloridrico (37%) foram utilizados reagentes de pureza pré-analise.

4.2 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS
4.2.1 OBTENGCAO E PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

A colheita das amostras de Eucalyptus globulus utilizadas neste estudo foi reali-
zada em duas localizacdes geogréaficas diferentes (Douro Litoral e Viseu), em diferentes
meses do ano (dezembro e janeiro).

A designacdo das amostras — 1, 2, 3, 4 — foi definida de acordo com a regido e
época de colheita. Foram colhidas, em dezembro de 2016, no Douro Litoral, folhas de
arvores adultas e frutos de eucalipto (Amostra 1 e 4, respetivamente) e em janeiro de
2017, em Viseu, foram colhidas folhas em crescimento e adultas (Amostras 2 e 3, respe-
tivamente).

Todas as amostras foram colhidas e transportadas para o laboratério em sacos de

plastico. Parte das amostras 1, 2 e 3 foi triturada num moinho, modelo IKA A11 BASIC,

30




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avaliagdo da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

e armazenada a -20°C num goblé tapado com parafilm e as restantes ficaram a tempera-
tura ambiente para uma necesséria utilizacéo futura. A amostra 4 foi liofilizada, triturada

e armazenada a -20°C num goblé tapado com parafilm.

Na Figura 12 estéo representados os 3 tipos de folhas de arvores de eucalipto co-

lhidas e o fruto.

a4

Figura 12. Fruto colhido de arvore adulta na regido do Douro (1), Folha de arvore adulta colhida na regiéo do Douro (2),
Folha de arvore jovem colhida na regido de Viseu (3), Folha de arvore adulta colhida na regido de Viseu (4).

4.2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DAS AMOSTRAS

Os 0leos essenciais das amostras analisadas foram obtidos através do método da
hidrodestilacdo usando um aparelho Clevenger. Para a hidrodestilacdo colocou-se 75 g
de cada amostra triturada num baldo de fundo redondo de 1000 mL e adicionou-se 500
mL de dgua destilada. A amostra foi misturada com a agua agitando manualmente o baldo
e posteriormente o baldo foi colocado numa manta de aquecimento para se proceder a
extracdo do oOleo essencial. O processo de extracdo decorreu por um periodo de aproxi-
madamente 3 horas. No final, o 6leo essencial extraido de cada amostra foi recolhido para
frascos de vidro aos quais se adicionou sulfato de sodio anidro (Na2SQa) para absorver a
possivel agua que possa vir junto com o 6leo extraido e de seguida foram guardados no
frigorifico.

Na Figura 13 esta apresentada a montagem usada para a hidrodestilagdo bem como

uma amostra de 6leo essencial extraido.
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Figura 13. Aparelho Clevenger para realizagdo da hidrodestilacio e uma amostra de
6leo essencial extraido guardado num frasco de vidro.

4.2.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DAS AMOSTRAS

Todas as amostras utilizadas para a realizacdo deste trabalho foram extraidas com
etanol absoluto por ser um solvente polar, dado que os compostos fendlicos sdo geral-
mente mais sollveis em solventes menos polares que a 4gua (Rodrigues 2011).

Para a preparacdo dos extratos, colocou-se dentro de um matraz 2 g de cada amos-
tra triturada e adicionou-se 50 mL de etanol absoluto. Procedeu-se a agitacdo da mistura
durante 1 hora, a temperatura ambiente e 320 rpm. Passada 1 hora de agitacao, as amostras
foram colocadas num banho de ultrassons (J. P. Selecta, 50 Hz) durante aproximadamente
15 minutos, e de seguida fez-se a filtragdo com papel de filtro Whatman N° 4. Os residuos
obtidos foram re-extraidos sob as mesmas condigdes. De seguida, para cada amostra pro-
cedeu-se a jungédo dos extratos e posterior evaporacao do solvente em rotavapor Buchi, a
40 °C e com uma pressao a variar entre 60 e 70 atm. O residuo que foi obtido foi redis-
solvido em metanol, tendo-se realizado previamente calculos para obter uma solu¢édo com

concentracdo de 20 mg/mL. A amostra assim preparada, designada por extrato etanolico,
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foi utilizada para todas as andlises posteriormente realizadas, tais como a avalia¢do dos
compostos fenolicos totais e a avaliacdo da atividade antioxidante.

Na Figura 14 encontra-se a imagem do rotavapor Buchi utilizado neste trabalho.

Figura 14. Rotavapor Buchi utilizado na preparacéo dos extratos.

4.2.4 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA

A determinacgdo da composi¢do quimica dos dleos essenciais comerciais e do 6leo
essencial extraido das amostras (fruto e folhas) de Eucalyptus globulus foi realizada pela
técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a detegdo por Espetrometria de Massa (GC-
MS).

A unidade GC-MS consiste num cromatdgrafo a gas Perkin Elmer Autosystem
XL, equipado com uma coluna de silica fundida DB-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um;
J & W Scientific, Inc.), e interligada a um espetrémetro de massa Perkin-Elmer Turbo-
mass (versdo de software 6.1.0, Perkin Elmer, Shelton, CT, EUA). A temperatura do
forno foi programada, entre 45-175°C, a 3 °C/min, subsequentemente a 15 °C/min até
300 °C, e entdo mantida a esta temperatura por 10 min; a temperatura do injetor e detetor
foi de 280 °C e 0 volume de amostra injetado foi 1 uL. A analise foi realizada utilizando
hélio como gas de arraste ajustado a uma velocidade linear de 30 cm/s nas seguintes con-
dicbes: a temperatura da linha de transferéncia foi de 280 °C e a temperatura da fonte
i6nica foi 220 °C; com uma razdo de split 1:40; energia de ionizacdo 70 eV; faixa de
varrimento, 40-300 u; tempo de varrimento 1 s.

As identificagcdes dos compostos foram baseadas na comparagéo dos espetros ob-
tidos com as da biblioteca espetral de massa NIST e foram confirmados usando indices
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de retencdo lineares determinados a partir dos tempos de retencdo de uma mistura de n-
alcanos (C7-C40) analisados em condicOes idénticas, com comparac¢do com os dados pu-
blicados e, quando possivel, com compostos padrdo comerciais.

A quantificacdo dos diferentes compostos foi realizada usando valores relativos

das areas dos picos, obtidas diretamente dos valores de corrente total de ides (TIC).

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.3.1 MICRORGANISMOS TESTADOS

A atividade antimicrobiana foi avaliada com os 6leos essenciais do eucalipto face
aos seguintes microrganismos: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Enterobacter aerogenes (ATCC
13048), Proteus mirabilis (ATCC 14153), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Ba-
cillus cereus (ATCC 10876), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Enterococcus faecalis
(ATCC 19433) e Candida albicans (ATCC 2091). Para o crescimentos das culturas, estas

foram transferidas para tubos com caldo nutritivo durante 24 horas, a 37 °C .

4.3.2 METODO MACRODILUICAO

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais do fruto e folhas do eucalipto foi
avaliada pelo método da macrodiluicéo.

O método da macrodiluicéo consiste na preparacdo da diluicdo do agente antimi-
crobiano (em duplicado) num meio de crescimento liquido feito em tubos com um volume
minimo de 2 mL.

De inicio preparou-se num matraz com 100 mL de caldo Muller-Hinton (MHB) e
adicionou-se 500 pL de Tween 80, ficando uma solucdo de MHB a 0,5% Tween 80.
Seguidamente procedeu-se a diluicdo das amostras de 6leo essencial (OE) do eucalipto
em tubos de ensaio, tendo-se preparado as diluigdes a 5%, 2,5%, 1,25%, 0,625%,
0,1325%, 0,16% e 0,078%. Para preparar a diluicdo a 5% de OE pipetou-se 1900 puL de
MHB a 0,5% Tween 80 adicionando-se 100 uL de 6leo essencial. O passo seguinte foi
vortexar muito bem o tubo de ensaio contendo a diluicdo a 5% e retirar 1000 pL desta

solucdo para outro tubo de ensaio, que ja continha 1000 uL de MHB, para preparar a
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diluicdo a 2,5%, de seguida vortexar muito bem o tubo desta dilui¢do e retirar 1000 pL
para o terceiro tubo e assim sucessivamente até a diluicdo a 0,078%. Apds feitas as
diluicdes, foi preparado o indculo do seguinte modo: primeiramente num tubo de ensaio
com caldo nutritivo (Nutritive Broth- NB) ajustou-se 0 microrganismo a escala de 0,5
McFarland. Seguidamente preparou-se num matraz 60 mL de caldo Muller-Hinton,
adicionando-se 400 pL do in6culo a 0,5 McFarland, sendo depois o matraz bem agitado
manualmente. Apds o indculo estar preparado, adicionou-se 1000 pL do indculo a cada
um dos tubos, incluindo o branco e vortexou-se novamente. Por fim, os tubos foram
incubados na estufa a 37 °C durante 24 horas. Depois de realizado o método avaliou-se a
concentracdo minima bactericida (MBC), que € a concentracdo que resulta na morte
bacteriana.

Na Figura 15 apresenta-se uma imagem de uma das diluicdes feitas para a avalia-
cao da atividade antimicrobiana e na Figura 16, um exemplo de resultado final apds ter
sido feito o espalhamento em placas com agar nutritivo usando a bactéria.

Figura 15. Diluicdes feitas para a avaliacéo da atividade
antimicrobiana. Figura 16. Crescimento do microrganismo apds 24h na estufa.
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4.4 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais dos extratos etanolicos e
6leos essenciais extraidos das folhas e fruto do eucalipto foi efetuada por um método
espetrofotométrico, utilizando o reagente Folin—Ciocalteu. O método espetrofotométrico
requer a obtencdo de uma curva de calibracdo para a qual se utilizou uma solucédo
metanolica de acido galico, composto fendlico usado como padrdo, com concentracfes
de 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,125 e 0,25 mg/mL. Foram preparadas também dilui¢bes para
obter concentragbes de 0,25 mg/mL para os extratos etanodlicos das folhas e fruto do
eucalipto e concentracdes de 5 e 10 mg/mL para os 6leos essenciais usados no estudo.
Num tubo de ensaio misturou-se 500 pL de extrato etandlico de cada amostra com 2,5
mL de reagente de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v, em &gua) e 2 mL de carbonato de sodio (75
g/L). Os tubos foram vortexados por 15 segundos e colocados a repousar no escuro
durante 30 minutos a 40 °C, dentro de uma estufa, para o desenvolvimento de cor. Em
simultaneo, foi preparado um branco contendo 500 pL de metanol, 2,5 mL de Folin-
Ciocalteu e 2 mL de carbonato de sédio. Seguidamente, foi medida a absorvancia de cada
diluicdo preparada a 765 nm num espetrofotometro de feixe duplo (Jasco V-530) e
calculada a concentracdo em termos de compostos fenolicos totais utilizando a curva
padrdo obtida com acido galico. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de
acido galico por grama de extrato (mg EAG/ g extrato). Todos os extratos foram

analisados em triplicado.

Na Figura 17 apresenta-se uma imagem com o aspeto final dos padrdes feitos com

acido galico.
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Figura 17. Padrdes preparados com acido galico para a determinacéo dos fendis totais.
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4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 CAPTACAO DO RADICAL DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH foi realizada por
espetrofotometria, tendo-se utilizado Trolox como padrdo de referéncia (com
concentragdes entre 4,88x10° e 0,625 mg/mL), tendo sido utilizado metanol como
solvente. Para as amostras dos extratos foram preparadas diferentes dilui¢cées (0,039;
0,078; 0,156; 0,3125; 0,625; 1,25 e 2,5 mg/ml). Misturou-se 100 puL de cada uma das
diferentes concentragdes de extrato com 900 pL de solu¢do metandlica de DPPH (6 x 10
M), colocando-se a mistura obtida no escuro durante 1 hora. Para a preparacéo do branco
de reagéo, procedeu-se de forma similar utilizando metanol. A reducgéo do radical DPPH
foi avaliada através da medicdo da absorvancia a 517 nm. A atividade captadora de
radicais livres (ACR) foi calculada em funcdo da percentagem de descoloracdo de DPPH
usando a equagdo:

9% ACR = [(Abs DPPH — Abs Sol) /Abs DPPH] x 100 (1)

Onde Abs Sol representa a absorvancia da solucdo na presenca de extrato numa
determinada concentracdo e Abs DPPH representa a absorvancia da solu¢do de DPPH
(branco de reacdo). A concentracdo minima de antioxidante necessaria para reduzir em
50% a concentracdo inicial da atividade captadora de radicais (EC50), foi calculada por
interpolacdo a partir do grafico de percentagem ACR em func¢do da concentracdo da
amostra. Todos os extratos foram analisados em triplicado.

Na Figura 18 apresenta-se uma fotografia com as amostras do extrato da folha

colhida na regido de Viseu usadas para a determinacdo da captacdo do radical DPPH.

s19'9 S

Figura 18. Determinacdo da % de captacdo do radical DPPH para o extrato da amostra 3.
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4.5.2 PODER REDUTOR

Para a determinacdo do poder redutor dos extratos foram preparadas diferentes
diluicdes dos extratos das amostras (entre 0,039mg/mL e 2,5 mg/mL). Misturou-se 500
pL de extrato com 500 pL de solugdo tampao de fosfato de sodio (0,2 mol/L a pH=6,6) ¢
500 pL de solucdo a 1% de ferricianeto de potassio. A mistura foi incubada a 50 °C
durante 20 minutos e, ap0s arrefecimento, adicionou-se 500 pL de acido tricloroacético
(10%). Foi retirado 1 mL do sobrenadante para um tubo de ensaio e adicionou-se 1 mL
de &gua desionizada e 0,4 mL de FeCls (0,1%). A absorvancia da mistura obtida foi
medida a 690 nm num espetrofotobmetro de feixe duplo (Jasco V-530,2004). A
concentracdo de extrato correspondente ao EC50 foi calculada a partir do grafico de
absorvancia a 690 nm em funcgéo da concentracdo do extrato. Como padréo de referéncia
utilizou-se uma solucéo de trolox em metanol com concentragdes entre 0,0195 mg/mL e

1,25 mg/mL. Todos os extratos foram analisados em triplicado.

Na Figura 19 apresenta-se uma fotografia com as amostras do extrato da folha
colhida na regido do Douro Litoral usadas para a determinacao do poder redutor.

Figura 19. Determinagéo do poder redutor para o extrato da folha colhida na regido do Douro Litoral.
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4.5.3 INIBICAO DA DESCOLORACAO DO BETA-CAROTENO

A determinag¢do da inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno realizou-se, tal como
nos métodos anteriores, por espetrofotometria. Preparou-se uma solugdo de B-caroteno (2
mg/mL) em cloroférmio e transferiu-se 2 mL desta solugdo para um baldo de fundo
redondo. Procedeu-se a evaporacdo do solvente em corrente de azoto, adicionando-se de
seguida &cido linoleico (40 mg), emulsionante Tween 80 (400 mg) e agua destilada (100
mL), agitando-se manualmente muito bem. Seguidamente, transferiram-se 4,8 mL de
emuls&o obtida para tubos de ensaio contendo 200 pL das diferentes concentragdes de
extrato preparadas. ApOs a adicdo da emulsdo, logo de imediato procedeu-se a
homogeneizacdo da mistura e leu-se a absorvancia a 470 nm (correspondente ao tempo
zero, T0). Os tubos foram protegidos da luz com folha de aluminio e foram colocados
durante 2 horas a incubar a uma temperatura de 50 °C com agitagéo (100 rpm), e foi
medida novamente a absorvancia. Foi ainda preparada uma emulsao sem [-caroteno para
obtencdo do zero de absorvancia no espetrofotometro. A inibi¢do da descoloragdo do f-

caroteno foi calculada utilizando a equacéo:

% inibicio da descoloracio do B-caroteno = (conteudo de B-caroteno apods 2 h de

ensaio/contetdo inicial de p-caroteno) x 100 2

A concentragéo de extrato que origina 50% de atividade antioxidante (EC50) foi
calculada por interpolacdo a partir do grafico da percentagem de inibicdo da descoloracéo

do B-caroteno em funcdo da concentracao de extrato.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos para a composi¢éo quimica
dos oleos essenciais do eucalipto (identificacdo e quantificacdo), para a determinacdo do
teor de compostos fenodlicos, para a atividade antimicrobiana e para a atividade

antioxidante.

5.1 QUANTIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS DO OLEO
ESSENCIAL DO EUCALIPTO

A analise por GC-MS foi realizada para os 6leos essenciais extraidos das 4
amostras (fruto e 3 tipos de folhas, j& mencionadas) e para dois 6leos comerciais de
eucalipto. Esta analise permitiu identificar no total 42 compostos presentes nos diferentes

tipos de Oleos utilizados neste estudo.

Na Tabela 1 encontra-se a composi¢cdo quimica obtida por GC-MS para 0s

diferentes 6leos em estudo.

Tabela 1 - Composi¢édo quimica dos 6leos essenciais (abundancia relativa em %) extraidos das folhas e
fruto e dos dois 6leos comerciais do eucalipto (médiatdesvio padrao).

FOLHA FOLHA FOLHA

N° COMPOSTO Kl FRUTO DOURO  ADULTA  JOVEM ocC1 oc2
LITORAL VISEU VISEU

1 a-Pinene 932 6,75+0,05 12,6+0,2 10,85+0,32 13,29+0,04 0,186+0,007 0,174+0,007

2  Camphene 946 0,049+0,015

3 Sabinene 969 0,396+0,006 0,344+0,004

4 B-Pinene 974 0,199+0,004 0,24+0,04 0,24+0,02 0,61+0,02 0,215+0,005 0,172+0,002

5 B-Myrcene 988 0,25+0,06 0,12+0,02 0,36+0,02 1,31+0,03 0,53+0,01

6 a-Phellandrene 1002 15,57+0,16 0,054+0,005 0,481+0,007

7  a-Terpinen 1014 0,83+0,03 0,024+0,007 0,922+0,006 0,007+0,000

8 P-Cymene 1020 1,48+0,02 0,30+0,05 0,15+0,18 0,30+0,02 1,490+0,038

9 Eucaliptol 1026 24,004 61,9+1,4 62,5+0,4 67,78+0,19 93,3x0/4 97,010,1

10  y-Terpinene 1054 0,755+0,009 0,085+0,004 0,14+0,02 0,370+0,002 0,054+0,006

11  Terpinolene 1086 0,14+0,02 0,08+0,04 0,055+0,006

12 P-cymenene 1089 0,029+0,003

13 Fenchol 1121 0,014+0,001

14 a-campholenal 1122 0,014+0,001

15  Cis-p-mentha- 1133 0,033+0,002
2,8-dien-1-ol

16  L-Trans- 1135 0,56+0,05 0,48+0,06 0,03+0,01
Pinocarveol

17  Pinocarvone 1160 0,29+0,05 0,237%0,007
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N° COMPOSTO Kl FRUTO FOLHA FOLHA FOLHA ocC1 oc2
NORMAL  ADULTA JOVEM
18 Borneol 1165 0,10+0,04
19 Terpinen-4-o| 1174 0,33+0,06 0,151+0,001 0,122+0,003 0,394+0,001 0,077+0,001
20  Cryptone 1183 0,041+0,002
21 a-TerpineoI 1186 0,15+0,04 0,19+0,05 0,83+0,02 0,29+0,01
22 Trans-p-mentha- 1187 0,477+0,007 0,46+0,04
1(7),8-dien-2-ol
23 Trans-carveol 1215 0,06+0,04 0,033+0,001
24 Cis-p-mentha- 1227 0,22+0,02
1(7),8-dien-2-ol
25 Carvone 1239 0,044+0,001
26  a- Terpineol 1346 1,48+0,03  3,1+0,2 4,706  0,91+0,04
acetate
27 Isoledene 1374 0,26£0,01 0,120+0,008 0,123+0,008 0,086+0,005
28  a-Copaene 1374 0,10+0,02 0,10+0,04 0,127+0,008
29  o-Gurjunene 1409 2,79+0,05 0,12+0,02
30  B-Gurjunene 1431 0,319+0,005 0,45+0,04 0,44+0,05 0,103+0,000
31 Aromandendren 1439 22,31+0,07  8,440,1 7,1+0,5 2,93+0,05
e
32 Alloaromadendr 1458 2,80+0,01 1,620+0,005 1,6%0,2 0,714+0,002
ene
33 Valencene 1496 0,94+0,04 0,15+0,01 0,233+0,004
34  (+)Ledene = 1496 5,185+0,007 0,14+0,07  0,05%0,02
viridifloreno
35 o-Selinene 1498 0,28+0,01 0,14+0,02 0,088+0,008
36  y-Cadinene 1513 0,155+0,005 0,08+0,02
37 38-Cadinene 1522 0,32+0,02 0,06+0,03
38 Epiglobulol 1,65+0,05 0,55+0,02 0,57+0,07
39 Globulol 1590 0,278+0,007 0,206%0,006 0,254+0,002
40  Guaiol 1600 0,138+0,003
42 B-Eudesmol 1649 0,17+0,06 0,14+0,03 0,083+0,003
Total 89,38 91,11 91,68 89,64 98,37 98,86

identificados (%)

KI: Indice de Kovats; OC1: 6leo comercial 1; OC2: 6leo comercial 2

As quantidades dos componentes dos 6leos essenciais foram determinadas pelo

método de normalizacdo da area dos picos (integracdo dos picos) dos cromatogramas

obtidos. A presenca de alguns picos sobrepostos nos cromatogramas obtidos evidencia

uma complexidade da mistura. Como exemplo, o cromatograma total do éleo essencial

do fruto é apresentado na Figura 20.
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Figura 20. Cromatograma total do 6leo essencial do fruto do eucalipto, estando numerados os picos

maioritarios conforme o ndmero de composto referido na tabela.l (a-Pineno (1); o-Felandreno (6); Eucaliptol (9);
Aromandendreno (31)).

Com esta analise e depois de identificados os compostos, pode-se observar que
foram identificados 25 compostos para o Oleo extraido do fruto do eucalipto. Os
compostos identificados com maior percentagem sdo o Eucaliptol (1,8-cineol)
correspondendo a 24.1%, seguido do Aromandendreno (22,3%), a-Felandreno (15,6%) e

a-Pineno (6,8) %, o que indica que este Oleo € constituido maioritariamente por
hidrocarbonetos sesquiterpenos e monoterpenos.

Para o Oleo essencial extraido da folha colhida no Douro Litorial foram
identificados 17 compostos. A semelhanca do 6leo do fruto, verificou-se que 0 composto
maioritario deste 6leo é o Eucaliptol (1,8- cineol), apresentando neste caso um valor muito
elevado (61,9%), seguindo-se o a-Pineno (12,6 %) e o Aromandendreno (8,4%), sendo
este 6leo constituido maioritariamente por monoterpenos oxigenados e monoterpenos. Na

Figura 21 apresenta-se o cromatograma total obtido para a analise do 0leo essencial da
folha adulta colhida no Douro Litoral.
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Figura 21. Cromatograma total do 6leo essencial da amostra 1 colhida no Douro litoral do eucalipto, estando numerados
0s picos maioritarios conforme o nimero de composto referido na tabela 1. (a-Pineno (1); Eucaliptol (9); Aromandendreno (31)).

Para o oOleo essencial da folha adulta (Amostra 3) colhida em Viseu foram
identificados 33 compostos. No que respeita aos compostos maioritarios, este dleo
apresentou uma composi¢do muito similar a da folha adulta colhida no Douro Litoral,
quer do ponto de vista qualitativo quer quantitativo. Os compostos com maior
percentagem foram o Eucaliptol (1,8- cineol) (62,5%), a-Pineno (10,9%) e o
Aromandendreno (7,1%). O cromatograma total da analise para este Oleo esta
representado na Figura 22, sendo esta amostra composta principalmente por
monoterpenos oxigenados, monoterpenos e sesquiterpenos. Os resultados sugerem que a

localizacdo geogréfica ndo exercera uma forte influéncia no que respeita a composicado
do éleo essencial da folha de eucalipto adulta.

45




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avaliagdo da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

10— ([T 1

6.96e

31
‘ 27.80

| i 24.10

| | 33.71
'l 28.80

. LHJJLL_ W LLL L

T T T T
11.85 21.85

T T T T T Time
31.85 41.85 51.85

Figura 22. Cromatograma total do 6leo essencial da amostra 3 colhida na regido de Viseu, estando numerados 0s
picos maioritdrios conforme o niimero de composto referido na tabela 1. (a-Pineno (1); Eucaliptol (9); Aromandendreno (31)).

Por forma a avaliar o fator “desenvolvimento/maturagdo da folha”, foi avaliada a
composicdo do 6leo essencial extraido de uma amostra de folhas jovens (Amostra 2),
colhida na mesma regido geografica de uma das folhas adultas (Viseu). Na Figura 23

encontra-se o cromatograma total da analise do 6leo essencial da “folha pequena”.

Para este 6leo foram identificados 24 compostos, onde 0s compostos presentes em
maior percentagem foram também o Eucaliptol (1,8- cineol) (67,8%), a-Pineno (13,3%)
e 0 Aromandendreno (2,9%), sendo 0s compostos presentes neste dleo essencial na sua

maioria classificados como sesquiterpenos e monoterpenos,
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Figura 23. Cromatograma total do 6leo essencial da amostra 2 do eucalipto, estando numerados 0s picos maioritarios
conforme o numero de composto referido na tabela 1 (a-Pineno (1); Eucaliptol (9); Aromandendreno (31)).

Para 0 6leo comercial 1 e comercial 2 foram identificados 9 e 13 compostos,
respetivamente.

Para ambos os 6leos, 0 composto com maior percentagem foi o Eucaliptol (1,8-
cineol) com uma percentagem de 93,3% para 0 6leo comercial 1 e uma percentagem de
97.0% para o 6leo comercial 2. Assim, verificou-se que o teor deste composto foi muito
superior comparativamente ao presente nos 6leos essenciais extraidos laboratorialmente
utilizando um sistema de Clevenger. Considerando que neste trabalho foram analisadas
diferentes amostras por forma a incluir origens geograficas distintas e diferentes periodos
de desenvolvimento da folha, os resultados parecem sugerir que as diferengas poderéo
estar relacionadas com diferentes modos de extragdo utilizados para a extracdo do 6leo
comercial. Os compostos presentes no oOleo comercial 1 sdo classificados
maioritariamente como monoterpenos, enquanto para o 6leo comercial 2 estdo presentes

monoterpenos e monoterpenos oxigenados. Nas figuras 24 e 25, estdo 0s cromatogramas
totais dos 6leos comerciais 1 e 2.
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Figura 24. Cromatograma total do 6leo comercial 1 do eucalipto. Figura 25. Cromatograma total do OC2.

Em suma, com esta andlise pode-se verificar que o composto presente em maior
percentagem em todas as amostras em estudo € o Eucaliptol (1,8-cineol). Pode-se também
verificar que 0s compostos com maior percentagem variam entre o fruto e as folhas, sendo
que as percentagens dos compostos maioritarios em relacdo ao fruto sdo mais altas, a
excecdo do Aromadendreno, para o qual a percentagem é mais elevada no fruto (22,3%),
comparativamente aos valores obtidos para as folhas (8,4%;7,1% e 2,9%). No fruto existe
uma percentagem aproximada entre o Eucaliptol e o Aromadendreno (24,0% e 22,3%),
enquanto nas folhas a percentagem de Eucaliptol varia entre 0os 60% e 68%. No fruto est4
presente o a-Felandreno com 15,6%, enquanto nas folhas o composto com segunda maior

percentagem ¢ o a-Pineno entre 10% e 13%.

No estudo realizado por Pereira et al. (2005) foi estudada a composicao quimica
do éleo do fruto do Eucalyptus globulus, sendo possivel relacionar os resultados obtidos
nesse estudo com os obtidos neste trabalho. No trabalho de Pereira et al. 0s compostos
maioritarios presentes no fruto sdo o Aromadendreno com 25,1%, o a-Felandreno com
17,2% e Eucaliptol com 11,7%, coincidindo com os compostos maioritarios encontrados
para o fruto analisado neste trabalho, encontrando-se, no entanto, em percentagens
diferentes. Esta diferenca pode estar relacionada com a época da colheita, questdes
ambientais ou variages genéticas, uma vez que o fruto usado por Pereira foi colhido na
regido de Aveiro no fim de maio de 2002.
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Em relacdo aos trés tipos de folhas em estudo, pode-se concluir que s&o compostas
maioritariamente pelos mesmos 3 compostos (Eucaliptol, Aromadendreno e a-Pineno),
sendo a % Eucaliptol > % a-Pinene > % Aromadendreno. No estudo feito por Silvestre
et al. (1997), em que foi feita a analise da composi¢do quimica de folhas de 3 arvores de
eucalipto com idades diferentes, verificou-se que 0s compostos presentes em maior
percentagem sdao os mesmos que neste estudo: Eucaliptol com 63,8%, a-Pineno com

14,0% e Aromadendreno com 2%.

5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana é uma determinacdo complexa e pode
variar devido a diferentes fatores tais como 0 meio de cultura utilizado, o tamanho e quan-
tidade do in6culo, a metodologia utilizada e a escolha do emulsionante, por exemplo.
(Tajkarimi & Ibrahim, 2010). Como ja foi referido anteriormente, a avaliacdo da atividade
antimicrobiana no presente estudo foi feita através do método da macrodiluicdo em caldo
usando quatro bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Ba-
cillus subtilis, Enterococcus faecalis), cinco Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa) e uma levedura
(Candida albicans).

A Tabela 2 apresenta os resultados da concentragdo minima bactericida (MBC)
obtidos. Pode-se verificar que todos os microrganismos testados se mostraram sensiveis
aos 0Oleos essenciais de Eucalyptus globulus, a excecdo de Pseudomonas aeruginosa que
apenas mostrou alguma sensibilidade para a amostra de OC2. Verificou-se também que
as amostras dos 6leos comerciais apresentaram melhores resultados perante a Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Bacillus cereus e Bacillus subtilis, ja 0s
6leos essenciais extraidos dos trés tipos de folhas por Clevenger apresentaram melhores
resultados face a Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, e 0 6leo essencial extraido do fruto foi a amostra que com menores concentra-
cOes foi capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Ente-
rococcus faecalis. Todas as amostras em estudo tiveram uma boa capacidade inibitoria
perante a levedura Candida albicans.

Os resultados obtidos por Pombal et al. (2014) podem ser comparados com 0s
resultados obtidos neste estudo. Apesar de terem usado um método diferente para a ava-

liacdo da atividade antimicrobiana, o método de difusdo em agar, os resultados s&o muito
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semelhantes, uma vez que nesse estudo concluiram que as amostras de folhas colhidas na
serra da Gardunha (Portugal) tiveram uma maior inibicdo no crescimento da bactéria
Staphylococcus aureus, em relacdo a Escherichia coli a inibicdo foi moderada, enquanto

face a Pseudomonas aeruginosa a inibicéo foi fraca.

Pode-se assim concluir que neste trabalho, as bactérias gram-positivas apresentam
de uma forma geral valores de MBC inferiores aos obtidos para as bactérias gram-nega-
tivas. Tal poder-se-a dever a estrutura da parede celular das bactérias gram-negativas, as
quais apresentam uma membrana externa que pode atuar como uma barreira hidrofilica,
impedindo assim a difusdo de compostos hidrofobicos através da camada de lipopolissa-
carideos, resultando numa menor suscetibilidade das bactérias gram-negativas (Siqueira
etal., 2007).
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Tabela 2. Concentragdo minima bactericida dos varios 6leos essenciais do eucalipto usados no presente estudo face aos microorganismos)

Escherichia

Staphylococcus Klebsiella Enterobacter Proteus Pseudomonas  Bacillus Bacillus Enterococcus  Candida

coli aureus pneumoniae aerogenes mirabilis aeruginosa cereus subtilis faecalis albicans

oc1 0,625% 1,25% 0,625% 1,25% 1,25% NI 0,625%  0,625% 1,25% 0,3125%
oc2 0,625% 1,25% 0,625% 1,25% 0,625% 5% 0,625%  0,625% 1,25% 0,16%
FOLHALT 250 0,625% 5% NI 2,5% NI 0,3125% 0,3125%  0,625% 0,16%

FOLHAZ | 5 505 0,3125% 1,25% 5% 2,5% NI 0,3125%  0,625% 0,625%  0,3125%
FOLHAS T 250 0,625% 1,25% NI 1,25% NI 0,3125%  0,625% 0,625% 0,160%

FRUTO NI 0,3125% 5% NI 5% NI 0,160%  0,625%  0,3125%  0,3125%

NI-N&o inibiu
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5.3 COMPOSTOS BIOATIVOS

Neste trabalho, a determinacéo de fendis totais foi realizada por espetrofotometria

pelo método de Folin-Ciocalteu, onde foi construida uma curva de calibracao usando uma

solucéo padréo de acido galico, com concentracdes definidas de 0,25 a 0,005 mg/mL. Na

Figura 26 apresenta-se uma curva de calibragdo obtida para a determinacdo de fendis

totais.

Absorvancia

2,5

15

0,5

Curva de calibracao

-'.
y =10,839x - 0,0534
R? = 0,9987
=3
.
..
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Concentracdo de acido galico (mg/ml)

Figura 26. Curva de calibracdo para a determinacao de fendis totais.

0,3
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Na Tabela 3 apresenta-se os resultados obtidos para a determinacgéo total de com-
postos fendlicos. Para esta determinagdo, foram analisados os extratos das amostras dos
trés tipos de folhas e do fruto, assim como os 0leos essenciais (OE) extraidos das folhas

e fruto, bem como os dois tipos de 6leos essenciais comerciais.

Tabela 3. Resultados da determina¢do dos compostos fendlicos totais nas amostras de Eucalyptus globulus

AMOSTRAS Fendis totais (mg EAG/g
EXTRATOS extrato)
AMOSTRA 1 136,50+14,54
AMOSTRA 2 103,53+4,31
AMOSTRA 3 117,77+7,43
FRUTO 84,23+4,12
AMOSTRAS Fenois totais (mg EAG/g
OLEOS éleo)
ESSENCIAIS
OEC1 1,01+0,04
OE C2 0,97+0,14
OE AMOSTRA 1 2,33+0,23
OE AMOSTRA 2 1,80+0,12
OE AMOSTRA 3 1,06+0,06
OE FRUTO 2,35+0,18

EAG: equivalentes de acido galico; Média + DP de trés determinagoes

Com os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se verificar que entre os trés
tipos de folhas em estudo, o extrato da folha colhida na regido do Douro Litoral contém
um teor maior de compostos fendlicos relativamente aos outros dois tipos de folhas e que
0 extrato do fruto também € rico em fendis. Em relacdo aos 6leos essenciais, 0 6leo do
fruto é o 6leo mais rico em fendis, seguido do 6leo essencial da folha colhida na regido

do Douro Litoral, sendo que os 6leos mais pobres em fendis sdo os dois 6leos comercias.

No estudo feito por Boulekbache-Makhlouf et al. (2013), pode-se verificar que
foram obtidos valores elevados para o estudo de fendis totais para os extratos acetonicos
do fruto de eucalipto, 0 mesmo acontece no estudo de Stefan Dezsi et al. (2015) em
relacdo aos extratos das folhas de eucalipto. Isto significa que as folhas e frutos do
Eucalyptus globulus séo ricos em fenois (235,87 £+ 4,38 mg/g), o que leva a uma atividade

antioxidante consideravelmente interessante.
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Em relagdo a avaliagcdo dos fendis totais para os dleos essenciais, 0s valores
obtidos foram baixos, 0 que vai de encontro com os resultados obtidos pelo o estudo feito
por Charfeddine et al. (2016).

Os fenois podem ser utilizados como um importante indicador de capacidade
antioxidante que pode ser usada como um “indicador” para qualquer produto quando
pretendido como uma fonte natural de antioxidantes em alimentos funcionais (Viuda-
Martos et al., 2011). Ao fazer-se a avaliacdo dos fenois neste estudo, ja se pode ter a
ideia de que os extratos do eucalipto véo ter uma melhor atividade antioxidante em

relacdo aos 6leos essenciais.

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A eficécia da atividade antioxidante dos componentes bioativos depende da sua
estrutura quimica e da concentracdo destes fitoquimicos no alimento. Por sua vez, o teor
destes fitoquimicos € amplamente influenciado por fatores genéticos, condi¢cGes ambien-
tais, grau de maturacdo da planta, entre outros (Melo et al., 2008).

Os resultados da média e desvio-padrdo baseados na capacidade de captacdo do
radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), no poder redutor e na inibi¢éo da des-
colorag¢ao do B-caroteno dos extratos etandlicos usados no presente estudo, estdo apre-
sentados na Tabela 4. Foi utilizado o Trolox como controlo positivo nos ensaios de ava-

liacdo da atividade antioxidante.

Tabela 4 Resultados da atividade antioxidante (valores de EC50, mg/mL) determinada por diferentes métodos.

PODER Inibig¢do da descolora-
AMOSTRA DPPH 2

REDUTOR® cdo do p-caroteno®
TROLOX 0,051+0,002 0,076+0,000 0,643+0,009
AMOSTRA 1 0,130+0,002 0,146+0,003 0,845+0,012
AMOSTRA 2 0,158+0,006 0,185+0,012 2,449+0,172
AMOSTRA 3 0,166+0,012 0,205+0,007 2,045+0,100
FRUTO 0,201+0,002 0,226+0,007 1,151+0,205

Valores expressos como média + desvio padrdo de trés réplicas; 2 EC50 - Concentracdo para uma captacéo
do radical DPPH de 50%; ® EC50 - Concentragio efetiva na qual a absorvancia ¢ 0,5; ¢ ECso - Concentragio

correspondente a 50% de descoloracdo em comparagdo com o sistema de referéncia (branco).
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As amostras dos extratos em estudo mostraram atividade de captacéo de radicais
livres no ensaio do DPPH. De uma forma geral, as amostras dos extratos das folhas do
eucalipto em estudo tiveram um valor de EC50 inferior em relacdo aos valores obtidos
para o extrato do fruto, o que vai de acordo com o teor mais elevado de fenois obtidos no
presente estudo. Esses valores confirmam os dados apresentados por diversos estudos,
que demonstram que a capacidade antioxidante é dependente do teor de compostos fend-
licos presentes (Niki, 2010). Esta analise esta representada na Figura 27, assim como se
pode observar que conforme as concentracdes aumentam, a atividade de captagéo do ra-
dical DPPH aumenta também, o que seria esperado. Neste método, a velocidade da mu-
danca de coloragéo do rosa para o amarelo diz-nos que quanto maior a concentracao tes-
tada mais rapida ¢ a reacdo de coloracdo e maior é a capacidade antioxidante (Malinowski,
2010).

Segundo o estudo de Amakura et al. (2009 foi feita a analise dos extratos etanoli-
cos de folhas secas, os valores de EC50 foram inferiores em relacdo aos valores obtidos
neste estudo (0,0441 mg/mL).
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Figura 27. Percentagem de inibi¢ao do radical DPPH® de diferentes concentragdes de extratos das amostras
de folhas e fruto.
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No grafico da Figura 27 pode-se observar que as amostras das folhas tém uma
atividade antioxidante superior a amostra do fruto como era expectavel devido aos valores
obtidos na avaliacdo do teor dos fenois (Pessuto et al., 2009), como ja foi referido anteri-
ormente. De todas as amostras, a amostra 1 foi a que apresentou um melhor resultado, as
amostras 2 e 3 tiveram uma atividade muito similar entre elas. Apesar da colheita destas
amostras ter sido feita em zonas geogréaficas e tempos diferentes, pode-se concluir que
esses fatores ndo fazem com que os valores entre estas trés amostras tenham muita dis-

crepancia entre elas. Ja o extrato do fruto foi o que teve menor atividade.

Os resultados obtidos para o ensaio do poder redutor, para as amostras de folhas

e fruto, podem ser visualizados no grafico da Figura 28.
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Figura 28. Poder redutor de diferentes concentracdes de extratos das amostras de folhas e fruto do eucalipto.

Entre as folhas, pode-se verificar que a que tem melhor atividade € a amostra 1,
seguida das amostras 2 e 3, novamente com resultados similares, assim como a amostra
que teve uma atividade menor foi o fruto. Observar também que para as amostras
atingirem uma concentracdo efetiva na qual a absorvéncia é 0,5, ndo foram necessarias
concentragdes altas. Segundo o estudo de Said et al., (2016), o valor obtido para o extrato

de fruto foi de 32,8 + 1,8 mg/mL tendo sido comparado com o BHA que teve um valor
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de 0,03+0,0, um valor muito superior ao que foi obtido neste estudo (0,23+0,01). Ja no
estudo feito por Boulekbache-Makhlouf et al., (2013), o valor obtido pelo método do
poder redutor para o extrato do fruto foi de 0,04 mg/mL. Sendo que este extrato e 0 BHA
mostraram uma significante atividade em relagdo ao a-tocopherol que foi usado também

como comparacéo (0,12 mg/mL).

O ultimo método utilizado para a avaliacdo da atividade antioxidante, foi a
inibigdo da descoloragdao do B-caroteno. Este método permite avaliar a capacidade que
uma determinada substancia tem de prevenir a oxidagao do B-caroteno, protegendo-o dos

radicais livres gerados durante a peroxidacéo do acido linoleico a 50 °C.

Observando a Tabela 5, pode-se verificar que para este método, a amostra 1 foi a
que teve o valor de EC50 menor, ou seja, quanto menor € este valor, maior é a atividade
antioxidante. Na Figura 29 observa-se também que a amostra da folha 1 e do fruto foram
as concentragcdes mais baixas que atingiram a 50% de descoloracéo, ja as amostras 2 e 3

precisaram de uma concentracdo mais elevada para atingir a finalidade deste método.
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Figura 29. Andlise da Inibi¢do da descoloragdo do p-caroteno de diferentes concentracOes de extratos das
amostras de folhas e fruto do eucalipto.

A avaliacdo da atividade antioxidante no presente estudo s6 foi feita com os

extratos das folhas e frutos do Eucalyptus globulus. Foi feita uma analise para 0 método
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do DPPH para uma amostra de 6leo essencial, mas verificou-se que mesmo para
concentragOes elevadas a atividade antioxidante foi diminuta. Este facto pode dever-se a
composicao quimica do 6leo essencial, uma vez que este apresentou um teor de fendis
totais muito baixo e a capacidade de reduzir radicais livres depende dos compostos

antioxidantes presentes e da sua concentracéo.

Por ultimo, refira-se que varios autores relatam os efeitos positivos na area
medicinal, farmacéutica e cosmética entre outras, dos extratos do eucalipto,
nomeadamente as propriedades antioxidante, sendo que sdo também grandes vantagens
na industria alimentar para evitar a oxidacdo lipidica e retardar o desenvolvimento de
sabores nao desejados em alimentos. O interesse pela investigacdo de antioxidantes de
origem natural tem aumentado consideravelmente na Ultima década, originando assim, a
substituicdo dos antioxidantes sintéticos visto que estes tém propriedades toxicas e
cancerigenas (Cristina & Jorge 2006).
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6. CONCLUSAO E PERSPETIVAS
FUTURAS

Com a realizagdo deste trabalho pretendeu-se estudar a composi¢éo quimica dos
Oleos essenciais extraidos por Clevenger e de dois 6leos comerciais, assim como a
determinacéo do teor dos fendis e flavonoides e a avaliacdo das atividades antimicrobiana

e antioxidante.

Segundo os resultados deste trabalho pode-se concluir que os teores de compostos
fendlicos podem ter uma grande influéncia nos valores obtidos para a atividade
antioxidante dos extratos de eucalipto em estudo.

Em relacdo a composicdo quimica dos Oleos essenciais em estudo, foram
identificados no total 42 compostos, em que 0S compostos maioritarios para todas as
amostras analisadas foram o Eucaliptol (1,8 cineol), Aromandendreno, a-Felandreno, a-

Pineno e a- Terpineol acetato.

Os 06leos essenciais comerciais (n=2) e extraidos das folhas (n=3) apresentaram
atividade inibitoria no crescimento de todos os microrganismos estudados a excec¢do de
P. aeruginosa, que apenas mostrou alguma sensibilidade para a amostra de OC2. De uma
forma geral, o 6leo essencial do fruto foi a amostra que inibiu 0 menor nimero de
bactérias, contudo foi a amostra que apresentou o valor mais baixo da MBC para as
bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Enterococcus faecalis. Todas as
amostras apresentaram uma boa capacidade inibitoria perante a levedura Candida

albicans.

Entre as metodologias estudadas para avaliar a atividade antioxidante, 0 método
da reducdo do radical DPPH forneceu os melhores resultados sendo que este foi 0 método
que obteve os valores de EC50 mais baixos. O extrato etandlico das folhas apresentou
alta capacidade antioxidante no teste da reducdo do DPPH. O 6leo essencial foi ineficaz

em reduzir este radical.

Sendo assim conclui-se que o eucalipto pode ser usado como uma potencial fonte
de 6leo essencial e de antioxidantes naturais de facil acesso com possivel uso na industria
farmacéuticas e cosmetica, entre outras. Nomeadamente na area da industria alimentar,
estes antioxidantes naturais podem ser uma mais valia para evitar a oxidacdo lipidica e
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retardar o desenvolvimento de sabores ndo desejados em alimentos. O interesse pela
investigacdo de antioxidantes de origem natural tem aumentado consideravelmente na

ultima década, com vista a substituicdo dos antioxidantes sintéticos.

Para trabalhos futuros propde-se uma avaliagao sazonal destes 6leos para verificar
possiveis modificagdes na constituicdo e rendimento ao longo das estagdes do ano, assim

como a identificacdo dos compostos fendlicos presentes nos 6leos e extratos.

63




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avaliagio da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

CAPITULO 7

REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

64




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avaliagdo da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

65




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avaliagio da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Almeida, R., 2016. Eucalyptus globulus (Eucalipto-comum). Available at:

http://knoow.net/ciencterravida/botanica/eucalyptus-globulus-eucalipto-comum!/.

Almeida, S., 2016. Myrtaceae, familia. Eucalyptus globulus (Eucalipto-comum).
Available at: http://knoow.net/ciencterravida/biologia/myrtaceae-familia/.

Amakura, Y. et al., 2009. Marker constituents of the natural antioxidant Eucalyptus leaf
extract for the evaluation of food additives. Bioscience, Biotechnology, and
Biochemistry, 73(5), pp.1060-1065.

Boulekbache-Makhlouf, L., Slimani, S. & Madani, K., 2013. Total phenolic content,
antioxidant and antibacterial activities of fruits of Eucalyptus globulus cultivated in
Algeria. Industrial Crops and Products, 41(1), pp.85-89.

Brum, L.F.W., 2010. Obtencdo e avaliagdo de extratos de folhas de eucalipto (Eucalyptus
dives) como potenciais antioxidantes em alimentos. Dissertacdo de mestrado em

Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Santa Catarina.

Charfeddine, B. et al., 2016. Physical, antioxidant and antimicrobial properties of
chitosan films containing Eucalyptus globulus essential oil. LWT - Food Science and
Technology, 68, pp.356-364.

Cristina, V. & Jorge, N., 2006. Antioxidantes utilizados em 6leos, gorduras e alimentos
gordurosos. Quimica Nova, 29(4), pp.755-760.

Dias, P.C.M.S., 2013. Utilizacdo de produtos naturais em aromaterapia. Dissertacdo de
mestrado em Farmacia e Quimica de Produtos Naturais, Instituto Politécnico de

Braganca.

Diksha, Navdeep Kaur Gill, Rajesh Kumar, K.L.D., 2012. Study on contents and
chemical constituents of the essential oil of the leaves of Eucalyptus globulus labill.

International journal of universal pharmacy and life sciences, 2(4), pp.264—269.

Elizabeth A Ainsworth & Kelly M Gillespie, 2007. Estimation of total phenolic content
and other oxidation substrates in plant tissues using Folin—Ciocalteu reagent. Nature
Protocol, 2(4), pp.875-877.

66




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avaliagio da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

Fereidoon Shahidi, Y.Z., 2015. Measurement of antioxidant activity. Elsevier Science,
18, pp.757-781.

Figueiredo, A. Cristina, Luis G. Pedro, José G. Barroso, H., Trindade, Jodo Sanches, C.

& Oliveira, M.C., 2011. Oleos essenciais da espécie Eucalyptus., p.5.

Firmo, W.D.C.A. et al., 2011. Contexto histérico, uso popular e concepc¢do cientifica

sobre plantas medicinais. Cad. Pesq., 18(n. especial), pp.90-95.

Goes, A., 2014. Producdo de plantas de Eucalipto em Portugal. p.27. Available at:
http://www.icnf.pt/portal/florestas/gf/ps/resource/doc/reunioes-e-eventos/celpa.

Guimarées, A.G., Quintans, J.S.S. & Quintans-Janior, L.J., 2013. Monoterpenes with
Analgesic Activity — A Systematic Review. Phytotherapy research, 27, pp.1

Guohua Cao, Emin Sofic, R.L.P., 1997. Antioxidant and pro-oxidant behavior of

flavonoids: structure-activity relationships. Elsevier Science, 22(5), pp.749-760.

Isabel CFR Ferreira, R.M.A., 2007. Stress Oxidativo, Antioxidantes e Fitoquimicos,

Braganca.

Juan Carlos Sanchez-Rangel, Jorge Benavides, J. Basilio Heredia, L.C.-Z. & Daniel A.
Jacobo-Velazquez, 2013. The Folin-Ciocalteu assay revisited: Improvement of its
specificity for total phenolic content determination. The Royal Society of Chemistry,
(5), pp.5990-5999.

K.A.Hammer, C.F. Carson, T.V.R., 1999. Antimicrobial activity of essential oils and
other plant extracts. Journal of Applied Microbiology, (86), pp.985-990.

Kelly E. Heim, Anthony R. Tagliaferro, D.J.B., 2002. Flavonoid antioxidants: chemistry,

metabolism and structure-activity relationships, p.13.

Lila Harkat-Madouri, Boudria Asmaa, Khodir Madani, Zakia Bey-Ould Si Said, Peggy
Rigou, Daniel Grenier, Hanane Allalou, Hocine Remini, Abdennour Adjaoud, L.B.-
M., 2015. Chemical composition, antibacterial and antioxidant activities of essential

oil of Eucalyptus globulus from Algeria. Elsevier, p.7.

67




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avaliagio da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

Lima, K.S.P.,, 2011. Avaliacdo da Atividade Antioxidante e Antimutagénica em
Diferentes Infusdes Medicinais: Barbas de milho, Carqueja, Dente de Ledo, Folhas
de Oliveira e Urtiga-Branca. Dissertagdo de mestrado em Tecnologia e Segurancga
Alimentar Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e Universidade Nova de Lisboa.

Luis, A. et al., 2016. Chemical composition, antioxidant, antibacterial and anti-quorum
sensing activities of Eucalyptus globulus and Eucalyptus radiata essential oils.
Industrial Crops and Products, 79, pp.274-282.

M.M.Tajkarimi, S.A.lIbrahim, D.O.C., 2010. Antimicrobial herb and spice compounds in
foodo Title. Food Control, pp.1199-1218.

Malinowski, L.R.L., 2010. Morfoanatomia, fitoquimica e atividades bioldgicas de folhas
jovens de eucalyptus globulus labill. subespécie bicostata (maiden et al.) j. b. kirkpat.,
myrtaceae. Universidade Federal do Panama.

Mariana Oliveira de Sousa Pereira, 2010. Estudo Comparativo de Métodos de Avaliacao
da Capacidade Antioxidante de Compostos Bioativos. Dissertacdo de mestrado em
Engenharia Alimentar, Universidade Técnica de Lisboa.

Marilia Lordélo Cardoso Silva, Renata Silva Costa, Andréa dos Santos Santana,
M.G.B.K., 2010. Compostos fendlicos, carotendides e atividade antioxidante em

produtos vegetais.

Marlange Almeida Oliveira, Alysson André Oliveira Barreto, Lucindo José Quintans
Junior, A.G.G., 2014. Terpenes Application As Agents Analgesics: a Exploration
Technology. Revista Gestdo, Inovacédo e Tecnologias, 4(4), pp.1292-1298.

Marzoug, H.N. Ben et al., 2011. Eucalyptus oleosa essential oils: Chemical composition
and antimicrobial and antioxidant activities of the oils from different plant parts
(stems, leaves, flowers and fruits). Molecules, 16(2), pp.1695-1709.

Matovié, M., Bojovié, B., & Juskovi¢, M., 2011. Composition and Antimicrobial Activity
of Juniperus Communis L. Physiological Metabolites from Serbia. International

Journal of Life Science and Medical Research, p.5-8.

Melo, E.D.A. et al., 2008. Capacidade antioxidante de frutas. Brazilian Journal of

Pharmaceutical Sciences, 44, p.9.

68




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avaliagio da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

Messias, K.L.D.S., 2009. Dossié Antioxidantes. Food Ingredients Brasil, 6, pp.16-31.

Mounyr Balouiri, Moulay Sadiki, S.K.l., 2015. Methods for in vitro evaluating

antimicrobial activity: A review. Journal of Pharmaceutical Analysis, 6(2), pp.71-79.

Mulyaningsih, S. et al., 2011. Antibacterial activity of essential oils from Eucalyptus and
of selected components against multidrug-resistant bacterial pathogens.
Pharmaceutical biology, 49(9), pp.893—-899.

Mulyaningsih, S., 2010. Plant-derived antimicrobial agents and their synergistic
interaction against drug-sensitive and -resistant pathogens. Faculties for the Natural

Sciences and Mathematics the Ruperto-Carola University of Heidelberg, Germany.

Nicolau, D.M.P., 2013. Atividade antioxidante de extratos de plantas. Universidade da

beira Interior.

Niki, E., 2010. Free Radical Biology & Medicine Assessment of Antioxidant Capacity in
vitro and in vivo. Free Radical Biology and medicine, 49(4), pp.503-515.

Pereira, A.M. da S., 2008. Producéo de Sabdes Liquidos com Aroma e Esfoliante a partir
de Oleos Usados da cantina da FEUP. Dissertacio de mestrado em Engenharia

Quimica, Faculdade de Engenharia, Universidade do Porto.

Pereira, J.L., 2010. Composicdo quimica dos 6leos essenciais de espécies de Eucalyptus
L ’Hert (Myrtaceae). Dissertacdo de mestrado em Agroquimica. Universidade Federal

de Vicosa.

Pereira, S.I. et al., 2005. Chemical composition of the essential oil distilled from the fruits

of Eucalyptus globulus grown in Portugal., (20), pp.407—-409.

Pessuto, M.B. et al., 2009. Atividade antioxidante de extratos e taninos condensados das

folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., (January), pp.4-9.

Pinto, D.M.L., 2010. Avaliag&o da atividade antimicrobiana do 0leo essencial e do extrato
de Minthostachys setosa (Brig.) Epling. Dissertacdo de mestrado, Universidade de

Séo Paulo.

Pombal, S. et al., 2014. Evaluation of the antibacterial activity of the essential oil and
antioxidant activity of aqueous extracts of the Eucalyptus globulus Labill leaves.
3(11), pp.356-366.

69




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avaliagio da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

Rodrigo Strohmayer Dourado, 2006. Isolamento de compostos secundarios em extratos
de caules e folhas de Hypericum cordatum (Vell. Conc.) N. Robson (Clusiaceae).
Dissertagdo de mestrado em biodiversidade vegetal e meio ambiente, Instituto de
Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo.

Rodrigues, A.I1.C., 2011. Producéo e caracteriza¢do da capacidade antioxidante de gelo
suplementado com extrato de Fucus spiralis. Dissertagdo de mestrado em
Biotecnologia dos Recursos Marinhos, Escola Superior de Turismo e Tecnologia do

Mar e o Instituto Politécnico de Leiria.

Rodrigues, S.C.P., 2013. Desenvolvimento de hidrogéis a base de extratos de Crataegus
monogyna Jacq.: caracterizacdo quimica e bioatividade dos extratos e formulactes

finais Sandra. Instituto Politécnico de Braganca.

Santos, M.P. Dos, 2014. Extracéo e caracterizagdo de extratos de Jatropha gossypiifolia
L. Avaliacdo da sua atividade antimicrobiana e antioxidante. Dissertacdo de mestrado

em Engenharia Quimica e Biologica, Instituto Superior de Engenharia de Lisboa.

Seyfried, M., Soldera-Silva, A., Bovo, F., Stevan-Hancke, F.R., Maurer, J.B.B.,
Zawadzkibaggio, S.F., 2015. Pectinas de plantas medicinais: caracteristicas

estruturais e atividades imunomoduladoras, Curitiba,Brasil.

Sheila Mello da Silveira, 2012. Avaliacdo da atividade antimicrobiana e antioxidante de
extratos vegetais e 6leos essenciais e aplicacdo do 6leo essencial de louro (l. nobilis)
como agente conservador natural em embutido cérneo frescal. Dissertagdo de

doutoramento em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa Catarina.

Silvestre, A.J.D. et al., 1997. Analysis of the variation of the essential oil composition of
Eucalyptus globulus Labill. from Portugal using multivariate statistical analysis.
Industrial Crops and Products, 6(1), pp.27-33.

Siqueira, A.A. et al., 2007. Avaliacdo da atividade antibacteriana do dleo essencial de
Eucalyptus globulus: Uma alternativa aos antibioticos convencionais. Revista do

centro universitario vila velha, 8(2), pp.199-214.

Sobral, A., 2012. Efeito do solvente nas propriedades antioxidantes e no contelido em

compostos fendlicos de extratos de frutos e folhas de Rubus. Dissertagdo de Mestrado

70




Oleo essencial do fruto do eucalipto: avaliagio da atividade antimicrobiana e da atividade antioxidante

em Engenharia Bioldgica, Universidade do Algarve.

Soutinho, S.M.A., 2012. Avaliacdo dos compostos fenolicos e da actividade antioxidante
de frutos vermelhos produzidos em modo biologico. Dissertagdo de mestrado em
Qualidade e Tecnologia Alimentar, Instituto Politécnico de Viseu, Escola Superior
Agréria de Viseu.

Stefan Dezsi et al., 2015. Antimicrobial and antioxidant activities and phenolic profile of
Eucalyptus globulus Labill. and Corymbia ficifolia (F. Muell.) K.D. Hill & L.A.S.
Johnson leaves. Molecules, 20(3), pp.4720-4734.

Susana I. Pereira, Carmen S. R. Freire, Carlos Pascoal Neto, Armando J. D. Silvestre
Silva, A.M.S., 2005. Chemical composition of the essential oil distilled from the fruits
of Eucalyptus globulus grown in Portugal. Flavour and fragrance journal, (20),
pp.407-409.

Tiveron, A.P., 2010. Atividade antioxidante e composicao fendlica de legumes e verduras
consumidos no Brasil. Dissertacdo de mestrado em Ciéncias, Universidade de S&o

Paulo.

Viuda-Martos, M. et al., 2011. Antioxidant properties of pomegranate (Punica granatum
L.) bagasses obtained as co-product in the juice extraction. Food Research
International journal, 44(5), pp.1217-1223.

Wissal Dhifi, Sana Bellili, Sabrine Jazi, Nada Bahloul, W.M., 2016. Essential Oils
Chemical Characterization and Investigation of Some Biological Activities: A

Critical Review.

Zakia Bey-Ould Si Saida, Hayate Haddadi-Guemghara, Lila Boulekbache-Makhloufa,
Peggy Rigoub, Hocine Reminia, Abdennour Adjaouda, Nabyla Khaled Khoudjaa,
K.M., 2016. Essential oils composition, antibacterial and antioxidant activities
ofhydrodistillated extract of Eucalyptus globulus fruits. Elsevier Science, 89, pp.167—
17.

71




