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AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS
DO OLEO ESSENCIAL DE LAURUS NOBILIS L. (LAURACEAE)

RESUMO

O Laurus nobilis L. é uma arvore pertencente a familia Lauraceae, nativa da Asia e
cultivado no Sul e Sudeste do Brasil como uma planta ornamental, conhecido
popularmente como louro. O 6leo essencial foi extraido por hidrodestilagdo em aparelho
de Clevenger por 2 horas. O 06leo essencial foi fracionado em coluna cromatografica
para a obtencdo das fracbes. O Oleo essencial e as fracbes foram identificados por
CG/EM. Foi mensurado o teor de compostos fendlicos do 6leo essencial e das fragdes, e
atividade antioxidante pelo método de sequestro do DPPH, atividade antimicrobiana
frente as cepas: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e
ATCC 70603, Proteus mirabilis ATCC 7002, Pseudomonas aeruginosa 27853 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923, as leveduras Candida albicans ATCC 18804,
Candida krusei ATCC 20298, Candida parapsilosis ATCC 20019, Candida tropicalis
ATCC 750, Cryptococcus gattii L21/01 e Cryptococcus neoformans H99, e os fungos
filamentosos Aspergillus niger IC (isolado clinico), Aspergillus flavus IMI 190443,
Aspergillus fumigatus ATCC 16913 de pelo teste de difusdo em agar. Foi determinada
da concentracdo minima inibitéria (CIM) das cepas sensiveis pelo método de diluicdo
em caldo. E a atividade acaricida frente ao Rhipicephalus microplus pelo teste de
imersdo de fémeas e larval, a atividade larvicida frente ao Aedes aegypti pelo teste de
imersdo larval. Foram identificados 20 compostos do 6leo essencial com 99,01% das
areas dos picos identificados. O composto majoritario do 6éleo essencial foi o 1.8-cineol
com 34,01%. O oleo essencial de louro apresentou 17,57ug equivalentes de acido
galico/mg de 6leo essencial de compostos fendlicos e mostrou atividade antioxidante
pelo método DPPH com ICso de 15,52 mg/mL e as fragdes CH2Cl2:CeH14(8:2) 9,96 mg/
mL e CH2Cl2:CsH14(7:3) 3,65 mg/mL. O bleo essencial e a fragdo CH2Cl2: AcOEt (9:1)
mostraram atividade antibacteriana contra as bactérias Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Proteus mirabilis e atividade antifungica contras cepas de Candida
albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis e Cryptococcus gattii e C. neoformans
com valores de concentracdo minima inibitéria (CIM) entre 10,00 e 0,31mg/mL. Em
relacdo a atividade acaricida, o teste de imersdo das fémeas ingurgitadas de R.
microplus houve reducdo da massa dos ovos, indice de producédo de ovos e a viabilidade
dos ovos foram afetados nas diferentes concentracfes do Oleo essencial em relacdo ao
grupo controle. Sobre as larvas do carrapato o 6leo essencial apresentou LCso de 3,52
pL/mL e LCgg de 5,94 pL/mL, dentre as fracdes a CH2Cl2:AcOEt (8:2) foi a mais ativa
com LCsgde 0,13 pL/mL e LCgg de 0,51 pL/mL E o 6leo essencial apresentou sobre as
larvas de A. aegypti LCso de 0,38 pL/mL e LCo de 0,48 pL/mL. Portanto, pode concluir
que o Oleo essencial possui agdo antioxidante, antimicrobiana, acaricida e larvicida
sobre o R. microplus e A. aegypti, e que o fracionamento foi de grande importancia para
a identificacdo de compostos com atividade biologica.

Palavras-chave: Laurus nobilis, Oleo essencial, Rhipicephalus microplus, Aedes
aegypti.



EVALUATION OF THE CHEMICAL COMPOSITION AND BIOLOGICAL
ACTIVITIES OF THE ESSENTIAL OIL OF LAURUS NOBILIS L.
(LAURACEAE)

ABSTRACT

The Laurus nobilis L. is a tree belonging to the family Lauraceae, native to Asia and
cultivated in the South and Southeast of Brazil as an ornamental plant, popularly known
as laurel. The essential oil was extracted by hydrodistillation in a Clevenger apparatus
for 2 hours. The essential oil was fractionated in a chromatographic column to obtain
the fractions. The essential oil and fractions were identified by GC/MS. Was mensured
the content of phenolic compounds of essential oil and fractions, and antioxidant
activity by the DPPH sequestration method, antimicrobial activity against the strains:
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 and ATCC 70603,
Proteus mirabilis ATCC 7002, Pseudomonas aeruginosa 27853 and Staphylococcus
aureus ATCC 25923, yeasts Candida albicans ATCC 18804, Candida krusei ATCC
20298, Candida parapsilosis ATCC 20019, Candida tropicalis ATCC 750,
Cryptococcus gattii L21 / 01 and Cryptococcus neoformans H99, and the filamentous
fungi Aspergillus niger IC (clinical isolate), Aspergillus flavus IMI 190443, Aspergillus
fumigatus ATCC 16913 by the diffusion test on agar. The minimal inhibitory
concentration (MIC) of the sensitive strains was determined by the broth dilution
method. And the acaricidal activity against Rhipicephalus microplus by the test of
immersion of females and larval, the larvicidal activity against Aedes aegypti by the test
of larval immersion. Twenty compounds were identified in the essential oil with
99.01% of the identified peak areas. The major component of the essential oil was the
1.8-cineole with 34.01%. The essential oil of laurel presented 17.57 ug of gallic acid /
mg of essential oil of phenolic compounds and showed antioxidant activity by the
DPPH method with ICso of 15.52 mg/mL and the fractions CH.>Cl.:CsH14 (8: 2) 9, 96
mg/mL and CH2Clz: CsHia (7: 3) 3.65 mg/mL. The essential oil and the CH2Cl2: AcOEt
(9:1) fraction showed antibacterial activity against the bacteria Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae and Proteus mirabilis and antifungal activity against strains of
Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis and Cryptococcus gattii and
C. neoformans with minimum inhibitory concentration (MIC) values between 10.00 and
0.31 mg/mL. In relation to the acaricide activity, the immersion test of engorged
females of R. microplus had a decrease in egg mass, egg production index and egg
viability were affected in the different concentrations of essential oil in relation to the
control group. On the larvae of the tick, the essential oil presented LCso of 3.52 uLL/mL
and LCgg of 5.94 uL/mL, among the fractions to CH.Cl,: AcOEt (8:2) was the most
active with LCsp of 0.13 pL/mL and LCgg of 0.51 pL/mL and the essential oil presented
on larvae of A. aegypti LCso of 0.38 uL/mL and LCgg of 0.48 pL/mL. Therefore, it can
be concluded that the essential oil has antioxidant, antimicrobial, acaricidal and
larvicidal action on R. microplus and A. aegypti, and that the fractionation was of great
importance for the identification of compounds with biological activity.

Keywords: Laurus nobilis, essential oil, Rhipicephalus microplus, Aedes aegypti.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

As plantas usadas na medicina popular constituem uma fonte quase inesgotavel
de novos compostos biologicamente ativos, despertando assim o interesse de muitos
pesquisadores e da inddstria farmacéutica. O Brasil, por possuir uma riquissima
biodiversidade, representada por seus animais e vegetais,que podem conter principios
ativos potencialmente Uteis a humanidade, pode contribuir enormemente para essas
pesquisas (COWAN, 1999 apud OLIVEIRA et al., 2006; LAMEIRA e PINTO, 2008).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) tem demonstrado grande interesse e
valorizado as pesquisas com plantas para a prevencao e tratamento de doencas. Também
reconhece que a populacdo de muitos paises em desenvolvimento utilizam largamente
plantas ou praticas tradicionais nos seus cuidados bésicos de salde, o que ndo €
diferente no Brasil (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 2006; LORENZI e MATOS,
2008).

A busca por produtos que ndo causem danos ao homem, animais e meio
ambiente, que minimizem os efeitos colaterais e que retardem o desenvolvimento de
resisténcia tém sido o foco de inimeras pesquisas utilizando plantas, pois estas sdo uma
rica fonte de fitoativos. Dentre estes os 6leos essenciais sdo alvos de pesquisas na busca

de compostos naturais com potenciais atividades biologicas (BAKKALI et al., 2008).

O louro (Laurus nobilis L.) é uma planta condimentar aromatica cultivada em
varias regides do mundo, muito utilizada na culinaria devido ao seu aroma e também na
medicina popular no tratamento distarbios gastrointestinais (LORENZI e MATOS,
2008).

As folhas secas e o0 6leo essencial extraido das folhas do louro sdo amplamente
empregados na industria alimenticia em carnes, sopas e peixes, devido as suas
propriedades flavorizantes e pela acdo antimicrobiana e inseticida, para a conservacao
dos alimentos e na inddstria cosmética usado em cremes, sabonetes e perfumes,
constituindo uma importante atividade econdmica nessas areas (OZCAN e
CHALCHAT, 2005).



O dleo essencial extraido das folhas de L. nobilis apresenta quantidades elevadas
de fitoativos, entre eles os terpenos como fonte potencial antioxidante e acgdo
antimicrobiana e inseticida (DERWICH, BENZIANE e BOUKIR, 2009).

1.2 PLANTAS MEDICINAIS

Os homens desde os tempos da antiguidade buscaram na natureza recursos para
melhorar suas préprias condi¢fes de vida, empregando as plantas para a recuperacdo da
salde para fins de cura, tratamento ou prevenc¢do de alguma enfermidade. A partir da
medicina popular foram descobertos diversos medicamentos usados atualmente.
(CARVALHO et al., 2012; LORENZI e MATQOS, 2008).

As plantas medicinais sdo definidas como toda e qualquer planta, cultivada ou
ndo, utilizada pelo homem com propositos terapéuticos (BRASIL, 2010). Necessita
levar em consideracdo que essas plantas medicinais sdo consumidas as vezes sem
comprovacao de suas atividades farmacoldgicas, sendo um importante problema de
salde, pois os efeitos adversos ocorrem corriqueiramente (CARVALHO et al., 2012).

O mercado mundial dos medicamentos fitoterapicos € estimado em 20 bilhdes de
dblares por ano, e no Brasil estima-se que as vendas de produtos farmacéuticos
derivados de plantas alcancaram 550 milhGes de dolares, e que em 2050 somente a
Floresta Amazonica serd capaz de produzir 500 bilhdes de ddlares em medicamentos e
cosméticos, a partir de plantas medicinais e aromaticas (LAMEIRA e PINTO, 2008).

O Brasil é o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, embora seja
pouca conhecida. E um dos paises com maiores perspectivas para exploragio econdmica
da biodiversidade, em funcdo do nimero expressivo de espécies nativas, das excelentes
condicdes climaticas e do grande potencial hidrico (GUILHERMINO, QUENTAL e
BOMTEMPO, 2012; SIMOES et al., 2007). Apesar de a producio cientifica nessa area
seja considerada expressiva, 0S conhecimentos gerados ndo se refletem na
disponibilidade de novas tecnologias e produtos (CALIXTO e SIQUEIRA, 2008).

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
com uma vasta diversidade molecular, estrutural e de propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas. Cerca de 15-17% das plantas foram estudadas sistematicamente quanto ao
seu potencial medicinal (SIMOES et al., 2007)



Hoje, estas substancias presentes nas plantas continuam fornecendo a base de
uma propor¢do enorme dos medicamentos usados para tratar doengas cardiacas,
depressdo, dor, cancer, asma, disturbios neuroldgicos e outros (LAMEIRA e PINTO,
2008).

Dentre elas, as plantas aromaticas que sdo usadas como medicinais, pois as
substancias delas extraidas, os 0leos essenciais sdo usadas como flavorizantes ou
aromatizantes na industria alimenticia e cosmética e também com finalidade
farmacéutica, e destacam-se pelo potencial inseticida (BAKKALI et al, 2008;
ROBBERS et al., 1997).

Assim, sdo necessarias colaboragdes multidisciplinares e internacionais na
exploracdo da natureza, como fonte para o desenvolvimento de farmacos (SIMOES et
al., 2007).

1.3 METABOLISMO SECUNDARIO

Metabolismo €é o conjunto de rea¢des quimicas que ocorrem continuamente em
uma célula, com a presenca de enzimas especificas que garantem uma certa direcdo a
essas reacOes, sendo os compostos formados, degradados ou transformados
denominados metabdlitos. O metabolismo é dividido em metabolismo primério,
relacionado a macromoléculas (carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos) que
sdo considerados essenciais aos processos a vida, e o metabolismo secundario,
denominado também como especial, ndo estd necessariamente relacionados aos
processos essenciais para 0 organismo produtor conferindo-lhe vantagens de
sobrevivéncia e perpetuacdo da sua espécie (COSTA, 1994; ROBBERS et al., 1997;
SIMOES et al., 2007).

O metabolismo secundario estd presente em vegetais, micro-organismos e, em
menor escala, em animais. As rotas metabdlicas dos metabdlitos secundarios néo
possuem distribuicdo geral e talvez s6 sejam ativados durante alguns estagios
particulares de crescimento e desenvolvimento ou em periodos de estresse de forma a
permitir a adequagdo do produtor a seu meio, como defesa contra herbivoros e micro-
organismos, a protecdo contra os raios UV, a atragcdo de polinizadores ou animais
dispersores de semente, e também participagdo em alelopatias (BAKKALLI et al., 2008;
GORCLICK e BERNSTEIN, 2014; ROBBERS et al., 1997; SIMOES et al., 2007).



Os metabolitos secundarios sdo originados a partir do metabolismo da glicose
via dois intermediarios principais, o &cido chiquimico e o acetato. O &cido chiquimico
origina 0s aminoacidos aromaéticos, precursores de parte dos alcaloides, taninos
hidrolisaveis, ligninas, lignanas e cumarinas. O acetato origina precursores responsaveis
pela origem dos terpenos, dentre eles os 6leos essenciais e outras classes de alcaloides.
Ja as antraquinonas, os flavonoides e taninos condensados séo originados das duas vias
(ROBBERS et al., 1997; SIMOES et al., 2007).

O metabolismo secundario possui uma elevada capacidade biossintética, tanto
em relacdo ao numero de substancias produzidas quanto a sua diversidade em uma
espécie. Por serem fatores de interagdo entre organismos, micro-organismos,
frequentemente apresentam atividades bioldgicas interessantes, com grande importancia
comercial na area farmacéutica, alimenticia, agrondmica e cosmética. Isto tem
aumentado o interesse cientifico por constituirem uma fonte particularmente promissora
de novas moléculas potencialmente Uteis ao homem, entre estes 0s 6leos essenciais
(OLIVEIRA et al., 2006; SINGH et al., 2014; SIMOES et al., 2002).

1.3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sao originados no metabolismo secundario de plantas
aromaticas, sdo volateis, odoriferos, lipofilicos, liqguidos com densidade menor ou maior
do que a da &gua, distribuidos nas diversas partes da planta, agindo como protecdo a
predadores e atratores de polinizadores podendo ser chamados também de 6leos etéreos
ou esséncias (ROBBERS et al., 1997). Ocorrendo em estruturas especializadas como:
pélos glandulares, células parenquimaticas, canais oleiferos ou em bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas (ROBBERS et al., 1997; SIMOES et al., 2007).

Os 6leos essenciais sdo misturas de 20 a 60 componentes, destacando a presenca
de terpenos e fenilpropandides de diferentes concentracdes, caracterizados por 2 ou 3
compostos majoritarios de 20 a 70% de concentracdo em rela¢do aos outros compostos,
denominados compostos tracos (ROBBERS et al., 1997; SIMOES et al., 2007).

A composicdo quimica do Oleo essencial extraido de uma mesma espécie e da
mesma parte da planta pode variar significativamente de acordo com a época da coleta,
condigdes climaticas, o tipo de solo e outros fatores como ciclo vegetativo e 0 processo
de obtengéo (EDRIS, 2007).



Os oleos essenciais geralmente obtidos por hidrodestilacdo, o vapor libera as
moléculas aromaticas e as arrasta até um sistema de resfriamento, onde sdo condensadas
e separadas por diferenca de densidade. E quase sempre sdo oticamente ativas e
apresentam alto indice de refracao, podendo esses indices serem usados na identificacdo

e controle de qualidade e caracterizacdo (CHE DIN, 2006).

S&o alvos de pesquisas na busca de novos compostos naturais biologicamente
ativos sendo eles os terpenos e compostos fendlicos, usados nas diversas areas, com
destaque para agentes antimicrobianos, antioxidantes e inseticidas (OUSSALAHet al.,
2006 apud CASTRO et al., 2011).

Dentre os biocarrapaticidas provenientes do metabolismo secundério, os 6leos
essenciais que possuem atividade terapéutica, estdo sendo testados quanto a atividade
acaricida, podendo agir como fumigantes, inseticidas de contato, repelentes e pode
afetar alguns parametros bioldgicos, tais como a taxa de crescimento, o tempo de vida e
reproducdo (CAMPOS et al., 2012).

Oleos essenciais pode ser uma fonte alternativa de controle de larvas de
mosquito, uma vez que sdo biodegradaveis em produtos ndo téxicos e potencialmente
adequados para utilizacdo em programas de gestdo integrada. Muitos pesquisadores tém
relatado a eficacia de 6leos essenciais de plantas contra larvas de mosquitos e parasitas
humanos (KALAIVANI, SENTHIL-NATHAN e MURUGESAN, 2012).

As angiospermas dicotiledbneas apresentam plantas ricas em 6leos essenciais,
tais como as familias Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, dentre outras (SIMOES et al.,
2007).

1.4 FAMILIA LAURACEAE

Pertencente a ordem de Laurales da divisdo das Magnoliideas, a familia
Lauraceae estd amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais do mundo,
especialmente no Sudeste da Asia e Norte da América do Sul, sendo umas das familias
mais primitivas, possuindo registros de 2.800 a.C. Formada por cerca de 50 géneros e
2.500 espécies, sendo representada no Brasil por 24 géneros e cerca de 400 espécies
(JOLY, 1993; JUDD et al., 2009; MARQUES, 2001).

Na Mata Atlantica e nas florestas da regido Sul do Brasil a familia Lauraceae é

uma das familias de maior destaque na composicdo floristica, sendo frequentemente



representada tanta em numeros de espécies quanto de individuos (SOUZA e LORENZI,
2012).

Na maioria sdo arvores, arbustos ou lianas parasiticas, possuindo nos
unilacunares, com células esparsas contendo Oleos aromaticos, frequentemente com
taninos e alcaloides isoquinolinicos. Apresentam folhas alternas e espiraladas,
ocasionalmente opostas, simples, raramente lobadas, inflorescéncias geralmente
paniculada, com flores bissexuais e unissexuais, radiais, geralmente pequenas, brancas,
esverdeadas e amareladas, e os frutos drupa ou raramente baga unisseminada, associado
com o receptaculo carnoso ou lenhoso e persistente (BARROSO, 1978; JUDD et al.,
2009).

Vaérias espécies sdo economicamente importantes, dentre elas o louro (Laurus
nobilis), a canela (Cinnamomum verum), a canfora (C. camphora) e o sassafras
(Sassafras albidum) utilizadas na culinaria e produtoras de dleo essencial que alcancam
alto valor de mercado, usadas como fonte de matérias-primas em industrias. A Persea
americana, o abacate € uma importante frutifera tropical e a Aniba rosaeodora, o pau-
rosa € muito utilizada na perfumaria, pela extracdo de linalol. As plantas da desta
familia também sdo muito utilizadas na medicina popular com uso variado,
desempenhando diferentes fungdes contra diversas doengas, destacando os géneros
Aniba, Cinnamomum, Nectandra, Laurus e Ocotea. E outros géneros como
Beilschmiedia, Chlorocardium, Ocotea, Litsea, fornecem madeira, constituindo uma
familia com alto valor econdmico e com uma ampla diversidade de usos (JUDD et al.,
2009; SOUZA e LORENZI, 2012).

1.4.1 LOURO - Laurus nobilis L.

O Laurus nobilis L. € uma angiosperma pertencente a familia Lauraceae,
conhecido popularmente como louro, loureiro, guacararaiba-loureiro, loureiro, louro-de-
apolonio, louro-comum, loureiro-dos-poetas, loureiro-de-apolo, loureiro-de-presunto,
loureiro-ordinario, € uma arvore ou arbusto nativo da Asia e cultivado no Sul e Sudeste
do Brasil, cultivada na Europa e Estados Unidos como uma planta ornamental
(LORENZI e MATOS, 2008; MARQUES, 2001).



Figura 1. Exemplar de Laurus nobilis L. Fonte: Carla M.M. Fernandez

E considerada uma planta nobre na Grécia antiga usada na confecgéo as famosas
coroas de louro com que eram agraciados os atletas e outros herdis, do nome do género
Laurus e seu uso, originou-se o termo laureado (JOLY, 1993; LORENZI e MATOS,
2008). Na cidade de Pompéia foram encontrados frutos de loureiro, como o
florescimento do loureiro na regido ocorre na primavera e seus frutos aparecem na
planta no més de novembro, entdo sabe-se que foi neste més, no ano de 79 a.C. que a
cidade foi arrasada (MORELLI, 2010)

O louro mede de 2-4 m de altura, ramificada, perenifélia, aroméatica com folhas
simples, coriaceas, ovais e verde-escuras de 4-8 cm de comprimento. Apresenta flores
amareladas dioicas ou hermafroditas, reunidas em fasciculos axilares, florescendo de
marco a maio. Os frutos sdo bagas globosas de cor preta. Reproduz-se por estacas com
folhas, sementes e alporquia (LORENZI e MATOS, 2008; MORELLI, 2010).

Empregada na medicina popular tradicional é usada folhas através de infusdo ou
decoccdo, considerada estimulante das afeccOes géastricas e reumaticas, usada
externamente contra reumatismo e como antisséptico para caspas e piolhos (JOLY,
1993; LORENZI e MATOS, 2008). E usado externamente no tratamento de hemorroida
e dores reumaticas e também para dermatites (AMIN et al., 2007).

O L. nobilis apresenta em sua composic¢do pectinas, taninos, aglcares, acidos
graxos, terpenos (geraniol, linalol, cineol, eugenol, terpineno e pineno) e 6leo essencial
extraido das folhas e das flores (LORENZI e MATQOS, 2008).

O louro é uma planta importante na indUstria, usada em alimentos, perfumaria e

cosméticos, com uma demanda maior do que 3.000 toneladas de folhas por ano, sendo o



seu Oleo essencial com maior valor comercial agregado (LIRA et al., 2009;
MARZOUKI et al., 2008).

O o6leo essencial de louro geralmente é extraido por hidrodestilagdo ou por fluido
supercritico, tem um rendimento de 0,5 a 1,5 mL/100g de folhas, possui coloracédo
ligeiramente amarelado ou incolor (DERWICH, BENZIANE e BOUKIR, 2009).

Os métodos de secagem empregados nas folhas podem alterar o rendimento e a
composi¢do quimica do Oleo essencial, tanto diminuindo a concentragdo de certos
componentes como 0 aparecimento de outros componentes devido a ocorréncia de
reacOes de oxidacdo, hidrdlise e de formas glicosiladas, de alguma forma podem alterar
o0 aroma original da planta fresca (DIAZ-MAROTO et al., 2002).

A composicdo quimica do Oleo essencial das folhas do louro apresenta
variabilidade de acordo com a regido cultivada e sazonalidade (LIRA et al., 2009).
Porém o 1,8 cineol é composto majoritario em todos os casos, variando de 20 a 56%,
seguido do linalol e a-terpineol e outros monoterpenos hidrogenados comof-pineno e
sabineno. Compostos aromaticos (eugenol, metil eugenol e elimicina) presentes entre 1
a 12%. Estes compostos sdo responsaveis pelo aroma das folhas e extremamente
importantes na qualidade sensorial das folhas (DIAZ-MAROTO et al., 2002;
SELLAMI et al., 2011).

O oleo essencial de louro tem sido amplamente estudado, apresentou atividade
antibacteriana e antifungica (ANGELINI et al., 2006; EL et al., 2014). Possui uma
elevada atividade antioxidante avaliada por varios métodos, anti-inflamatoria, inseticida
e repelente, antiviral, analgésica, anticolinesterdsica e possui baixo efeito sedativo
(DERWICH, BENZIANE e BOUKIR, 2009).

1.5 ANTIMICROBIANOS

A busca por antimicrobianos naturais estd crescendo cada vez mais como
alternativa para substituir ou reduzir os usos antimicrobianos convencionais, usados na
clinica e em aditivos alimentares (VALERIANO et al., 2012).

H& uma grande preocupacdo em nivel mundial devido ao surgimento de micro-
organismos resistentes aos antimicrobianos, que ocasionam um enorme problema a
salde publica em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, e tem aumentado
drasticamente nos ultimos anos (SANTOS e NOVALES, 2012).



Também ha um aumento na preocupacdo dos consumidores com os alimentos
livres ou com niveis menores de preservativos quimicos, pois estes aditivos podem ser
toxicos aos humanos (SOUZA et al., 2005).

O uso de produtos naturais como compostos antimicrobianos parece ser uma
maneira de reduzir doencas e danos econémicos causados por micro-organismos
patogénicos e também para controlar a presenca de bactérias e estender a vida de
prateleira de alimentos processados (DORMAN e DEANS, 2000).

As plantas sintetizam muitos compostos provenientes do metabolismo
secundario, com estruturas quimicas complexas e muitos deles foram relatados com
propriedades antimicrobianos, dentre eles os alcaloides, flavonoides, isoflavonoides,
taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos e compostos fenélicos (SIMOES et al., 2007).

Os oOleos essenciais sdo considerados 0s agentes antimicrobianos presentes em
plantas, foi estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem
propriedades antifungicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (COWAN, 1999
apud VALERIANO et al., 2012).

Estudos in vitro dos componentes dos 6leos essenciais derivados de terpenos e
seus derivados oxigenados tem sido extensivamente avaliados, e tem mostrado agédo
inibitoria no crescimento de bactérias e fungos, e também antioxidante. Assim, sendo
uma alternativa no uso como aditivo com atividade antimicrobiana e também em
combinagdo com outros antimicrobianos (SANTOS e NOVALES, 2012).

1.6 ANTIOXIDANTES

Os radicais livres sdo espécies que possuem elétrons com spins nao
emparelhados, geradas in vivo, tanto por rea¢fes quimicas quanto pelo metabolismo.
Esses elétrons desemparelhados alteram a reatividade quimica de um atomo ou
molécula, geralmente tornando-o mais reativo do que o correspondente ndo radical
(ATKINS, 2006; HALLIWELL, 1994b).

A reatividade de diferentes radicais livres varia, mas algumas podem causar
graves danos a moléculas bioldgicas, especialmente ao DNA, lipidios e as proteinas,
promovendo danos que podem contribuir para o envelhecimento e o aparecimento de
doencas degenerativas, como cancer, aterosclerose e artrite reuméatica (HALLIWELL,
1994a; SILVA et al., 2011).



Os antioxidantes sdo compostos que inibem ou retardam significativamente a
oxidacdo de lipidios ou outras moléculas ao inibirem a iniciacdo ou propagacdo da
reacdo de oxidacdo de substratos (MATKOWSKI, 2008; SILVA et al., 2011).

Antioxidantes sintéticos sdo amplamente utilizados como aditivos alimentares
para evitar a rancificacdo, devido ao seu alto desempenho, baixo custo e grande
disponibilidade. Os antioxidantes sintéticos usualmente na inddstria alimenticia séo:
butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA), terc-butil-hidroquinona
(TBHQ) e propilgalato (PG), pois aumentam a vida de prateleira de alimentos lipidicos
ou que contenham lipidios em sua composi¢do (RAMALHO e JORGE, 2006).

Devido a tendéncia da utilizacdo de ingredientes naturais nos alimentos, ha um
crescente aumento em novos estudos na descoberta de novas substancias naturais, a fim
de encontrar substancias com maior eficacia e menor toxicidade a saiude (DEMO et al.,
1998).

Os compostos naturais antioxidantes encontrados nas plantas ou outras fontes, na
maioria deles sdo compostos fenolicos principalmente tocoferdis, flavondides e acidos
fenolicos, sendo os 0Oleos essenciais fontes destes compostos e também possuem outros
constituintes que apresentam acao antioxidante como: monoterpenos, cetonas, aldeidos,
hidrocarbonetos (MELO et al., 2006 apud SILVA et al., 2011).

1.7 CARRAPATODOS BOVINOS

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus é a espécie de carrapato encontrado em
bovinos, sendo um artropode da ordem dos acaros, pertencendo ao grupo das aranhas e
escorpides. Hoje, é considerado um importante ectoparasita de impacto econémico no
Brasil, os prejuizos provocados pelas infestagdes em rebanhos sdo superiores a US$ 2
bilhGes por ano na América Latina (EMBRAPA, 2009; FURLONG, 2005; PEREIRA et
al., 2010).



Figura 2 e 3. Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Fonte: EMBRAPA

E originario da Asia, precisamente da india e Ilha de Java. Ha relatos de
registros a cerca de 2.000 anos atras, em uma tumba egipcia de uma hiena com

protuberancias que acreditam ser de carrapatos (FURLONG, 2005).

Foi trazido ao Brasil com a movimentagdo de animais e mercadorias, onde as
condicdes climaticas favoreceram a sobrevivéncia e desenvolvimento do carrapato.
Hoje esta presente em todos os estados brasileiros durante o ano todo, exceto nos
estados da regido Sul. Devido aos diferentes métodos de criacdo e ragas ndo foi possivel
estabelecer um controle padrdo contra o ectoparasita em todo o territério brasileiro
(EMBRAPA, 2009; FURLONG, 2005; PEREIRA et al., 2010).

O carrapato dos bovinos causa perdas diretas e indiretas aos animais e aos
produtores, principalmente pelo hematofagismo que pode comprometer a producdo de
leite e carne pela diminuicdo do apetite que leva a anemia por causa da espoliacdo a
fémea ingere cerca de 0,5 a 3,0 mL de sangue por dia. Também causa danos ao couro
devido a desvalorizacdo do produto, favorece a penetracdo de moscas e berne na pele do
animal. E pode inocular pela saliva toxinas nos hospedeiros e protozoérios como
Babesia bovis, B. bigemina e a rickettsia Anaplasma marginale, ocasionando o quadro
clinico Tristeza Parasitaria Bovina (TPB). Compromete o desenvolvimento da pecuéaria
de uma regido, devido ao aumento de custos com acaricidas para manter a sanidade do
rebanho bovino, sendo as ragas europeias e o rebanho de leite os mais atacados pelo
carrapato (HOYCAEN e PIMENTA, 2013; GAZIM et al., 2011; OLIVO et al., 2008).

No ciclo biolégico do carrapato, ocorrem duas fases. A fase ndo parasitaria que
comeca com a fémea ingurgitada (teledgina), ao completar sua alimentacdo desprende-

se do corpo do bovino e vai para o solo, e realiza postura de cerca de dois a trés mil



ovos em um local protegido dos raios solares. Em um periodo de trés a seis semanas
dependendo das condigdes climaticas (temperatura e umidade) ocorre a eclosdo dos
ovos em larvas, ap6s o endurecimento da cuticula que leva dois ou trés dias inicia-se o
geotropismo negativo em direcdo as extremidades das plantas ao redor de onde
nasceram, procurando os hospedeiros. Sdo atraidas pelo gas carbdnico da respiracdo dos
animais e pelo deslocamento de ar, assim sobem e fixam no hospedeiro, dando origem a
fase parasitéria, nesta iniciam o repasto sanguineo, realiza a copula e a fémea aumenta
de volume cerca de duzentas vezes o tamanho normal, até que totalmente ingurgitada,
cai no solo e inicia a nova fase do ciclo bioldgico. O macho permanece no bovino por
mais tempo duas a trés vezes a mais que a fémea para realizar a cépula (FURLONG,
2005; PEREIRA et al., 2010).

O controle do carrapato bovino é muito complexo devido a interacdo de varios
fatores, como raca bovina, época do ano, manejo, condicdes ambientais e
principalmente pela resisténcia deste aos acaricidas convencionais (PEREIRA et al.,
2010).

Hoje o Brasil possui regiGes onde ndo existem produtos capazes de controlar o
ectoparasita, isso foi ocasionado pelo uso incorreto pelos produtores rurais como: uso
indiscriminado, subdoses, modo de aplicagédo incorreto, produtos inadequados, falta de
tratamento e a resisténcia cruzada, que por sua vez causados pela falta de conhecimento
e embasamento técnico pelo produtor rural de como controlar o carrapato, assim
promovendo a selecdo de carrapatos geneticamente resistentes aos diferentes principios
ativos, pois reduzem e diminuem a vida Gtil de produtos mais amplamente usados na
controle do ectoparasita (EMBRAPA, 2009; FURLONG, 2005; PEREIRA et al., 2010).

Este controle tem sido feito principalmente na fase parasitaria por meio de
produtos quimicos, com organofosforados, formamidinas, piretroides e avermectinas, 0s
quais acarretam dois grandes problemas: o desenvolvimento acelerado da resisténcia ao
principio ativo e residuos nos produtos de origem animal e meio ambiente, que tem
provocado grande preocupacdo na sociedade e Orgdos governamentais, gerando
maleficios a0 homem, que consome o0s produtos de origem animal e ao préprio animal
(CHAGAS et al., 2002; FURLONG, 2005).

A utilizacdo de extratos de plantas no controle do carrapato também tem sido
foco de inumeras pesquisas, pois a demanda dos consumidores por alimentos livres de

residuos quimicos e a procura de por produtos que ndo prejudiquem o meio ambiente,



sendo economicamente e ecologicamente vidveis (FERNANDES, BESSA e FREITAS,
2008; ROSADO-AGUILAR et al, 2010).

A utilizagdo de Oleos essenciais vem se mostrando bastante promissor no
controle deste ectoparasita, por serem varios principios ativos e possuirem degradacao
rapida no meio ambiente, ndo favorecem o desenvolvimento de resisténcia por parte dos
insetos, por ser um processo que ocorre muito lentamente (CHAGAS et al., 2003;
HOYCAEN e PIMENTA, 2013;0LIVO et al., 2008).

1.8 Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) € o vetor da dengue, originario
da Africa, se desenvolve em &reas tropicais e subtropicais, onde o clima quente e Gmido
favorece seu desenvolvimento e proliferacdo. A transmissdo da doenga ocorre pela
picada do mosquito fémea infectado, que possui habitos diurnos e noturnos (BRASIL,
2013).

Figura 4. Mosquito Aedes aegypti. Fonte: Ministério da Saude

O ciclo biolégico do A. aegypti é composto por quatro fases: ovo, larva, pupa e
adulto. Apds o acasalamento, a fémea alimenta-se de sangue para a maturacao dos
ovacitos, e apo6s quatro dias ela deposita seus ovos em criadouros favoraveis, e estes
podem sobreviver até 450 dias sem o contato com a dgua. ApGs o0 contato com a dgua 0s
ovos eclodem em larvas, apds trés dias se tornam pupas e em dois dias atingem a forma
adulta (BRASIL, 2002; BRASIL, 2009).



Se a fémea picar uma pessoa com dengue, ela se infecta e torna-se capaz de
transmitir o virus a outros humanos por meio da picada, dando origem aos ovos do

mosquito j& infectados e transmissores de dengue (BRASIL, 2009).

A dengue é uma doenca viral que tornou-se um problema mundial de saude
publica, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) estima que entre 50 a 100 milhdes de
pessoas se infectem anualmente, em mais de 100 paises, de todos os continentes, exceto
a Europa. Cerca de 550 mil doentes necessitam de hospitalizacdo e 20 mil morrem em
consequéncia da doenca (BRASIL, 2013).

E uma doenca causada por um arbovirus, sendo este dividido em quatro
sorotipos diferentes: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. A dengue pode manifestar-se de
duas formas diferentes: a forma classica que apresenta-se com febre, dor de cabeca, no
corpo e nas articulacdes com tratamento é de suporte ou seja, alivio dos sintomas, e a
forma hemorragica, sendo mais severa, com ocorréncia de hemorragias e pode ser fatal
(BRASIL, 2009; COSTA et al., 2005; MAGALHAES et al., 2010).

No Brasil, as epidemias geralmente ocorrem no ver&o, durante ou imediatamente
apos periodos chuvosos. O Unico modo possivel de evitar a transmissdo da doenca é a
eliminacdo do mosquito transmissor (BRASIL, 2013; SILVA et al., 2014a).

Na tentativa de manter a incidéncia da enfermidade sob controle, sdo destinados
recursos e programas para a erradicacdo do vetor nos centros urbanos, onde ha uma
série de fatores que beneficiam & biologia e comportamento do mosquito, como
aumento da densidade populacional em areas urbanas, abastecimento irregular de agua,

aumento do lixo urbano e o transporte de cargas e pessoas (BRASIL, 2013).

O controle do culicideo utilizando inseticidas quimicos, como Temephds®
(Temefds 1% p/p e ingredientes Inertes 99% p/p), Malathion® (ingrediente ativo:
Malathion 50% p/p e grupo quimico: organofosforado) e Fenitrothion® (fenitrothion
40% pl/p, agente molhante, emulsificante e inertes solidos) constituem a principal
medida adotada pelos Programas de Saude Publica. Por outro lado a utilizagdo destes
produtos contribuem para a contaminacdo do meio ambiente (BRAGA e VALLE, 2007,
BRASIL, 2010; TIWARY et al. 2007).

Ja tem sido registrada, em diferentes partes do mundo e no Brasil, a ocorréncia
de resisténcia deste diptero aos inseticidas convencionais, atraves dos mecanismos de

diminuicdo da taxa de penetragdo pela cuticula do vetor, detoxificacdo metabolica



aumentada e diminuicdo da sensibilidade do sitio alvo. Todos esses mecanismos sdo
inespecificos e, geralmente, conferem resisténcia cruzada a outro inseticida
estruturalmente relacionado (TIWARY et al. 2007; COSTA et al. 2005; MACORIS et
al. 2003; MAGALHAES et al. 2010).

O aparecimento de resisténcia do mosquito aos inseticidas tem estimulado a
busca de alternativas para o controle do vetor, dentre elas o uso de bioinseticidas, que
possui inumeras vantagens em relacdo aos inseticidas quimicos, como a diminuicdo dos
custos de producdo e a preservacdo do ambiente e dos alimentos da contaminagédo
quimica. Além disso, esses produtos possuem caracteristicas de serem recursos
renovaveis e serem rapidamente degradaveis (BONATO, CAVALCA e LOLIS, 2010;
ROEL, 2001).

Os extratos de plantas e os 0leos essenciais tém sido foco de pesquisas em varios
paises e também no Brasil, pois sdo consideradas fontes de compostos bioativos contra
insetos e outras atividades bioldgicas. Com este intuito a utilizacdo de plantas com acgao
larvicida séo alternativas vidveis no controle do vetor (SILVA et al., 2014a; SILVA et
al., 2014b; TABANCA et al., 2013).

Esta pesquisa tem intuito de avaliar a composi¢éo quimica, compostos fenolicos,
atividade acaricida sobre o Rhipicephalus microplus, larvicida sobre o Aedes aegypti,
antioxidante pelo método do DPPH e antimicrobiana sobre bactérias gram-positivas e
negativas do 6leo essencial de Laurus nobilis L. (Lauraceae) obtido por hidrodestilacdo
e dasfracbes provenientes do fracionamento deste Gleo por cromatografia classica

empregando misturas de solventes de diferentes polaridades.
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3. ARTIGO1

Submissdo: Revista Parasitology Research

3.1 Titulo

Composicdo quimica, atividade acaricida do 6leo essencial de Laurus nobilis L. (Lauraceae) sobre o
Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) e larvicida sobre o Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

3.2 Resumo

O objetivo deste trabalho foi identificar a composicéo quimica e avaliar as atividades acaricida e larvicida
sobre as fémeas ingurgitadas e as larvas de Rhipicephalus microplus do 6leo essencial extraido das folhas
de Laurus nobilis e as fragBes provenientes do fracionamento do 6leo essencial por cromatografia classica
e a acdo do oleo essencial de louro sobre as larvas de Aedes aegypti. O 6leo essencial foi obtido por
hidrodestilacéo e analisado por CG/MS. Foram identificados 20 compostos do 6leo essencial com 99,01%
das areas dos picos identificados. O composto majoritario do 6leo essencial foi 0 1,8-cineol com 34,01%.
O teste de imersdo das fémeas ingurgitadas de R. microplus houve reducdo da massa dos ovos, indice de
producdo de ovos e a viabilidade dos ovos foram afetados nas diferentes concentracbes do 6leo essencial
em relagdo ao grupo controle. Sobre as larvas do carrapato o dleo essencial apresentou LCso de 3,52
pML/mL e LCgg de 5,94 puL/mL, dentre as fraces a CH2Cl,: AcOEt (8:2) foi a mais ativa com LCso de 0,13
pL/mL e LCgg de 0,51 pL/mL, seguida da fracdo CH2Cl,:AcOEt (9:1) com LCso de 0,75 pL/mL e LCy
de 5,09 pL/mL. O p-felandreno com LCs de 1,37 pL/mL e LCgg de3,22 puL/mL, a CgH14:CH,Cl; (5:5)
com LCsp de 2,04 pL/mL e LCgode 8,70 uL/mL e o 1,8-cineol com LCsy de 27,96 puL/mL e LCqg de 67,34
puL/mL. E o 6leo essencial apresentou sobre as larvas de A. aegypti LCso de 0,38 uL/mL e LCq de 0,48
pL/mL. Portanto, pode concluir que o 6leo essencial possui acdo acaricida e larvicida sobre o R.
microplus e A. aegypti.

Palavras-chave Laurus nobilis, dleo essencial, Rhipicephalus microplus, Aedes aegypti.

3.3 Introducéo

O Rhipicephalus microplus é um carrapato encontrado em bovinos, sendo hoje considerado um
importante ectoparasita de impacto econémico no Brasil. Os prejuizos provocados pelas infestacdes em
rebanhos sdo superiores a US$ 2 bilhdes por ano na América Latina (Furlong 2005; Pereira et al.2010). O
carrapato dos bovinos causa perdas diretas e indiretas aos animais e aos produtores, principalmente pelo
hematofagismo, que pode comprometer a producdo de leite e carne, devido ao aumento dos custos com
acaricidas para manter a sanidade do rebanho bovino (Hoycaen e Pimenta 2013; Pereira et al. 2010).

Este controle tem sido feito principalmente por meio de produtos quimicos, como
organofosforados, formamidinas, piretroides e avermectinas, 0s quais acarretam dois grandes problemas:
o desenvolvimento acelerado da resisténcia ao principio ativo e residuos nos produtos de origem animal e
ao meio ambiente, que tem provocado grande preocupacdo na sociedade e dos 6rgdos governamentais
(Furlong 2005).

Outro grande problema de salde publica é o mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), o
vetor da dengue. Originario da Africa, 0 mosquito se desenvolve em éreas tropicais e subtropicais do
mundo, onde o clima quente e Umido favorece seu desenvolvimento e proliferacdo. A transmissdo da
doenca ocorre pela picada do mosquito fémea infectada (Brasil 2013).

O Unico modo possivel de evitar a transmissdo da doenga é a eliminacdo do mosquito
transmissor (Brasil 2013). O controle do mosquito € realizado utilizando inseticidas, como
organofosforados. Os fatores limitantes sdo o desenvolvimento de resisténcia e a poluicdo do meio
ambiente (Brasil 2009).

Como alternativa no controle tanto do carrapato quanto do mosquito, a utilizacdo de
bioinseticidas provenientes do metabolismo secundario das plantas tem sido foco de inimeras pesquisas
devido ao aumento da demanda por produtos ecologicamente amigaveis, que ndo contaminem o0s
alimentos e que ndo prejudiquem o meio ambiente (Daemon et al. 2012; Rosado-Aguilar et al. 2010).



Dentre os metabdlitos secundarios destacam-se os 6leos essenciais. A utilizacdo destes produtos
tem demonstrado resultados promissores neste controle devido a suas propriedades acaricidas e larvicidas
(Chagas et al. 2004; Lage et al. 2013).

Os 6leos essenciais sdo constituidos de varios principios ativos, possuem varios mecanismos de
acdo e degradacéo rapida no meio ambiente, deste modo ndo favorecem o desenvolvimento de resisténcia
dos insetos e baixo impacto ambiental, também sdo de baixa toxicidade ao homem e a organismos nao
alvos (Costa et al. 2005).

O Laurus nobilis L. é uma angiosperma pertencente a familia Lauraceae, conhecida
popularmente como louro, ¢ uma planta nativa da Asia e cultivado no Sul e Sudeste do Brasil (Marques
2001). E uma planta condimentar aromatica muito utilizada na culinaria devido ao seu aroma e também
na medicina popular no tratamento distirbios gastrointestinais (Lorenzi e Matos 2008).

O louro é uma planta importante na indUstria usada em alimentos, perfumaria e cosméticos, com
demanda maior que 3000 toneladas de folhas por ano, sendo o seu éleo essencial com maior valor
comercial agregado (Lira et al. 2009; Marzouki et al.2008). As folhas secas e 0 6leo essencial do louro
sdo amplamente empregados na inddstria alimenticia em carnes, sopas e peixes, devido as suas
propriedades flavorizantes e também pela acdo antimicrobiana e inseticida, para a conservacdo dos
alimentos, constituindo-se uma importante atividade econémica nessas areas (Ozcan e Chalchat 2005).

O dleo essencial de louro tem sido amplamente estudado por apresentar quantidades elevadas de
fitoativos, entre eles os terpenos.VAarios estudos relataram suas atividades antibacteriana, antifungica,
antioxidante, anti-inflamatoria, inseticida e repelente, antiviral, analgésica, anticolinesterasica e baixo
efeito sedativo (Angelini et al.2006; El et al. 2014).

Esta pesquisa tem intuito de avaliar as atividades acaricida e larvicida do 6leo essencial obtido
das folhas de L. nobilis sobre o R.microplus e sobre as larvas do A. aegypti. Até o presente estudo, ndo ha
relatos na literatura sobre estas atividades do dleo essencial do louro sobre o carrapato dos bovinos.

3.4 Materiale métodos

Coleta da planta

As folhas de Laurus nobilis foram coletadas em maio de 2014 em Pérola — Parand, Brasil. A
exsicata estid depositada no Herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNOP), sob o
nimero 1615.

Extracdo do 0leo essencial

O 6leo essencial foi obtido das folhas frescas do louro por hidrodestilagdo usando aparelho tipo
Clevenger por 2 horas. O 6leo essencial foi coletado e seco com sulfato anidro de sddio, e estocado em
frasco &mbar a 4°C.

Isolamento das fracBes do éleo essencial de L. nobilis

Uma amostra de 4,0 g de 6leo essencial foi submetida & cromatografia em coluna utilizando silica
gel 60 (0,01-0,20 mm) como fase estacionéria (FE) na proporcao 1:25, sendo esta ativada anteriormente
por aquecimento a 90 °C por 45 minutos. A amostra foi eluida sequencialmente com100 mL de hexano
(CeHis), hexano:diclorometano (CsHi14:CH2Cl2)(9:1; 8:2; 7:3 e 5:5), diclorometano-hexano
(CH2Cl2.CeH14)(7:3; 8:2; 9:1), diclorometano (CH.CI,), diclorometano-acetato de etila (CH2Cl,: AcOEt)
(9:1; 8:2; 7:3 e 5:5), acetato de etila:diclorometano (AcOEt :CH.Cl,) (7:3; 8:2; 9:1), acetato de etila
(AcOEt), acetato de etila:zmetanol (AcOEt:MeOH) (9:1; 8:2; 7:3 e 5:5), metanol:acetato de etila (MeOH:
AcOEY) (7:3; 8:2; 9:1) e metanol (MeOH). Em seguida as fragcGes foram concentradas a pressao reduzida,
utilizando rotaevaporador (Tecnal TE-211) até redugdo do volume para aproximadamente 2,0mL.

Anélise de CG-EM



A identificacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial de L. nobilis foi realizada por
cromatografia gasosa (Agilent, 7890 B) acoplada a espectrometria de massas (Agilent 5977A MSD). A
coluna utilizada foi HP-5 MS Ul Agilent (30 m x 0,250 mm x 0,25 um). As condi¢des de analises foram:
temperatura do injetor 250 °C com razdo de divisdo de fluxo split 1:30, temperatura do forno da coluna
iniciou a 50 °C, ap6s 3°C/min até 260 °C permanecendo por 2 minutos, a linha de transferéncia foi
mantida a 250 °C e a fonte de ions e quadrupolo, 250 °C e 130°C, respectivamente. O gas hélio (He) foi
utilizado como gés de arraste com fluxo de 1 mL/min. O sistema de detec¢do foi o0 EM no modo “Scan”,
na faixa de razdo massa/carga (m/z) de 40-500, com “Solvent Delay” de 5 min.

As amostras de 6leo foram diluidas na proporcéo de 1:1000 com diclorometano, sendo injetado
no cromatografo 1pL desta diluicdo. A amostra foi injetada em triplicata. Além dos resultados obtidos por
CG/EM, a identificacdo dos compostos também foi baseada na comparagdo dos seus indicesde retencéo
(IR) obtidos usando uma série homologa de n-alcanos (C8-C25). O seu espectro de massas foram
comparados com a biblioteca NIST 11 e com a literatura (Adams 2007).

Obtencéo dos carrapatos

Aproximadamente 300 fémeas de R.microplus foram coletadas naturalmente de gado infestados
de uma fazenda em Umuarama, Parana, Brasil, com uso suspenso de acaricidas por pelo menos 45 dias
antes da realizacdo do estudo.As fémeas foram usadas no teste e incubadas a 27-28 °C e 70-80% de
umidade relativa (UR) por duas semanas até a realizacéo da postura.

Teste de imersdo das fémeas

O teste de imersdo seguiu o procedimento proposto por Drummond et al.(1973),as fémeas
ingurgitadas foram divididas em seis grupos com dez fémeas cada, com peso homogéneo (p>0.05). Entdo
cada grupo foi imergido por 5 min nas concentraces do 6leo essencial testadas (200,0; 100,0; 50,0; 10,0;
5,0 e 4,0 uL/mL). A solugdo emulsificante (2,0% Tween 80) foi usada como controle negativo. Depois,
cada fémea foi pesada e mantida individualmente em placas de Petri (6x6 cm) para monitorar a (cada
carrapato = unidade experimental). Os grupos experimentais foram mantidos em ambiente climatizado
(2741 °C e UR>80£10 %) e os ovosforam coletados diariamente até a Gltima fémea. A massa dos ovos
coletados de cada fémea foi colocada em tubos de ensaio, selados com algoddo e mantidos em condigdes
de temperatura e umidade acima descritas.

Os seguintes parametros bioldgicos foram avaliados: peso das fémeas antes da ovoposigao, peso
das massas dos ovos e porcentagem de eclosdo. Com estes valores foi possivel calcular a indice de
producédo de ovos e porcentagem de controle.

O indice de producdo de ovos (%IPO) foi obtido de acordo com a equagdo proposta por Bennett
(1974). 1IPO=peso da massa dos ovos/peso das fémeas antes da ovoposi¢dox100. A porcentagem de
controle dos tratamentos, foi obtida de acordo com Drummond et al. (1973). Primeiro, calculou-seo
indice de produgdo estimada (ER): (peso da massa dos ovos/peso das fémeas antes da ovoposicdo) X
porcentagem de eclosdo x 20.000. Depois, foi calculado a porcentagem de controle: (ER do grupo
controle—ER do grupo tratado)/ER do grupo controle x100 (Gomes et al. 2012).

Teste de imersao larval

Para o teste de pacotes de larvas (LPT), o dleo essencial foi testado nas concentrac@es de 25,0;
12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19; 0,09; 0,04; 0,02 e 0,01uL/mL e as fracOes testadas foram a
CsH14:CHClI, (9:1), CsH14:CH.CI; (55), CH,Cl,:AcOEt (9:1), CH,Cl,:AcOEt (82), MeOH nas
concentragdes que variaram de 25,00 a 0,02 pL/mL e a solucdo de controle negativo foi idéntica a técnica
anterior. No teste, 0 dleo essencial e as fracdes foram diluidas em uma solucéo aquosa contendo 2,0% de
um agente emulsionante (Tween 80 v/v).

Para o teste LPT, as larvas foram obtidas das fémeas ingurgitadas deR.microplus.Os testes foram
realizados entre 10 e 20 dias ap6s a eclosdo, e foram utilizadas apenas as larvas que apresentaram
geotropismo negativo. As larvas foram expostas as solugdes testes em envelopes de papel filtro (2 x2 cm)
(Fernandes et al. 2008). Aproximadamente 100 larvas foram colocadas em cada envelope de papel filtro
tratado. Os pacotes com as larvas foram incubadas a 27-28 °C e UR 85-95% por 24 horas. Os envelopes



foram entdo abertos e inspecionados, as larvas que ndo apresentaram movimentos e ndo responderam aos
estimulosforam consideradas mortas. Cada tratamento foi realizado em triplicata (Gazim et al. 2011).

Atividade larvicida Aedes aegypti

Para os bioensaios foram utilizadas larvas do terceiro estagio do A. aegypti oriundas do Nucleo
de Controle de Endemias Transmissiveis por Vetores - Secretaria de Vigilancia Sanitaria do municipio de
Toledo, PR.

O oleo essencial de L. nobilis foi diluido em polisorbato 80 a 2 % nas concentragdes de 100,0,
50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19 uL/mL. Dez larvas no terceiro estagio de A. aegypti
foram separadas utilizando uma pipeta de Pasteur e colocadas em frascos de 250 mL com 10 mL das
diferentes concentracdes do Oleo essencial. Para o controle negativo utilizou-se uma solu¢do com
polissorbato 80 a 2.0% e como controle positivo utilizou-se um organofosforado a base de Temephds® na
concentragdo de 400 mg/mL.O ndmero de larvas mortas foi obtido ap6s estas serem expostas ao 6leo
essencial nas diferentes concentragdes por 24 horas. As larvas que ndo apresentaram movimentos e ndo
responderam aos estimulosforam consideradas mortas (Costa et al. 2005).

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o Programa Minitab 17. Os dados processados e
submetidos a analise de varidncia (ANOVA), e as diferencas entre as médias foram determinadas pelo
teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. Concentracdes letais (CL) para matar 50% e 99% das
larvas e seus respectivos 95% intervalos de confianca (IC) foram calculados pela andlise de Probit
(software SAS version 9.1).

3.5 Resultados

O oleo essencial de louro obtido por hidrodestilacdo apresentou um rendimento de 0,67%, sua
composicdo quimica estd demonstrada na Tabela 1. A analise por CG-EM do 6leo essencial extraido das
folhas frescas identificou 20 componentes, baseado no indice de retencdo (IR) e na comparagdo dos
espectros de massas. O 6leo essencial de louro contém em sua composi¢do quimica terpendides (89,89%)
e fenilpropanotides (9,12%). Dentro da classe dos terpendides contém hidrocarbonetos monoterpénicos
(14,07%) e monoterpenos oxigenados (74,02%), hidrocarbonetos sesquiterpénicos (1,29%) e
sesquiterpenos oxigenados (0,51%). A classe dos monoterpenos oxigenados representa a classe
majoritaria do 6leo essencial, tendo o 1,8-cineol (34,01%) como a substancia encontrada em maior
quantidade, seguida pelo acetato de linalila (15,81%) e a-terpineol (14,95%) e o fenilpropandide metil-
eugenol (7,74%).

Os constituintes das fragdes obtidas por cromatografia classica foram identificadas por CG/EM.
A fracdo CsH14:CH2Cl; (9:1) possui o B-felandreno (100%), a fracdo CeH14:CH,Cl; (5:5) 0 a-terpineol
com 93,83% e a fragdo CH.Cl;:AcOEt (8:2) com 79,19% de a-acetato de terpenila, e a fragdo
CH:Cl2:AcOEt (9:1) apresentou o acetato de linalila como composto majoritario com 90,64%. E a fracdo
MeOH apresenta o 1.8-cineol (100%).

A atividade acaricida do dleo essencial de louro esta apresentada na Tabela 2. O 6leo essencial
de L. nobilis nas concentrac¢@es de 200,0; 100,0 e 50,0 pL/mL causaram respectivamente a mortalidade de
30, 20 e 10% sobre as fémeas ingurgitadas, e reduziram a massa dos ovos (44,1; 56,4 e 57,2 mg,
respectivamente) e o indice de produgdo de ovos (29,83, 37,80 e 39,44%, respectivamente) em relagdo ao
grupo controle (99,5 mg e 67,36%, respectivamente). A viabilidade dos ovos foi afetada pelos
tratamentos com 10,0; 5,0 e 4,0 pL/mL do o6leo essencial com diferengas significativas (p<0.05) em
relagdo ao grupo controle e o percentual de eclodibilidade também foi afetado com diferengas em relacéo
ao grupo controle. A porcentagem de controle com a exposicdo ao Oleo essencial de L. nobilis
apresentada na Figura 1 mostra que o dleo essencial alcangou 57.9% em 200,0 uL/mL e 45,2; 42,4; 36,6;
26,8 e 14,2 % nas concentra¢fes de 100,0; 50,0; 10,0; 5,0 e 4,0 pL/mL, respectivamente.



Tabela 1 Composi¢do quimica do 6leo essencial obtido das folhas de L. nobilis.

Componentes I.R. Area (%)
Hidrocarbonetos monoterpénicos 14,07
a-felandreno 882 0,33
a-pineno 886 2,72
B-felandreno 1013 7,09
B-pineno 1016 2,45
B-mirceno 1032 0,87
2-careno 1058 0,32
o —cimeno 1066 0,29
Monoterpenos oxigenados 74,02
1,8-cineol 1074 34,01
y —terpineno 1099 0,67
p-ment- 1-en-8-ol 1107 0,30
acetato de linalila 1145 15,81
L-a-terpineol 1207 0,47
terpinen-4-ol 1218 2,40
a-acetato de terpenila 1233 5,41
a-terpineol 1389 14,95
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 1,29
azuleno 1431 0,55
cariofileno 1457 0,74
Sesquiterpenos oxigenados 0,51
oxido de cariofileno 1614 0,51
Fenilpropandides 9,12
eugenol 1395 1,38
metil-eugenol 1446 7,74
Total identificado 99,01

I.R.: Indice de Reteng&o em coluna HP-5 MS.

Tabela 2 Médias do peso da massa das fémeas antes da ovoposi¢do (mg), peso massa dos ovos (mg),
indice de producdo de ovos (%IPO) das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas com
diferentes concentracfes do 6leo essencial das folhas deL. nobilis sob condicGes laboratoriais (27+1°C e
UR>80+10%) e porcentagem de eclodibilidade larval.

Peso das fémeas Peso massa dos I’ndice~de Porcen_ta_g_em de
Tratamentos ant_es da ovos (Mg) reproducédo dos eclodibilidade
ovoposicao (mg) ovos (%) larval (%)
Controle — Tween 151,5%+43,9 99,5%+20,6 67,36°+21,9 93,49%+3,23
80 (2%)

4 pL/mL 148,7°+37,5 70,7°+17,0 47,54°+13,93 90,16*°+1,12
5 puL/mL 146,32+42 4 68,57¢+21,3 46,82°+9,4 78,20%+6,95
10 pL/mL 148,4°+29,6 63,5°423,5 42,580¢+57 74,0720+0,15
50 pL/mL 146,0°+43,4 57,2¢9+26,6 39,440¢+18.3 73,5420+4 08
100 pL/mL 149,22+33,3 56,4°9+28,5 37,80°+£24,9 72,52°+0,72
200 pL/mL 147,8%+33,9 44194257 29,83%+11,9 70,66°+4,89

Médias seguidas de diferentes letras na mesma coluna diferem significativamente de 5% de
significancia.
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Fig. 1 Porcentagem de controle nas fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae)
tratadas com diferentes concentracfes do Oleo essencial das folhas Laurus nobilis, sob condicfes
laboratoriais (27+1°C e UR>80+10%)

Os resultados para a atividade larvicida pelo teste de imersdo larval para as larvas de R.
microplus constam na Tabela 3. O 6leo essencial de louro demonstrou toxicidade sobre as larvas com
100% de mortalidade na concentracdo de 6,25 pL/mL, o p-felandreno com 100% de mortalidade até 2,5
puL/mL e o 1,8-cineol 38% de mortalidade em 25 pL/mL. A fracdo CsH14:CH,Cl; (5:5) apresentou 100%
de mortalidade em 5 pL/mL, e as fragfes CH,Cl,:AcOEt (9:1) e CH,Cl,:AcOEt (8:2) mostraram 100% de
mortalidade em 3,2 e 0,8 pL/mL, respectivamente.

Os resultados para as CLsp e CLgg mostraram que o 6leo essencial de louro CLsg 3,52 pL/mL e
CLgg de 5,94 pL/mL, a fracdo CH,Cl,:AcOEt (8:2) foi a mais ativa com CLso de 0,13 pL/mL e CLgg de
0,51 puL/mL, a qual possui o a-acetato de terpenila como composto majoritario, seguida da fragéo
CH2Cl2:AcOEt (9:1) com CLsp de 0,75 pL/mL e CLgo de 5,09 pL/mL, que possui 0 acetato de linalila
como majoritario. JA o B-felandreno apresentou CLsy de 1,37 pL/mL e CLgo de 3,22 pL/mL. A fragdo
CsH14:CHCI; (5:5) com CLsg de 2,04 pL/mL e CLgy de 8,70 uL/mL e o 1,8-cineol apresentou CLso de
27,96 pL/mL e CLgode 67,34 pL/mL. O controle negativo (Tween 80) ndo foi tdxico as larvas.

Nos testes com as larvas de Aedes aegypti o 6leo essencial de L. nobilis até a concentracdo de
0,78 uL/mL foi suficiente para causar 100% de mortalidade, apds o 6leo essencial foi diluido até 0% de
mortalidade para determinar os valores das LCsg de 0,38 pL/mL e LCgode 0,48 puL/mL.

Tabela 3 Concentracgéo letal CLsp e CLgg do Gleo essencial de Laurus nobilis e das fragdes isoladas para
as larvas de Rhipicephalus microplus com os respectivos intervalos de confianca.

CLso (uL/mL) (IC) CLes (UL/mL) (IC)
Oleo essencial de Louro 3,52 (3,39-3,65)° 5,94 (5,55-6,49)"

1,8-cineol 27,96 (26,35-30,02) 67,34 (55,65-89,62)°
p-felandreno 1,37(1,22-1,56)° 3,22 (2,57-4,69)°
CsH14:CH,Cl; (5:5) 2,04 (1,75-2,38)¢ 8,70 (6,47-13,52)"
CH,Cl:AcOEt (9:1) 0,75 (0,68-0,81)°¢ 5,09 (4,22-6,40)°
CH,Cl:AcOEt (8:2) 0,13 (0,12-0,15)¢ 0,51 (0,43-0,62)°

CLso: concentracdo letal 50%; CLgo: concentracdo letal 99%; IC: Intervalo de confiangca. Médias
seguidas de diferentes letras na mesma coluna diferem significativamente de 5% de significancia.



3.6 Discussao

A composicdo quimica do 6leo essencial das folhas frescas do louro apresenta o 1,8-cineol
(34,01%) como composto majoritario. De acordo com Lira et al. (2009) o rendimento do 6leo essencial
de louro obtido por hidrodestilacdo varia de 0,3 a 1,3%, estando de acordo com o encontrado neste estudo
que foi 0,67%. Também foi observado por Moghtader e Salari (2012) e Sellami et al. (2011) o 1,8-cineol
como constituinte variando de 20 a 62% nas amostras de dleo essencial de louro, como encontrado neste
estudo.

O odleo essencial das folhas frescas de louro coletado na regido de El Kef da Tunisia foi
caracterizado por Sellami et al (2011) que identificou 29 constituintes, com o 1,8-cineol como composto
majoritario (61,17%), seguido do metil-eugenol (9,58%) e eugenol (5,19%), o a-acetato de terpenila
(0,65%) e ndo apresentando em sua composicdo o acetato de linalila, com predominancia dos
monoterpenos oxigenados como classe majoritaria (85,04%). Silveira et al. (2012) analisou por CG-EM o
6leo essencial de louro de Concordia (Santa Catarina - Brasil), apresentou o 1,8-cineol (35,50%) como
constituinte majoritario, o linalol (14,10%), o-acetato de terpenila (9,65%) e o sabineno (9,45%).As
diferengas na composicdo quimica do 6leo essencial de L. nobilis podem ser atribuidas & origem da
planta, época de coleta, processo de secagem e a outros fatores como condig¢Bes climaticas, solo, estado
vegetativo e processo de obtencdo (Simdeset al. 2007). Assim, atribui-se que a composi¢do quimica do
6leo essencial de louro obtido neste estudo pode ter sido afetada por estes fatores, pois 0s demais estudos
foram realizados em locais diferentes deste estudo.

A acdo acaricida do 6leo essencial de louro sobre R. microplus foi parcialmente efetiva com
controle de 57% em 200 pL/mL. Gazim et al.(2011) avaliou a acdo inibitéria do 6leo essencial de
Tetradenia riparia sobre a ovoposi¢do, a qual foi de 100% de inibicdo da eclosdo dos ovos nas
concentragdes de 1,80% a 12,5%. Ribeiro et al. (2010) testaram o 6leo essencial de Hesperozygis ringens
nas concentra¢des de 50 e 25 pg/mL e observaram efeito inibitorio de 95 e 30%, respectivamente na taxa
de eclosdo dos ovos.Gomes et al. (2012) avaliou o 6leo essencial de L. sidoides inibiu a porcentagem de
eclosdo dos ovos de R. microplus em 54, 57 e 72% para as concentracdes de 10, 20 e 30 pL/mL,
respectivamente, e inibiram 100% de eclosdo em 60 e 80 pL/mL. Lage et al. (2012) estudou a L.
triplinervis obtiveram as seguintes porcentagens de inibigdo de eclosdo obtidos com a exposic¢do ao 6leo
em concentracBes de 10 e 20 mg /mL foram de 17 e 29%, e de 51% na concentragdo de 30 mg/mL em as
duas concentra¢fes mais elevadas (40 e 50 mg/ mL), o controle foi superior a 90%, atingindo 98% na
maior concentragéo.

InvestigacBes feitas por Tabanca et al. (2013) avaliaram a acéo larvicida do éleo essencial de
louro sobre as larvas de A. aegypti ap6s 24 h de exposicdo, porém o 6leo essencial ndo apresentou efeito
na dose 125 pg/mL e avaliou também o efeito do composto majoritario o 1,8-cineol e o a-terpineol,
ambos ndo mostraram efeito larvicida na dose de 100 pg/mL.

Os resultados mostraram que o dleo essencial de louro e suas fragdes possuem potencial
significativo para controlar as larvas de R. microplus. Chagas et al. (2002), realizaram um estudo em
relacdo a atividade carrapaticida do Eucalyptus globulus que possui o 1,8-cineol como constituinte
majoritario e E. staigeriana sobre o R. microplus mataram 100% das larvas nas concentraces de 200
mg/mL e 100 mg/mL. O 6leo essencial de Cunila incisa demonstrou 18% de mortalidade em 10 pL/mL,
sendo a qual possui 0 1,8-cineol como composto majoritario (Apel et al. 2009).

Est4d evidenciado na literatura que o composto majoritario 1,8-cineol apresenta agdo
antibacteriana e antiflngica e também acdo inseticida sobre o Sitophilus oryzae, Rhyzopertha dominica,
Tribolium castaneum, Lavandula spica, Bemisia argentifolii e o Aedes aegypti com 100% de mortalidade
em 100 mg/L (Aradjo et al. 2003; Rozman et al. 2007). Demonstrou a¢do larvicida na concentracdo de
10,6% sobre o carrapato bovino com 100% de mortalidade em 5 minutos de exposicdo (Prates et al.
1998).

Outros compostos, que por sua vez, sao constituintes do 6leo essencial de louro foram estudados
quanto ao potencial inseticida como o eugenol que em 5uL/mL mostrou 100% de mortalidade sobre o R.
microplus (Monteiro et al. 2012) e sobre Sitophilus oryzae, Rhyzopertha dominica e Tribolium
castaneumassim como o acetato de linalila. O o-pineno e o B-pineno em 80 mg/mL apresentaram 100%
de mortalidade em 10 minutos de exposicdo sobre as larvas do carrapato bovino (Prates et al. 1998).

Dessa forma, fazem necessarios novos estudos que sejam realizados utilizando plantas
medicinais e aromaticas no controle do carrapato bovino e a associacdo destas com carrapaticidas
quimicos ja utilizados, no intuito de substituir ou diminuir a concentragdo destes minimizando os efeitos
toxicos que estes provocam ao animal, homem e ao meio ambiente (Campos et al. 2012). Com este
intuito a utilizagdo de plantas com acdo inseticidas sdo alternativas viaveis no controle dos insetos
(Furlong et al. 2007).



Portanto, podemos concluir que o 6leo essencial de L. nobilis e suas fracfes apresentaram
atividade acaricida sobre as fémeas ingurgitadas e as larvas de R. microplus. O éleo essencial de louro
também apresentou acdo larvicida sobre as larvas de A. aegypti. Assim, a acdo do dleo essencial pode
estar relacionada a presenca destes constituintes destas fragdes em sua composicdo. Podendo ser uma
alternativa no controle tanto do carrapato e do mosquito. No entanto, sdo necessarios experimentos
complementares envolvendo outros estagios de desenvolvimento do carrapato bovino e do mosquito da
dengue e testes em condi¢des naturais.
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4. ARTIGO 2

Submissédo: Journal Essential Oil Research

4.1 Titulo

Composicéo quimica, compostos fenolicos, atividade antioxidante e antimicrobiana do 6leo
essencial extraido das folhas de Laurus nobilis L. (Lauraceae) coletadas no Sul do Brasil

4.2 Resumo

O o6leo essencial das folhas de Laurus nobilis foi obtido por hidrodestilagéo e analisado por cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (CG/EM). Foram identificados 20 compostos do 6leo essencial com
99,01% das areas dos picos identificados. O composto majoritario do 6leo essencial foi 0 1,8-cineol com
34,01%. O dleo essencial de louro apresentou 17,57ug equivalentes de acido galico/mg de 6leo essencial
de compostos fendlicos e mostrou atividade antioxidante pelo método DPPH com ICso de 15,52 mg/mL e
as fragdes CH,Cl»:CsH14(8:2) 9,96 mg/ mL e CH,Cl»:CsH14(7:3) 3,65 mg/mL. O dleo essencial e a fragdo
CH:Cl2:AcOEt (9:1) mostraram atividade antibacteriana contra as bactérias Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Proteus mirabilis e atividade antiflingica contras cepas de Candida albicans, C. krusei, C.
parapsilosis, C. tropicalis e Cryptococcus gattii e C. neoformans com valores de concentracdo minima
inibitdria (CIM) entre 10,00 e 0,31mg/mL.

Palavras-chave
Laurus nobilis, antimicrobiana, antioxidante

4.3 Introducéo

H& um crescente aumento em novos estudos na descoberta de substancias naturais, a fim de se
encontrar substancias com maior eficacia e menor toxicidade a saide (1). As plantas sintetizam muitos
compostos provenientes do metabolismo secundario, com estruturas quimicas complexas e muitos deles
foram relatados com propriedades antimicrobianas e antioxidantes (2).

Os antioxidantes sdo compostos que inibem ou retardam significativamente a oxidacao de
lipidios ou outras moléculas ao inibirem a iniciacdo ou propagacdo da reacdo de oxidagdo de substratos,
que promovem danos que podem contribuir para o envelhecimento e o aparecimento de doencas
degenerativas, como cancer, aterosclerose e artrite reumatica (3-5).

Os compostos naturais antioxidantes encontrados nas plantas ou outras fontes sdo, na maioria
deles, compostos fendlicos, principalmente tocoferdis, flavonoides e &cidos fendlicos, sendo os 6leos
essenciais fontes destes compostos e também outros constituintes que também apresentam acdo
antioxidante, tais como monoterpenos, cetonas, aldeidos e hidrocarbonetos (5-6).

Os 6leos essenciais também sdo considerados os agentes antimicrobianos um dos mais
importantes presentes em plantas. Foi estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos 6leos essenciais
possuem propriedades antiflngicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (7-8). Tendo em vista que
é uma grande preocupacdo em nivel mundial a pesquisa de novos agentes antimicrobianos devido ao
surgimento de micro-organismos resistentes, que ocasionam um enorme problema a salde publica em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, e tem aumentado drasticamente nos Ultimos anos (9).

Os oOleos essenciais destacaram-se como produto natural, por ser um produto de uso
multifuncional, ter grande aceitacdo dos consumidores e pelos riscos dos aditivos sintéticos oferecem a
salde. Sdo alvos de pesquisa com a finalidade de conservagdo, com aplicagcGes em alimentos, lavouras,
produtos farmacéuticos e cosméticos. Dentre as plantas produtoras de 6leos essenciais, as ervas e
especiarias tém despertado grande interesse devido o uso como condimentos devido as propriedades
antioxidantes e antimicrobianas (10-11).

O Laurus nobilis L. é uma arvore nativa da Asia pertencente a familia Lauraceae, conhecido
popularmente como louro, é cultivado no Sul e Sudeste do Brasil (12-13). E uma planta condimentar
aromatica muito utilizada na culinaria devido ao seu aroma e as folhas sdo usadas na medicina popular
tradicional por meio de infusdo ou decoc¢do, sendo considerada estimulante das afecgdes gastricas e
reumaticas, usada externamente contra reumatismo e como antisséptico para caspas e piolhos (12-14).



As folhas do louro tem ampla utilizagdo nas industrias alimenticias, cosméticas e de perfumaria,
destacando o dleo essencial com maior valor agregado. O 6leo essencial apresenta quantidades elevadas
de fitoativos, entre eles os terpenos, que tem sido amplamente estudados, devidos a atividades
antibacteriana, antifungica, antioxidante, anti-inflamatoria, inseticida e repelente, antiviral, analgésica,
anticolinesterasica e baixo efeito sedativo (15-17).

Esta pesquisa tem intuito de caracterizara composicdo quimica do 6leo essencial, quantificar os
compostos fenolicos e avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana do 6leo essencial e das fragoes
obtido das folhas de L. nobilis coletadas no Sul do Brasil.

4.4 Experimental

Coleta da planta

As folhas de Laurus nobilis L. foram coletadas em maio de 2014 em Pérola — Parana, Brasil. A
exsicata estd depositada no Herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNOP), sob o
ndimero 1615.

Extracéo do 6leo essencial

O 6leo essencial foi obtido das folhas frescas do louro por hidrodestilacdo usando aparelho tipo
Clevenger por 2 horas. O 6leo essencial foi coletado, seco com sulfato de sédio, e estocado em frasco
ambar a 4°C.

Isolamento das fragdes do dleo essencial de L. nobilis

Uma amostra de 4,0 g de 6leo essencial foi submetido a cromatografia em coluna utilizando silica
gel 60 (0,01-0,20 mm) como fase estaciondria (FE) na proporcdo 1:25, sendo esta ativada anteriormente
por aquecimento a 90 °C por 45 minutos. A amostra foi eluida sequencialmente com100 mL de hexano
(CeH14), hexano:diclorometano (CeHi14:CH2CI2)(9:1; 8:2; 7:3 e 5:5), diclorometano-hexano
(CH2Cl2.CeH14)(7:3; 8:2; 9:1), diclorometano (CH.CIy), diclorometano-acetato de etila (CH2Cl,: AcOEt)
(9:1; 8:2; 7:3 e 5:5), acetato de etila:diclorometano (AcOEt :CH.Cl,) (7:3; 8:2; 9:1), acetato de etila
(AcOEt), acetato de etilametanol (AcOEt:MeOH) (9:1; 8:2; 7:3 e 5:5), metanol:acetato de etila
(MeOH:ACcOEY) (7:3; 8:2; 9:1) e metanol (MeOH). Em seguida as fracfes foram concentradas & pressao
reduzida, utilizando evaporador rotatério (Tecnal TE-211) até reducdo do volume para aproximadamente 2
mL.

Andlise de CG-EM

A identificagdo dos componentes quimicos do 6leo essencial deL. nobilis foi realizada por
cromatografia gasosa (Agilent, 7890 B) acoplada a espectrometria de massas (Agilent 5977A MSD). A
coluna utilizada foi HP-5 MS Ul Agilent (30 m x 0,250 mm x 0,25 pm). As condic¢@es de andlises foram:
temperatura do injetor 250 °C com razdo de divisdo de fluxo split 1:30, temperatura do forno da coluna
iniciou em 50 °C, depois 3°C/min até 260 °C permanecendo por 2 minutos, a linha de transferéncia foi
mantida a 250 °C e a fonte de ions e quadrupolo, 250 °C e 130°C, respectivamente. O gés He foi utilizado
como gas de arraste com fluxo de 1 mL/min. O sistema de detec¢do foi 0 EM no modo “Scan”, na faixa
de razdo massa/carga (m/z) de 40-500, com “Solvent Delay” de 5 min.As amostras de dleo foram diluidas
na propor¢do de 1:1000 com diclorometano, sendo injetado no cromatdgrafo 1pL desta diluicdo. A
amostra foi injetada em triplicata. Além dos resultados obtidos por CG/EM, a identificacdo dos compostos
também foi baseada na comparagéo dos seus indicesde retencdo (IR) obtidos usando uma série homéloga
de n-alcanos (C8-C25). O seu espectro de massa foram comparados com a biblioteca NIST 11 e com a
literatura (18).

Quantificacdo de compostos fendlicos

A guantificacdo de compostos fendlicos foi realizada utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. O
6leo essencial foi dissolvido em metanol, a fim de se obter uma concentragdo de 1,0 mg/mL. (19). A
quantidade total de fendis de cada 6leo essencial foi quantificada por meio de uma curva padréo
preparada com &cido galico nas seguintes concentragfes: 10, 20, 40, 60, 80, 100 pg/mL. A partir da
curva, foi calculado um coeficiente de determinacdo (R2). Para a reagdo, uma aliquota de 0,3 mL da



solucdo metandlica de 6leo essencial foi adicionada de 2,5 mL de solucdo aquosa do reagente Folin-
Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5%. A mistura foi incubada por 15 minutos em
banho-maria (BIOPAR) a 50 °C e, posteriormente, a absorvancia foi medida em espectrofotdmetro
(UVIVIS Shimadzu 1601PC) a 760 nm. O branco foi obtido substituindo-se o volume de amostra por
agua, mantendo-se as mesmas quantidades de reagente de Folin-Ciocalteu e solucdo de carbonato de
sodio. Os resultados foram expressos em g equivalentes de acido galico (EAG) por mg de amostra. Cada
ensaio foi realizado em triplicata.

Atividade antioxidante pelo método DPPH

Para a avaliacdo da atividade antioxidante foiavaliada a capacidade sequestrante do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazila) pelo 6leo essencial. O 6leo essencial e as fragdes foram avaliadosnas
concentragdes de 5,0; 2,5; 1,25 e 0,625 mg/mL, todos diluidos em metanol.A 0,1 mL de cada diluigdo da
amostra foi adicionado 3,9 mL da solu¢do de DPPH 60 pM em metanol. Apds 25 minutos a temperatura
ambiente, foram realizadas as leituras das absorbéncias em espectrofotémetro (UV/VIS Shimadzu
1601PC) a 515 nm. Como controle negativo foi utilizadoa solu¢do de DPPH 60 uM com metanol e como
controle positivo a quercetina. Metanol foiusado como branco. O ensaio foi realizado em triplicata e o
calculo da porcentagem de inibicéo de radicais livres seguiu a Equacéo 1:

Abs —Abs
controle amostra x 100 (1)

% de inibicdo =
% ¢ Abscontrole

Onde: AbSamostra € @ absorbancia da amostra e AbScontrole € @ absorbancia da solugdo de DPPH em
metanol. Apés o célculo, foi construido um gréafico de porcentagem de inibigcdo versus a concentracdo de
6leo essencial . Através da equacédo deste grafico, foi possivel calcular o valor de 1Cs0(20).

Teste de disco-difusdo em agar

O dleo essencial foi testado contra as bactérias: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 e ATCC 70603, Proteus mirabilis ATCC 7002, Pseudomonas aeruginosa
27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923, as leveduras Candida albicans ATCC 18804, Candida
krusei ATCC 20298, Candida parapsilosisATCC 20019, Candida tropicalis ATCC 750, Cryptococcus
gattii L21/01 e Cryptococcus neoformans H99, e os fungos filamentosos Aspergillus niger IC (isolado
clinico), Aspergillus flavus IMI 190443, Aspergillus fumigatus ATCC 16913. Para o teste de disco-
difusdo foi utilizado o 6leo essencial bruto, com a aplicacdo de 4 pL do 6leo essencial em discos de papel
filtro estéreis de 4 mm de diametro. Foi utilizado o disco impregnado com o controle positivo (CP)
cloranfenicol (30 pg/disco) e cetoconazol (300 pg/disco) (21-22).Apo6s, os discos impregnados foram
colocados sobre 0 meio de cultura Mueller-Hinton e Mueller-Hinton suplementado com 2% de glicose e
0,5 pg/mL de azul de metileno (23)para fungos previamente inoculadocom as cargas microbianas com
turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da Escala Mc Farland (1 x 108 UFC/mL) nas placas de Petri, que foram
incubadas a 35°C por 24 horas para bactérias, 48 horas para leveduras e fungos filamentosos. Apds o
tempo de incubacéo foram realizadas as leituras dos halos de inibi¢do. O didmetro dos halos de inibicéo,
incluindo o didmetro do disco, foram medidos em milimetros (mm) com o auxilio de um paquimetro. O
experimento foi realizado em triplicata.

Determinagéo da concentragdo minima inibitoria (CIM)

Para 0s micro-organismos sensiveis ao 6leo essencial foram determinados a concentragéo
minima inibitoria. Primeiramente preparou-se uma solucdo do dleo essencial de 80 mg/mL diluido em
Polisorbato 80 a 2% (Tween 80) em Caldo Muller- Hinton para as bactérias e Caldo Muller Hinton
suplementado com 2% de glicose para fungos e leveduras. Realizou-se a distribuicdo de 100uL do meio
de cultura em pocos de uma placa de microdilui¢do; a seguir, acrescentou-se 200uL da solugdo do 6leo
essencial ao segundo pogo e, apds homogeneizagao, transferiu-se para o terceiro e assim sucessivamente



até o décimo poco, obtendo-se concentracBes finais de: 40,0; 20,0; 10,0; 5,0; 2,5; 1,25; 0,62 e
0,31mg/mL. Preparou-se uma suspensdo microbiana em solucdo salina, com turvacéo equivalente ao tubo
0,5 da Escala Mc Farland (1 x 108 UFC/mL). A seguir, diluiu-se a suspenséo bacteriana 1:10 em caldo
Muller-Hinton, obtendo-se como indculo 1 x 10 UFC/mLe a suspensdo de levedura diluiu-se 1:50
seguida de diluicdo 1:20 em Caldo Muller Hinton modificado para fungos, obtendo-se como indculo 1 x
105 UFC/mL. Desta suspensdo, inoculou-se 100pL em cada pogo ja contendo as concentragdes do dleo
essencial, realizado em triplicata. Realizou-se o controle de esterilidade no pogo um, o controle de
toxicidade com o polisorbato 80 a 2% em meio de cultura no poco onze e no pogo doze realizou-se o
controle de crescimento onde foi aplicado a suspensdo microbiana em meio de cultura. Incubou-se as
microplacas a 35°C por 24hem condi¢bes de aerobiose. A determinacdo da CIM consistiu-se em
examinar a placa, onde registrou-se a menor concentragdo do 6leo essencial capaz de causar inibigao total
do crescimento (24).0 mesmo procedimento foi realizado com as fracdes do éleo essencial com uma
solucéo inicial de 20 mg/mL.

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o Programa Minitab 17. Os dados foram
processados e submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e as diferencas entre as médias foram
determinadas pelo teste de Tukey com nivel de significAncia de 5%.

4.5 Resultados e Discussao

O oleo essencial de louro obtido por hidrodestilagdo apresentou um rendimento de 0,67%, sua
composicdo quimica estd demonstrada na (Tabela I). A andlise por CG-EM do 6leo essencial extraido
das folhas frescas identificou 20 componentes, baseado no indice de retencéo (IR) e na comparacdo dos
espectros de massas. O 6leo essencial de louro contém em sua composicdo quimica terpendides (89,89%)
e fenilpropandides (9,12%). Dentro da classe dos terpendides contém hidrocarbonetos monoterpénicos
(14,07%) e monoterpenos oxigenados (74,02%), sesquiterpenos hidrocarb6nicos (1,29%) e
sesquiterpenos oxigenados (0,51%). A classe de monoterpenos oxigenados representa a classe majoritaria
do 6leo essencial, tendo o 1,8-cineol (34,01%) como a substancia encontrada em maior quantidade,
seguida pelo acetato de linalila (15,81%) e a-terpineol (14,95%) e o metil-eugenol (7,74%).

A composicdo quimica do dleo essencial das folhas frescas do louro apresenta o 1,8-cineol
(34,01%) como composto majoritario. De acordo com Lira et al. (25) o rendimento do 6leo essencial de
louro obtido por hidrodestilagdo varia de 0.3 a 1.3%, estando de acordo com o0 encontrado neste estudo
que foi 0,67%. Também foi observado por Moghtader e Salari (26) e Sellami et al. (27) o 1,8-cineol
como constituinte variando de 20 a 62% nas amostras de dleo essencial de louro, como encontrado neste
estudo.

O 6leo essencial das folhas frescas de louro da provincia de Hatay na Turquia foi caracterizado
por Dadalioglu e Evrendilek (28) que identificaram 12 componentes do dleo essencial o 1,8-cineol
(60,72%), a-terpineno(12,53%) e o sabineno(12,12%) como constituintes majoritarios e em menores
quantidades o eugenol (0,53%) e metil-eugenol (0,68%) e auséncia do a-acetato de terpenila e a presenca
dos hidrocarbonetos monoterpénicos B-terpineno e y-terpineno e o hidrocarboneto sesquiterpénico B-
cariofileno (0,40%).Silveira et al. (29) analisou por CG-EM o 6leo essencial de louro de Concérdia
(Santa Catarina - Brasil), apresentou o 1,8-cineol (35,50%) como constituinte majoritario, o linalol
(14,10%), a-acetato de terpenila (9,65%) e o sabineno (9,45%).As diferencas na composigdo quimica do
oleo essencial de L. nobilis podem ser atribuidas a origem da planta, época de coleta, processo de
secagem e a outros fatores como condigdes climaticas, solo, estado vegetativo e processo de obtencao
(30). Assim, atribui-se que a composicao quimica do 6leo essencial de louro obtido neste estudo pode ter
sido afetada por estes fatores, pois 0s demais estudos foram realizados em locais diferentes deste estudo.



Tabela I. Composicao quimica do éleo essencial obtido das folhas de L. nobilis.

SI No Constituintes do oleo  Area (%) I.R.
essencial
Hidrocarbonetos 14,07
monoterpénicos
1 a-felandreno 0,33 882
2 a-pineno 2,72 886
3 B-felandreno 7,09 1013
4 B-pineno 2,45 1016
5 B-mirceno 0,87 1032
6 2-careno 0,32 1058
7 0 —cimeno 0,29 1066
Monoterpenos 74,02
oxigenados
8 1,8-cineol 34,01 1074
9 y —terpineno 0,67 1099
10 p-ment- 1-en-8-ol 0,30 1107
11 acetato de linalila 15,81 1145
12 L-a-terpineol 0,47 1207
13 terpinen-4-ol 2,40 1218
14 a-acetato de terpenila 541 1233
15 a-terpineol 14,95 1389
Hidrocarbonetos 1,29
sesquiterpénicos
17 azuleno 0,55 1431
19 cariofileno 0,74 1457
Sesquiterpenos 0,51
oxigenados
20 oxido de cariofileno 0,51 1614
Fenilpropandides 9,12
16 eugenol 1,38 1395
18 metil-eugenol 7,74 1446
Total identificado 99,01

I.R.: Indice de Retengio em coluna HP-5 MS.

Os constituintes das frages obtidas por cromatografia classica foram identificadas por CG/EM.
A fracdo CH,Cl»:CsH14(7:3) possui o a-terpineol (54,75%), 1,8-cineol (30,89%), eugenol (4,50%) e
metil-eugenol (9,90%) e a fracdo CH,Cl,:CgH14 (8:2) 1,8-cineol (77,48%), metil-eugenol (21,23%) e a-
terpineol (1,29%). A fracdoCH,Cl,:AcOEt (9:1) apresentou o acetato de linalila como composto
majoritario com 90,64%. E a fracdo MeOH 100% apresenta o0 1.8-cineol (100%).

O oleo essencial de L. nobilis apresentou 17,57+0,7 g equivalentes de acido galico/mg de dleo
essencial, estando coerente com a composicdo quimica do Oleo essencial que possui 9,12% de
fenilpropanoides, tendo os compostos fendlicos eugenol e metil-eugenol em sua constituigdo, ja que os
demais componentes do éleo essencial sdo terpendides.

O oleo essencial de L. nobilis apresentou atividade antioxidante pelo método do DPPH
(Tabela I1), foi capaz de inibir 50% do radical DPPH em 15,52 mg/mL, suas fracBes foram mais ativas
com ICspde 3,65 e 9,96 mg/mL para CH,Cl,:CeH14 (7:3) e CH2Cl2:CsHa4 (8:2), respectivamente. Ambas as
fracOes apresentam o metil-eugenol em sua composicdo, sendo este em maior concentragdo na fragdo
mais ativa. O eugenol e o metil-eugenol tem atividade antioxidante conhecidas relatadas por varios
estudos, o eugenol presente na fragdo CH,Cl.:CeHi4 (8:2) inibe o processo de peroxidagdo lipidica
induzida por espécies reativas de oxigénio, ou seja, radicais livres (6, 31-32). Assim podem ser
considerados os principais responsaveis pela atividade antioxidante. Basak e Candan et al. (33) obtiveram
ICs0de 0,575 pL/mL para o 6leo essencial de louro e os constituintes majoritarios o 1,8-cineol e a-pineno
ndo apresentaram inibi¢do do radical DPPH. El et al. (15) estudaram a atividade antioxidante do dleo
essencial de louro da Turquia e relataram que em 0,03 mg/mL inibiu 83.3% o radical DPPH.



Tabela I1. Atividade antioxidante do 6leo essencial e das fraces do louro pelo método do

DPPH
DPPH
(mg/mL)
Oleo essencial 15,52+2,112
CH,Cl2:CsH147:3 3,65%0,07°
CH,Cl2:CsH148:2 9,96+0,62°
Quercetina 0,042¢

Meédias seguidas de diferentes letras na mesma colunadiferem significativamente de 5% de significancia.

Na (Tabela I11) estd demonstrado os resultados da atividade antimicrobiana em teste de difuséo
em agar, o 6leo essencial apresentou efeito similar ao cloranfenicol contra K. pneumoniae ATCC 13883
com halo de inibicdo de 9+2 mm e 10+2 mm, respectivamente, e demonstrou inibicdo contra a bactérias
Gram-negativa E. coli e P.mirabilis, porém com halo de inibicao inferior ao controle positivo.

Tabela I11. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de L. nobilis avaliado pelo teste de difusdo em

agar (mm)
Micro-organismos Oleo essencial L. Cloranfenicol Cetoconazol
nobilis (30ug/disco) (300pg/disco)
S. aureus 00P 3112 -
E. coli 12+1° 31+0? -
K. pneumoniae 9+22 10+22 -
ATCC 13883
K. pneumoniae 0+0° 11+12 -
ATCC 700603
P. mirabilis 12+2° 16+12 -
P. aeruginosa 0+0P 12422 -
C. albicans 15+1° - 31+3?
C. krusei 15+1° - 22422
C. parapsilosis 17+32 - 19+22
C. tropicalis 20+3° - 40+12
C. gattii 18+3° - 26122
C. neoformans 15+18 - 15+12
A. niger 0+0° - 15+12
A. flavus 0+0° - 18+32
A. fumigatus 0+0° - 1622

- : ndo testado; Médias e desvio padréo.
Médias seguidas de diferentes letras na mesma coluna diferem significativamente de 5% de
significancia.

Em relacdo as leveduras, o 6leo essencial de L. nobilis demonstrou inibicdo similar ao
cetoconazol contra a C. parapsilosis com halos de inibicdo de 17£2 mm e 19+2 mm, respectivamente, e
C. neoformans 15+1 mm e 15+1 mm, respectivamente, e apresentou inibi¢do frente a C. albicans com
halo de inibigdo de 15+1 mm, C. krusei 15+1 mm, C. tropicalis 202 mm e C. gathi 18+3 mm, entretanto
comhalos de inibicdo inferiores ao cetoconazol. E ndo apresentou a¢do antimicrobiana contra aos fungos
filamentosos A. niger, A. flavus e A. fumigatus e as bactérias S. aureus, K. pneumoniae ATCC 700603 e
P. aeruginosa.

De modo geral, o 6leo essencial de louro apresentou maior atividade sobre as leveduras do que
sobre as bactérias testadas e ndo possuiu acdo antimicrobiana contra as cepas de fungos filamentosos
analisados. Silveira et al. (29) relataram que o 6leo essencial de das folhas de louro coletado em Santa-
atarina (PR) - Brasil inibiu fortemente a bactéria Gram-negativa E. coli (24,5£0,7 mm) e teve agdo
moderada sobre a S. aureus (18,9+0,5 mm), e ndo foi ativo contra a P. aeruginosa. Ertuket al. (34)
estudaram o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de louro proveniente da Turquia, 0 6leo essencial
inibiu as cepas de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, C. albicans e A. niger.

Os resultados da concentragdo minima inibitoria (CIM)do dleo essencial e das fragdes constam
na (Tabela 1V). O 6leo essencial de louro obteve CIM de 5mg/mL para as bactérias Gram-negativas E.
colieK. pneumoniae, enquanto para o P. mirabilis foi de 10 mg/mL. Para as leveduras do género Candida,
apresentou CIM de 5 mg/mL para a C. krusei e C. tropicalis e 10 mg/mL para C. albicans e C.
parapsilosis. Para as leveduras Cryptococcus gattii e C. neoformans o CIM de 0,31 e 0,62 mg/mL. A



fracdo CH,Cl2:AcOEt (9:1) apresentou acdo antibacteriana contra a E. coli com CIM de 10 mg/mL e
antifungica contra as leveduras do género Candida, com valores CIM superiores ao 6leo essencial, em
relacdo ao género Cryptococcus apresentou efeito semelhante em relacdo ao C. neoformans e CIM de
0,62 mg/mL para o C. gattii, porém acéo inferior ao 6leo essencial, a acdo desta fracdo pode ser atribuida
ao acetato de linalila seu constituinte majoritario. A fracdo MeOH 100% ndo apresentou acdo
antimicrobiana em 10 mg/mL.

Tabela IV. Concentragdo minima inibitoria do 6leo essencial e as fragbes de L. nobilis (mg/mL)

Oleo essencial de CH.Cl,:AcOEt9:1 MeOH 100%
louro
E. coli 5e 10° >10?
K. pneumoniae 5¢ >102 >102
P. mirabilis 10¢ >102 >10?
C. albicans 5P 1.25¢ >102
C. krusei 10° 2.5° >10?
C. parapsilosis 5P 2.5¢ >102
C. tropicalis 10P 1.25° >102
C. gattii 0.31° 0.62° >10?
C. neoformans 0.62¢ 0.62¢ >10?
Médias seguidas de diferentes letras na mesma coluna diferem significativamente de 5% de

significancia.

As diferencas nas atividades bioldgicas entre este estudo e aquelas relatadas na literatura devem-
seas diferencas na composi¢ao quimica do 6leo essencial de louro que influencia diretamente na atividade
bioldgica. Estudos recentes tém mostrado a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de louro em
diferentes micro-organismos (15-17). No entanto, é a primeira vez que a atividade antiflngica contra as
cepas de Candida krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis e Cryptococcus gattii e C. neoformans tem sido
demonstrada. Ozcan et al. (35) determinou o CIM do 6leo essencial de louro coletado em Harbiye —
Turquia das cepas de E. coli e C. albicans com CIM de 4,0 e 0,1 mg/mL, respectivamente. Silveira et al.
(29) relataram CIM de 2,5 mg/mL para E. coli. E o éleo essencial proveniente do Marrocos mostrou CIM
de 0,7 mg/mLpara K. pneumoniae (16).

Monoterpenos e sesquiterpenos com anéis aromaticos e grupos fenélicos sdo capazes de formar
ligacBes de hidrogénio com sitios ativos de enzimas alvos, sendo a principal explicagdo do efeito
antimicrobiano dos dleos essenciais, outros como alcoois, aldeidos e ésteres também contribuem para a
atividade antimicrobiana (36). O composto majoritario do 6éleo essencial o 1,8-cineol exibiu atividade
antibacteriana contras as cepas E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. intermedius e Bacillus subtilis (37).
Outros constituintes do 6leo essencial o a-pineno, B-pineno, eugenol e o terpinen-4-ol tem atividade
antibacteriana (38-39). O acetato de linalila apresentou atividade antibacteriana sobre as cepas de S.
aureus e E. coli com CIM de 1,25 e 5,00 mg/mL, respectivamente (40). Tadtong et al. (41) avaliaram a
atividade antimicrobiana de dleos essenciais misturados com acetato de linalila e observaram que o efeito
antimicrobiano com a acumulacdo de componentes ativos, tais como acetato de linalila foram mais
expressivos que o 6leo essencial bruto. Marcos-Arias et al. (42) testou os compostos isolados eugenol,
terpinen-4-ol e a-terpineol sobre as cepas de Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis,
todos apresentaram efeito antifingico.

Provavelmente em nossa investigacdo foi a primeira vez que documentou-se a atividade
antiflngica do 6leo essencial e das fragdes contra as cepas Candida krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis e
Cryptococcus gattii e C. neoformans. Portanto, o 6leo essencial de louro apresentou propriedades
antioxidante e antimicrobiana, assim como as fracoes isoladas deste, podendo estas propriedades do dleo
essencial estar relacionada a presenga destes constituintes em sua composicdo, podendo ser uma
alternativa promissora contra esses patdgenos. No entanto, sdo necessarios estudos da toxicidade dessas
substancias e experimentos in vivo para confirmagao.
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