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RESUMO

Introdugdo: Os medicamentos normalmente utilizados no combate de bacterias patogénicas alimentares
apresentam algumas limitagdes, como acumulos de residuos no meio ambiente e resisténcia bacteriana. Visto
este problema, tratamentos alternativos, como efeitos colaterais na saude humana, uso de 6leos essenciais, vem
sendo investigado. Oleos essenciais contendo linalol geralmente apresentam alta atividade biolégica, apesar
disso, poucas investigacdes foram dedicadas a atividade bioldgica do 6leo essencial de Aniba duckei, que tem
como componente majoritario o linalol. Objetivo: Neste trabalho, investigou-se a composi¢do quimica e a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial das folhas de Aniba duckei obtido por hidrodestilagao. Métodos: As
folhas e galhos da espécie Aniba duckei foram coletadas no cidade de Manaus, no estado de Amazonas, Brasil,
no periodo da manha. O 6leo essencial foi obtido pelo método de hidrodestilacio e a caracterizacao foi realizadas
por cromatografia gasosa CG/EM para identificagdo dos componentes majoritario presente. Apds a extragao e
identificagdo, o do 6leo essencial foi testado quanto a atividade biologica utilizado o método de Bauer Kirby. As
cepas testadas foram Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila, Enterococcus faecalis e Klebsiella
pneumoniae. Resultados e Discussdo: Os achados mostram que o componente majoritario do dleo essencial
de Aniba duckei é o linalol. Os componentes secundarios de maior relevancia sdo o a-terpineol, a-copaeno e a-
guaieno. Quanto a sua atividade bioldgica, observou-se que o 6leo apresentou halos de inibi¢do variando de 10-
22 mm, indicando atividade forte contra os microorganismos testados. Conclusao: O 6leo essencial de Aniba
duckei apresenta potencial para aplicacdo como agente antimicrobiano.

Palavras-chave: Linalol, Hidrodestilagdo, Compostos Volateis, Aniba duckei, Bactérias.

ABSTRACT

Background: The drugs normally used to combat food pathogens have some limitations, such as waste
accumulation in the environment and bacterial resistance. Given this problem, alternative treatments, such as the
use of essential oils, have been investigated. Essential oils containing linalool usually have high biological activity,
despite this, few investigations have been dedicated to the biological activity of the essential oil of Aniba duckei,
which has as major component linalool. Aim: In this work, we investigate the chemical composition and
antimicrobial activity of the essential oil of the leaves of Aniba duckei obtained by hydrodistillation. Methods: The
leaves and branches of the species Aniba duckei were collected in the state of Amazonas, Brazil, in the morning.
The essential oil was obtained by the hydrodistillation method and characterized by GC/MS gas chromatography
to identify the major components present in the oil. Soon after, the biological activity of the essential oil was tested
using the Bauer Kirby method. The strains tested were Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila, Enterococcus
faecalis and Klebsiella pneumoniae. Results and Discussion: The findings show that the major component of
the oil is linalool. The most relevant secondary components are a-terpineol, a-copaene and a-guaieno. As for
biological activity, it was observed that the oil showed inhibition halos ranging from 10-22 mm, indicating strong
activity against the microorganisms tested. Conclusions: The essential oil of Aniba duckei has potential for
application as an antimicrobial agent.
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1. INTRODUGAO:

Doencgas transmitidas por bactérias de
origem alimentar sdo um risco para a saude
humana. A Organiza¢cao Mundial da Saude (World
Health Organization [WHOQ], 2020) estima que
420.000 pessoas morrem a cada ano ao
consumirem alimentos contaminados por agente
patdgenos, tal como bactérias. Para contornar o
problema, o setor alimenticio emprega compostos
antimicrobianos que ajudam a controlar o
desenvolvimento microbiano, tornando o alimento
seguro para consumo (Carocho et al., 2014).
Apesar de sua importancia, estes compostos
antimicrobianos, de maioria sintética, possuem
algumas desvantagens em seu uso, como efeitos
colaterais na saude humana, acumulos de
residuos no meio ambiente e resisténcia
bacteriana (Verraes et al., 2013; Greco et al.,
2020). Devido a estes problemas, métodos
alternativos no controle microbiano vém sendo
investigado, tal como o emprego dos Oleos
essenciais.

A atividade antimicrobiana dos dleos
essenciais extraidos de varias espécies vegetais
tem sido intensivamente estudada (Aleksic Sabo
et al.,, 2019; Man et al., 2019; Ogunmola, O. O.
2015; Everton, G. O. et al., 2018). A literatura
demonstra que os 6leos essenciais apresentam

uma série de vantagens frente aos
antimicrobianos sintéticos, como a
sustentabilidade, baixa toxicidade e a

possibilidade de atuar também como antioxidante
(Zanetti et al., 2018). Dentre as espécies vegetais
de interesse para extragao de 6leo essencial esta
a Aniba (A.) duckei, que apresenta como
composto majoritario o linalol (Teles et al., 2018).
Segunda a literatura (Herman et al., 2016), 6leos
essenciais contendo linalol geralmente
apresentam alta atividade bioldgica, uma vez que
o linanol pode agir sinergicamente com outros
componentes do 6leo essenciais.

Apesar das boas propriedades
antimicrobianas dos 6leos essenciais contendo
linalol, poucas investigacdes foram dedicadas a
atividade bioldgica do 6leo essencial de A. duckei.
Devido a esta condicdo, neste estudo foi
investigado a atividade antibacteriana do dleo
essencial de A. duckei em quatro diferentes cepas
bacterianas de interesse alimentar, sendo elas

Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila,
Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae.

2. MATERIAL E METODOS:

2.1. Obtencéo e extracao do 6leo essencial

Foram coletadas as folhas e galhos da
espécie Aniba duckei de trés arvores cultivadas na
Reserva Florestal Ducke, Rodovia AM-010, km
26, Manaus-AM, em setembro de 2003 as 09 da
manha, em temperatura de 27+3 °C. Apoés a
coleta, estes foram secos sob ventilagao natural,
triturados no moinho elétrico (Tecnal,
modelo TE-340) e armazenados em recipientes
de polietileno para posterior utilizagdo (Barros
Gomes et al., 2020). A extracao do dleo foi por
hidrodestilagdo e paraisso, foi pesado 50 gramas
das amostras e misturados em 300 mL de agua
destilada. Em seguida, a mistura foi colocada em
um frasco de fundo redondo de 1000 mL e
acoplado ao extrator de Clevenger sob
aquecimento a 100 °C em uma manta elétrica por
3,5 horas. Apds esse tempo, o 6leo extraido foi
coletado e seco por percolagao em solugao anidra
de sulfato de sédio. As amostras foram
armazenadas em ampolas de vidro ambar sob
refrigeragdo para evitar possiveis perdas de
constituintes volateis.

2.2. Analise cromatografica CG/EM

A andlise cromatografica CG/EM foi
baseado em Teles et al. (2018), com algumas
modificagbes. Os componentes do 6leo essencial
foram identificados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
em um cromatoégrafo a gas HP 5890, acoplado a
um detector seletivo de massa HP 5970 de
impacto eletrbnico, utilizando hélio como gas de
arraste com fluxo na coluna de 1mL.min"'; com
uma energia de 70 eV, temperatura de 300 °C.
Para as analises, injetou-se 1yL da amostra
diluida em cloroférmio. As analises
cromatograficas foram realizadas nas seguintes
condigbes: temperatura inicial: 60 °C, final: 300
°C; tempo inicial: 2 min., final: 15 min.; rampa: 2
°C.min". Os componentes do dleo foram
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identificados a partir da comparagao destes com
os dados obtidos de substancias auténticas na
base de dados NBS_Reve (40.000 registros) e
literatura (Adams, 2017).

2.3. Isolamento de bactérias eTestes da atividade
antibacteriana

As cepas bacterianas Aeromonas caviae
(Gram negativa) e Aeromonas hydrophila (Gram
negativa) foram obtidas a partir da filtracdo da
agua em membranas de éster de celulose (Melo
Silva et al., 2014). As colbnias foram isoladas em
tubo de Agar Tripteicase Soja (Agar TSA)
inclinados e incubados a 28 °C por 24 horas. Apos
esse periodo, estas foram submetidas as provas
bioguimicas, nos quais foram: oxidase, catalase,
coloragao de Gram, produgdo de gas a partir da
glicose, producgao de indol; resisténcia ao agente
vibriostatico 0/129, descarboxilacao de
aminoacidos (lisina, arginina e ornitina); teste em
Agar Triplice Acucar e Ferro (Agar TSI),
motilidade, reducdo de nitrato, hidrélise da
esculina; teste de Voges-Proskauer, fermentacao
de carboidratos e crescimento em 3 e 6% de NaCl
para identificacao das espécies (Martins et al.,
2009). Este procedimento foi realizado conforme
o descrito no Compendium of methods for the
microbiological examination of foods (Palumbo et
al., 2001). O isolamento e a identificagdo do
Enterococcus faecalis (Gram positiva) em
vegetais foi de acordo com a metodologia descrita
por Gomes e colaboradores (2008). Ja a
Klebsiella pneumoniae (Gram negativa) seguiu o
método  descrito  por Puspanadan e
colaborabores (2012).

O método utilizado para o teste de
resisténcia ao O6leo essencial foi método de
Bauer-Kirby (Jones et al., 2001). As cepas testes
foram crescidas em Caldo BHI (Brain Heart
Infusion) e o inéculo de cada bactéria (0,25mL) foi
semeado, com auxilio de algca de Drigalski, sobre
a superficie das placas de Agar contagem padrao
(PCA-Merck) e sobre estes foram aderidos discos
de papel de filtro de 6mm, impregnados com 75uL
do odleo essencial, com o auxilio de uma pinga
previamente flambada. Os discos foram
levemente pressionados contra a superficie do
meio. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas. A leitura dos halos de inibicao foi realizada
com uma régua milimetrada. O mesmo
procedimento foi realizado para a testagem do
padréo linalol e da acido pipemidico, o antibidtico
de referéncia.

A sensibilidade dos microorganismos ao

tratamentos com o antibiético ampicilina, o éleo
essencial e o padrao linanol foram classificada de
acordo com o diametro dos halos de inibigao da
seguinte forma: (-) ndo sensivel quando este era
menor que 8 mm; (+) sensivel para didmetro 9-14
mm; (++) muito sensivel para didmetro 15 a 19;
(+++) extremamente sensivel para didmetro
superior a 20 mm (Ponce et al., 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:
3.1. Resultados

A determinagcdo da composicdo do o6leo
essencial destilado a partir dos galhos e folhas do
A. duckei, foi comparada com os cromatogramas
obtidos do banco de dados do espectrémetro de
massa com o descrito na literatura (Adams, 2017).
Desta analise, conforme a figura 1, os picos
cromatograficos referentes aos numeros 1, 3,4, 5
e 6, referem-se, respectivamente aos compostos
éteres alifaticos, linalol, a-terpineol, a-copaeno e
a-guaieno.

O pico numero 3 com tempo de retengao
14,9 min, corresponde ao componente majoritario
do dleo, o linalol. Para confirmagdo de que este
pico é referente ao linalol, o mesmo pico foi
comparado a uma solugdo padrao deste
composto, o que pode ser observado nas Figura
2(A) e 2(B), respectivamente.

3

1

1.eE6]
i

5. DES ,
{ 12
- 1

| 4 S 6
I b A L . ;
20 k]l 40

Abundincia

12

Tempo (min)

Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial
extraido de folhas e galhos da espécie Aniba
duckei Kostermans. Condi¢@es fixadas: coluna
capilar HP-1 de metil silicone entrecruzada (25 m
x 0,22 mm i.d.; 0,3 um de espessura de filme),
acoplado a um detector seletivo de massas HP
5970 de impacto eletrénico, com uma energia de
70 eV, temperatura de transferéncia de 300°C.
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Figura 2. Espectros de massas: (A) Composto
do pico 3 do cromatograma da Figura 1; (B)
Padréo de linalol.

Na figura 3, o pico cromatografico 1 do
composto € um ion-molecular [M] que esta situado
no ponto em que a relagao m/z = 154, de férmula
C10H180O, que caracterizaria o composto linalol
(Adams, 2017). Mas este pico € pouco intenso e
tem mais caracteristica de éteres alifaticos
(Sydow, 1963). Isso € confirmado a partir da
observagao dos picos no qual a relagdo m/z = 139
[M-15] e 111 [M-43] s&o caracteristicos da perda
dos grupos metila e propila, respectivamente, ao
tempo que o pico m/z = 108 [M-18-28] caracteriza
perda de agua seguida de etileno.
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Figura 3. Espectros de massas de composto do
pico 1 do cromatograma da Figura 1.
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Figura 4. Espectros de massas referente ao pico
2 do cromatograma da Figura 1.

Na figura 5, o pico cromatografico 4 € um
composto ion-molecular [M] que esta situado no
ponto em que a relagdo m/z = 154, de férmula
C10H+80, caracteriza o alcool terciario conhecido
como a-terpineol (ADAMS, 2017). A confirmacéo
deste pico ocorre através da observagao do pico
m/z = 136 [M-18], no qual é caracteristico a
decomposigao térmica de alcoois superiores nas
paredes quentes da camara de inje¢do devido a
perda de agua (Silverstein et al., 2019). Além
disso, foi observado que o pico m/z = 121
[M — 8 —15] é resultante da perda de agua e de
grupo metila, sendo esta caracteristica de alcoois
terpénicos (Adams, 2017).
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Figura 5. Espectros de massas referente ao pico
4 do cromatograma da Figura 1.

A figura 6 mostra o pico 5 da figura 1 que
representa o hidrocarboneto terpénico a-copaeno,
de férmula molecular CisH2s € massa molecular
204. Nela, o ion-molecular [M] é o de massa 204.
O pico m/z = 161 [M-43] representa a perda do
propil, além disso, a diferenca constante de
valores para a relacdo m/z de 14 unidades e
aglomerados de picos mais intensos da série
CnHon1  é caracteristica de hidrocarbonetos
(Silverstein et al., 2019).
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Figura 6. Espectros de massas referentes ao
pico 5 do cromatograma da Figura 1.

O a-guaieno, o componente do oleo
essencial da espécie Aniba duckei K. que aparece
no pico 6 do cromatograma da Figura 1, assim
como o a-copaeno, € um hidrocarboneto de
férmula molecular CisHzs. Juntamente com sua
formula estrutural plana, seu espectro de massas
esta representado na Figura 7, onde se percebe o
ion molecular no pico m/z = 204.
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Figura 7. Espectros de massas referentes ao
pico 6 do cromatograma da Figura 1.

Para avaliar a susceptibilidade microbiana
ao oleo destilado das folhas e galhos do A. duckei
e 0 padréao linalol, foi medido os didmetros dos
halos de inibicdo de quatro bactérias Gram
negativas (Aeromonas caviae, Aeromonas
hydrophila, Klebsiella pneumoniae), uma Gram
Positiva (Enterococcus  faecalis), sendo
classificados de acordo com o critério
estabelecido por Ponce e colaboradores (Ponce
et al., 2003). O resultado deste estudo mostrou
que as bactérias K. pneumoniae e A. hydrophila
foram sensiveis (halos de inibigdo de 10 e 11 mm,
respectivamente), enquanto a E. faecalis e A.
caviae foram extremamente sensiveis (halos
superiores a 20 mm) ao 6leo. Seguindo 0 mesmo
critério para o padrao linalol, foi observado a
auséncia de sensibilidade para a bactéria A.
caviae (halo de 7 mm) e sensibilidade para as
demais bactérias ( halos de 11 a 13 mm). Assim,
conclui-se que o Oleo tem potencial agao

antibacteriana maior quando comparado com o
padrao linalol.

Tabela 1. Sensibilidade das bactérias
Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae ao
6leo essencial das folhas e galhos do A. duckei e
o padrao linalol, utilizando-se o método de
difusdo em disco.

Halos de inibigao
(mm)
] Oleo
Acido essencial | Padrao
Bactérias pipemidico | A. duckei | Linalol
Aeromo_ 22 22 7
nas caviae (+++4) (+44)" ©)
Aeromo_ 22 11 11
nas
hydrophila (+++) (+) (+)
Klebsiella 29 10 12
pneumo_
niae (+++) (+) (+)
Enteroco_ 19 21 13
ccus
faecalis (++) (+++) (+)

*Sensibilidade dos microorganismos segundo Ponce et
al. (2003).

3.2. Discussao

Os antibidticos sao compostos que
demonstram bons resultados contra bactérias
patogénicas. No entanto a utilizagdo continua,
indiscriminada e a falta de novos antibidticos
introduzidos no mercado provocou a resisténcia
das mesmas (Bajer et al., 2017), o que levou a
comunidade cientifica  buscar estratégias
alternativas para lidar com bactérias resistentes a
este tipo de tratamento (Bush et al., 2014). Diante
desta necessidade, a busca por dleos essenciais
destilados de plantas que apresentam atividade
antibacteriana com resultados similares ou
superiores aos antibidticos convencionais surge
como uma alternativa viavel (Chouhan et al,
2017). Assim, neste estudo é descrito a
composicdo quimica e avaliado se o 6leo
essencial destilado dos galhos e folhas Aniba
duckei Kostermans possui atividade biologica
contra quatro espécies bactérias patogénicas.
Deste estudo, € mostrado que o 6leo é constituido
em sua maior parte por linalol e possui atividade
biolégica contra as bactérias Aeromonas caviae,
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Aeromonas hydrophila, Klebsiella pneumoniae e
Enterococcus faecalis maior que o padrao do
linalol.

O resultado da analise cromatografica
indicou que o 6leo destilado dos galhos e folhas
do Aniba duckei Kostermans ¢é constituido
majoritariamente por linalol. Os componentes
secundarios de maior relevancia sao o a-terpineol,
a-copaeno e a-guaieno. A identificagdo dos
compostos foi realizadas a partir da comparagao
dos cromatogramas obtidos pela analise CG/EM
do banco de dados NBS_Reve com a literatura.
Esse achado estd concordante com estudos
anteriores (Barros Gomes et al., 2019; Teles et al.,
2017) no qual relataram que o principal
componente do 6leo essencial do A. duckei é o
linalol, embora o resultado do presente estudo ndo
apresentou o percentual deste composto. Apesar
desta auséncia, os autores tem ciéncias de que a
composicdo do componente principal deste 6leo
varia para diferentes partes da mesma planta.
Esta diferenga é explicada a partir das variacbes
que acontecem por fatores externos, tal como
periodo da colheita e sazonalidade, e internos a
planta, como inibidores e promotores da
germinagdo (Gobbo-Neto et al., 2007).

No segundo achado, confirma-se a
atividade antibacteriana do 6leo essencial de A.
duckei contra todas as bactérias testadas a partir
do didmetro dos halos de inibigdo. Este resultado
esta relacionado a presenca majoritaria de linalol
e sua atividade antimicrobiana (Herman et al.,
2016). Além disso, foi observada a maior atividade
antimicrobiana no 6leo essencial de A. duckei em
comparacdo ao padrao de linalol quando
aplicados a Aeromonas caviae e Enterococcus
faecalis, sugerindo que os demais componentes
do 6leo essencial de A. duckei atuam em sinergia
com o linalol. Este achado estad concordante com
trabalho de Teles et al. (2018), que investigaram
a aplicacdo do A. duckei em Aeromonas
hydrophila, Bacillus cereus, Serratia sp. e Vibrio
alginolyticus. O efeito sinergético presente no 6leo
essencial de A. duckei ocorreu devido aos
diferentes mecanismos apresentados pelos
componentes do 6leo, que se complementam e
potencializam o efeito antimicrobiano (Ponce et
al., 2003). Nota-se também que oléo essencial
apresenta um atividade biolégica menor quando
comparado ao antibiético de referéncia, o acido
pipemidico, visto os menores halos de inibigao.
Apesar disso, segundo a classificacdo de
atividade biolégica descrita por Ponce et al.
(2003), o 6leo apresenta atividade biolégica para
todos os microorganismos testados, o que
demonstra que o Oleo tem potencial para

aplicagdo com antimicrobiano.

4. CONCLUSOES:

A analise cromatografica do 6leo essencial
das folhas e galhos do Aniba duckei mostrou que
este é constituido principalmente por linalol, a-
terpineol, a-copaeno e a-guaieno. Quanto a
atividade bioldgica, conclui-se que o 6leo possui
atividade bioldgica frente as bactérias Aeromonas

caviae, Aeromonas hydrophila, Klebsiella
pneumoniae e Enterococcus faecalis.
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