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RESUMO

Nos Ultimos anos, a pesquisa por produtos natacei® alternativa no
controle de micro-organismos e da oxidacdo lipidices alimentos tem-se
intensificado. Objetivou-se neste trabalho caraaerquimicamente os 6leos
essenciais das espécigshenopodium ambrosioided. e Philodendron
bipinnatifidum Schott, avaliar as potencialidades bioldgicas terdenar suas
estruturas secretoras. A extracdo dos 0Oleos eagefwi realizada pelo método
de hidrodestilagdo, utilizando o aparelho de Clgeemodificado com duracéo
de 2 horas, sendo, posteriormente, caracterizamhoigumente por CG-DIC e
CG/EM. A atividade antioxidante foi determinada marando-se a redugéo do
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilagp utilizando o ensaio de
oxidacdo do sistem@-caroteno/acido linoleico. A avaliacdo da atividade
antibacteriana foi realizada por meio da técnidasdb cavidade em agar,
utilizando os micro-organism@&taphylococcus aurepsisteria monocytogenes
Escherichia coli e Salmonella Cholerasuis. A atividade inseticida sobre
Diabrotica speciosdoi realizada utilizando testes sem e com chaeocesdolha.

A caracterizacdo das estruturas secretoras fa f@ir MEV e pelos testes
histoquimicos com os reagentes de Nadi, Sudand\reto férrico. A analise
cromatografica permitiu identificar como compostomjoritarios do o6leo
essencial d€. ambrosioided.. o a-terpineno (40,73%)p-cimeno (21,81%) e
trans-ascaridol (12,48%); e paRa bipinnatifidum Schott, os compostog-
bisaboleno (65,26%), transa-bergamoteno (9,97%)-copaeno (3,33%)0-
cadineno (2,83%) e ar-curcumeno (1,99%). A atdédantioxidante foi mais
bem evidenciada pelo tegdecaroteno/4cido linoleico para o 6leo essencial de
C. ambrosioides.., com C}, 455,7 ug mL:. Esse também apresentou atividade
antibacteriana tanto para bactérias Gram-negatoa® para Gram-positivas,
sendo o Oleo essencial d® bipinnatifidum Schott eficiente somente para
Staphylococcus aureussmbos os Oleos apresentaram atividade inseticda;
niveis de mortalidade variaram em funcdo das cdraghes testadas. Na
espécieC. ambrosioided.., evidenciou-se a presenca de compostos tegnic
nos tricomas glandulares e, na esp&cikipinnatifidumSchott, esses compostos
foram encontrados em cavidades secretoras.

Palavraschave: Oleos essenciais. Potencialidades biolagic@avidades
secretoras. Tricomas glandulares.



ABSTRACT

In recent years, the search for alternative artdralaproducts for the
control of micro-organisms and lipid oxidation obfl has been developed. The
aim of this study was to chemically characterize #ssential oils from
Chenopodium ambrosioidek. and Philodendron bipinnatifidumSchott, to
evaluate the potential biological and to determiine structures that secrete
them. The extraction of the essential oil was qrered by hydrodistillation
using a modified Clevenger apparatus, with a domatif 2 hours. The oils were
chemically characterized by GC-FID and GC/MS. Thaoxidant activity was
determined by monitoring the reduction in free caliDPPH (2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazil) and by using th@ -caroteno/ linoleic acid oxidation test system.
The evaluation of the antibacterial activity wasfpened by the agar well
diffusion technique usingStaphylococcus aureud.isteria monocytogenes
Escherichia coliand Salmonella cholerasiusThe insecticidal activity against
Diabrotica speciosavas performed using tests with and without freeiah
The characterization of the secretory structures pexformed by SEM and by
histochemical tests with Nadi, Sudan IV and ferdloride reagentsao-
Terpinene (40.73%)p-cymene (21.81%) anttansascaridol (12.48%) were
identified as the major compounds in the esseatidrom C. ambrosioides.,
and B-bisabolene (65.26%}rans-a-bergamotene (9.97%-copaene (3,33%),
o-cadinene (2,83%) and ar-curcumene (1,99%) fRanbipinnatifidumSchott.
The antioxidant activity was best demonstated I®yfthcaroteno/ linoleic acid
test for the essential oil fro@. ambrosioides.. (ICso 455.7 mg mL). This oil
also showed antibacterial activity against bothn&reegative and Gram-positive
bacteria. The essential oil frof. bipinnatifidum Schott was efficient only
against Staphylococcus aureudBoth oils showed insecticidal activity, and
mortality levels varied depending on the conceianatin C. ambrosioided..
species, terpene compounds were found in glandulenomes and inP.
bipinnatifidum Schott species, these compounds were found inetsegr
cavities.

Keywords: Essential oils. Biological potentiaglavities structures. Glandular
trichomes.
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1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de gietalsecundarios
de origem quimica diversa, destacando-se dos nmigtabgecundarios devido a
sua aplicabilidade como matéria-prima para a imdUfstrmacéutica, alimenticia
e cosmética (SIMOES et al., 2007).

O interesse pelo estudo dos 6leos essenciaibast@ado, ndo somente
na possibilidade de obtencdo de compostos aromméfantor agradavel), mas
também daqueles que apresentem potencialidadefyio@é promissoras ou,
ainda, de compostos precursores de substancidsvéele valor agregado.

Muitos Oleos essenciais possuem importantes atiesl bioldgicas,
fazendo-se deles, objetos de estudos, principaémerdla indastria de
agroguimicos, objetivando-se encontrar substanaiasurais inseticidas.
Entretanto, apesar do avanco no conhecimento daagwlidades bioldgicas e
farmacoldgicas desses 6leos, poucos estudos sédtaesa literatura sobre a
morfologia das estruturas celulares ou 6rgaos eitad na producdo de 6leos
essenciais nos vegetais.

Na industria alimenticia, os 6leos essenciaisnalé conferirem aroma
e sabor, possuem importantes atividades antioxddaetantibacterianas, que
podem potencializar o seu uso. Assim, para prom@eronservacdo dos
alimentos, a utilizacdo dos 6leos essenciais verdosestudada, propiciando o
desenvolvimento de técnicas que procuram minimigaefeitos negativos de
oxidantes, radicais e micro-organismos patogénleBREIRA et al, 2008).

Devido a importancia dos 6leos essenciais no mercadndial e a
diversidade de plantas existentes, ainda inexpdsradi pouco estudadas, séo
necessarias pesquisas que viabilizem o uso ddssaag Sendo assim, visando
a preencher a lacuna existente no conhecimentegpesies vegetais e fornecer

dados que sirvam para auxilio a taxonomia, coritviiupara a padronizacéo de
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produtos de origem vegetal, ressalta-se a impoaashe estudo das espécies
Chenopodium ambrosioidés e Philodendron bipinnatifidun$chott.
Objetivou-se aste trabalho caracterizar os constituintes quisnitrs
Oleos essenciais das espédidsenopodium ambrosioidds e Philodendron
bipinnatifidum Schott, determinar as estruturas secretoras eiaavabk

potencialidades bioldgicas como antioxidante, bitla e inseticida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabolismo secundario

A presenca de atividade metabdlica constitui unsacdsacteristicas dos
seres vivos. No caso das células vegetais, o nmistaioopode ser dividido em
primério e secundario (SIMOES et al., 2007).

O metabolismo primario é responsavel pela sinteseetlilose, lignina,
proteinas, lipideos, aclcares e outras substiimeEstantes para a realizacdo
das funcdes vitais das plantas. Por outro ladeggstais produzem uma grande
variedade de compostos organicos conhecidos contabdigos secundarios,
cuja denominagdo pode ser atribuida ao fisiologisggetal, Albrecht Kossel,
gue foi o primeiro a definir esses metabdlitos gposicdo aos metabdlitos
primarios (BOURGAUD et al., 2001).

Durante muito tempo, 0os metabdlitos secundarioanfoconsiderados
como produtos de excrecdo do vegetal, com estautguémicas e, algumas
vezes, propriedades biologicas interessantes. Emlgorpresenca desses
metabdlitos nem sempre seja necessaria para quelama complete seu ciclo
de vida, eles desempenham um papel importanteeragdo das plantas com o
meio ambiente (SIMOES et al., 2007).

A variedade de moléculas originadas do metaboliserundario das
plantas teria sido resultado de milhdes de anosvdtucdo, como forma de
protecdo contra o0 ataque de patdgenos, atracdogdrismos benéficos como
polinizadores, dispersores de semente e organisimigontes, adaptacdes ao
estresse ambiental ou defesa quimica contra migansmos (PIMENTEL et
al., 2010; ZACARONI et al., 2009), insetos (LIMA &lt, 2010), herbivoros e
outras plantas (BAKKALI et al., 2008). Contudo, gutos secundarios também

possuem acgdo protetora em relagdo a estressescahiotomo aqueles
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associados a mudancas de temperatura, conteUdguide Aiveis de luz,
exposicdo a radiacdo UV e deficiéncia de nutrienigeerais (SIMOES et al.,
2007). Além disso, esses compostos determinam taspee qualidade dos
alimentos, como o gosto, o0 sabor, o cheiro e adeomuitas plantas e flores
ornamentais, tendo neste Ultimo aspecto importanwa biodiversidade
(VERPOORTE; MEMELINK, 2002).

Entre os metabdlitos secundarios, os principaipagude compostos
encontrados com maior atividade biolégica sdo esla@tes, flavonoides,
cumarinas, taninos, quinonas e 6leos essencias®sEsio agrupados em trés
grupos: terpenos, compostos fenolicos e compostosgenados, todos eles
originados do metabolismo da glicose, via doisrinagliarios principais, o
acido chiquimico e o acetil-Coa, conforme demostraal Figura 1.

O acido chiquimico origina os aminoacidos aromaétipoecursores da
maioria dos metabdlitos secundarios aromaticos,octeminos hidrolisaveis,
cumarinas, alcaloides e fenilpropanoides, compogtes tém em comum a
presenca de um anel aromatico ligado a uma caddi@mica de trés atomos de
carbono na sua composi¢do. O acetil-CoA forneceirsdades acetila, que
compdem o intermediario reativo, acetil-tio-coerinh (acetil-CoA), o
verdadeiro precursor de varios grupos de substireid como os aminoacidos
alifaticos, terpenoides, esterdis, acidos graxtrsgkcerideos. Os aminoacidos
alifaticos originam-se do ciclo do acido citricap @asso que os demais
metabdlitos derivam do mevalonato ou da condensdgamidades de acetato.
Alguns metabdlitos secundarios derivam nao apenas uth desses
intermediarios, mas sao resultantes da combinaedonth unidade do acido
chiguimico e uma ou mais unidades do acetato owadirs deste, como é o
caso das antraquinonas, dos flavonoides e dososanandensados (SIMOES et
al., 2007).
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Figura 1 Ciclo biossintético dos metabdlitos seduiod
(Adaptado de Simdes et al., 2007)

2.2 Oleos essenciais

O termo 6leo essencial deriva da nomenclaturaraigaido século XVI
Quinta essentiee foi proposto pelo reformador da medicina Pasaselvon
Hohenheim (BURT, 2004).

Os 6leos essenciais sdo produtos do metabolismoddgo das plantas,
definidos como misturas complexas de substancidsiteis lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, variando em éidewe e composicdo, de
acordo com a espécie, variabilidade genética eremt@mbientais, sendo
geralmente caracteristicos para determinados Orgiqsmra o0 estagio de
desenvolvimento da planta. De acordo com a ISCerfiational Organization

for Standardization), séo definidos como “um prodaibtido por destilacdo em
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agua ou vapor ou por espressdo de pericarpos tiss feitricos (Rutaceae)”
(SIMOES et al., 2007).

S&o também denominados de esséncias, 6leos etérébsos volateis.
Biologicamente sdo mediadores de polinizacdo, tehoigdo atrativa em
determinadas espécies vegetais. Quando recentemdniédos, sdo incolores
ou ligeiramente amarelados; porém, alguns podessaptar coloracéo intensa.
Apresentam-se a temperatura ambiente como liquidie®sos de alta
volatilidade, o que os diferenciam dos Oleos fixossturas de substancias
lipidicas obtidas, geralmente, de sementes. Demar®ira geral sdo instaveis,
especialmente na presenca de luz, calor, umidade, metais. Podem ser
consideradas moléculas lipofilicas de baixo pestecntar, constituidas de uma
ou mais insaturacdes, instaveis a temperaturaug, dbddendo ser degradadas,
ou sofrerem polimerizacdo (SIMOES et al., 2007).

Os Oleos essenciais podem conter em sua congtitogg&a de 20 a 60
componentes em concentracdes distintas. Na maidda vezes, sao
caracterizados por dois ou trés componentes enentractes elevadas (20 -
70%), ou seja, compostos majoritarios em comparagdim O0S Outros
componentes presentes em pequenas quantidades @AKKal., 2008). Sua
constituicdo quimica pode incluir hidrocarbone®®énicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteragsétixidos, perdxidos, furanos,
4cidos organicos, lactonas e cumarinas, até coogmostn enxofre (SIMOES et
al., 2007).

A seguir estdo citadas as vias de biossintese egmnbides e
fenilpropanoides, ainda que outros tipos de conggpsinenos frequentes,

estejam presentes nos 6leos essenciais.
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2.2.1 Biossintese de terpenoides

O termo “terpeno” deriva do nome da resina tet@l@rou aguarras, de
onde foram isolados pela primeira vez (CROTEAU.2@00).

Os terpenos sdo também denominados terpenoidesiauymrssuem
elementos adicionais, como o oxigénio. Constituem largo grupo de
metabdlitos naturais, sendo conhecidos mais deD@6adfferentes terpenoides,
cuja grande diversidade deve-se a variabilidadesdas estruturas e dos grupos
funcionais (LUCKER, 2002).

Sao biossintetizados a partir do pirofosfato deestila (IPP) e seu
isdmero alilico, pirofosfato de dimetilalila (DMARPS&o originados varios
compostos derivados da juncdo dessas unidadesuiqpbssum esqueleto
carbdnico basico de formula 4ds), As moléculas formadas a partir de uma
unidade em C5 sdo denominadas hemiterpengblg{Csendo o isopreno
considerado o Unico hemiterpeno. Entretanto, sekrivadlos que contém
oxigénio, como o prenol ou o acido isovalérico, sdenominados
hemiterpenoides. As moléculas formadas por duaslades em C5 sao
denominadas por monoterpenos otfzs), 0S quais representam 90% da
composicdo dos 6leos essenciais. Sdo altamentefdbdios e seus efeitos
biolégicos estdo relacionados com interagbes comembrana dos micro-
organismos. Os sesquiterpenos sdo compostos fosnpaotrés unidades em
C5 e tém a férmula H,4. Os diterpenos séo formados por quatro unidades em
C5 e possuem a formuladls, (BASER e DEMIRCI, 2007; BAKKALI et al.,
2008; TURINA et al, 2006).

A biossintese dos terpenoides pode ser divididd etapas: sintese do
precursor fundamental, IPP; adi¢Bes repetitivagPd para formacao de uma
série de homdlogos prenil difosfato; acdo de erzipspecificas na producao

dos esqueletos terpénicos; modificacBes enzimaeasndarias dos esqueletos
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para originar funcionalidade e uma grande divedgdade compostos
(CROTEAU et al, 2000).

Existem, pelo menos, duas vias envolvidas na bitesd dos
terpenoides, uma via citosélica ou rota do mevdto(dVA) e outra plastidial
ou rota do 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP3)mbas conduzem a producao
de isbmeros do isopreno, o difosfato de isopergiP) e o pirofosfato de
dimetilalila (DMAPP), os quais constituem os monéosea partir dos quais
originarao os diferentes terpenoides (DEWICK, 2009)

A via classica do acido mevalbnico (Figurae2ivolve dois passos de
condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA peftesmas acetil-CoA
aciltransferases e hidroximetilglutaril-CoA sinta@#MG-CoA) para produzir
HMG-CoA. Em seguida, o HMG-CoA ¢ reduzido pela HMGA redutase para
acido (3R)-mevaldnico (mevalonato) que, por sua @ezonvertido a IPP, por
meio de duas fosforilagbes e uma descarboxilacai®PAisomerase catalisa a
conversdo de parte do IPP para dimetilalildifostatAPP) (LUCKER, 2002).
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Figura 2 Mecanismo de formacdo das unidades isimarétivas, dimetilalil
difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP) gelia do
mevalonato
(Adaptada de Dewick, 2009)
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A via do 5-fosfato de 1-deoxi-D-xilulose (DXPS) wia independente
do mevalonato (Figura 3) foi encontrada em bactgakyas verdes e nos plastos
das plantas superiores. Essa via tem como percdsdPP, o composto 1-
deoxi-D-xilulose-5-fosfato  (DOXP), formado pela demsacdo de uma
molécula de piruvato com o D-gliceraldeido-3-fosf@EAP). Foi denominada
por via MEP (2C-metil-D-eritritol 4-fosfato), forrda pela DOXP-
redutoisomerase (DXR) a partir do DOXP. Em seguagas sucessivas reacoes,
0 MEP é convertido no seu ultimo intermediario, gueonvertido em IPP e
DMAPP. As moléculas de IPP e DMAPP dao origentrans-geranilpirofosfato
(GPP), o qual é convertido nos diferentes monoterpeO GPP pode, entao,
ligar-se a outra molécula de IPP, formando um catgpale 15 carbonos,
farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria desquiterpenos. A adicéo de
outra molécula de IPP forma o geranilgeranil ddtes{GGPP), composto de 20
carbonos precursor dos diterpenos. Finalmente,~B&PP podem dimerizar
para formar triterpenos (C30) e tetraterpenos (C46¥pectivamente. A
formacédo de neril pirofosfato (NPP) a partir de G#figina um grande nimero
de esqueletos aciclicos, ciclicos, biciclicos eidlicos. Outros dois isbmeros
formados a partir do GPP séo o linalil pirofosfét®P) e o cis-nerilpirofosfato
(NPP) (formandoum esteroisdbmero cis). Esses compostos originariosvar
monoterpenos aciclicos (DEWICK, 2009).
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Figura 3 Biossintese de terpenos pela via da 1H2eiulose-5-P mevalonato
(Adaptada de Dewick, 2009)

2.2.2 Biossintese de fenilpropanoides

Além dos terpenoides, os 6leos essenciais contéfendpropanoides,
compostos aromatizantes que possuem, como precargaido chiquimico, o
qgual é formado pela condensacdo alddlica de doisbwdlktos da glicose: o
fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato. Pela findo &cido chiquimico e de
uma molécula de fosfoenolpiruvato, ocorre a forrnadé acido corismico
(PERES, 2004). O acido corismico € responsavel gavar aminoacidos
aromaticos, como a fenilalanina e a tirosina que,qua vez, com a acgéo da
enzima fenilalanina amonialiase (PAL), perde umalémda de amonia,

resultando na formacdo dos acidos cindmigo-ceimarico (Figura 4). Esses
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tltimos, por meio de reducdes enzimdticas, origiraopenilbenzenos e/ou
alilbenzenos, que por meio de rea¢fes de oxidamdiodegradacado das cadeias
laterais, geram diversos compostos presentes ritoagéio de muitos Oleos
essenciais (SIMOES et al., 2007).

HO /0
HO OH
OH
‘ Varias Reacdes
o
R=H Fenilalanina OH
R =0OH Tirosina NH,
R

‘ FAL

o)

R=H  Acido cinamico X OH
R =0H Acido p-cumarico
R

Reduc¢éo Oxidagao Reducéo Ciclizagéo
©/\/ CH, /@/\o /@/\/ CHs /@il
R R R fe} o
(R=H, OH) (R=H, OH) (R=H, OH) (R=H, OH)

Figura 4 Mecanismo de formacéo da estrutura bésisdenilpropanoides a partir
do acido chiquimico
(Adaptado de Simdes et al., 2007 )
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2.2.3 Mercado nacional e internacional dos 6leossesciais

O mercado de 6leos essenciais € promissor paraspgige possuem
uma grande biodiversidade, como o Brasil, e dispdemondi¢cbes para agregar
valor as suas matérias-primas, transformando-apredutos beneficiados. Os
6leos essenciais possuem grande aplicacdo narnadasmacéutica, alimenticia
e cosmética. De maneira geral, atuam como coadigwv&m medicamentos, sao
utilizados como aditivos alimentares para elimirggentes patogénicos
alimentares ou intensificadores de sabor e emposgadmo conservantes,
devido as suas propriedades antioxidantes. Sdoegambss principalmente
como aromas, fragrancias, fixadores de fragranotes composicdes
farmacéuticas e orais, sendo comercializados nfosua bruta ou beneficiada,
fornecendo substéncias purificadas como o limoneitral, citronelal, eugenol,
mentol e safrol (BIZZO et al., 2009).

Devido a escassez de matérias-primas, duranteseaapédgunda Guerra
Mundial, o desenvolvimento da industria de 6leaemsiais foi impulsionado.
Ja na segunda metade dos anos 50 e inicio da déed&a diversas empresas e
indastrias alimenticias instalaram-se no Brasilmewntando a demanda interna
por Oleos essenciais. E, como o0 pais passava por pwoesso de
industrializacdo, algumas empresas produtoras de ébksencial tiveram a
iniciativa de introduzir espécies aromaticas ng (IZZO et al., 2009).

Ao lado da China, india e IndonésiaBrasil ocupa lugar de destaque
na producdo de 6leos essenciais, devendo essd@@aris 6leos extraidos de
citricos, que sado subprodutos da industria de sueasetanto, no passado, o
Brasil destacou-se também na producdo de 6leordiaisede pau-rosafiba
roseaodoravar amazonicaDucke), sassafraséssafras albidurfNutt) Nees) e
menta Mentha arvensjs sendo atualmente importador dos dois Ultimoss, po

caso especifico do pau-rosa, a disponibilidadéndéol sintético, a pre¢cos muito
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baixos, limitou o mercado deste 6leo a perfumaiia, ftuja demanda é reduzida
(BIZZO et al., 2009).

De acordo com Bizzo et al. (2009), em relacédo argal comercial
brasileira, em 2008 foram exportados US$ 309,5deshem Oleos essenciais,
versus US$ 171,2 milhdes importados, sendo 93% alor \obtido com as
exportacbes oriundos de Oleos essenciais de freitasas. Evidencia-se,
portanto, o dominio dos dGleos citricos no mercadsileiro, cujos principais
responsaveis pelo aroma e qualidade desse 6lencedssfo o limoneno e o
citral (LADANIYA, 2008).

2.3 Glandulas secretoras e acumulo de 6leos essaisci

Dependendo da espécie vegetal, os Oleos esserpodism estar
presentes em diferentes partes da planta (Figuciio folhas, flores, madeira,
ramos, galhos, frutos, rizomas e raizes. Apos mssintese, sdo armazenados
em células e locais especiais como cavidades,car®mlsas secretoras, além de
tricomas e glandulas. Todos os 6rgdos de deterasnaspécies podem conter
Oleo essencial, mas sua composicdo pode variamaldacom a sua localizacdo
(SIMOES, 2007). Ressalta-se que o desenvolvimergssas estruturas
especializadas pode estar relacionado com a fitddaxle de alguns terpenos,
que, em elevadas concentracdes, podem apresentaracéo lesiva para as
estruturas bioldgicas (LUCKER, 2002).
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Partes
de uma
planta

Figura 5 Aspecto geral de uma planta
Fonte: ROGER, 1998

Essas estruturas histoldgicas podem ser dividisadas tipos: aquelas
que ocorrem na superficie da planta e secretantésuliss diretamente fora
dela, como os pelos e os tricomas glandularesuelaxique ocorrem no interior
do corpo da planta e secretam substancias nososspaercelulares, como as
cavidades secretoras, ductos secretores, céludestaras e bolsas liségenas ou
esquizégenas. As estruturas anatdbmicas nas quaidleos essenciais sao
depositados evoluiram de células oleiferas, caesleal canais secretores a
tricomas glandulares, cujas estruturas caracteriinhagens evolutivas de
Angiospermas (GOTTLIEB e SALATINO, 1987; SVOBODA e
GREENAWAY, 2003).
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As cavidades secretoras sdo estruturas mais ousmesféricas que
podem ser formadas de duas maneiras: pela sepalag¢fiva das outras células
parenquimaticas formando espacos intercelularegpetas modificacdo de uma
célula formando uma cavidade com epiderme. Esgeges sao limitados por
células secretoras que sdo responsaveis pela pmdic; 6leo essencial. Os
principais exemplos de 6leos armazenados nesseldi@strutura sdo os 6leos
essenciais de espécies citricas. Por outro ladiyaies secretores séo cavidades
alongadas, resultantes da juncé@o de véarias caddsatzetoras, sdo revestidos
por varias células adjacentes, estando entre egdalas secretoras e células
epiteliais; este tipo de estrutura pode ser enadatrem toda a familia das
Apiaceae (GOTTLIEB e SALATINO, 1987; SVOBODA e GREEWAY,
2003).

Os tricomas (Figura 6380 apéndices epidérmicos muito variaveis em
estrutura e de valor diagndéstico em taxonomia. E&sdruturas podem ser
denominadas tricomas tectores ou ndo glandulatésognas glandulares. Os
primeiros podem ser unicelulares e multicelula®s. tricomas glandulares
secretam substancias de natureza lipofilica, gerstlndleos essenciais ricos em
terpenoides. Muitas sdo as formas desses tricamasialmente sdo pequenos
com o apice multicelular arredondado ou achatadmposto de células cujo
citoplasma € denso. Frequentemente, as secrec8benerum espagco sub—
cuticular entre as células glandulares e a cuticligendida. Usualmente
compreendem o pedicelo ou pedinculo, que podenseuunulticelular, uni ou
multisseriado; e a glandula, também uni ou multiee) quando subdividida por
paredes horizontais e verticais. A secrecdo podegrecer no protoplasto ou
acumular-se entre a cuticula e as paredes exteelgadas. Esses tricomas
glandulares podem ser encontrados nas folhas, scaleaté mesmo em
determinadas partes das flores (APPEZZATO-DA-GLORIACARMELLO-
GUERREIRO, 2006).
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Figura 6 Aspecto geral de tricomas glandulares @bertura

A principal caracteristica frequentemente utilizggia distinguir os
tricomas glandulares € o tipo de produtos secrstadabsorvidos, que podem
ser identificadosn situ por meio de testes histoquimicos. O uso de parametr
guantitativos simples pode possibilitar a distingdiegura entre tricomas
capitados e peltados (ASCENSAO, 2007). Segundo/gab e Cantino (1987),
tricoma capitado é aquele com comprimento do paddrmaior que metade da
altura da cabeca.

Em processos de extracao do 6leo essencial deaplaescas ou secas,
0 material vegetal é contactado com vapor (deéftilag vapor) ou agua em
ebulicdo (método de hidrodestilagdo), o que resudtaruptura dos tricomas
glandulares e, consequentemente, na liberacdo udmténcias volateis nele
contidas (GASPAR, 2001), ou ainda, terminada a fsesecrecdo, as células
glandulares sofrem, de um modo geral, degeneredacéelular, o que leva ao
colapso da cabeca glandular do tricoma e a suaapeed funcionalidade
(ASCENSAO, 2007).
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2.4 Potencial antioxidante

O estresse redox € definido como um desequilibnéndico entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio, nitiogén enxofre e a defesa do
organismo por compostos antioxidantes, o que eesut inducdo de danos
celulares (OLIVEIRA et al., 2009).

Ha diversos fatores associados ao estresse realm, lsabitos de vida
inapropriados, condi¢cdes ambientais inadequadaseltetimento, estados
psicolégicos que provoquem estresse emocional, lgggs crbnicas e
degenerativas (OLIVEIRA et al., 2009).

Os antioxidantes sdo compostos quimicos que posaumpacidade de
reagir com os radicais livres, minimizando seugafemaléficos no organismo.
Podem ter origem enddgena, sendo provenientestaalimentar ou de outras
fontes (SOUSA et al., 2007). Eles retardam a vd&uteé de oxidacdo por meio
de um ou mais mecanismos, como inibicdo de radivaés e complexacao de
metais (DUARTE —ALMEIDA et al, 2006).

O processo de oxidacdo dos lipideos presentes limengos ocorre
durante o processamento e estocagem, devido &€nc@rde transformacfes
guimicas, como a hidrolise e a oxidacdo (BOBBIO;BBGD, 2001). Esse
processo, denominado peroxidacao lipidica, é respeh pelo desenvolvimento
de sabores e odores desagradaveis nos alimemnuado-os impréprios para o
consumo, além de provocar outras alteracfes quenpafetar a qualidade
nutricional, devido a degradacado de vitaminas $iphsreis e de acidos graxos
essenciais, como também comprometer a integridagguwanca dos alimentos
(RAMALHO e JORGE, 2006).

O surgimento de compostos indesejaveis, oriundaxidacao lipidica,
€ um problema que deve ser solucionado para se winigrolongamento da

vida (til dos alimentos. Como consequéncia dissm-ge desenvolvido uma
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série de estudos para avaliar o potencial antioiédae varios compostos,
conhecer a concentracdo adequada, a influénciaisiems lipidico e da
temperatura, bem como possibitar a substituicd@dbtexidantes sintéticos por
antioxidantes naturais (RAMALHO e JORGE, 2006).

Os compostos BHT (butilhidroxitolueno), BHA (butidinoxianisol), GP
(galato de propila) e TBHQ (tertbutilhidroxiquingnasado antioxidantes
sintéticos utilizados em alimentos para inibir @adegxdo quimica de seus
componentes. A estrutura fendlica desses compdBigara 7) possibilita a
doacdo de um proton para o radical livre, interreng® o mecanismo de
oxidagdo. Os derivados fendlicos tornam-se novacais, mas podem se
estabilizar por meio da ressonéancia resultanteedbbchlizacdo dos elétrons na
molécula, sem promover ou propagar rea¢cdes degad&mbora sejam muito
utilizados na inddstria, estudos toxicologicos té@emonstrado o potencial
carcinogénico desses antioxidantes sintéticos @argmentos com animais. Em
outros estudos, o BHA mostrou induzir hiperplasiatgintestinal em roedores
por um mecanismo desconhecido; em humanos, a neilevdessa observacao
ndo esta clara. O TBHQ promoveu a reducdo do migehemoglobina e a
hiperplasia de células basais (RAMALHO e JORGE 200
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Figura 7 Estruturas quimicas dos principais antiaxies sintéticos

Nesse contexto, nota-se que os produtos naturaigspecial os 6leos
essenciais, sdo cada vez mais estudados como sgetitxidantes, na tentativa
de promover a substituicdo dos sintéticos ou fammociacdes entre eles e
propiciar o desenvolvimento de técnicas que reduasrefeitos negativos de
substancias sintéticas consideradas maléficasi@ sau

Os compostos responsaveis pela atividade antidddatribuida a
alguns 6leos essenciais sdo aqueles que possuesmaeastrutura um ou mais
grupos hidroxila (OH ou grupos metoxila (C¥D) ligados ao anel aromatico,
insaturacdes ou elétrons disponiveis para seremiodo@ARVALHO, 2004).
Aqueles que possuem hidroxila ligada ao anel aiom&presentam carater
acido, sendo assim, capazes de doar atomos dgéioo cujo radical formado

é estabilizado por estruturas de ressonancia. fogmetoxi € um forte grupo
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doador de elétron, o que aumenta a estabilidadendbbenzénico, resultando
em aumento da atividade sequestradora de radiaas (ZHANG et al., 2006).

Os ensaios antioxidantes utilizados podem ser ifitags em duas
categorias; aqueles que se baseiam na transferéivei de hidrogénio
(métodos diretos); e ensaios baseados na transferde elétrons (métodos
indiretos). Diferentes metodologias tém sido desklas para obter medi¢Ges
qualitativas ou quantitativas da capacidade amtaodte dos compostos,
utilizando testes quimicos. Entre os principaigee®xistentes, nas analises
representantes dos métodos diretos, encontram-gmsagos de oxidagdo do
sistemag-caroteno/acido linoleico e de formagéo de espéeiavas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS). Entre os representantes mh@$odos indiretos, cita-se
aquele gque monitora o consumo do radical estazetlifenil-1-picrilhidrazila
(DPPH) pelas amostras analisadas (HUANG et al5200

Guimarédes et al. (2011), avaliando a atividadeoazittante do 6leo
essencial do capim-liméo e do seu composto majoritétral, ndo observaram
atividade perante metodologia que avalia a reddg&adical estavel DPPH. No
entanto, utilizando a metodologia que emprega tersg emulsificadop-
caroteno/acido linoleico, tanto o 6leo essenciantp o citral demonstraram
atividades antioxidantes significativas, apresattam6,45% e 38,0% de
atividade na concentragdo de 100iyfara o 6leo essencial e para o citral,
respectivamente.

Piaru et al. (2012) estudaram a atividade antioxaldo 6leo essencial
de Myristica fragranse Morinda citrifolia utilizando o ensai@-caroteno/acido
linoleico e encontraram valores de 88,68% e 69,4¥0atividade para as
espécies, respectivamente.

Lima et al. (2012), analisando os 6leos essendaldyristica fragrans
e Salvia microphyllando observaram atividade antioxidante pela metgitlo

DPPH, mas a atividade foi evidenciada pelo testeaierp-caroteno/acido
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linoleico para o 6leo dbl. fragrans com Ch, 976 pug mL', e para o 6leo d8
microphylla com Ck, 976 pg mL.

Ressalta-se, porém, que um composto para ser adblizcomo
antioxidante deve apresentar eficacia em baixasettracdes, ndo causar
efeitos indesejaveis na cor, no odor, no sabor eoetmas caracteristicas dos
alimentos. Deve ser compativel com o alimento &diaplicacdo, além de ser
estavel nas condi¢Bes de processo e armazenaniehALHO e JORGE,
2006). Deve-se também levar em consideracéo aznaditrienticia que os 6leos
essenciais serdo inseridos, uma vez que sdo cayapnstaveis, podem ocorrer
reacOoes de oxidacdo, polimerizagdo ou outro tipoaleragdo estrutural
(BAKKALI et al, 2008).

2.5 Atividade antibacteriana

Atualmente, a alimentacdo tem sido motivo de prpacéo,
especialmente no que diz respeito a contaminacaalimentos por bactérias
patogénicas. A OMS (Organizacdo Mundial de Saldr) alertado para a
necessidade de diminuir a contaminacédo de alimgmosagentes bioldgicos
com potencial para causar danos a saude.

Por possuirem um papel importante na economia raljradi alimentos
devem ser elaborados conforme os padrfes sanijtdji@s apresentem boa
gualidade e seguranca fisica, quimica, e biologin#a vez que sdo excelentes
substratos que podem propiciar o desenvolvimentamudeerosas espécies e
variedades de micro-organismos (FORSYTHE, 2005).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos estédrsando cada vez mais
frequente, limitando as opc¢des terapéuticas daepsos infecciosos (CUNICO
et al.,, 2004). Esse fato € decorrente de uma éolun@tural devido ao uso

intenso de farmacos, o que representa um granddepra com relagdo aos
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tratamentos existentes no mercado. Ha a preocupig&dio haver classes de
antibiéticos que possuam efeito contra populac@sistentes de bactérias
(COELHO et al., 2004). Assim, ressalta-se a impmitida descoberta de novos
compostos ativos com atividade antimicrobiana.

Nesse contexto, destacam-se 0s estudos com Oksarscisds, uma vez
gue possuem propriedades antibacterianas intetess@natividade de alguns
6leos essenciais ainda nao é reconhecida, embatasn@studosn vitro vém
sendo realizados e relatam a efichcia dos Oleosn@sss sobre bactérias
patogénicas. Millezi et al. (2012) pesquisaramiadaide e composicao quimica
dos 6leos essenciais dehymus vulgaris(tomilho), Cymbopogon citratus
(capim-lim&o) eLaurus nobilis (louro) sobre as bactériaStaphylococcus
aureus Escherichia. coli Listeria monocytogenes Salmonella enterica
Enteritidis e Pseudomonas aeruginasd 6leo essencial deC. citratus
demonstrou atividade bacteriana em todas as coacéet testadas e sobre
todas as bactérias, sendo seu constituinte majorita citral, uma mistura
isomérica de geranial e neral. O constituinte nitajoo deT. vulgarisfoi 1,8-
cineol e do 6leo essencial de nobilis que apresentou menor atividade
antibacteriana, foi o linalol, seguido pelo 1,8exh As bactérias Gram-
negativas demostraram maior resisténcia com o esoléos essenciais testados
neste estudo. &. colifoi a menos sensivel, sendo inibida apenas pé&as de
C. citratuseL. nobilis

Andrade et al. (2012) testaram o efeito dos Olessriais de citronela
(Cymbopogon nardyscanela Cinnamomum zeylanicyne gengibre ingiber
officinale) sobre as bactériaStaphylococcus aureukisteria monocytogenes
Escherichia coli Salmonella Cholerasuis e Pseudomonas aeruginasa
Constataram que os 6leos essenciais apresentaviathadd antibacteriana tanto

para bactérias Gram-negativas como para bactéram-@ositivas, sendo o 6leo



42

essencial de&C. zeylanicunmo mais eficiente, apresentando como componentes
majortitarios o (E)- cinamaldeido, acetato de (Bamila e 1,8-cineol.

Recentemente, tem sido desenvolvidas pesquisa® sohatividade
antimicrobiana in vivo, demonstrando uma possivel utilizacdo de 6éleos
essenciais como conservantes naturais em alimeatosomo solug¢des
sanificantes na remoc¢do de biofilmes bacteriandévei@a et al. (2011)
estudaram a atividade antimicrobiana do 6leo efdeteSatureja montana.
contraClostridium perfringensipo A inoculado em mortadelas formuladas com
diferentes niveis de nitrito de sédio (NaplQPelos resultados obtidos, infere-se
gue o uso potencial combinado de 6leo essencialaatigades minimas do
aditivo sintético, NaNg controla C. perfringensusualmente presente em
mortadelas.

Oliveira et al. (2012) avaliaram a a¢&o antimi@oh do 6éleo essencial
de Cinnamomum cassia do composto cinamaldeido em biofilme formado por
Listeria monocytogenes Escherichia coliem superficie de aco inoxidavel. A
atividade do 6leo essencial e do cinamaldeido tiai, maioria dos casos,
equivalente ou superior a dos desinfetantes quértiestados. Assim, ambos
demonstraram ser alternativas eficientes para riggidores quimicos
comerciais na reducao ou eliminacao de célulasdiihas sésseis.

2.5.1Escherichia coli

A bactériaEscherichia colifoi isolada pela primeira vez em 1885, pelo
bacteriologista alemdo Theodor Escherich e denatairde “Bacterium coli
comune”, ganhando posteriormente 0 nome do sewllédor (KONEMAN et
al., 2001).

Escherichia colié uma bactéria Gram-negativa, possui forma bacilar,

pertence & familia Enterobacteriaceae, caractelizae por apresentar
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metabolismo anaerébio facultativo, podendo ser mow imovel
(ANDREATTI FILHO, 2007). Essa espécie inclui cepa® patogénicas, que
sdo comensais inofensivos presentes na microbiotarato intestinal de
humanos e animais e, cepas altamente patogénioass@p produtoras de
toxinas, responsaveis por provocar surtos de deeegahumanos e animais
com consideravel taxa de mortalidade. A presengaepas ndo patogénicas em
alimentos e na 4gua indica contaminacao diretaditeta de origem fecal, e em
funcéo disso, é utilizada como indicador classeassivel presenca de micro-
organismos patogénicos (TORTORA, 2000).

De modo geral, a&. coli podem ser classificadas como diarreiogénicas,
que tem seu mecanismo de patogenicidade estalmelegidhtestino ou como
patogénicas extraintestinais, com capacidade deniealcdo e disseminacao
para outros sitios orgéanicos, ocasionando infecgdegato urinario, inflamacao
generalizada e meningite (JOHNSON; RUSSO, 2005; BSILKULESUS;
MULVEY, 2008).

Além disso, entre a&. coli que ocasionam diarreias, a combinacado de
fatores de viruléncia possibilita a classificacdas dcepas em ETEC
(enterotoxigénica), EPEC (enteropatogénica), EHE&htefohemorragica),
VTEC (produtora de verotoxina), EIEC (enteroinva¥}vEAQQEC ou EAEC
(enteroagregativa), DAEC (difusamente aderenté)dTIARO e KAPER, 1998).

2.5.2Listeria monocytogenes

O génerdListeria possui seis espécies descritasmonocytogened..
ivanovii; L. innocua L. seeligerj L. welshimerie L. grayi, sendo a espécie
Listeria monocytogenaama espécie patogénica aos seres humanos, e gae cau
grande preocupacado no que diz respeito as enfatesdmusadas por alimentos
(PINHO; DEGENHARDT; SMANIA JUNIOR, 2006).
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A L. monocytogeneapresenta-se na forma de bastonetes curtos Gram-
positivos de 0,4 a 0,5 um de diametro e 0,5 a }0dge comprimento, com
extremidades arredondadas que podem ou ndo apmesenha filamentosa,
desenvolvendo em uma faixa ampla de 0 &C4ZEncontra-se amplamente
difundida em plantas, em alimentos, como legumésitas, tanto crus como
processados, queijos e leite, carnes e tambémsfabomar (FORSYTHE,
2005).

A listeriose é uma doenca causada pela bactérimonocytogenes
Efetivamente, sua origem foi comprovada em 1981gesndo que a
contaminacdo de alimentos fosse a principal fonte ngicro-organismo
(GUERRA; BERNARDO, 2004). Em humanos, € vista cooma doenca
invasiva em grupos de risco bem definidos, afetamdicipalmente, individuos
imunodeprimidos, gestantes e idosos. Manifesta-ge gastroenterites,
meningites, encefalites, infec¢cdes transmitidas géatante para o feto e
septicemias, resultando na morte de 25 a 30% dms gAOGUERCIO et al.,
2001; KHELEF et al., 2005).

2.5.3SalmonellaCholeraesuis

O géneroSalmonellaé pertencente a familia Enterobacteriaceae e
apresenta-se na forma de bacilos Gram-negativeses@orulados, anaerébios
facultativos e geralmente mdveis, com presencalatglds peritriquios, nédo
capsulados, oxidase negativa e catalase positsta.amplamente distribuido na
natureza; ja foi isolado dos vertebrados, send@mmem e 0s animais seus
reservatérios primarios (GRIMONT et al., 2000; CRMIS, 2005).

Ao longo dos anos, a classificacdo taxonémica &uweip Salmonella
sofreu varias modificacdes e ainda ndo esta totdémeefinida. Pode ser

dividido em trés espécieSalmonella entericaS. bongorie S. subterraneaA
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espécieSalmonella entericapor sua vez, é dividida em seis subespécies:
enterica salamae arizonae diarizonae houtenaee indica (REEVES et al.,
1989).

A espécieSalmonella entericaubsp. enterica apresenta mais de 2.500
sorovares classificados conforme sua formula amtigé A denominacdo dos
sorovares é, muitas vezes, derivada da localizgeégrafica do primeiro relato
de isolamento (GRIMONT, et al., 2000).

A Salmonella Cholerasuis é umaSalmonella enterica sorovar
Cholerasuis. Constitui-se como patégeno intracelfdaultativo de suinos, o
gue resulta, na maioria das vezes, em graves dd¥edgvasivas em humanos
(CHIU; SU; CHU, 2004). Essa espécie tem propengéiondadir a corrente
sanguinea e ocasionar febre, diarreia, letargiarablgmas respiratorios
(SCHWARTZ, 1999). Pode causar infeccbes sistémisms humanos. Os
avancos nas técnicas de diagnéstico, cuidados god e terapias
antimicrobianas tém melhorado a qualidade de via mhcientes acometidos
pela infeccao.

2.5.4Staphylococcus aureus

A espécie Staphylococus aureug muito conhecida devido a sua
patogenicidade frente ao homem e animais. Foi adtugela primeira vez por
Denys em 1894 e, posteriormente, por Barber, em,Ifi4s, somente em 1930,
foi definitivamente reconhecida a importancia dswfococos na intoxicacdo
alimentar (JAY, 2000).

O géneroStaphylococcuapresenta cerca de 30 espécies, das quais 17
podem ser isoladas de amostras biolégicas humaeadp as espécies mais
comuns Staphylococcus epidermidis Staphylococcus saprophyticuse
Staphylococcus aureUONEMAN et al., 2001).



46

As bactérias do génerStaphylococcussdo cocos Gram-positivos,
pertencentes a familia Micrococcaceae. Sao famdsatnaerdbios, com maior
crescimento sob condicdes aerdbias, quando, gntddyzem a enzima catalase.

A bactériaStaphylococus aureus um dos agentes patogénicos mais
comuns. Esta amplamente distribuida na naturezteimanos e animais séo
seus principais reservatorios (IARIA et al., 1980).

As infec¢Bes causadas pBr aureussdo de extrema relevancia pela
capacidade das cepas desenvolverem resisténciadlirex um antibiético
pertencente ao grupo das penicilinas resistentestaiactamase e penicilinase
estafilicocica. Esses organismos resistentes paderencontrados colonizando
as vias nasais e garganta (BROOKS, 2000; HARDY.,e2@04).

A disseminacdo d&. aureuspode ser prevenida pela higienizacdo e
assepsia rigorosa das maos, principalmente dosgimofais da salde que séo o
veiculo mais comum para a transmissdo de MRSA aureusresistente a
meticilina) (HARDY, 2004).

2.6 Atividade inseticida dos 6leos essenciais

As monoculturas ocupam vastas areas do planetas Eskuras, muitas
vezes, sdo atacadas por insetos herbivoros, cofadgagdes ocasionam danos
econdmicos, tornando-se pragas. O principal mémelocontrole as pragas
consiste na utilizacdo de produtos sintéticos, @ @gasiona, em geral,
contaminacdo do ambiente, reducdo de inimigos aatuintoxicacdes do
produtor rural e do consumidor (ALTIERI et al., 300

Sabe-se atualmente que o conhecimento dos dansadcsupelo uso
indiscriminado de produtos sintéticos, associado p@eocupacdo dos
consumidores quanto a qualidade dos alimentos, meomtivado estudos

relacionados a novas técnicas de controle de pragas
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O uso de produtos naturais como matéria-prima parsintese de
substéncias bioativas tem sido amplamente relatiskiacando-se os produtos
de origem botanica, cuja diversidade de estrutupainicas permite sua
utilizacdo como importantes fontes de recursos ganaroducdo de novos
agentes inseticidas.

Os inseticidas naturais sdo cada vez mais reqiositauma vez que
apresentam vantagens quando comparados ao emgrégseticidas sintéticos.
Sao obtidos de recursos renovaveis e rapidamemgmadilos, ndo deixando
residuos em alimentos e no meio ambiente. O deb@émemto desses
compostos requer tempo e também um estudo sistatlatijue preencha varios
requisitos, tais como seletividade contra inimigagurais, baixa toxicidade em
mamiferos e biodegradabilidade, além dos requisitomOmicos para que sua
producdo em alta escala seja viavel (VIEIRA et 2001). Dessa maneira,
alguns estudos com 6leos essenciais promissoresativisiade inseticida vém
sendo realizados.

Soares et al. (2012) pesquisaram a atividade amd@tidos O6leos
essenciais dos frutos de anis-estreldiioum verum e de pimenta-long®&iper
hispidinervum sobre o pulgadylacrosiphum euphorbiaéds 6leos essenciais
estudados demonstraram atividade inseticida; paaémortalidade dos pulgbes
variou significativamente para cada 6leo, sendolem &ssencial de anis-
estrelado mais eficaz que o de pimenta-longa.

Lima et al. (2010) avaliaram a toxicidade do 6lssemcial dégeratum
conyzoidesias concentragbes de 0,1; 0,5; 1; 2 e 3% paraastdago-cartucho
de milho Spodoptera frugiperdaNo teste de ingestdo de secdes de folha de
milho tratadas, o 6leo essencial apresentou atleidaseticida para a lagarta,
causando mortalidade acima de 70%, a partir deectrag;do de 0,5%.

Lima et al. (2009) realizaram testes de ingestadldo essencial de

pimenta-longa Riper hispidinervumC. DC.) e contato topico em lagartas-do-
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cartucho do milho no 1° e 3° instar. Os bioensdamonstraram sua atividade
inseticida paraS. frugiperda causando mortalidade e reducdo alimentar pelo
teste de ingestdo e toxicidade aguda pelo testplitmcao topica. Observaram-
se também sintomas de neurotoxicidade, como agitdu@eratividade e o
efeito knock-down, em que as lagartas ficaram insdper aproximadamente
oito horas e, em seguida, voltaram a sua atividadmal.

Castro et al. (2006) verificaram a ocorréncia de p&feréncia para a
alimentacado deSpodoptera frugiperdana presenca dos Oleos essenciais de
Achillea millefoliumL. (mil-folhas) eThymus vulgarig. (tomilho). Observaram
também que o 6leo essencial de mil-folhas foi adtaten atrativo &podoptera
frugiperda apesar se nao ter estimulado a alimenta@ép outro lado, o 6leo

essencial de tomilho apresentou efeito repelente.

2.6.1Diabrotica speciosa

Diabrotica speciosdFigura 8) é a principal espécie praga do feifeir
de algumas olericolas, sendo disseminada em toslosstados brasileiros e
outros paises da América do Sul. Segundo Milan@87)1D. speciosapode
provocar perdas totais nas lavouras de feijdojcpdatmente nos cultivos de
safrinha. No Brasil, além do feijoeiro, esse ingmetga tem sido registrado
causando danos em lavouras de milho, soja, amendbait@ita e cucurbitaceas
(MILANEZ; PARRA, 2000).
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Figura 8 Aspecto visual da espébiabrotica speciosa

A espécie Diabrotica speciosa(Coleoptera: Chrysomelidae) € um
besouro que, na fase adulta, € conhecido populéencemo vaquinha, patriota
ou brasileirinho, devido a coloracéo de seu cofplarva é denominada de larva
alfinete, por apresentar o corpo alongado e finare8enta ciclo biolégico de
dois meses e fecundidade superior a 400 ovos pwaéAs fémeas depositam
seus ovos proximos da base das plantas hospedegss raizes sao
consumidas pelo inseto em sua fase larval (GAS3E85).

Hohmann e Carvalho (1989) afirmam que o consumoiandal folhas
de feijdo pomD. speciosa de 0,70 chpor dia. Dados evidenciam que, na fase
inicial da cultura (uma semana apdés a emergéraidg, insetos por planta ja
podem provocar desfolha de até 16% em 24 horakndensacdo (SILVA et al.,
2003).

As leguminosas, incluindo o feijoeiro, e as cuidéddeas, estdo entre as
espécies mais atrativas para os adultdd.dgpeciosaprincipalmente na fase de
germinacdo e desenvolvimento inicial. Em infestacfgveras, esse inseto pode
causar a morte das plantas (QUINTELA, 2004). Alémnddno causado pelo
consumo alimentab). speciosa& conhecida como vetor de viroses para diversas
espécies de plantas, incluindo o mosaico-virétias deijdes e doencas
bacterianas (WALSH, 2003).
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O controle desse inseto é realizado basicamenteneir de frequentes
pulverizagfes com inseticidas sintéticos. Entretamissalta-se a importancia de
se estudar inseticidas naturais, pois ja sdo caddgecompostos que apresentam
impacto ambiental reduzido, auséncia de residussatimentos, auséncia de
efeitos prejudiciais sobre organismos benéficoseerifio estdo relacionados ao
aparecimento de resisténcia (VENDRAMIM; CASTIGLIQIZDOO).

2.7 Chenopodim ambrosioidels.

Entre as espécies vegetais promissoras paraagéitizno controle de
pragas, destaca-se a espécbenopodium ambrosioides. (Figura 9)
(TAVARES; VENDRAMIM, 2005).

O géneroChenopodiumé considerado cosmopolita, provavelmente
originario do México, cultivado e encontrado enrbeie estradas e em terrenos
abandonados.

A espécieChenopodium ambrosioidds € uma planta da familia das
Chenopodiaceas e é conhecida popularmente no Brasib erva-de-santa
maria, mentruz, anserina vermifuga, ambroésia, kemwdrigueira, cha-do-
México e quenopddio, sendo seu uso largamentedidfarem todo o pais (DI
STASI et al., 1989).

Essa espécie vegetal apresenta habito herbaceoatéoum metro de
altura, caule piloso e sulcado, folhas inteirasrkes; as superiores sdo sésseis
e as inferiores pecioladas, com dimensfes varialgzovidas de pelos
(PACIORNIK, 1990).

Mazzonetto e Vendramin (2003) estudaram o potkdeidl8 espécies
vegetais na sobrevivéncia d&canthoscelides obtectusdentrentre elas a
espécieChenopodium ambrosioides-oram colocados casais de insetos em

algumas caixas contendo 0,3 g de p6 de partessagecaada espécie vegetal,
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por um periodo de cinco dias, observando sua tade. A espécieC.
ambrosioidesfoi a mais efetiva, provocando repeléncia, morsalil total dos
adultos e nenhuma oviposicao.

Borges et al. (2012), realizando ensaios biol&ginovitro, apontaram
uma relevante atividade tripanocida do 6leo esakrig C. ambrosioides

extraido de plantas provenientes do Nordeste biasil

Figura 9 Aspecto geral da espéCieenopodium ambrosioidés

2.8 Philodendron bipinnatifidumSchott

A familia Araceae é constituida por 108 génerosreaproximadamente
3700 espécies monocotiledéneas herbaceas e tregmdgie, em sua maioria,
s&o de ocorréncia tropical ou subtropical (CORRE®&.e2009. E representada
por plantas terrestres, epifitas, hemiepifitas quaacas flutuantes. Possuem
caule muito curto ou longo, aéreo, ereto, reptanteubterraneo do tipo rizoma
ou tubérculo. Caracteriza-se pelo dimorfismo rddicuou seja, apresentam

raizes curtas grampiformes que se aderem intimananisubstrato, ou raizes
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longas, alimentadoras, que descem ao solo conakdfide de absorver agua e
nutrientes (COELHO, 2000; SAKURAGUI et al., 2007).

O génercPhilodendronSchott € um dos mais importantes da familia
Araceae, ndo apenas em termos de representatiyidedetambém pela sua
importancia para a floricultura como planta ornataer pela beleza de suas
folhagens. A origem do nonithilodendronsignifica amantephilo) das arvores
(dendror), com base em seu habito epifitico. Engloba apragamente 700
espécies formalmente reconhecidas, constituindassim, o segundo maior
género da familia depois dathuriumSchott (BLANCO; VALVERDE, 2004).

A espéciePhilodendron bipinnatifidun$chott (Figura 10) é amplamente
distribuida no Brasil. Possui raizes escoras, pelmEs se apoiam em um
suporte, e raizes de absorcdo (VIANNA et al, 200f).uma planta
moderadamente téxica (principalmente as folhas} apesar disso, seu fruto é
saboroso. Entre os nativos e remanescentes doraraldorasileiro, o extrato é
utilizado na pesca, uma vez que as folhas macerquasdo jogadas nas aguas,
provocava 0 entorpecimento dos peixes que, as$imya¥am na superficie,
facilitando a pesca. De suas raizes também é camuso para a confeccado de
cestos, barbantes, entre outros, mas, atualmepte, uso restringe-se a
ornamentacao e jardinagem.

Entre as espécies do génPhilodendrongncontram-se registrados
constituintes quimicos, como miristoleato de etilbisabolol, isopalmitato de
etila, 3-octadecenilfenol e palmitato de etila paraspécid?hilodendronmbe
Schott, além de outros constituintes, como algimsnloides com atividade
bactericida, encontrados na espd&tidodendron amurenseExistem estudos
descritos na literatura sobre atividades antipaitdas de extratos de varias
espécies, com destaque para a espddledendron bipinnatifidunschott,
contraTrypanossoma cruaTrichomonas vaginalifFEITOSA et al., 2007).

Entretanto, sdo escassos na literatura traballwe socomposicdo quimica e
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potencialidades biolégicas dos 6leos essenciaigétheroPhilodendron em
especial da espédrhilodendron bipinnatifidunschott.

Figura 10 Aspecto geral da espéetelodendron bipinnatifidunschott
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Fedigd avras (UFLA),
no Laboratério de Quimica Organica - Oleos Essenoio Departamento de
Quimica (DQI); Laboratério de Micologia, do Depanento de Ciéncia dos
Alimentos (DCA); Laboratério de Resisténcia de Rlana Insetos, do
Departamento de Entomologia (DEN); Laboratério deatdmia Vegetal, do
Departamento de Biologia (DBI); Laboratério de Misctopia Eletrdnica e
Analise Ultraestrutural, do Departamento de Fitologia (DFP); em parceria
com o Departamento de Biologia Vegetal da Faculdade déndiis da

Universidade de Lisboa- Portugal.

3.1 Coleta e preparacdo do material vegetal

As folhas da plant€henopodium ambrosioidds foram coletadas no
Horto de Plantas Medicinais da Universidade Feddealavras. A cidade de
Lavras localiza-se no sul do estado de Minas Gé@aissil), 21°14’S, longitude
45°00'W Gr. e 918 m de altitude.

As raizes da espéci€hilodendron bipinnatifidumSchott foram
coletadas em uma propriedade rural, no municipi®ales-MG. A cidade de
Pains localiza-se no Centro-Oeste do estado de sMiBerais (Brasil),
20022'13"S, longitude 45°65'71"W Gr. e 923 m diitade.

Os materiais vegetais foram coletados em um digname sem
precipitacdo e foram selecionados de acordo congraon de homogeneidade e
quanto a sua sanidade. As folhas foram picadasraeizss foram cortadas em
pedacos pequenos e uniformes, de modo a aumersapesficie de contato
durante o processo de extracdo. Em seguida, oiatdtepesado para o calculo

do rendimento.
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A ratificacdo taxondmica das espécies em estudgur@ 11) foi
realizada no Herbario ESAL (Herbario do Departamede Biologia da
Universidade Federal de Lavras-MG). Uma exsicatacdda espécie foi
incorporada ao acervo do referido herbario com amero de registro ESAL
26769 para a espéctehenopodium ambrosioidds e registro ESAL 27111

para a espéciehilodendron bipinnatifidunschott.

a) b)

Figura 11 Exsicatas das plantas coletadaShenopodium ambrosioidds b)
hilodendron bipinnatifidunschott

3.2 Extragao dos 0leos essenciais

O processo de extracdo dos Oleos essenciaisaf@ado no Laboratdrio
de Quimica Organica - Oleos Essenciais (DQI) daAJRD método utilizado
foi o de hidrodestilagcdo, utilizando um aparelho @evenger modificado,
acoplado a um baldo de fundo redondo com capacidadst. (Figura 12). A
extracdo foi realizada em triplicata por um periatip 2 horas. Apos esse
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periodo, coletou-se o hidrolato, que foi centriflya&m centrifuga de cruzeta
horizontal a 1100 g por 5 minutos. O 6leo essencial foi retirado coaugilio
de uma pipeta de Pasteur e acondicionado em urofdes vidro, o qual foi
envolto com papel-aluminio e armazenado sob refa@® (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2000).

O rendimento da extracdo dos Oleos essenciaigldtErminado em
porcentagem peso/peso (%p/p) em base livre de dmi(BLU), utilizando a
seguinte equacgao:

%R= 100 x peso do 6l¢

{[ peso da amost+ (peso da amitra x umidade /5}

Em que: R=rendimento do 6leo essencial (base dieremidade)

Figura 12 Processo de extrac@o do 6leo essenmabdestilacéo)
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3.3 Determinacdo da umidade

Para a determinacédo da umidade das folhas e idas,ratilizaram-se 5
g de cada amostra em triplicata, emergidas em U0 loe fundo redondo (250
mL) contendo 70 mL de cicloexano. Apds o processalektilacdo, realizado
por 2 horas, quantificou-se o volume de &gua ptesem material vegetal, por
meio de um coletor de vidro tipo Dean Stark (trapapdestilacéo) (Figura 13).
A umidade foi calculada extrapolando o teor de ggaim 100 g da amostra
(PIMENTEL et al., 2006).

Figura 13 Sistema para determinacdo da umidade
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3.4 Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais

As analises cromatograficas para identificacdo uantificacdo dos
constituintes dos 6leos essenciais foram realizadd3epartamento de Biologia
Vegetal da Faculdade de Ciéncias da Universidadéstiea- Portugal.

3.4.1 Identificacdo dos constituintes dos Oleos essiais

Nas andlises de Cromatografia Gas-Liquido/Espmettiia de Massas
(CGL/EM), foi utilizado um cromatdgrafo Perkin Elmeé\utosystem XL,
equipado com uma coluna de silica fundida DB-1(30xn®,25 mm d.i.,
espessura de filme 0,28n; J & W Scientific Inc.) acoplado a um espectrémet
de massas Perkin Elmer Turbomass (versdo do sefva).A temperatura do
forno foi programada de 45 a 175°C, aumentandondiC/e subsequentemente
15°C/min até 300°C. Atingidos 300°C, a temperatfmiamantida constante
durante 10 min; temperatura da linha de transfeaé280°C; temperatura da
camara de ionizagdo, 220°C; gas de arraste, laglistado para uma velocidade
linear de 30 cm/s e relagéo de reparticdo de fllixd).

Os compostos foram identificados por comparac&osaos indices de
retencdo em relacdo aos dos n-alcang€.,€ e espectros de massa e por
comparacdo com uma biblioteca de espectros de n@esenvolvida no
laborat6rio do Centro de Biotecnologia Vegetal,Fdeeuldade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa (MOURA, 2011).

3.4.2 Quantificacao dos constituintes dos 6leos essiais

Os 6leos essenciais foram analisados por Cromdimdess-Liquido

(CGL), num cromatégrafo Perkin ElImer 8700 equipadm dois detectores de
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ionizacdo de chama (DIC), um sistema de tratam#mtdados e um injetor, no
qual foram instaladas duas colunas de polaridafigedie com as seguintes
caracteristicas:

» DB-1 de silica fundida, de fase imobilizada entilsibcone (30 m x 0,25 mm
d.i.,espessura de filme 0,2&; J & W Scientific Inc.);

* DB-17HT de fase imobilizada em fenilmetilsilico(8 m x 0,25 mm d.i.).

A temperatura do forno foi programada de 45°C B°QC7 aumentando
3°C/min, e subsequentemente 15°C/min até 300°Cngitbs 300°C a
temperatura foi mantida constante durante 10 mitemperatura do injetor e
dos detectores foram de 290°C e 280°C, respectivamigtilizou-se hidrogénio
como gas de arraste, ajustado para uma velocidase de 30 cm/s e a relacao
de reparticéo de fluxo foi de 1:50.

A composi¢do percentual dos 6leos essenciaisetermhinada usando o
método da normalizacéo, pela integracdo das acsapidos sem utilizagdo de
fatores de correcdo. Os valores apresentados pon@sm ao valor médio de
duas injecbes (MOURA, 2011).

3.5 Analises morfolégicas

As analises morfolégicas foram feitas por meio Méroscopia
Eletrébnica de Varredura (MEV), realizadas no Labimia de Microscopia
Eletrbnica e Analise Ultraestrutural do DFP/UFLAiIlizando um microscopio
eletrénico de varredura LEO EVO 40.

Para as andlises, foram utilizadas folhas fredoaguarto né da planta
C. ambrosioided.. e raizes frescas da espéeievipinnatifidum as quais foram
lavadas em agua corrente e cortadas em dimensimsnapdas 0,5 x 0,5 cm.
Os materiais foram imersos em solucdo fixativa Keisky modificado
(glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampéodieto de sédio 0,05M e
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CaCl 0,001M) (KARNOVSKY, 1965), pH 7,2, por um periode 24 horas.
Apés esse periodo, os materiais foram lavados/édss em tampédo cacodilato
0,05M, sendo de 10 minutos o tempo para cada lavagen seguida, foram
transferidos para uma solucéo de tetréxido de 6$@sa)) 1,0% em agua por
um periodo de 1 hora.

Posteriormente, lavaram-se os materiais em agsidadia por trés vezes
e com solugBes aquosas de acetona has concentiac®g%, 50%, 75% e 90%
(uma vez cada uma), 100% (trés vezes), permanecEhduninutos em cada
tratamento. Ap@s a desidratacdo, as amostras fiensadas para o aparelho de
ponto critico Balzers CPD 030 para substituicdo adatona por COe
complementacdo da secagem (ROBARDS, 1978). Osiemmobtidos foram
montados em stubs com fita de carbono sobre unieufzetle papel aluminio e
cobertos com ouro no evaporador Balzers SCD 05@dosgosteriormente,

observados em Microscépio Eletrénico de Varredura.

3.6 Analises anatbmicas e histoquimicas

Os estudos anatdémicos e histoquimicos das fotkasds do quarto né
da espécieC. ambrosioidesL. e das raizes da espéckhilodendron
bipinnatifidum Schott foram realizados no Laboratério de Anatovegetal do

DBI/ UFLA, utilizando microscdpio foténico.

3.6.1 Anatomia vegetal

Os materiais vegetais foram coletados e, em segaidhazenados em
solucdo de etanol 70%. Foram feitas secOes trasmsee paradérmicas. As
secBes paradérmicas das faces abaxial e adaxeidierme foliar (espéci€.

ambrosioided..) e as sec¢des paradérmicas das raizes (espégiginnatifidum
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Schott) foram obtidas utilizando laminas de aco.deguida, foram clarificadas
em solucéo de hipoclorito de sédio 50%, lavadasagoa destilada e coradas
com solucdo de safranina 1% (JOHANSEN, 1940). Afe® transversais das
folhas, retiradas da regido mediana contendo aureergentral, e as sec¢des
transversais das raizes, foram obtidas com aug#iomicrotomo de mesa
modelo LPC. Posteriormente, as sec¢des foram cladifis em solugdo de
hipoclorito de s6dio 50%, lavadas em 4gua destidéadaradas com solucéo de
safrablau (safranina 1,0% e azul de Astra 0,1%praporcdo de 7:3 (BURGER

e RICHTER, 1991 e BUKATSCH, 1972). Em ambos o0s sass secdes

coradas foram montadas com lamina e laminula eatigglglicerinada, sendo
as laminas fotografadas em camera Moticam 2500lad@pao microscopio

modelo Olympus CX31.

3.6.2 Estudos histoquimicos

Os materiais vegetais frescos foram submetidaeésdes transversais
com auxilio de micrétomo de mesa modelo LPC, seadoobservacdes
realizadas em um microscépio fotbnico (modelo OlymE@X31) com camera
fotografica acoplada (Moticam 2500).

3.6.2.1 Analise qualitativa para detec¢édo de compos fendlicos

As sec¢Oes transversais obtidas foram transferaa a lamina e
coradas com cloreto férrico Il (10%). Em seguldicionou-se a laminula e as
laminas foram imediatamente fotografadas (JOAHANSENMO).

Os compostos fendlicos complexam d*Fermando precipitados, cuja
coloracdo pode variar do verde intenso, purpural aznegro (Figura 14)
(FIGUEIREDO et al., 2007).
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Figura 14 Reacdo de compostos fenolicos com clééetico
(Adaptado Figueiredo et al., 2007 )

3.6.2.2 Analise de lipideos

As secdes transversais foram transferidas pavg&wlide etanol 70% e,
em seguida, corados com Sudan IV. As secdes faratap, lavadas em etanol
70% e montadas entre lamina e laminula com gliaeE@% (GERLACH,
1984). As laminas foram imediatamente fotografadas.lipideos coram de

vermelho.
3.6.2.3 Deteccao de terpenoides

As secOes foram transferidas para o reagente rprEparado de NADI
por um periodo de 1 hora, a temperatura ambieote&souro. Em seguida, o
material foi lavado em tampéo fosfato de sédio Q,pM 7,2, durante 2 min
(DAVID e CARDE, 1964). Posteriormente, os cortesafdo montados em
laminas semi-permanentes com agua glicerinizadasdguida, realizaram-se as
observacdes no microscépio fotdnico.

O reagente NADI consiste em uma mistura de dompomentesg-
naftol e cloridrato de dimetjl- fenilenodiamina, o que resulta por oxida¢éo, no
composto azul de indofenol. Os compostos terpémicam de azul e as resinas
coram de vermelho-escuro (Figura 15) (FIGUEIRED@I€2007).
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Figura 15 Reacédo de formacéo do reagente NADI
(Figueiredo et al., 2007 )

3.7 Atividades antioxidantes

A avaliacdo das atividades antioxidantes do dlseresal extraido das
folhas frescas (espéci€. ambrosioideslL.) e das raizes (espéciB.
bipinnatifidumSchott.) foi realizada no Laboratério de Quimicgabica- Oleos
Essenciais do DQI/UFLA.

3.7.1 Oxidacao do sistemf-caroteno/acido linoleico

Foi realizada de acordo com a metodologia apradanior Wang et al.
(2008) e Lopes-Lutz et al. (2008), com pequenasifinaddes. Inicialmente,
preparou-se uma solucéo learoteno em cloroférmio (na concentragéo de 2,0
mg mL?); adicionaram-se a essa solucdo 60 pL de Acidtéian, 600 mg de
Tween 20 e 1,5 mL de cloroférmio, sendo o cloroférnevaporado em
evaporador rotatério a vacuo (Blicher Rotavapor R).1Posteriormente,

adicionaram-se a mistura 150 mL de agua destiladgual foi previamente

saturada com oxigénio (emulséo A); em seguida 2,8memulsdo A foram
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adicionados em tubos de ensaio e sob essa forascatns 20QL das solugbes
metanolicas dos compostos em estudos nas cond@@grde 25, 50, 100, 150,
200, 250 e 30Qug mL*. Paralelamente, foram preparadas duas solucdes; o
branco foi composto pela emulsdo A sem a adic&d-ahroteno; e o controle,
por 2,8 mL da emulséo A e 0,2 mL de metanol.

Apos a adi¢do das solugdes dos compostos em sstabee a emulséo
A, foram realizadas leituras em espectrofotbmebtaratzu UV-160 1PC) no
comprimento de onda de 470 nm. Em seguida, os fobas incubados a 50 °C
para a reacdo de oxidacdo e a leitura da absosbdoicimedida apos um
intervalo de 60 minutos.

A porcentagem de inibicdo (porcentagem de atiwidadtioxidante

AA%) foi calculada pela seguinte formula:

AA% = 100 x (DC — DA)/DC,

em que AA (atividade antioxidante); DC (grau derddgcdo do controle = [
In(a/b)/60]); DA (grau de degradacdo na preselcarndostra = [In(a/b)/60]); a
(absorbancia no tempo 0); b (absorbancia finamButos apds a incubacgéo).

Para termos de comparacdao, foi utilizado o ardentie sintético BHT
nas concentracdes de 25, 50, 100, 150, 200, 285G 300ug mL™.

3.7.2 Ensaio com DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil

Utilizou-se o método DPPH seguindo a metodologiscdta por Sousa
et al (2007).
O método consiste no monitoramento do consumoadacal DPPH

pelas amostras por meio da medida do decréscirabstabéancia.
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Foi preparada uma solucdo metandlica de DPPH ¢@olastoque de
DPPH) na concentracéo de g mL™. Os 6leos essenciais foram diluidos em
metanol nas concentra¢es 25, 50, 100, 150, 2am, I e 500ug mL™
Foram adicionados em um tudo de ensaio 2,7 mL ldg&westoque de DPPH,
seguidos da adicdo de 0,3 mL das diluicdes doassencial. Paralelamente, foi
preparado o branco e o controle. O primeiro comteéh@d mL de metanol e 0,3
mL da diluicdo mais concentrada do 6leo essengial,segundo contendo 2,7
mL da solucdo-estoque de DPPH e 0,3 mL de met#®lanalises foram
realizadas com quatro repeticBes e, apds 60 mirftitbes acondicionados na
auséncia de luz) em espectrofotbmetro (Shimadzu 160/-1 PC) no
comprimento de onda de 515 nm (LOPES-LUTZ et 8082.

A porcentagem da atividade antioxidante foi caldalde acordo com a

seguinte equagao:
AA% = [1'(Aamostr£Acontr0|9] X 100’

em que Amostra€ a absorbancia da solucdo contendo todos osnteage Aontrole
€ a absorbancia da solucéo-controle (solucdo cdmtelos os reagentes menos
0s compostos avaliados).

Para termos de comparacao, foi utilizado o ardentie sintético BHT
nas concentracées de 25,0; 50,0; 100,0; 150; ZM0e 300ug mL™.

3.7.3 Avaliagdo dos dados e andlise estatistica

Para cada uma das metodologias empregadas, ossaler G
(concentracéo que apresenta 50% de atividade af#tite) dos 6leos essenciais
e composto antioxidante utilizado como referénBidT) foram calculados pela

andlise de regresséo, entre a concentracao e idad#dvantioxidante obtida,
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sendo calculada apenas para 0s 6leos essencigErauo composto que
apresentou atividade superior a 50% nas conceesagiilizadas em cada
metodologia.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casaalz (DIC) em
esquema fatorial de 2 x 7 (6leos essenciais x obragghes), com quatro
repeticbes. O programa estatistico utilizado f&ISVAR (FERREIRA, 2011).
Os dados foram submetidos a analise de varianesaneédias, comparadas por

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.8 Atividade antibacteriana

A avaliagdo da atividade antibacteriana dos &ssenciais foi realizada
no Laboratério de Micologia do DCA/UFLA.

Foram utilizadas cepas puras S&phylococcus aureusTCC 13565,
Listeria monocytogenesATCC 19117, Escherichia coli ATCC 11229,
SalmonellaCholerasuis ATCC 6539.

3.8.1 Manutenc¢do das culturas bacterianas

Durante o periodo de realizagdo do experimentonioso-organismos
foram mantidos em eppendorfs contendo meio de ¢amgato e sob
refrigeracdo (4°C) (TEBALDI, 2008).
3.8.2 Teste de Difusdo Cavidade em Agar

As bactérias foram repicadas em caldo BHI, ficamdobadas a 37°C

por 24 horas. Posteriormente, aliquotas desse folim transferidas para um

tubo com 5 mL de caldo de soja triptica (TSB). Olsos foram incubados a
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37°C, até alcancar a turbidez de uma solugéo-pattéearland de 0,5,
resultando em uma suspenséo contenddJEC mL*. As leituras de turbidez
foram realizadas utilizando espectrofotbmetro (Sltinu UV-160 1 PC), no
comprimento de onda de 625 nm (National Commitigeinical Laboratory
Standards, 2003).

A concentracdo de inéculo, obtida pela escala Mafd de 0,5 (fb
UFC mL") foi diluida até atingir a concentracéo dé€ LUFC.mL", sendo, em
seguida, transferida para o meio de cultura TSAa @B espéciekisteria
monocytogengse para as demais espécies, transferida para o Magaller-
Hinton. O agar no qual foi inoculada a cultura beaaha foi depositado sobre
uma camada do mesmo agar, no qual foram adicionpéigdas de vidro
(estéreis) com 4 mm de didmetro para a formac¢gmwdes no meio de cultura.
Esses pocos foram preenchidos comutl@os controles e dos 6leos essenciais
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) nas concentregde 0; 3,90; 7,81; 15,62;
31,25; 62,5; 125,0; 250 e 509 mL™.

Foram realizadas trés repeticbes para cada tratamena testemunha
relativa com a aplicacdo de 1@ de DMSO e como padrdo de comparacao,
utilizou-se uma solucdo de 1Q@y mL* do antibiético Cloranfenicol (CL)
(OGUNWANDE et al., 2005).

Posteriormente, as placas foram incubadas em BOOD for 24 horas,
sendo, entdo, realizadas medi¢Ges diametralmentagpdos halos de inibicdo
formados.

A partir dos diametros obtidos, podde-se avaliar perfil de
susceptibilidade das bactérias nas diferentes otnacées dos 6leos essenciais.

Definiu-se a concentragdo inibitéria minima (CMidmo a menor

concentragéo de 6leo essencial em que ocorrewsenge de halo de inibi¢&o.
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3.8.3 Andlise estatistica

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizg@®BC), com trés
repeticBes. O programa estatistico utilizado f8ISVAR (FERREIRA, 2011).
Os dados foram submetidos a analise de variarasaneédias, comparadas pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.9 Atividade inseticida

O experimento foi conduzido no Laboratério de Résicia de Plantas a
Insetos do DEN/UFLA.

O plantio dos feijoeiros foi realizado em vasomaomapacidade para 3
Kg, utilizando como substrato solo do horizontd @t¢ssolo Vermelho Escuro)
adubado com 3 g do adubo NPK (8-28-16) por vasaivelgnte a 450 Kg ha
e quatro sementes de feijao tipo carioca/vaso. @ssv/foram mantidos sobre
bancadas no interior de uma casa de vegetacdo. 28pdi&s do plantio, foram
realizados os desbastes, deixando-se trés plaas/v

A coleta dos adultos ndo sexadodiabrotica speciosdoi realizada a
campo em culturas de milho, com auxilio de um sogdeé plastico acoplado a
recipiente de vidro. Posteriormente, esses colegptioram levados para o
laborat6rio, onde foram mantidos por 24 horas eil@ae acrilico (30 x 30 x
80 cm) e alimentados com plantas de feijoeiro\adtis em vasos.

As plantas de feijao foram borrifadas com as dmacdos o6leos
essenciais nas concentracfes 0 (agua + tween)1,0;51,5 e 2,0%, utilizando
um borrifador manual de plastico com capacidada fgfir mL. A solucgéo foi
aspergida até escorrer pelas folhas e hastesataagl

No teste sem chance de escolha, os vasos foraividirlizados

aleatoriamente em bancadas no interior de uma eamlanatizada (com
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temperatura de 3@ durante o dia e 2& a noite, umidade relativa de 70+10%
e fotofase de 12 horas) e cobertos com tecido nagapoiado em duas hastes de
ferro fixadas no substrato do vaso, formando un@ayde aproximadamente 20
cm de diametro e 60 cm de altura. Foram libera@aesdiiltos/gaiola logo apés a
aplicacdo dos tratamentos (ASSIS et al.,, 2011).obelws sete dias da
aplicacdo, foram avaliadas as porcentagem dedslimm injUrias, a area foliar
consumida, utilizando-se o medidor portatil (AM-308 a mortalidade dos
insetos.

No teste com chance de escolha, logo apds a ggtictos tratamentos,
foram liberados 200 adultos d& speciosano interior da sala climatizada.
Decorridos sete dias da liberacdo, foram avaliadgercentagem de foliolos
com injurias e a area foliar consumida.

Para ambos os testes, calculou-se o indice derBneia (IP), segundo

Seffrin et al. (2008), utilizando a seguinte forenul

IP = AI(A + M)

em que A= area foliar consumida (plantas com agficados 6leos essenciais);
M= area foliar consumida (planta-testemunha); IRe@fro); IP < 1

(fagodeterrente); IP > 1 (fagoestimulante).

3.9.1 Analise estatistica

Adotou-se o delineamento inteiramente casualiz&dG)(em esquema
fatorial 2 x 5 (6leos essenciais x concentracdes)) 4 repeticbes. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia, sendo asaveis avaliadas
submetidas a analise de regressdo ou as médiasi@map utilizando o teste

Tukey (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento e caracterizacdo quimica dos oleassenciais

Os valores médios dos teores de rendimento obpidas as plantas da
espécieChenopodium ambrosioidds e Philodendron bipinnatifidunchott.
foram de 1,7 e 0,1% (BLU), respectivamente.

Navaei e Mirza (2004), estudando o 6leo essedei@. ambrosioides
extraido de plantas localizadas no Ird, obtiveramrendimento de 1,8% (em
BLU), valor préximo ao encontrado neste estudoAlit@nou e colaboradores
(2012), avaliando o rendimento do éleo essencissal@spéciem diferentes
épocas do ano e em diferentes localidades, obsemvama variacédo de 0,3 a
1,2% (p/p).

Os resultados obtidos para caracterizagdo quiddodleo essencial de
C. ambrosioidesL. estdo apresentados na Tabela 1 e o cromatograma
correspondente encontra-se em anexo (Figura IANBREE A).

Pelos dados apresentados na Tabela 1, obseruaese qomponente
majoritario do 6leo essencial @enopodium ambrosioidés foi o a-terpineno
(40,73%), seguido dp-cimeno (21,81%) drans-ascaridol (12,48%) (Figura
16), ao passo que os demais constituintes ideadific foram encontrados em
valores inferiores a 0,5%. Constatou-se a predomiadde hidrocarbonetos
monoterpénicos (62,75%), seguidos de monoterpetgsrados (13,20%).
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Tabela 1 Composicao quimica do 6leo essenci@l. @enbrosioides.

Pico IR Composto %
1 927 benzaldeido %
2 930 a-pineno %
3 973 n-octanal %
4 975 B-mirceno Vv
5 1002 a-terpineno 40,73
6 1003 p-cimeno 21,81
7 1005 B-felandreno v
8 1009 limoneno 0,24
9 1027 trans-B-ocimeno Y
10 1035 y-terpineno v
11 1045 n-octanol Vv
12 1059 dimetil-estireno Vv
13 1073 n-nonanal Vv
14 1211 cis-epoxido de piperitona 0,34
15 trans epoxido de piperitona 0,35
16 trans-ascaridol 12,48
Total identificado 75,95%
Componentes agrupados
Hidrocarbonetos monoterpénicos 62,75%
Monoterpenos oxigenados 13,20%
Outros v

IR = indice de retencddc% = porcentagem de cada componente presente no 6leo
essencialv= vestigio
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a) b) c)

Figura 16 Estruturas quimicas dos componentes itéjos do 6leo essencial
de C. ambrosioidesL.; (a) a-terpineno (b)p-cimeno (c) trans-
ascaridol

Borges et al (2012), analisando a composi¢cado gaithd 6leo essencial
de C. ambrosioidezoletada no Horto de Plantas Medicinais e Aromatita
Universidade Federal do Piaui (Teresia)stataram a presenca dos compostos
terpinoleno (69,9%) e ascaridol (17,1%). Chekem okaboradores (2010)
coletaram essa espécie no campus da Universidafsaeang (Camardes) e
identificaram 14 compostos, sendo 0s compostos rit@jos a-terpineno
(51,3%),p-cimeno (23,4%) @-menta-1,8-dieno (15,3%); os dados corroboram
parcialmente os encontrados neste estudo.

Em concordancia com os dados obtidos, Monzote l.et(28911)
identificaram como componentes principaig-terpineno,p-cimeno e ascaridol,
apresentando uma variacdo na constituicdo quinticglesb essencial de 17,0 a
20,7%, 20,2 a 21,1% e 30,5 a 47,1%, respectivament

De acordo com os dados descritos na Tabela 2 eocoramatograma
em anexo (Figura 2A, APENDICE A), o 6leo essendel Philodendron
bipinnatifidumSchott apresentou como constituintes majoritasipsisaboleno
(65,26%), transa-bergamoteno (9,97%),a-copaeno (3,33%),d-cadineno
(2,83%) e ar-curcumeno (1,99%) (Figura 17), serawstituido em maior parte
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por compostos hidrocarbonetos sesquiterpénico6%9l.e hidrocarbonetos

monoterpénicos (3,7%).

Tabela 2 Composicao quimica do 6leo essefRchpinnatifidumSchott.

Pico IR Composto %
1 930 a-pineno 1,48
2 938 canfeno 0,12
3 958 sabineno 0,17
4 963 B-pineno 0,18
5 975 B-mirceno 1,16
6 995 a-felandreno v
7 1002 a-terpineno v
8 1003 p-cimeno v
9 1005 B-felandreno v
10 1009 limoneno 0,57
11 1017 cig3-ocimeno %
12 1027 trans-p-ocimeno %
13 1035 y-terpineno Vv
14 1345 a-cubebeno 0,20
15 1363 ciclosativeno 0,16
16 1371 a-ylangeno 0,03
17 1375 a-copaeno 3,33
18 1396 7-epix-cedreno 0,23
19 1400 a-cedreno 0,12
20 1414 B-cariofileno 0,95
21 14,34 trans-bergamoteno 9,97
22 1441 o-himachaleno 0,16
23 1447 o-humuleno 0,20
24 1455 trans-p-farneseno 2,30
25 B-santaleno 1,25
26 1469 trans-cadina-1(6),4-dieno 0,27
27 y-muuroleno 0,54
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Tabela 2, continuacao

28 1475 ar-curcumeno 1,99
29 1476 B-selineno 0,73
30 1478 cig-guaieno 0,05
31 1484 valenceno 0,07
32 1494 a- muuroleno 0,45
33 1500 B-bisaboleno 65,26
34 1505 trans-calameneno \Y
35 1505 §-cadineno 2,83
36 1525 a-calacoreno 0,28
37 1533 germacreno B 0,12
38 1536 trans-a-bisaboleno 0,14
39 1549 transnerolidol v
40 1561 oxido de-cariofileno 0,05
41 1600 1-epi-cubenol 0,17
42 1616 epi-cadinol \
43 B-bisabolol 0,19
44 1656 a-bisabolol 0,03
45 1658 epix-bisabolol 0,06
Total identificado 95,81%
Componentes agrupados
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 91,6%
Hidrocarbonetos monoterpénicos 3,7%
Sesquiterpenos contendo oxigénio 0,5%

IR = Indice de retencdo. % = porcentagem de cad@aponente presente no Oleo
essencial. v= vestigio
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c) d) e)

Figura 17 Estruturas quimicas dos componentes itéjos do 6leo essencial
de P. bipinnatifidumSchott; (a) trans-bergamoteno (b-bisaboleno
(c) a-copaeno (dy-cadineno e) ar-curcumeno

Ressalta-se que na literatura s8o escassos oshtmbaobre o
rendimento e composi¢do quimica do 6leo essenaftaizes dBhilodendron
bippinatifidum.

Bezerra et al. (2002), avaliando a composic¢éo igaiio 6leo essencial
de espécies do génerhilodendron observaram a presenca dos compogtos
pineno (13,3%)B-pineno (15,8%), limoneno (15,5%) , espatulenol, %) e
oxido de cariofileno (10,3%), resultados divergents encontrados neste
estudo, uma vez que as espécies estudadas sauadjssendo semelhantes
apenas em género.

Salienta-se que as variacdes quantitativas e giindis na composicao

quimica e nos teores de rendimento dos 6leos éaisemen estudo, quando



76

comparadas com os dados descritos na literatudgnpser atribuidas a varios
fatores. Esses incluem a qualidade dos solos, deidl ar, temperatura,
precipitacdo, métodos de extracdo e tempo de algtildo 6leo essencial, idade
da planta, eventos fenoldgicos, além da diversidgerética da espécie,
herbivoria, injaria fisica e outras formas de estee Além disso, as espécies
vegetais estudadas neste trabalho foram cultivewhasegides geograficamente
diferentes daquelas descritas na literatura, podsui assim, fatores
edafoclimaticos distintos (LIMA et al., 2003; SILV&t al., 2006).

Por outro lado, a época de coleta é um dos fatoes importantes,
visto que a quantidade e até mesmo a natureza alwitaintes ativos de
algumas espécies vegetais ndo é constante durante €ontudo, sado relatadas
variagdes sazonais no conteudo de praticaments #xdalasses de metabolitos
secundarios, incluindo os 6Gleos essenciais. Emnalguasos, os efeitos da
sazonalidade podem ser confundidos com alteracétgbilicas sob controle do
processo de desenvolvimento internamente (procdssmsonais) controlado
pela planta (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

4.2 Estudo anatémico e histoquimico

Em relacdo a arquitetura foliar da espécieambrosioided.. (Figura
18A), observa-se que o0 eixo basico de orientacafmlta é apical. A lamina
foliar apresenta forma simétrica e ovada estrait@q larga perto da base), com
apice e base agudos, sendo a base decorrente.gémimada folha é revoluta (é
curvada e esta voltada para a face abaxial da)folgaresenta serracdes
convexas e alas no peciolo. A nervacdo ou venagdéandina foliar é pinada
(nervura principal origina as demaispm padrdo craspedédromo simples, ou
seja, as nervuras secundarias terminam na margemenAira primaria segue

um curso reto, ao passo que as nervuras secunt&riadngulo de divergéncia
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agudo moderado, curso uniformemente curvado e possamificacBes de
ordem secundaria (COSTA e TAVARES, 2006).

Nas imagens das superficies foliares obtidas @Y NFigura 18B, C),
observou-se a presenca de tricomas tectores enticglandulares vesiculosos,
0s quais estdo restritos a face abaxial e localizan depressfes da lamina
foliar.

Os tricomas tectores (Figura 18D) possuem umatasdrafilada e estdo
presentes em ambas as superficies, adaxial e bhiiaxieetanto, a distribuicao
desses tricomas mostrou-se variavel, pois a faegialdapresenta tricomas
tectores em maior nimero que o observado na faexiahb Formam,
geralmente, uma densa cobertura, podendo sendradeira mecanica contra
varios fatores externos, como herbivoros e patéggefambém protegem a
superficie foliar da radiacdo ultravioleta, do cagtremo e da perda excessiva
de agua (VALKAMA et al., 2003).

Costa e Tavares (2006), estudando a anatomia @@i€henopodium
ambrosioidesL., constataram a presenca de tricomas tectordecemas
glandulares vesiculosos. Os tricomas tectores sdlticelulares unisseriados,
sendo a célula da base arredondada e a termimgjaala, com a forma de uma
foice e ocorrem nas duas faces. Os tricomas glaretilvesiculosos estao
presentes somente na face abaxial. S&o compostosnpocélula basal eliptica,
duas ou mais células intermediarias achatadasntids@ericlinal e uma cabeca
glandular. Ressalta-se que nesses tricomas fordettadas substancias de
natureza lipidica e fendlica.
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Figura 18 Visdo frontal das faces adaxial e abadd@akuperficie foliar d€.
ambrosioidesL. e eletromicrografias de varredura. B — Tricomas
glandulares e nao glandulares presentes na supeafiexial. C —
Tricoma glandular do tipo vesiculoso presente e f#baxial. D —
Tricomas tectores presentes na superficie adaxial

Por meio dos cortes anatdbmicos paradérmicos @igQ), nota-se a
presenca dos estdbmatos nas duas faces da lamiiza, feéndo, assim,
classificada como anfiestomatica. Os estdmatos dwictipo anomaocitico,
circundados por um ndmero variavel de células. rRoggidenciados tricomas
secretores na face abaxial e tricomas tectoresrasas faces (ESAU, 1974).



79

Figura 19 Caracterizacdo anatdmica (se¢do paracirioheC. ambrosioided..
A Face abaxial. B — Face adaxial. TT= tricoma tecl&= tricoma
glandular

\

De acordo com a fotomicrografia referente a anatofaliar de C.
ambrosioided.. (se¢éo transversal) (Figura 20A), observa-seraura central
com xilema e floema, envolta por células de pariénguNa lamina foliar,
observam-se tricomas glandulares e tectores, adgl®ag parénquima e feixes
vasculares. O sistema vascular da nervura prinegtal organizado em forma de
arco.

Os compostos fendlicos, ao reagirem com cloretact (FeC}),
formam complexos coloridos, resultando em uma egBw que pode variar de
verde intenso a preto. Dessa forma, evidenciopaemeio da reacdo positiva
com cloreto férrico, a presenca de compostos ferinas folhas da espééle
ambrosioides L. (Figura 20B). Entretanto, esses compostos na@nf
encontrados nos tricomas glandulares.
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Figura 20 Anatomia foliar deC. ambrosioidesL. (se¢&o transversal) e
caracterizacdo histoquimica da espétieambrosioided.. Reacdo
positiva para o teste com cloreto férrico, evidando a presenca
de compostos fendlicos

As andlises histoquimicas dos cortes transverdaislimbo foliar
revelaram a presenca de substancias lipidicas tawioin das células dos
tricomas glandulares por meio de reac¢des positivas 0s reagentes Sudan IV
(coloragdo vermelha) e Nadi (coloragdo azul), ewitdndo a presenca de
terpenos (Figura 21). Infere-se, portanto, quesasiteras celulares secretoras
responsaveis pelo armazenamento do 6leo essencial ambrosioided.. séo
os tricomas glandulares.
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Figura 21 Caracterizacdo histoquimica da substjmeaente nos tricomas
glandulares vesiculosos (secéo transversal do lifoler de C.
ambrosioidesL.). A — tricoma glandular com reacdo positiva
(coloragdo vermelha) para o reagente Sudan IVcmaizando a
presenca de lipideos. B — Tricoma glandular comaegositiva

(coloracao azul) para o reagente Nadi, evidenciang@senca de
terpenos (6leo essencial)

A raiz da espéciPhilodendronbipinnatifidumSchott apresenta medula
constituida por fibras e uma organizacdo exarcgpxitema (xilema primario
formado em primeiro lugar) voltado para fora; mitawa (xilema primario
formado secundariamente) voltado para dentro (ESEJ4). Na Figur&2A,
observam-se células epidérmicas alongadas dispumstalelamente, com parede
delgada, sem a presenca de tricomas.

Na Figura 22B, observam-se células do parénquortcal, endoderme
(dltima camada de células do cortex), feixes vasesl (xilema e floema),
periciclo (constitui a primeira camada do cilindvascular), notando-se a
presenca de cavidades secretoras no cilindro \ascul



82

Figura 22 Caracterizacdo anatbmica espéelglodendron bipinnatifidum
Schott. A — Secdo paradérmica. B — Secao trandyvérsketaxilema;
2. Protoxilema; 3. Periciclo; 4. Endoderme; 5. Rae

As eletromicrografias de varredura obtidas parapg@&ePhilodendron
bipinnatifidum Schott estdo apresentadas na Figura 23. Na FRfyrpode-se
observar que as raizes ndo apresentam tricomaslutdags, sugerindo a
presenca de estruturas internas responsaveis p@zemar 0 6leo essencial

dessa espécie.
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A presenca do 6leo essencial no interior das cdeld@oi confirmada
pelas andlises histoquimicas (Figura 24), que aesel reacbes positivas para as
substancias presentes no interior das cavidades cwamagente Sudan IV
(resultando em uma coloragcédo vermelha) e com endadNadi (resultando em
uma coloracgdo azulada), confirmando, assim, a pcasge substancias lipidicas

e terpénicas, respectivamente.

Figura 23 Eletromicrografias de varredura da segaasversal da raiz de
PhilodendronbipinnatifidumSchott
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Figura 24 Caracterizacdo histoquimica das cavidasiesretoras (secao
transversal da raiz dehilodendron bipinnatifidumSchott). A —
Reacdo positiva (coloragdo vermelha) para o reag8aotdan IV,
caracterizando a presenca de lipideos. B — Reaghitivp
(coloracdo azul) para o reagente Nadi, evidenciandoesenca de
terpenos (6leo essencial)

Foi evidenciada (Figura 25) a presenca de compdetadicos para a
espécie Philodendron bipinnatifidumSchott, uma vez que ocorreu reacao
positiva para o teste com cloreto férrico. Isso Verificado em células do
parénquima, periciclo, endoderme e floema. Enttetar@io se observou reacao
positiva nas cavidades secretoras, uma vez quepae8kencial ndo é constituido

por substancias fendlicas.
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Figura 25 Caracterizacao histoquimica da esgébitodendron bipinnatifidum
Schott. Reacdo positiva para o0 teste com cloretoicdé
evidenciando a presenca de compostos fenélicosgém dransversal
da raiz

Vianna e coloboradores (2001) realizaram um estladmaiz escora de
Philodendron bipinnatifidumSchott e constataram a presenca de ductos de
resina, 0s quais se diferenciavam entre as cétldaseristema fundamental.
Observaram que o cilindro vascular apresentavatsadb e o cilindro central
possuia organizagdo estelar “anémala” e despralgdmedula. Na raiz escora
adulta, a epiderme era substituida pelo subettifisado, o paréngquima cortical
possuia varias camadas de células, entre as qu@isam ductos resiniferos e
idioblastos secretores. Os ductos sdo de origemizéggna, tendo em vista que
o lume é formado pela separacao das células qutitoem a camada epitelial.

4.3 Atividade antioxidante

Os resultados obtidos na determinacdo da atividediexidante dos

Oleos essenciais dehenopodium ambrosioidés, Philodendron bipinnatifidum
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Schott e do padrdo BHT avaliados pelos ensaiosxittagio do sistem§-
caroteno/acido linoleico e reducéo do radical edtBVPH, apresentaram efeito
significativo dos fatores concentracdo, oleos/padedtambém da interacéo
desses fatores sobre as atividades antioxidantes.

Os valores da atividade antioxidante dos 6leosnesss e do composto
BHT em relagdo as suas concentracoes, avaliadasepshio de oxidacdo do

sistemg3-caroteno/acido linoleico, estdo apresentados balda.

Tabela 3 Valores da porcentagem de atividade adsote dos O6leos
essenciais/padrao perante o métpdaroteno/acido linoleico.

Oleos essenciais/Padrio

Concentracdes Philodendron C. ambrosioides BHT
(ng mL™ bipinnatifidum L.
Schott
25 3,57 cdC 6,02 fB 64,33 dA
50 3,12cC 11,16 eB 73,12 cA
100 6,16 bcC 20,74 dB 77,75 bA
150 6,73 bC 20,76 dB 77,49 bA
200 12,01 aC 32,95 cB 80,28 abA
250 13,13 aC 37,69 bB 81,11 aA
300 14,22 aC 40,17 bB 80,74 aA
500 14,62 aC 51,23 aB 83,17 aA

As médias seguidas da mesma letra minlscula nasaok da mesma letra mailscula
nas linhas néo diferem entre si pelo Teste de Tw@yivel de 5% de probabilidade.
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Para o 6leo essencial ¢k bipinnatifidum Schott e para o BHT, as
maiores porcentagens de atividade antioxidantergredas pelo métodp-
caroteno/acido linoleico foram observadas com asextracdes a partir de 200
Hg mL', quando comparados com as demais concentracdes. oP@leo
essencial d&C. ambrosioides.., observou-se maior atividade antioxidante na
concentracdo de 500 pg MLentretanto, os Oleos essenciais e o padrdo
apresentaram menor potencial antioxidante na ctragéio de 25 pg mL

Em todas as concentracdes testadas, o 6leo edsEnCiaambrosioides
L. apresentou maior atividade antioxidante que o d&ssencial deP.
bipinnatifidumSchott, mas ambos apresentaram menor atividadexialainte do
que o padrdo BHT.

Os valores referentes a atividade antioxidantedtkss essenciais e do
composto BHT para o ensaio que avalia a atividatexdante, de acordo com

a reducdo do radical estavel DPPH, estdo apressmadTabela 4.

Tabela 4 Valores da porcentagem de atividade antioxidads Oleos
essenciais/padréo pelo método de sequestro dmisaBiPPH.

Oleos essenciais/Padrio

Concentracdes Philodendron C. ambrosioides BHT
(ng mL™ bipinnatifidum L.
Schott
25 1,74 bB 3,37 bB 27,94 eA
50 1,84 bB 4,06 bB 51,42 dA
100 1,67 bB 4,59 bB 59,32 cA
150 1,84 bB 4,71 bB 86,81 bA
200 2,03 bB 4,73 bB 90,18 abA
250 2,52 bB 4,98 bB 91,08 aA
300 2,95 bC 11,94 aB 91,59 aA
500 6,96 aC 15,79 aB 91,92 aA

As médias seguidas da mesma letra minUscula nasak da mesma letra mailscula
nas linhas ndo diferem entre si pelo Teste de Takayivel de 5% de probabilidade.
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Para o 6leo essencial & bipinnatifidumSchott, foi observada maior
atividade antioxidante com a concentracdo de 500miid, ja para o 6leo
essencial d€. ambrosioided.., as maiores porcentagens de sequestro do DPPH
foram obtidas com concentracdes de 300 e 500 iy nélo houvendo diferenca
significativa entre as demais concentracdes. Pardioxidante BHT, observou-
se maior atividade a partir de 200 pg'nL

Com relagdo as concentragfes utilizadas, o BHTsapteu maior
potencial antioxidante, quando comparado com o®sdlessenciais, nao
houvendo diferenca significativa entre eles.

De maneira geral, observou-se um aumento da afieidatioxidante de
acordo com o aumento da concentragdo, revelandoelat@o dose-dependente
sobre a atividade antioxidante dos 6leos essereispadrao utilizado.

Para ambos os testes utilizados, as analises desség de primeira e
segunda ordem foram significativas (APENDICE B):emtanto, os coeficientes
de correlacdo apresentados pelas equacgbes desdgrde segunda ordem
demonstraram que essa se ajustava melhor ao camentio da relacdo dose-
dependéncia entre a concentracdo e a atividadexiatinte. Sendo assim, por
meio das equacdes de segundo grau dos compost@slasaforam calculados
0os valores de I§ apresentados nos dois ensaios, 0S quais se emroontr
apresentados na Tabela 5.



89

Tabela 5 Valores de lpara a porcentagem de atividade antioxidante ldos 6
essenciais/padrao pelos dois métodos empregados.

Método Antioxidante

B-caroteno/acido linoleico DPPH
Oleos Clso(ug mL™ Clso(ng mL™
essenciais/Padréo
Philodendron
bipinnatifidum Schott - -
C. ambrosioides.. 455,7 -
BHT <250 62,0

A reacao referente ao ensdecaroteno/acido linoleico, que avalia a
capacidade dos compostos antioxidantes em inibiradiais livres gerados
durante a peroxidacdo do acido linoleico, estasamtada na Figura 26. Muitas
vezes, diante da complexa composi¢cdo quimica dess Gssenciais, é dificil
estabelecer uma relacdo entre a estrutura dos stospe sua atividade
antioxidante. Algumas reacdes de produtos resekadb meio reacional do
ensaio podem ocorrer com um outro composto presemtensaio, além da
possivel ocorréncia de sinergismo, antagonismo #ividdde entre os
componentes minoritarios. Outros fatores tambénepothfluenciar o ensaio
antioxidante utilizado, tais como concentracdo, peratura, luz, tipo de
substrato e estado fisico do sistema (TOMAINO, 2008 DA-MARTOS, et
al., 2009).
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Figura 26 Reacéo de oxidagdo do sist@resaroteno/acido linoleico

Os altos valores de atividades antioxidantes aptades pelo padrao
BHT e os baixos valores apresentados pelos Olessn@ais podem ser
explicados pelo fato da reducédo do DPPH ocorretraissferéncia de um atomo
de hidrogénio ou por um mecanismo de transferé&heialétrons por parte do
composto antioxidante. De maneira geral, os comstits dos 6leos essenciais
nao se assemelham a estrutura fenélica do BHT abppde doar o atomo de
hidrogénio da hidroxila fenélica, formando um radifendlico, que pode ser
estabilizado pela ressonancia com as duplas ligagie anel aromatico
(HIDALGO et al., 2009).

Sugere-se que a determinagdo da atividade antiurigeelo método de
sequestro de radicais livres (DPPH) baseia-seamafaréncia de elétrons de um

composto antioxidante para um radical livre, o DPBl®, ao se reduzir, perde
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sua coloracdo puarpura. Inicialmente, a transfeeéndo elétron ocorre
rapidamente, e a subsequente transferéncia de gt ocorre mais
lentamente e depende da ligacdo de hidrogénio caulvente. Ao utilizar
solventes como metanol e etanol, compostos quaepesn interacdes do tipo
ligacdo de hidrogénio, a reacdo de abstracdo dogdddio ocorre lentamente.
De modo semelhante, os acidos ou as bases preswgesolvente podem
influenciar o equilibrio de ionizacdo dos fenoissin, supdem-se que estes
aspectos afetam a reagéo que envolve a transfemdmeilétrons ou transferéncia
de atomo de hidrogénio (FOTI et al, 2004).

Pelo fato do método de sequestro de radicaisI{ip@PH) basear-se na
transferéncia de elétrons de um composto antiotédpara um radical livre,
avalia-se apenas o poder redutor do antioxidante,ap doar um elétron se
oxida, e por este motivo, ndo detecta substandiésoxydantes (DUARTE-
ALMEIDA et al, 2006).

Na reacdo de determinados compostos com o DPPHo cosn
compostos fendlicos (Figura 27), observa-se quedmgdéo do nimero de
moléculas de DPPH pode estar associada ao numéidrdgilas disponiveis na
amostra (BRAND-WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995).
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Figura 27 Mecanismo de acéo provavel entre o reDie®H com estruturas
fendlicas, sendo a) dimerizagéo e b) a estabilzdg&adical
Fonte: adaptado de BRAND-WILLIANS, CUVELIER e BERBEL995)
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Jaramillo et al. (2012) avaliaram a composi¢do quéne a atividade
antioxidante do 6leo essencial @henopodium ambrosioidgxoveniente da
Colébmbia. Os constituintes majoritarios encontradoam o-terpineno, seguido
de p-cimeno, 4-careno ¢rans-ascaridol e, entre outros, o estragol, timol e
carvacrol, presentes em pequenas quantidades. @ eSkencial apresentou
atividade antioxidante com porcentagem de inibicho radical DPPH de
84,89%. Essa atividade foi atribuida, entre outrasgdes, a presenca de

compostos fendlicos como o estragol, timol e canlac

4.4 Atividade antibacteriana

Os valores referentes as concentra¢cdes minimagdiaks (CMIs) dos
Oleos essenciais obtidas no experimento para &ériascem estudo encontram-

se descritos na Tabela 6

Tabela 6Concentracdo minima inibitéria dos 6leos essend@aiShenopodium
ambrosioided.. e Philodendron bipinnatifidunschottencontrada para
0s micro-organismoBEscherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aerugirddalmonellaCholerasuis

CMI (ug mL ™)
i C. P.
Bactérias Gram o o - DMSO CF
ambrosioides  bipinnatifidum

S. aureus

ATCC 13565 + 62,5 125 NI 100
L. monocytogenes
ATCC 19117 250 NI NI 100
E. coli

ATCC 11229 125 NI NI 100
S.Cholerasuis
ATCC 6539 125 NI NI 100

NI= ndo inibiu
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O Oleo essencial deC. ambrosioides L. apresentou atividade
antibacteriana nas concentracdes avaliadas, imilidadtérias Gram-positivas e
Gram negativas, mas 0 6leo essenciaPtdodendron bipinnatifidunSchott
apresentou atividade somente sobre a bacraam-postivaStaphylococcus
aureus.Em geral, as bactérias Gram-negativas sdo mengspixeis a acdo
dos Oleos essenciais do que as bactérias Granivpesiuma vez que a
membrana adicional que encobre a parede celuldringss a difusdo de
compostos hidrofilicos através da camada liposkficar dessas bactérias.
Assim, os constituintes dos 6leos essenciais exititarentes atividades frente
a micro-organismos Gram-positivos e Gram-negat{fi@®RMAN; DEANS,
2000; BURT, 2004).

Verifica-se que o 6leo essencial@eambrosioided. apresentou maior
valor de CMI para a bactérihisteria monocytogenegGram-positiva) em
relacdo as demais bactérias. Esse fato difere daiandos estudos que relatam
gue bactérias Gram-positivas sdo mais sensivelsas @ssenciais do que as
Gram-negativas (BURT, 2004).

De acordo com Valeriano et al. (2012), uma moderatieidade
antibacteriana obtida pelo método de difusdo em gayde ser atribuida a baixa
afinidade entre componentes do 6leo essencial n@Eages e o substrato polar
(agar). Por outro lado, apesar de os 6leos esgeagpi@sentarem dificuldade de
se difundirem uniformente pelo meio de culturajawlatilidade contribui para
a formacao de halos de inibicdo, tornando a refe@dnica um método valido
na determinacdo da atividade antimicrobiana (LAMBERal., 2001; INOUYE
et al., 2006).

Owolabi et al. (2009) avaliaram a atividade antibaana do Oleo
essencial da espédiz ambrosioidegultivada na Nigéria. Esse ndo apresentou
atividade antibacteriana contra bactérias Gramtigasj comaBacillus cereus

Staphylococcus aureus contra bactérias Gram-negativas, cdEszherichia
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coli. Ressalta-se que uma diferenca apresentada néditwgée ou na
concentragdo dos constituintes do 6leo essencild pdluenciar diretamente a
atividade antimicrobiana.

Pandey et al. (2012), estudando os 6leos essenbidi®s de 53 plantas
aromaticas provenientes da india, avaliaram adatilé desses Oleos sobre as
bactériasErwinia herbicolae Pseudomonas putid&ntre as plantas estudadas,
destacou-se a espéciehenopodium ambrosioidepor apresentar valores
referentes as concentra¢cbes minimas inibitériasvalgates a 0,25 e 0,12 pL
mL™ paraE. herbicolae P. putida respectivamente. Segundo os autores, 0 6leo
essencial pode ser considerado como um agentaetetilano a ser utilizado na
gestao de doencas poés-colheita de frutos e vegetais

A atividade antibacteriana dos 6leos essenciaigdde& sua complexa
constituicdo, ndo pode ser explicada por um Uniecamismo de acao, uma vez
que todos os componentes da célula bacteriananmesaapossiveis alvos de
atuacao desses 6leos (Figura @ARSON et al., 2002 Dessa forma, os 6leos
essenciais podem ocasionar degradacéo da paradar,cdhnos a membrana
citoplasmatica e as proteinas da membrana, vazanaenttontetdo celular,

coagulacéo do citoplasma e diminuicdo da for¢aoprétotiva (BURT, 2004).
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Figura 28 Mecanismos de acdo dos 6leos essenaiailula bacteriana
Fonte: adaptado de Burt (2004)

Com relagdo aos Oleos essenciais estudados, ostitotes
majoritarios encontrados foram monoterpenos e #espgenos. A acgdo
antimicrobiana dos monoterpenos, por exemplo, pedesxplicada pelo efeito
toxico sobre a estrutura e funcdo da membranaacel@omo resultado do
carater lipofilico, os monoterpenos irdo preferainoente, se deslocar da fase
aquosa em direcdo as estruturas da membrana romp@Endcamadas de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidiosbrarelo-os e, assim, alterando a
permeabilidade dessas organelas (SIKKEMA, 1995)siM\s os danos
estruturais a membrana citoplasmatica induzem ampmetimento das suas

funcbes. Segundo Burt (2004) e Bakkali et al. (2008necanismo de acdo dos
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terpenos ainda ndo é completamente esclarecide:sgaljue esta relacionado
com a ruptura da membrama plasmatica, devido aaterafipofilico dos
mesmos.

Por outro lado, estudos de Velluti et al. (2008)idam que a atividade
antibacteriana de compostos hidroxilados presamesoleos essenciais pode
estar relacionada com as ligac6es de hidrogénm,pggsivelmente interagem
com sitios ativos das enzimas bacterianas.

Analisando a composicdo quimica dos 6leos essenc@salta-se que,
além da relacdo com as classes que 0s constitygatéencem, outros fatores
devem ser levados em consideragéo para se atéilatividade antibacteriana,

Ccomo 0 isomerismo e o sinergismo entre 0os compesent

4.5 Atividade inseticida

Os resultados das porcentagens de injurias foliaesadas pelos
adultos de Diabrotica speciosano teste com chance de escolha estdo
apresentados na Figura 29. Verificou-se que ndeehdiferenca significativa
entre as concentracfes utilizadas e entre os gatas Entretanto, observou-se
gue houve menor injdria foliar perante o tratamestn o 6leo essencial de
Philodendron bipinnatifidum Schott na concentracdo de 1,5%, quando
comparado com o0 6leo essencial @kenopodium ambrosioidesa mesma
concentragao.
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Figura 29 Porcentagem de injuria foliar causadaDpaspeciosaem feijoeiro
tratado com diferentes concentragdes (%) dos @sssnciais de.
ambrosioides P. bipinnatifidum *Médias seguidas da mesma letra
entre as concentracdes de cada 6leo essenciak(letnisculas) e
seguidas da mesma letra entre os 6leos esseffetEms mailsculas)
nao se diferem pelo teste Tukey (P<0,05)

Referindo-se a porcentagem de area foliar consumpalas insetos
(Figura 30), observa-se que ndo houve diferencaifisigtiva entre as
concentracdes do 6leo essencialldembrosioided.. No entanto, o 6leo de.
bipinnatifidum Schott, quando comparado a testemunha, apreserftoénicia
sobre a porcentagem de area foliar consumida. iv@mifse também diferencas
significativas entre o 6leo essencial@eambrosioided.. e o 6leo essencial de
P. bipinnatifidumSchott, nas concentracdes de 0,5 e 2,0%. O fato dleo
essencial d®. bipinnatifidumSchott, na concentracdo de 0,5%, ter apresentado

maior efeito sobre a alimentacdo dos insetos (menantidade de area
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consumida) pode ter ocorrido pela volatilizacdo degradacdo do dleo

essencial, ocasionando baixa persisténcia nadafeancentracdo.

3301
3004
2704
2404
2104
180+
1504
120+

%)

Area Consumida (cm

Figura 30 Area foliar consumida (érpor D. speciosaem feijoeiro tratado
com diferentes concentracdes (%) dos 6leos essend@éaC.
ambrosioidese P. bipinnatifidum *Médias seguidas da mesma
letra entre as concentragbes de cada Oleo essefieteds
mindsculas) e seguidas da mesma letra entre os éEsenciais
(letras mailsculas) néo se diferem pelo teste T(lke§,05)

Para o teste sem chance de escolha, observa-géntifi dos 6leos
essenciais com relacdo a injaria foliar causadaspéisetos nos feijoeiros
(Figura 31). Para o dleo essencial @e ambrosioidesL., nota-se um
comportamento linear, de forma que, com o aumessocdncentracdes do 6leo
essencial, diminuiu-se a injaria foliar. Ja paradéleo essencial deP.
bipinnatifidum Schott, verifica-se um comportamento quadraticom co
aumento das concentracfes do 6leo, houve um auntentmjuria foliar,
ocorrendo um decréscimo da injdria na concentrded®%, fato semelhante ao
observado no teste com chance de escolha.
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Figura 31 Equacfes de regresséo para porcentagamjiida foliar causada por
D. speciosam feijoeiro tratado com diferentes concentrac@@sdos
6leos essenciais d& ambrosioideg P. bipinnatifidum

No que diz respeito a avaliacdo da atividade dessdkessenciais com
relacdo a éarea foliar consumida pelos insetos ste t&m chance de escolha
(Figura 32), observa-se que ambos os 6leos apagapntinfluéncia sobre a
alimentacdo do inseto-praga. Verificou-se que, cam aumento das
concentracbes dos 6leos essenciais, houve umauii@indo consumo foliar,
observando-se um comportamento linear para o Oleseneial deC.

ambrosioided.. e quadratico pafa. bipinnatifidumSchott.
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Figura 32 Equacbes de regressdo para area folisuonda (crf) por D.
speciosaem feijoeiro tratado com diferentes concentra¢ggesdos
Oleos essenciais d& ambrosioide® P. bipinnatifidum

Para o teste sem chance de escolha, que avalioartalidade dos
insetos adultos, observa-se que, de forma lineam ® aumento das
concentracBes dos 6leos essenciais, houve um aum@nhortalidade (Figura
33).
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Figura 33 Equacbes de regressdo para porcentagemodalidade deD.
speciosaem feijoeiro tratado com diferentes concentragé&sdos
Oleos essenciais d& ambrosioideg P. bipinnatifidum

Diante dos resultados obtidos, infere-se que azag#o dos O6leos
essenciais deC. ambrosioidesL. e de P. bipinnatifidum Schott. pode ser
considerada eficaz como inseticida no controle Ddespeciosautilizando
concentracdes superiores a 0,5% de ambas as aspégietais estudadas. No
entanto, sd0 necessarios novos ensaios que \@bilizuso desses no manejo
integrado dessa praga.

O indice de preferéncia alimentar é eficiente etndes de consumo
foliar por insetos. Na Tabela 7, observa-se quéless essenciais, em todas as

concentragBes testadas, apresentaram efeito fagaae (inibidor da
alimentacao) (IP < 1).
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Tabela 7 indice de preferéncia alimentar dos irssieémte aos 6leos essenciais.

indice de preferéncia

Concentragdes C. ambrosioided.. P.bipinnatifidum Schott
Sem chance Com chance Sem chance Com chance
Testemunha 1,000 1,000 1,000 1,000
0,5 ,554 0,505 0,642 0,711
1,0 0,578 0,580 0,729 0,643
1,5 0,609 0,550 0,731 0,628
2,0 0,644 0,527 0,795 0,737

IP=1(neutro); IP < 1 (fagodeterrente); IP > 1 (fagttimulante)

De acordo com Chu e colaboradores (2011), o élsenesl deC.
ambrosioides apresentou atividade sobre o gorgulho-do-millgitophilus
Zeamai¥ e juntamente com seu componente (Z)-ascaridale per explorado
como um potencial fumigante natural.

Nenaah e Ibrahim (2011) estudaram a composicanicaie a atividade
inseticida de pds e Gleos essenciais obtidos despaéreas d€innamomum
camphora Ocimum basilicum C. ambrosioidese sementes déimpinella
anisumsobre coledpterosTfogodermagranarium e Tribolium castaneuin Os
resultados mostraram que, ap0s trés dias de costite os insetos e os pds
(extratos) ou com os Oleos essenciais, houve tesnficiente para atingir o
ponto final de mortalidade de ambos os insetos.

Seffrin et al. (2008) avaliaram o comportamentmahtar de adultos de
Diabrotica speciosana presenca de extratos aquosos de plantas déafami
Meliaceae e verificaram que os extratos aquosos edpeciesCabralea
canjerana Cedrela fissilisMelia azedarach.. var. azedaracHrichilia catigua
e Trichilia elegans apresentaram efeito fagodeterrente pelo indice de
preferéncia, ndo havendo diferencas significatiente eles; os extratos de
peciolos e caules apresentaram maior efeito angatiar sobr®. speciosa.
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O comportamento alimentar dos insetos dependentigracdo do
sistema nervoso central com os quimiorreceptooeslirados nos tarsos, nas
pecas bucais e na cavidade oral, e de substamumasteadas nas plantas com
poder de inseticidas, que podem agir sobre 0s quietieptores, estimulando as
células deterrentes ou bloqueando os fagoestinaslaimtibindo a alimentacéo
(AZEVEDO et al., 2010).

A maioria dos trabalhos na literatura que se eefiela terpenoides,
fazem referéncia a observagfes de atividades auibidares ou retardadores de
crescimento, danos nha maturacdo, reducdo da cagacideprodutiva,
supressores de apetite, podendo levar os insetdagores a morte por inanicao
ou toxicidade direta (VIEGAS JUNIOR, 2003).
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5 CONCLUSAO

Os compostos majoritarios encontrados no 6leo negde de C.
ambrosioidesL. foram o o-terpineno (40,73%)p-cimeno (21,81%) e trans-
ascaridol (12,48%) e paR bipinnatifidumSchott, g3-bisaboleno (65,26%) e o
transe-bergamoteno (9,97%)-copaeno (3,33%)p-cadineno (2,83%) e ar-
curcumeno (1,99%).

Na espéci€. ambrosioided.., evidenciou-se a presenca de compostos
terpénicos nos tricomas glandulares e, na espédiminnatifidumSchott, esses
compostos foram encontrados em cavidades secretores

A atividade antioxidante foi mais bem evidenciadelo teste3-
caroteno/acido linoleico para o 6leo essencidl dembrosioides.

O oO6leo essencial deC. ambrosioides L. apresentou atividade
antibacteriana tanto para bactérias Gram-negatiwa® para Gram-positivas; o
O6leo essencial deP. bipinnatifidum Schott foi eficiente somente para
Staphylococcus aureus

As espécies vegetais estudadas afetaram o commentia de D.
speciosareduzindo a alimentacéo e causando mortalidadieséto-praga.
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Figura 1A Cromatograma do 6leo essenciaCdenopodium ambrosioidés
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APENDICE B

Tabelas de analises de variancia e equacfes dességr das atividades
antioxidantes dos 6leos essenciaiPtidodendron bipinnatifidunschott (6leo
1), Chenopodium ambrosioidés (6leo 2), e o padréo butilhidroxitolueno.

Tabela 1B Andlise de variancia para a porcentagematididade antioxidante
dos 6leos essenciais/padrao pelo méfdaroteno/acido linoleico.

FL GL SQ QM Fc Valor p
Concentracao 7 4600,81 657,26 500,66* 0,00
Oleos/padréo 2 59486,82 29743,41 22656,63* 0,00

Conc. x Oleos/padrédo 14 1676,88 119,78 91,24* 0,00
Erro 48 63,01 1,31
Total 71 65827,52

CV=3,0%

Tabela 2B Desdobramento da interagéo Concentr@jéos/padrao.

FV GL SQ oM Fc Valor p
Conc.: Oleo 1 7 485,96 69,42 52,88* 0,00
Conc.: Oleo 2 7 5024,92 717,85 546,81* 0,00

Conc.: BHT 7 766,80 109,54 83,44* 0,00
Erro 48 63,01 1,31

Tabela 3B Analise de regressao para a porcentageatividade antioxidante do

6leo essencial deé. bipinnatifidum Schott pelo método B-
caroteno/acido linoleico.

FV GL SQ QM Fc R

E. 1°G 1 386,06 386,06 294,08* 79,4%
E. 2°G 1 73,12 73,12 55,70* 94,5%
Desvio 5 26,78 5,35 4,08*

Erro 48 63,01 1,31
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Tabela 4B Andlise de regresséo para a porcentagatividade antioxidante do
oleo essencial d€. ambrosioided.. pelo métodad3-caroteno/acido

linoleico.
FV GL SQ oM Fc R
E. 1°G 1 4635,95 4635,95  3531,38* 92,3%
E. 2°G 1 296,63 296,63 225,95* 98,2%
Desvio 5 92,33 18,46 14,07*
Erro 48 63,01 1,31

Tabela 5B Andlise de regresséo para a porcentagatividade antioxidante do
padrdo BHT pelo métoddcaroteno/acido linoleico.

FV GL SQ QM Fc R
E. 1°G 1 471,14 471,14 358,88* 61,4%
E. 2°G 1 167,48 167,48 127,58* 83,3%
Desvio 5 128,18 25,63 19,53*

Erro 48 63,01 1,31

Tabela 6B Desdobramento da interagéo Oleos/pa@dientracio.

FV GL SQ QM Fc Valor p
Oleos/padrdo: 25 2 7094,21 3547,11  2701,96* 0,00
Oleos/padrdo: 50 2 8802,80 4401,40  3352,71* 0,00
Oleos/padréo: 100 2 8588,98 4294,49 3271,27* 0,00
Oleos/padr&o: 150 2 8422,68 4211,34  3207,93* 0,00
Oleos/padr&o: 200 2 7340,59 3670,30  2795,80* 0,00
Oleos/padrdo: 250 2 7111,25 3555,63 2708,45* 0,00
Oleos/padr&o: 300 2 6742,91 3371,45  2568,16* 0,00
Oleos/padr&o: 500 2 7060,26 3530,12  2689,03* 0,00

Erro 48 63,01 1,31
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Tabela 7B Andlise de variancia para a porcentagematididade antioxidante
dos 6leos essenciais/padrao pelo método de semudstradicais

DPPH.

FL GL SQ QM Fc Valor p
Concentracao 7 5554,42 793,49 333,06* 0,00
Oleos/padréo 2 76484,87 38242,43 16052,15%0,00

Conc. x Oleo/padréo 14 7526,07 537,58 225,64* 0,00
Erro 48 114,35 2,38
Total 71 89679,71

CV=5,6%

Tabela 8B Desdobramento da interagéo Concentr@jéos/padrao.

FV GL SQ QM Fc Valor p
Conc.: Oleo 1 7 66,26 9,46 3,97 0,00
Conc.: Oleo 2 7 429,68 61,38 25,76 0,00

Conc.: BHT 7 12584,54 1797,79 754,62 0,00

Erro 48 114,35 2,38

Tabela 9B Analise de regressao para a porcentageatividade antioxidante do
6leo essencial dehilodendron bipinnatifidunSchott pelo método
B-caroteno/acido linoleico.

FV GL SQ QM Fc R
E. 1°G 1 53,67 53,67 22,53* 81,0%
E. 2°G 1 12,49 12,49 5,24* 99,8%
Desvio 5 0,09 0,02 0,008

Erro 48 114,35 2,38
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Tabela 10B Andlise de regresséo para a porcentdgeatividade antioxidante
do 6leo essencial dehenopodium ambrosioidés pelo métodg-
caroteno/acido linoleico.

FV GL SQ QM Fc R
E. 1°G 1 354,09 354,09 148,63* 82,4%
E. 2°G 1 20,66 20,66 8,67* 87,2%
Desvio 5 54,92 10,98 4,61*

Erro 48 114,35 2,38

Tabela 11B Andlise de regresséo para a porcentdgeatividade antioxidante

do padrdo BHT pelo métod@bcaroteno/acido linoleico.

FV GL SQ QM Fc R
E. 1°G 1 7326,72 7326,72 3075,37* 58,2%
E. 2°G 1 4300,70 4300,70 1805,21* 92,4%
Desvio 5 957,12 191,42 80,35*
Erro 48 114,35 2,38
Tabela 12B Desdobramento da interagéo Oleos/pa@ditwentracao.

FV GL SQ QM Fc Valor p
Oleos/padro: 25 2 1292,25 646,13 271,21* 0,00
Oleos/padrio: 50 2 4706,07 2353,04 987,68* 0,00
Oleos/padréo: 100 2 6325,92 3162,96 1327,64* 0,00
Oleos/padrdo: 150 2  13968,49  6984,24 2931,62* 0,00
Oleos/padrdo: 200 2  15080,57  7540,28 3165,01* 0,00
Oleos/padrdo: 250 2  15262,13  7631,07 3203,12* 0,00
Oleos/padrdo: 300 2  14282,46  7141,23 2997,51* 0,00
Oleos/padrdo: 500 2 13093,02 6546,51 2747,88* 0,00

Erro 48 114,35 2,38
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APENDICE C

Tabela 1C Valores médios dos halos de inibicdo (demEscherichia coli
exposta as diferentes concentracfes dos 0Oleos casserntle
Chenopodium ambrosioidet. e Philodendron bipinnatifidum
Schott.

Halos de inibicao (cm)
Bactéria  Proporcdo  Concentracdo Chenopodium. Philodendron
(6leo essencial  (ug mLY ambrosioided..  bipinnatifidum

/DMSO) Schott
Cloranfenicol 1glL? 292a 2,75a
_ 1:1 500 1,05 b 0b
ER) 1:2 250 0,83 ¢C 0b
g & 1:4 125 0,55 d 0b
54 1:8 62,50 Oe 0b
s 1:16 31,25 Oe 0b
S = 1:32 15,62 Oe Ob
w = 1:64 7,81 Oe 0b
1:128 3,90 Oe 0b
DMSO 0 Oe 0b
CV (%) 6,6 20,7

Médias seguidas da mesma letra nas colunas, némdifsignificativamente entre si a
5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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Tabela 2C Valores médios dos halos de inibi¢cdo (h)steria monocytogenes

exposta as diferentes

concentracdes dos

6leos cedsen

Chenopodium ambrosioided. e Philodendron bipinnatifidum

Schott.
Halos de inibicao (cm)
Bactéria  Proporcdo  Concentracdo Chenopodium. Philodendron
(6leo essencial  (ug mLY) ambrosioided..  bipinnatifidum
/DMSO) Schott
a Cloranfenicol 1glL? 2,47 a 2,60 a
o 1:1 500 1,50 b Ob
g 1:2 250 Oc 0b
> 1:4 125 0c 0b
23 1:8 62,50 Oc 0b
29 1:16 31,25 Oc Ob
sk 1:32 15,62 Oc Ob
L~ 1:64 7,81 Oc Ob
2 1:128 3,90 Oc 0b
DMSO 0 Oc Ob
CV (%) 2,3 16,1

Médias seguidas da mesma letra nas colunas, néemdifsignificativamente entre si a
5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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Tabela 3C Valores médios dos halos de inibicdo @m3almonellaCholerasuis

exposta as

diferentes

concentragbes dos Oleos cessen

Chenopodium ambrosioided. e Philodendron bipinnatifidum

Schott.
Halos de inibicdo (cm)
Bactéria  Proporcdo  Concentracdo Chenopodium. Philodendron
(6leo essencial  (ug mLY ambrosioided..  bipinnatifidum
/DMSO) Schott
» Cloranfenicol 1glL? 2,98 a 3,03a
7 1:1 500 0,70 b Ob
S ) 1:2 250 0,58 c Ob
S N 1:4 125 0,47d Ob
g - 1:8 62,50 Oe 0b
e 1:16 31,25 Oe Ob
o I;: 1:32 15,62 Oe Ob
E~ 1:64 7,81 Oe Ob
3 1:128 3,90 Oe 0b
DMSO 0 Oe Ob
7,5 13,1

CV (%)

Médias seguidas da mesma letra nas colunas, néemifsignificativamente entre si a
5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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Tabela 4C Valores médios dos halos de inibicdo @a8taphylococus aureus
exposta as diferentes concentracbes dos Oleos cessen
Chenopodium ambrosioided. e Philodendron bipinnatifidum

Schott.

Halos de inibicdo (cm)
Bactéria  Proporcdo  Concentracdo Chenopodium. Philodendron
(6leo essencial  (ug mLY ambrosioided..  bipinnatifidum

/DMSO) Schott
0 Cloranfenicol 1glL? 2,20 a 237a
@ 1:1 500 1,82 ab 1,10b
A1) 1:2 250 0,53 abc 0,58 ¢
2 3 1:4 125 1,07 cd 0,48
S 1:8 62,50 0,80d 0d
38 1:16 31,25 Oe 0d
2k 1:32 15,62 Oe 0d
g~ 1:64 7,81 Oe 0d
) 1:128 3,90 Oe 0d
DMSO 0 Oe 0d
CV (%) 36,8 9,9

Médias seguidas da mesma letra nas colunas, néemifsignificativamente entre si a
5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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APENDICE D

Tabelas de andlises de variancia referentes adadi®i inseticida dos Oleos
essenciais deéPhilodendron bipinnatifidumSchott (6leo 1) eChenopodium
ambrosioided.. (6leo 2).

Tabela 1D Andlise de variancia para area foliarsaonida (crf) no teste com
chance escolha.

FL GL SQ QM Fc Valor p
Amostras 1 20241,00 20241,00 5,86 0,02
Concentracao 4 37779,61 9444,90 2,73 0,04
Conc. x Amostras 4 28765,45 7191,36 2,08 0,10
Erro 30 103471,93 3449,06
Total 39 190258,00
CV=33,8%

Tabela 2D Analise de variancia para a porcentagemjda foliar causada pelos
insetos no teste com chance de escolha.

FL GL SQ QM Fc Valor p
Amostras 1 5820,88 5820,88 11,15 0,00
Concentracao 4 482,56 120,64 0,23 0,91
Conc. x Amostras 4 2205,80 551,45 1,05 0,39
Erro 30 15649,49 521,64
Total 39 24158,74

CV=239,7%
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Tabela 3D Andlise de variancia para area foliarsaorida (crf) no teste sem
chance escolha.

FL GL SQ QM Fc Valor p
Amostras 1 123502,10 123502,10 47,09 0,00
Concentracao 4 291102,48 72775,62 27,75 0,00
Conc. x Amostras 4 120768,36 30192,09 11,51 0,00
Erro 30 78674,54 2622,48
Total 39 614047,49
CVv=23,6%

Tabela 4D Analise de variancia para a porcentagennijdria foliar causada
pelos insetos no teste sem chance de escolha.

FL GL SQ QM Fc Valor p
Amostras 1 7005,02 7005,02 50,52 0,00
Concentracao 4 935,56 233,89 1,68 0,17
Conc. x Amostras 4 2469,15 617,28 4,45 0,00
Erro 30 4159,77 138,65
Total 39 14569,51
CV=19,6%

Tabela 5D Andlise de varidncia para a porcentagemattalidade dos insetos
frente aos 6leos essenciais.

FL GL SQ QM Fc Valor p
Amostras 1 105,62 105,62 0,85 0,36
Concentracao 4  3260,00 815,00 6,61 0,00
Conc. x Amostras 4 85,00 21,25 0,17 0,95
Erro 30 3693,75 123,12
Total 39 7144,37

CV=161,5%



