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RESUMO

SILVA, Leticia Dangui. Atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos
microencapsulados de ervas aromaticas. (61) f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Quimica), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato
Branco 2016.

O uso de ervas aromaticas na preparacao de alimentos € um habito antigo, e
atualmente cada vez mais a populacdo vem adquirindo esta pratica devido aos
beneficios que estas trazem a saude. Tais beneficios sdo justificados pela presencga
de compostos bioativos com capacidade antioxidante e antimicrobiana. O atual
desafio é acondicionar tais compostos para que estas ervas aromaticas possam ser
uma opc¢ao natural de substituicdo aos antioxidantes sintéticos utilizados na industria
alimenticia. Neste sentido, a microencapsulacdo é uma alternativa para, além de
microencapsular os compostos bioativos, ainda atribui afeitos significativos aos
extratos, como baixa atividade de agua e facil manipulacédo. Deste modo, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana dos
extratos etanolicos microencapsulados das ervas aromaticas Alecrim (Rosmarinus
officinalis), Manjericdo (Ocimum basilicum), Tomilho (Thymus vulgaris) e Salvia
(Salvia officinalis), ambas pertencentes a familia Lamiaceae. A atividade
antioxidante foi avaliada por meio da determinacdo do teor de compostos fendlicos,
captura do radical DPPH (expresso em Trolox), captura do radical ABTS, poder de
reducdo do Ferro (FRAP) e auto-oxidagdao do sitema [(-caroteno/acido linoleico. A
atividade antimicrobiana foi realizada frente aos microrganismos Staphylococcus
aureus e Salmonella bongori pelo método de microdiluicdo em microplacas de 96
pocos para a determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao
Bactericida Minima (CBM). Observa-se que a salvia e o alecrim apresentaram maior
teor de compostos fendlicos e maior capacidade de reducédo do Ferro (FRAP). O
manjericdo apresentou uma capacidade antioxidante pelo sistema sitema -
caroteno/acido linoleico de 83,03%, valor este maior do que ao encontrado para o
antioxidante sintético eritorbato de sodio (77,27%). Os extratos de salvia e alecrim
apresentaram poder de inibicdo contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus

aureus, com CIM igual a 25 mg.mL™. Conclui-se que os extratos microencapsulados



de ervas arométicas apresentam atividade antioxidante e antimicrobiana
consideravel, sendo estas uma alternativa para suas aplicacdes na industria

alimenticia e farmacéutica.

Palavras-chave: DPPH; alecrim; salvia; concentracdo inibitéria minima;

Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

SILVA, Leticia Dangui. Antioxidant and antimicrobial activity of microencapsulated
extracts of herbs. (61) f. Course Conclusion Work (Bachelor of Chemistry), Federal

Technological University of Parana. Pato Branco, 2016.

The use of aromatic herbs in food preparation is an old habit and nowadays it
has increasing due to it healthy benefits. The benefits are justified by the bioactive
compounds with antioxidant and antimicrobial activity. The current challenge is to
condition those compounds that herbs can be a natural choice to replace the
synthetic antioxidants used in industry. This way, the microencapsulation is an
alternative for, besides microencapsulate the bioactive compounds, and assign
significant effects to the extracts, such as low water activity and easy manipulation.
Thus, the objective of this work was to evaluate the antioxidant and antimicrobial
activity of microencapsulated ethanolic extracts of the aromatic herbs Rosemary
(Rosmarinus officinalis), Basil (Ocimum basilicum), Thyme (Thymus vulgaris) and
Sage (Salvia officinalis), all belonging to the family of Lamiaceae. The antioxidant
activity was determined by the phenolic compounds content, DPPH radical capturing
(expressed as Trolox), ABTS radical capturing, iron reducing power (FRAP) and (-
carotene/linoleic acid system autoxidation. The antimicrobial activity was performed
against Staphylococcus aureus and Salmonella bongori using microdilution in 96
wells microplates for the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC). It was observed that Sage and Rosemary the
greatest phenolic compounds and the highest iron reduction capacity. The Basil
showed an antioxidant capacity by B-carotene/linoleic acid system of 83,03%, greater
than the amount found for the sodium erythorbate (77,27%). The Sage and
Rosemary extracts showed inhibit power against the Gram-positive bacteria
Staphylococcus aureus, with MIC of 25 mg.mL™. It can be conclude that the aromatic
herbs microencapsulated extracts present considerable antioxidant and antimicrobial

activities, being an alternative for the food and pharmaceutical industry.

Keywords: DPPH; rosemary; sage; minimum inhibitory concentration;
Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o consumo de ervas aromaticas, mais conhecido como
condimentos, estd se estendendo por toda a populacdo, utilizadas principalmente
para atribuir sabores agradaveis aos alimentos.

O habito de consumir especiarias esta diretamente relacionado a cultura de
cada povo, sendo esta passada por geracoes.

A induastria alimenticia investe fortemente na utilizacdo de condimentos,
oferecendo ao consumidor o produto pronto para o consumo, aplicado em alimentos
ou simplesmente in natura.

Condimentos alimenticios, além de serem utilizados para real¢ar sabor, sédo
aplicados com finalidade de preservar os alimentos, devido a sua alta capacidade
antioxidante e antimicrobiana (MORAIS et al., 2009).

Nesse contexto, as ervas aromaticas, conhecidas por possuir compostos
bioativos capazes de inibir a oxidagao lipidica e minimizar a quantidade de radicais
livres (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007), s&o alternativas para substituir
antioxidantes sintéticos.

Com o decorrer dos anos, pesquisadores estudam os casos de novos
agentes antimicrobianos, provenientes de produtos naturais, visando sua aplicacéo
na industria farmacéutica e alimenticia. Pesquisas de diferentes agentes
antimicrobianos fazem-se necesséarias devido ao surgimento de microrganismos
resistentes, diretamente relacionado a infeccbes e doencas. Portanto, novas
pesquisas contribuem no desenvolvimento da area da saude, buscando substancias
menos toxicas e mais eficazes, dando prioridade ao combate de microrganismos
patogénicos.

Com o designio de prolongar a vida util de produtos naturais e aumentar sua
estabilidade, dentre as técnicas utilizadas, destaca-se a microencapsulagdo. Que
tem como finalidade, na area alimenticia, conter a reatividade e o indice de
evaporacdo do material, sendo considerada facil sua transformacgéo de liquido a
sélido e tornando-se assim mais simples de promover uma mistura (CARNEIRO,
2011).

Desse modo, o0 presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade

antioxidante e antimicrobiana de extratos microencapsulados das ervas aromaticas
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Alecrim (Rosmarinus officinalis), Manjericao (Ocimum basilicum), Tomilho (Thymus

vulgaris) e Salvia (Salvia officinalis), ambas pertencentes a familia Lamiaceae.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo avaliar as propriedades antioxidantes e
antimicrobianas de extratos etanolicos microencapsulados dos condimentos vegetais
Alecrim (Rosmarinus officinalis), Manjericdo (Ocimum basilicum), Tomilho (Thymus
vulgaris) e Sélvia (Salvia officinalis), provinientes da regido Sudoeste do Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais nos extratos de Alecrim
(Rosmarinus officinalis), Manjericdo (Ocimum basilicum), Tomilho (Thymus
vulgaris) e Salvia (Salvia officinalis);

e Determinar a capacidade antioxidante de cada extrato por distintos métodos:
sequestro do radical livre DPPH’, captura do radical ABTS™, poder de
reducdo do Ferro (FRAP) e pela auto-oxidagao do sistema B-caroteno/acido
linoleico;

e Determinar a concentracao inibitoria minima (CIM) e concentracao bactericida
(CBM) dos extratos de Alecrim (Rosmarinus officinalis), Manjericdo (Ocimum
basilicum), Tomilho (Thymus vulgaris) e Sélvia (Salvia officinalis) frente as
bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella Bongori (ATCC
43975).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ERVAS AROMATICAS

O uso de ervas aromaticas assumiu uma grande importancia na mesa dos
brasileiros devido a busca por uma vida mais saudavel. (CARVALHO et al., 2011).

Atualmente, nota-se o investimento continuo em aditivos alimentares naturais,
ndo somente por ser mais saudavel, mas em relacdo ao sabor e textura, pois estes
realcam e intensificam o odor.

Entretanto, a adicdo desses condimentos é dada principalmente com intuito
de conservacdo do alimento, bem como manter a consisténcia do produto e o valor
nutricional (SHIBAMOTO; BJELDANES, 2014). Esses condimentos podem ser
adicionados em diferentes formas, sendo elas: condimentos integros, moidos ou em
forma de extratos. Ressaltando que essas diferentes formas apresentam diversos
compostos, 0s quais afetam diretamente na variacdo da atividade antioxidante de
cada condimento alimenticio (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007).

Segundo Moreira e Mancini (2004), os condimentos alimenticios s&o
empregados com o principio de prevenir o processo oxidativo, exercendo um papel
importante como agentes terapéuticos. O emprego de ervas aromaticas como
antioxidantes naturais vem sendo comumente utilizado na industria alimenticia.
Devido sua grande procura, se faz necessario o estudo do uso de ervas aromaticas
e condimentares como antioxidantes naturais, visando a substituicdo de
antioxidantes sintéticos (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007).

Contudo, o conhecimento sobre plantas medicinais e condimentares
despertam também o interesse em Varios pesquisadores, uma vez que existem
espécies com grande potencial sendo utilizados até na producdo de novas drogas
farmacéuticas (SIMOES; SCHENKEL, 2002). Estudos comprovam que ervas
aromaticas apresentam grande atividade antimicrobiana, antifingica, antioxidante e
amplos aspectos para atividades na area farmacologica, bem como na aplicacdo do
tratamento de patologias (NEZHADALI et al., 2014).
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3.1.1 Alecrim

O alecrim (Rosmarinus officinalis) (Figura 1) é da familia Lamiaceae, a qual
abrange em torno de 3500 espécies (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007). E originario
da regido Mediterranea e cultivado em quase todos os paises de clima temperado.
Sua propagacdo é dada na forma de sementes, estacas e touceiras (OLIVEIRA,
2006).

Sobrevive de 8 a 10 anos em clima apropriado e apresenta caracteristicas
botanicas especificas, tais como: folhas sésseis, opostas e lineares, é uma planta
subarbustiva, perene e lenhosa (OLIVEIRA, 2006), e formacao de flores azulado-
claras, as quais sdo pequenas, de aroma relativamente forte (LORENZI; MATOS,
2008).

Figura 1 - Rosmarinus officinalis L. (alecrim).

Fonte: HORTAS (2015).

O alecrim é amplamente utilizado na culinaria, onde suas flores e folhas séo
seca e triturada, para uso como temperos alimenticios. Apresenta uso medicinal na
literatura etnofarmacoldgica, onde as folhas sdo utilizadas em vérios paises na
forma de chd, o qual auxilia diretamente no aparelho digestivo. Analises fitoquimicas
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realizadas comprovam que a presenca de 0leos essenciais em suas folhas sao
responsaveis pelo odor tipico. E conhecida cientificamente por apresentar atividade
antimicrobiana frente as bactérias dos géneros Staphylococcus e Monilia (LORENZI;
MATQOS, 2008).

3.1.2 Manjericao

Manijericdo (Ocimum basilicum), pertencente a familia Lamiaceae, € uma erva
perene ou anual, dependendo relativamente do local onde esta sendo cultivada. O
seu cultivo é para fins culinarios, ornamentais e para extracdo de Oleos essenciais.
Essa espécie é cultivada para a utilizacdo das suas folhas, as quais apresentam
uma coloragcdo verde e um odor caracteristico, sao utilizadas na forma frescas ou
secas.(BLANK et al., 2004).

No Brasil, 0 manjericdo (Figura 2) € utilizado tanto para realcar sabor em
alimentos quanto na aplicacdo de produtos dentais e orais (SHAMSNEJATI et al.,
2015). Apresenta como caracteristicas folhas simples, com bordas onduladas, talos

salientes e flores com coloracdo esbranquicada. Sua multiplicacdo é dada por gréos

e estacas (LORENZI; MATOS, 2008).
e | G [y R

R

Figura 2 - Ocimum basilicum L. (manjericao).

Fonte: PROTA4U (2015).
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Estudos apontam que o0 manjericdo apresenta compostos bioativos
responsaveis pela atividade antioxidante e antimicrobiana (RAZAVI et al., 2009).
Atualmente, essa erva € empregada na area médica para tratamento de Ulcera,
dispepsia, insénia, acne, infeccdes da pele, entre outras aplicacdes (KAYA; YIGIT;
BENLI, 2008).

3.1.3 Tomilho

O tomilho, também conhecido como timo, representado pelo home cientifico
Thymus wvulgaris L. (Figura 3), € nativo da regido Mediterranea e cultivado
principalmente na regido Sul e Sudeste do Brasil (LORENZI; MATOS, 2008).
Estudos que utilizam o tomilho como condimento para animais, demonstram que 0

mesmo pode ser responsavel pelo crescimento de aves, substituindo assim o0s

2 = €3 1 )

Figura 3 -Thymus vulgaris L. (tomilho).

Fonte: PLANTAE (2015).

A partir de analises realizadas com a técnica de cromatografia a gas,
pesquisadores relatam que Oleos essenciais de tomilho sdo amplamente ricos em
monoterpenos, sendo eles: timol e carvacrol (HUDAIB et al., 2002). Sendo o timol o
mais abundante e com capacidade antioxidante, antimicrobiana e antifingica,
apresentando também varias aplicagcbes no tratamento de doencas respiratorias e
na area de cosméticos (NEZHADALI et al., 2014).
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Thymus vulgaris apresenta folhas pequenas de formas variadas, em sua
superficie encontra-se pelos finos, sendo comumente conhecida como uma planta
pubescente. Apresenta coloracdo verde, levemente esbranquicada na parte inferior
(LORENZI; MATOS, 2008).

Suas folhas e ramos apresentam um sabor amargo e ligeiramente picante, é
empregado na culinaria como condimentos e nas indastrias de perfumes como
aromatizantes naturais (LORENZI; MATOS, 2008).

3.1.4 Salvia

Salvia (Salvia officinalis L.) € uma erva aromatica e condimentar, pertence a
familia Lamiaceae. Originaria no Mediterraneo, mas de facil adaptacéo na regido Sul
do Brasil (POVH; ONO, 2008). O género sélvia inclui aproximadamente 900
espécies com diferentes morfologias, sendo considerado um dos maiores membros
da familia Lamiaceae (RAJABI et al., 2014).

E uma erva herbacea e perene, intensamente aromatica, com folhas e flores
simples. As flores apresentam cor violeta e sédo reunidas em forma de espigas
terminais (LORENZI; MATOS, 2008). As folhas e as flores da Salvia officinalis
(Figura 4) séo fontes de Oleos essenciais, 0s quais sdo originados a partir de
processos metabolitos secundéarios da planta, sendo vastamente empregado como

aromatizantes nas industrias de cosméticos (JENKS; KIM, 2013).

Figura 4 - Salvia officinalis L. (sélvia).

Fonte: PLANTS (2015).
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Varias espécies de salvia sdo utilizadas na area médica com a finalidade de
tratar infecgcbes causadas por microrganismos, malaria e cancer (KAMATOU et al.,
2008).

Contudo, as folhas sdo amplamente empregadas como condimentos
alimentares, com intuito de influenciar nos atributos sensoriais de produtos

alimenticios.

3.2 MICROENCAPSULACAO

Com o intuito de conservar 0os compostos ativos, varias técnicas passaram a
ser empregadas. Contudo, a microencapsulacdo é a técnica que passou a ser mais
utilizada, pois possibilita o desenvolvimento de formulagbes com o material de
interesse sendo protegido no meio externo, onde sua liberacdo € dada em condicdes
especificas, sujeitando uma forma de aproveitar melhor os agentes ativos
provenientes de produtos naturais (CARNEIRO, 2011).

A técnica de microencapsulacdo €é definida como o recobrimento de
minudsculas particulas, dando origem a microcapsulas com propriedades diferentes
(MENEZES et al., 2012). Através dessa técnica é possivel converter liquido em po6,
bem como controlar a liberacdo de compostos responsaveis pelo sabor e odor
atuando diretamente na qualidade do produto (ANDRADE et al., 2011).

Entre varios métodos para preparacdo de microparticulas, € necessario um
estudo prévio a respeito do mais adequado para o material de estudo, avaliando
minuciosamente fatores como: propriedade do material ativo, condi¢cdes do trabalho
e condicdes exigidas para o produto final (SUAVE et al., 2006; FAVARO-TRINDADE
et al., 2008; BRASILEIRO, 2011).

A técnica de microencapsulacdo mais utilizada na industria de alimentos é a
de atomizacdo por spray drying. E uma técnica simples, econdmica e com
equipamentos para metodos de producdo relativamente baratos (SANTOS et al.,
2005). Esse método consiste no uso de um atomizador, onde o material de interesse
€ emulsificado com o agente encapsulante. Em seguida a emulsdo € bombeada em

forma de goticulas por bicos atomizadores. Essas goticulas entram em contato
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diretamente com a camera de fluxo de ar aquecido, adquirindo assim o seu formato
esférico, onde a 4gua é evaporada rapidamente, formando particulas solidas e
completamente desidratadas (DZIEZAK, 1988; OLIVEIRA, PETROVIC, 2010;
BRASILEIRO, 2011).

Atualmente, existem vérias areas de aplicagdo da microencapsulagdo. As
mais conhecidas sdo as éareas farmacéutica e cosmética, onde ambas estudam
casos para que ocorra a liberacdo controlada de compostos ativos presentes nas
microparticulas (MARTINS et al., 2014).

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios presentes em vegetais,
altamente responsaveis pelas suas funcdes fisiologicas. Os mesmos estédo
relacionados com a atividade antioxidante da planta. Além das suas inUmeras
funcdes fisiologicas, esses compostos sdo considerados conservantes naturais,
capazes de inibir a oxidacao lipidica bem como a contaminac¢do microbiana. (CHAN
et al., 2014; FREEMAN; EGGETT; PARKER, 2010; ISMAIL et al., 2010;
SAHPAZIDOU et al., 2014).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos € atribuida principalmente a
sua estrutura quimica e sua capacidade redutora, estas sdo caracteristicas
importantes no sequestro de radicais livres (SOUSA et al., 2007).

Compostos fendlicos apresentam diversas estruturas, variando das mais
simples as mais complexas, ambas possuem ao menos um anel aromético, no qual
pelo menos um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila (SILVA; et al.,
2010).

3.4 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes de modo em geral podem ser definidos como moléculas
capazes de impedir ou prevenir a oxidacdo lipidica (BOROSKI et al.,, 2015). A
atividade antioxidante é capaz de designar a capacidade de um composto bioativo

em preservar a estrutura e as fungbes das células, extinguindo os radicais livres



23

presentes no meio, impedindo a peroxidacgdo lipidica bem como prevenindo outros
danos causados pelo processo oxidativo (BRAVO, 1998).

A acdo dos radicais livres pode ocorrer em sistemas bioldégicos e em
alimentos, visto que quando atuam em sistemas biolégicos, os mesmos afetam o0s
lipidios, carboidratos, &cidos e lipoproteinas, ocasionando um estresse oxidativo
responsavel pelos danos celulares, tornando-se cada vez mais suscetivel ao
aparecimento de doencas cronicas. E quando os atuam em alimentos, 0S mesmos
afetam os lipidios e as proteinas através de reacdes de auto-oxidacdo em cadeia,
afetando na qualidade dos lipidios e das proteinas, diminuindo a seguranca
alimentar, vida de prateleira, obtendo um produto final de ma qualidade nutricional
(BOROSKI et al., 2015).

Existem dois métodos de defesa dos antioxidantes, defesa enzimatica e ndo
enzimatica. A enzimatica consiste em um sistema coordenado onde o superéxido
dismutase cataboliza os radicais superéxidos, catalase e glutationa peroxidase,
degradando o peroxido de hidrogénio e os hidroperéxidos. JaA a defesa né&o
enzimatica esta relacionada com a presenga de acido ascérbico, B-caroteno, acido
urico e a vitamina E (a-tocoferol), normalmente encontrados em frutas e vegetais
(ZIECH et al., 2010).

Antioxidantes s&o encontrados em alimentos em sua forma natural, ou
guando adicionados. Na industria alimenticia estd se tornando comum a adicéo
desses antioxidantes, pois os mesmo inibem ou retardam a oxidacdo lipidica de
alimentos processados, evitando a producdo de produtos téxicos, minimizando o
processo de rancificacdo, melhorando diretamente na qualidade sensorial do
alimento e aumento a vida de prateleira (MELO, 2010). InUmeros compostos
denotam atividade antioxidante, fazendo-se necessario uma classificacéo entre eles.
A classificagdo mais conhecida na literatura € dada devido a sua origem, sendo eles
de origem sintética ou natural (BOROSKI et al., 2015).

3.4.1 Antioxidantes sintéticos
Atualmente os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria € o BHA

(Butil-hidroxianisol), BHT (Butil-hidroxitolueno), TBHQ (Terc-butilhidroquinona) e o
PG (propil galato) (RAMALHO; JORGE, 2006). Devido sua estrutura fenélica (Figura
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5), sdo capazes de reduzir a oxidagdo lipidica. Sdo amplamente aplicados na
industria alimenticia por ndo apresentarem sabor e nem odor, ressaltando que em

temperaturas acima de 180°C sua atividade é inexistente (ZHANG; WU; WENG,
2004).

OH OH
,«J%T C(CH3), (H;C)sC “ _c(cHy),
9 C

UC'}I; '-f'}lF
BHA BHT
OH OH
s C(CHy); OH. | S~ OH
L P
OH COOC;H,
J'H-}IQ GP

Figura 5- Estrutura dos antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria.

FONTE: SILVA, JORGE (2011).

Indlstrias alimenticias empregam antioxidantes sintéticos com intuito de evitar
a deterioracdo de alimentos, bem como aumentar a vida til de prateleira. Contudo,
esta sendo alvo de criticas, pois apesar desses compostos serem eficientes quanto
a oxidacao lipidica, os mesmos propiciam efeitos danosos a saude do consumidor.
Por via disto, torna-se um campo de pesquisa motivador a busca por antioxidantes
naturais, tornando-se uma alternativa para a substituicdo no uso dos antioxidantes
sintéticos (COIMBRA; DEL RE; JORGE, 2009; MERCADANTE et al., 2010; WANG;
CAMP; EHLENFELDT, 2012).

3.4.2 Antioxidantes naturais
Antioxidantes naturais sdo oriundos de alimentos (vegetais, especiarias e

frutas). Dentre os varios encontrados, 0s mais comuns sédo 0s acidos fenolicos e
tocoferois (RAMALHO; JORGE, 2006).
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E caracteristica dos acidos fenolicos (Figura 6 e 7) a presenca de um anel
benzénico, um grupamento carboxilico e pelo menos um grupamento hidroxila que

sao atributos fundamentais de agentes antioxidantes (MESSIAS, 2009).

H‘] I:tl
R, COOH

R,
Acido salicilico: Ey=0H; R;=R;=Rs=H

Acido gentisico: Ry =Ry =OH:R> =R;=H

Acido p-hidroxibenzdico: By = Ex =Ry =H; B3 = OH
Acido protocatequimico: By =Ra=H; R =R3=0H
Acido vanilico: By = Rs=H: R> =0OHC3: B3 = OH
Acido gilico: Ry = H;R2=R3=Rs=0H

Acido siringico: Ry = H; R, =Ry = OCH;; R; = OH

Figura 6 - Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos.

FONTE: SILVA; JORGE (2011).

K, CH=CH-COOH

R,
Acido cinimico: R =R2=R3=Rs4=H
Acido e-cumdrico: Ry =0OH; R, =R;=R4=H
Acido m-cumarico: R = R3=Ry=H; R,=0H
Acido p-cumérico: Ry = Rz =Rs=H;R3 = 0H
Acido cafeico: Ry = Re= H: Ry = R3 = OH
Acido ferilico: R; = Rg4=H; R, = OCH;; R; = OH
Acido sindptico: R; = H; Ry = Ry = OCHy; Ry = OH

Figura 7 - Estrutura quimica dos acidos hidroxicindmicos.

FONTE: SILVA; JORGE (2011).

Devido a ressonancia que pode ocorrer no anel aromatico, existe formacgéo de

produtos relativamente estaveis pela agdo dos antioxidantes. Os antioxidantes
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fendlicos atuam como sequestradores de radicais livres, agindo na etapa de
iniciacdo bem como no processo de propagacao oxidativa. Essa reacdo ocorre
qguando os acidos fendlicos doam hidrogénio para os radicais livres presentes no
meio (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os tocoferodis sdo considerados um dos melhores antioxidante naturais para
serem aplicados em alimentos. Sua aplicacdo em Oleos e gorduras comestiveis é
muito comum, pois 0S mesmos sao capazes de evitar a oxidacdo de acidos graxos
insaturados (BOROSKI et al., 2015; MESSIAS, 2009).

Encontram-se quatro tipos de tocoferois (Figura 8), ambos diferem-se apenas

pela localizacdo do grupo metila no anel.

CH,

o - tocoferol: R, = R, = R, = CH,

B - tocoferol: R, =R, =CH,; R,=H
Y - tocoferol: R, = H; R, = R, = CH,
0 - tocoferol: R, =R, = H; R, = CH,

Figura 8 - Estrutura quimica dos tocoferais.

FONTE: RAMALHO; JORGE (2006).

A atividade antioxidante dos tocoferdis € resultante da capacidade de doar
hidrogénios fendlicos aos radicais livres presentes nos lipidios, impedindo a
proliferacdo em cadeia (BOROSKI et al., 2015).
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3.5 METODOS DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIANTE

3.5.1 Determinacédo da atividade antioxidante total pela captura do Radical Livre
ABTS™

O método da captura do radical ABTS™ (4cido 2,2 -azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) pode ser aplicado para avaliar a atividade antioxidante
de diversas substancias devido a sua capacidade de interagir com amostras
hidrofilicas e lipofilicas (LIMA, 2008). De acordo com Re et al. (1999) a partir da
reacdo de reducdo de perssulfato de potassio com o ABTS € formado o radical
ABTS™ de cor esverdeada, portanto o potencial antioxidante € estabelecido de
acordo com a descoloracdo do ABTS na presenca dos agentes antioxidantes (Figura

9). A reducéo do radical é determinada em uma absorbancia de 734 nm.

50.-
50 . ]@’ | +antioxidante so, '
CL~"" U H
N u!
CH, “ o

CH K,SO,

cor: verde-escura cor: verde-clara

Figura 9 - Formacdao do radical estavel com pessulfato de potassio e reagdo com antioxidante
pelo método ABTS.

FONTE: RUFINO et al., (2007).

Os resultados da absorbancia a partir da reacdo do ABTS com o antioxidante
sao relacionados com a atividade antioxidante do padrdo (Trolox), 0s mesmos séo
expressos em pumol de TEAC/g (atividade antioxidante equivalente ao Trolox por

grama de amostra).

3.5.2 Método da auto-oxidagao do sistema 3-caroteno/acido linoléico

O método mais conhecido como [-caroteno tem como objetivo principal

avaliar a acdo de inibicdo de radicais livres oriundos da peroxidacdo do &cido
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linoleico. O método baseia-se na utilidade do acido linoleico (Figura 10), que na
existéncia de oxigénio, da-se a formacao do radical peroxil, agente oxidante. A perda
de coloragao é dada quando o B-caroteno (Figura 10) reage com o radical livre, o
agente antioxidante age com o radical peroxil, retardando a descoloragao do [3-
caroteno (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

— — COOH

b

Figura 10 - Estrutura do B-caroteno (a), estrutura do acido linoleico (b).

FONTE: ALVES et al., (2010).

3.5.3 Meétodo captura do radical DPPH’ (2,2-difenil-1-picrihidrazil)

Nesse método o agente antioxidante atua como doador de hidrogénio, e
quando adicionado a solugcdo de DPPH’, acontece uma reacdo de reducéo,
reduzindo-o a hidrazina, passando da sua coloragao violeta para amarelo (Figura 11)
(ALVES et al., 2010).

RH
NO. (Antiox idants) NO, Q
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ON N—N ‘\‘ " ON —
D WD
Radics|DFPH DPPH reduzido
(Violeta) (Am &relo)

Figura 11 — Estrutura quimica do DPPH’ e reacdo de estabilizagdo.

FONTE: MOON; SHIBAMOTO (2009).
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O DPPH é um radical de nitrogénio orgéanico, denota estabilidade quando a
cor violeta é observada, apresenta uma absor¢cdo na faixa de 515-520 nm. A
reducdo do radical DPPH é avaliada pela diminuicdo da absorbancia durante a
reacado (PRADO, 2009).

Os resultados podem ser expressos em duas maneiras, utilizando a curva
padrdo de Trolox, sendo este um padrédo hidrossoltvel, muito semelhante com a
vitamina E, ou expressa como coeficiente de inibicdo (ICsp), que esta relacionada
com a quantidade de antioxidante necesséaria para reduzir 50% a concentracdo
inicial do radical livre no meio (MOON; SHIBAMOTO, 2009).

3.5.4 Determinacao da atividade antioxidante total pelo método de Reducao do Ferro
(FRAP)

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) baseia-se na
capacidade do antioxidante em reduzir o Fe®** em Fe?'. Essa capacidade pode ser
avaliada pelo monitoramento da formacao do complexo Fe* TPTZ . Na presenca de
TPTZ (2,4,6-tril (2-piridil)-1,3,5-triazina) e em condi¢cbes &acidas, a redugdo é
monitorada pela formacéo de uma solugdo de coloracdo azul intenso com o Fe?*
(Figura 12), apresentando uma absorbancia maxima de 593nm (RUFINO et al.,
2006).

lf’% N l’% =2
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- [Iln,-fNHH;::N + antioxidanta T e illb"f”‘ =N
Fe = . Fe
NTONT N - N7 N ~ I
v LA YY) COYRE
“ﬁ = N ““[”' *] S l’ =7 TN |” ‘j s
2 H,_H\_._-__.-""- o e
[Fe(ll)(TPTZ),]3* [Fe(ll)(TPTZ),]3*
cor: azul-clara cor: azul-escura

Figura 12 - Reduc&o do complexo Fe*" a Fe*".

FONTE: RUFINO et al., (2006).
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3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Atualmente para o tratamento de doencas infecciosas, faz-se necessario o
uso de atuantes capazes de combater invasores como bactérias, fungos, virus e
outros parasitas.(RANG et al., 2004).

O desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos proporcionam um
grande avancgo na area terapéutica. O uso indiscriminado de antibiéticos é uma das
causas de surgirem microrganismos resistentes, fazendo-se necessario buscas por
novas substancias que sejam capazes de inibir o desenvolvimento dos mesmos
(PALUMBO et al., 2010).

O uso de agentes antimicrobianos de origem vegetal € uma opcéo para
reduzir a toxidade de formula¢cdes medicamentosas. Um dos fatores importantes que
impulsionam a realizagcdo de pesquisas relacionadas a atividade antimicrobiana de
produtos naturais € o crescimento do mercado consumidor (KAMYSZ; TURECKA,
2005).

Entre as plantas medicinais, as aromaticas sdo as principais provedoras de
Oleo essencial, que se destacam devido seu potencial antimicrobiano, os quais sdo
encontrados em varias partes da sua composi¢cdo como folhas, caules, flores, frutos
entre outros (NUNES et al., 2006).

Atualmente plantas aromaticas séo utilizadas na medicina, pois apresentam
alta atividade e inibicdo contra bactérias e fungos. Estudos relacionados a atividade
antimicrobiana desses produtos naturais tém como objetivo inibir o crescimento de
microrganismos diante ao mecanismo de resisténcia (DUARTE, M.C.T. et al., 2004).

A atividade antimicrobiana é atribuida a presenca de compostos fendlicos que
exibem atividade antibacteriana e antifingica. Esse fator esta associado ao carater
lipofilico dos compostos presentes nas ervas, ocorrendo um acumulo na membrana
e perda de energia nas células (DUARTE, 2006).

Um agente antimicrobiano ideal apresenta uma toxidade seletiva, o qual
implica diretamente na eficiéncia contra a bactéria alvo (DAVIS, 1987; SOFIATI,
2009). Antimicrobianos agem sobre bactérias suscetiveis afetando diretamente no
desenvolvimento e na sua reprodugéo, induzindo a sua morte(FERREIRA, 2007). c

Em caso de resisténcia, a bactéria da continuidade a sua proliferacao,

mantendo a sua velocidade de crescimento mesmo fazendo o uso de agente
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antimicrobiano. Acdo terapéutica sO sera alcancada quando a concentracdo do
agente apresentar o valor da concentracdo minima bactericida (CMB), a qual é
definida como a menor concentracdo suficiente pra matar a maior parte das
bactérias presentes (JACOBY, 2005).

A resisténcia microbiana esta se tornando mais comum nos ultimos tempos. .
Portanto, se faz necessario controlar o uso de antibiéticos, e desenvolver novas
pesquisas para melhor compreender a resisténcia de bactérias, bem como

desvendar novos agentes antimicrobianos (HAIDA et al., 2007).

4 MATERIAIS E METODOS

As etapas referentes ao desenvolvimento dessa pesquisa estdo descritas no
fluxograma abaixo (Figura 13).

Amostras
microencapsuladas

[ Rompimento das microcapsulas ]

Atividade
antimicrobiana [€—

Compostos
fendlicos

[ Atividade antioxidante ]

! !

ABTS DPPH
| |
p-caroteno/ FRAP
acido
linoleico

Figura 13 - Fluxograma das atividades desenvolvidas na pesquisa.
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4.1 OBTENCAO DA MATERIA PRIMA

As amostras de Alecrim, Salvia, Manjericdo e Tomilho foram fornecidas por
produtores rurais da Feira Municipal de Pato Branco/PR. O material vegetal foi seco
em estufa a 40°C e triturado em moinho de bancada Marconi modelo MA — 630.
Para a extragéo, 3g de cada amostra e 30 mL de etanol 80% (v:v) foram colocados
em erlenmeyer de 250 mL e homogeneizados em Incubadora Shaker Modelo SL
222 a 40°C por 60 minutos. Em seguida, foi realizada uma filtracdo com papel de
filtro Whatman n°5. Os extratos preparados foram colocados em evaporador rotativo
até obter uma reducao do volume em 50%. Apds esta etapa, foram adicionados aos
extratos solucdo contendo 70% de maltodextrina comum e 30% de amido
modificado Capsul®, previamente dissolvidos em 50 mL de &agua destilada. A
emulsao resultante foi atomizada em spray dryer de bancada, modelo MSD 1.0, da
marca LABMAQ do Brasil, com vazdo maxima de 1L.h™ pertencente a Universidade
Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), Campus Campo Mourdo. As condicdes
utilizadas foram 150°C e 100°C do ar de secagem de entrada e saida do secador,
respectivamente. Bico atomizador de 1,0 mm de diametro, fluxo de ar comprimido de
50 L.min™, fluxo de ar de secagem de 3,6 m3.min™ e vazéo de alimentacdo de 0,60
L.ht.

Os extratos etandlicos foram microencapsulados por alunos pertencentes ao
Grupo de Estudo em Pesquisa de Produtos Naturais e Alimentos (GEPPNA),
coordenado pela Professora Doutora Solange Teresinha Carpes, sendo estes

gentilmente cedidos para a realizacéo deste estudo.

4.2 RUPTURA DAS MICROPARTICULAS

A ruptura das microparticulas foram realizadas com 0,375g de cada
microencapsulado, foi adicionado 15 mL de metanol 80% (v/v) acidulado (0,1% de
HCI), em seguida os tubos foram agitados em vortex (Phoenix, Sao Paulo, Brasil)
por 2 minutos, sonificados (USC 2800, Sao Paulo, Brasil) por 15 minutos, entdo a
mistura foi centrifugada (Novatecnica NT 825, Sao Paulo, Brasil) a 6000 rpm
(rotacdes por minuto) durante 5 minutos (SOUZA, 2013). ApGs esse procedimento

as amostras foram submetidas a avaliacdo do teor de compostos fendlicos totais,
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atividade antioxidante (FRAP, ABTS, DPPH e [-caroteno/acido linoleico) e

antimicrobiana.

4.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada conforme o
meétodo espectrofotométrico de Folin-Ciocateau, descrito por Singleton (1999). Uma
aliquota de 0,5 mL de cada amostra foi transferida para tubos de ensaio sendo
adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocateau (10%). Apés 5 minutos de
repouso da mistura, adicionou-se 2,0 mL de uma solucdo de Na,COj3; (4%). As
solucbes foram conservadas ao abrigo de luz, a temperatura ambiente e apds 2
horas foram realizadas leituras das absorbancias a 740 nm. Utilizou-se como padrao
de referéncia o acido gélico. Os resultados foram expressos em mg equivalente em
acido galico.g” de amostra (mg GAE.g™) e calculados por meio de uma curva

padrdo construida com concentracdes que variam de 1,25 a 62,5 ug.mL™.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacédo da atividade antioxidante foi avaliada por diferentes métodos,
ambos serdo descritos a seguir, sendo estes aplicados para todos os tipos de
extratos de ervas aromatica e para o antioxidante sintético eritorbato de sédio.

4.4.1 Atividade antioxidante pelo método ABTS™

A capacidade de sequestrar o radical 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS™) foi determinada segundo o método descrito por Re et al.,
(1999). O radical ABTS™ foi gerado a partir da reacéo da solugdo aquosa de ABTS'
(7 mM) com 88 uL de persulfato de potassio (140mM), esta solugéo foi mantida ao
abrigo da luz, em temperatura ambiente por 16 horas. ApGs esse periodo, diluiu-se a
solucéo em etanol até obter absorbancia no comprimento de onda de 700 a 734 nm.

As amostras foram adicionadas a solu¢do do ABTS™ e as leituras realizadas em
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espectrofotometro a 734 nm, apés 6 minutos de reacdo. Como referéncia utilizou-se
Trolox (6- hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-4cido carboxilico), um antioxidante
sintético equivalente a vitamina E, nas concentragdes de 0,045 a 0,0015 umol para a
curva padrao. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em pmol

TEAC.g™ de amostra (TEAC — capacidade antioxidante equivalente ao Trolox).

4.4.2 Atividade antioxidante pela auto-oxidagéo do sistema 3-caroteno/acido
linoleico.

A medida da atividade antioxidante foi determinada, de acordo com Ahn et al.,
(2004). Uma solugao de B-caroteno foi preparada em cloroformio, e 3 mL desta
solucéo foi homogeneizada com 40 mg de &cido linoleico e 400 mg de Tween 40 e
em seguida, o cloroférmio foi removido com a utilizacdo de uma corrente de géas
nitrogénio, o residuo obtido redissolvido em 100 mL de agua aerada por 30 min.
Aliquotas da emulsao B-caroteno/acido linoleico foram misturadas com os extratos e
a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro a 470 nm, no tempo
inicial e em intervalos de 20 minutos durante 2 horas com incubagéo a 50 °C, para a
reacao de oxidagcdo. A amostra controle foi realizada com etanol a 80% e a emulsao
preparada anteriormente. Os ensaios foram realizados em triplicata. A atividade
antioxidante foi expressa pela porcentagem de inibicdo relativa em relacdo ao

controle depois de 80 min de incubagé&o, usando a Equacao (1):

DRc — DRs

AA(%) = R T00

Eq.(1)

Onde:

AA = atividade antioxidante;

DRc = taxa de degradacdo da amostra controle (In(a/b)/120);

DRs = taxa de degradacdo da amostra contendo a substancia teste (In(a/b)/120),

onde a (absorbéancia inicial no tempo 0) e b a absorbancia apos 120 minutos.
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4.4.3 Atividade de Sequestro do Radical DPPH expresso em Referéncia ao
Trolox

Aliquotas de 0,5 mL das amostras foram adicionadas a 3 mL de etanol P.A e
a 0,3 mL da solucdo de DPPH (0,5mM). O controle negativo foi conduzido nas
mesmas condi¢des, porém sem adicdo do DPPH e com um volume de 3,3 mL de
etanol P.A. Em seguida, realizaram-se as leituras das absorbancias em
espectrofotdbmetro a 517nm no tempo zero e apés 30 minutos de reagdo, sendo as
amostras mantidas ao abrigo de luz. Construiu-se a curva padrdo de Trolox nas
seguintes concentragcbes 0,0075, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,0625 pmol de trolox, o
procedimento para analise seguiu 0 mesmo citado para as amostras. Os resultados

foram expressos em umol de Trolox.g™* de amostra.

4.4.4 Atividade antioxidante pelo Método de Reducao do Ferro — FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power)

A determinacdo da atividade antioxidante por meio da reducdo do ferro
(FRAP) foi realizada conforme metodologia descrita por Kuki¢ et al., (2008). O
reagente FRAP foi preparado no momento da andlise, através da mistura de 25 mL
de tampéao acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL de solu¢cdo TPTZ (10 mM TPTZ em 40
mM HCI), e 2,5mL de FeCl; (20 mM), em solugdao aquosa. Uma aliquota de 100 pL
das amostras foram adicionadas a 3 mL do reagente FRAP e incubado a 37°C em
banho-maria por 30 minutos. As absorbancias foram medidas apds esse tempo e o
espectrofotometro zerado com a solucdo FRAP. A curva de calibracdo foi
desenvolvida com sulfato ferroso (200 a 2000 uM), e os resultados expressos em

umol Fe2+.g™* de amostra.
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4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.5.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Esse método foi realizado por microdiluicdo em placa de 96 pocos de acordo
com a metodologia descrita por CLSI, (2005). Os micro-organismos utilizados para a
determinacdo da atividade antimicrobiana foram Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Salmonella Bongori (ATCC 43975), ambas foram adquiridas liofilizadas e
reativadas em caldo BHI (Brain heart infusion) por incubacdo de 24 horas e
passadas para agar BHI por mais 24 horas de incubacéo.

ApOs a reativacdo das bactérias, colénias foram ressuspendidas em tubos de
ensaios contendo soro fisiolégico esterilizado, para padronizar essa solucao o valor
de absorbancia foi ajustado para 0,135 a 660 nm em espectrofotbmetro, o que
equivale a 1 — 2x10® UFC/mL na escala de Mc Farland, (UFC = Unidade formadora
de colbnias). Com a concentracgao ja ajustada, um volume de 50 uL das suspensodes
bacterianas foi inoculado em 50 mL de caldo BHI devidamente esterilizado.

Para iniciar o procedimento da reacdo nas placas de 96 pocos, foram
pipetados 190 uL de caldo BHI inoculado, e em seguida adicionado 10 pL dos
extratos, com diversas concentracdes, em seguidas incubadas em incubadora
shaker a 37°C por 24 horas. Para confirmagéo dos testes, o caldo BHI inoculado foi
adicionado na placa juntamente com metanol 80% v/v acidulado com HCI, metanol
P.A. e o antibiético clorafenicol 0,12 % m/v, como controles positivos e negativos.

Passadas as 24 horas de incubacdo foram adicionados 30 uL do corante
resazurina (0,01% m/v). Nos poc¢os onde houve mudanca na coloracao, isto &,
mudanca de azul para qualquer outra cor, o resultado é negativo, ou seja, houve
crescimento bacteriano ja nos pocos que a coloracdo permaneceu inalterada, o

resultado é positivo, ou seja, ndo houve crescimento bacteriano.

4.5.2 Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Essa analise foi realizada com base nos resultados obtidos no teste da CIM,

onde uma aliquota de 10 pL provenientes dos pogos onde nao houve crescimento
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bacteriano, ou seja, resultado positivo foi transferida para placas de Petri contendo
meio de cultura agar BHI e logo apos levada a estufa por 24 horas a 37°C. A CBM
foi considerada a menor concentracdo que causou 99,9% de morte celular, ou seja,

sem crescimento bacteriano visivel sobre o agar (CLSI, 2005).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os dados obtidos para teor
de compostos fendlicos totais e as atividades antioxidantes foram tratados utilizando
a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando o teste

Tukey a um grau de significancia de 5% (p<0,05) utilizando o software OriginPro 8.5.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR TECNICA
ESPECTROSCOPICA UV-VIiS

E de extrema importancia a quantificacdo de compostos fendlicos denotado
pela bioatividade da planta em estudo. Tendo em vista que 0s mesmos originam-se
a partir de metabdlitos secundario das plantas, e responsaveis pelo seu crescimento
e sua reproducdo (NACZK; SHAHIDI, 2004). Esses compostos pertencem a um
grupo de fotoquimicos derivados da fenilalanina e tirosina, além de suas funcdes
conferidas ao crescimento e reproducédo, sdo largamente conhecidos por atribuirem
pigmentacado e por possuir acao antipatogénica (ANGELO; JORGE, 2007).

A quantificacdo de compostos fendlicos no presente estudo foi realizada
através da equacao da reta de uma curva padrao de acido galico com coeficiente de
correlacéo igual a 0,998 (Figura 14).
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Figura 14 - Curva padrdo de Acido galico para quantificacdo de compostos fendlicos.

Partindo da equacdo da reta obtida pelo grafico da curva padrédo de &cido
galico (Figura 14), estimou-se o teor de compostos fendlicos das amostras em

relacdo ao 4cido galico. Os resultados estdo apresentados abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 - Teor de compostos fendlicos dos extratos etanolicos microencapsulados de tomilho,
sélvia, alecrim e manjericao.

Amostras (mg EAG .g™H)”
Tomilho 14,89° + 0,26

Sélvia 115,22° + 0,26

Alecrim 123,43+ 0,78
Manjeric&o 8,87%+ 0,05

*EAG: Equivalente em &cido gélico. **Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo. Médias seguidas de

letra diferente na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Analisando a tabela acima, verifica-se que houve diferenga significativa entre
as ervas estudadas de acordo com o Teste de Tukey a um nivel de significancia de
5% (p<0,05), por via disto, nota-se que o Alecrim apresentou teor de compostos
fendlicos maior (123,43 mg EAG.g™), mostrando-se superior as demais ervas.

Em estudo realizado por Gongalves, Santo & Morais (2015), valores inferiores
foram encontrados para os extratos aquoso e alcodlico de alecrim, 24,0 mg EAG.g™
e 29,0 mg EAG.g" respectivamente. Verifica-se entdo que, para o alecrim, a
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extracdo de compostos fendlicos torna-se mais eficiente quando ocorre em meio
etandlico, como aconteceu com o presente estudo. Segundo Windisch et al., (2008),
os altos teores de compostos fendlicos derivam dos compostos mais abundantes no
alecrim, sendo eles o acido rosmarinico e o rosmanol.

O teor de compostos fendlicos encontrado nesse estudo para a Saélvia foi
duas vezes maior que o teor encontrado por Almeida et al., (2014). Essa diferenca
pode ser explicada pelo processo de microencapsulacédo, pois 0 mesmo concentra
0S compostos, tendo em vista que quando se trabalha com temperaturas elevadas
h& a eliminagéo principalmente do solvente utilizado na extracdo . De acordo com
Brewer (2011), o teor elevado de compostos fendlicos presente na Sélvia esta
diretamente relacionado com os diterpenos fendlicos (carndsico, carnasol) e o0s
acidos fendlicos (acido cafeico).

Brewer (2011) identificou no extrato etandlico de tomilho a presenca dos
fenilpropanoides timol, eugenol e carvacrol. Almeida (2013) trabalhou com extrato
etanolico de tomilho e obteve 33,55 mg EAG.g*no teor decomposto fendlicos, valor
este superior ao encontrado pelo presente estudo. A diferenca destes teores pode
estar relacionada com o processo de microencapsulacédo, pois ocorre a perda de
volateis no estagio inicial do processo, podendo ser volateis esses 0s responsaveis
pelo teor de compostos fendlicos.

Em relacdo a quantificacdo de compostos fendlicos do manjericdo, Silva
(2011) quantificou 63,49 mg EAG.g™ para o teor de compostos fenélicos do extrato
hidroalcéolico . Flanigan & Niemeyer (2014), verificaram a composi¢cdo de acidos
fendlicos em oito variedades de manjericdo roxo com diferentes cultivares, onde as
concentracdes de fendlicos variaram de 15,12 mg EAG.g* a 26,92 mg EAG.g™.
Valores estes superiores ao encontrado no presente estudo. Contudo, Yesiloglu &
Sit (2012) trabalharam com trés tipos de extragéo variando os solventes utilizados, e
o teor de compostos fendlicos variaram de 66,0 mg EAG. g com o solvente acetona
a 116,0 mg EAG.g ™ com o etanol.

As variagbes apresentadas nesse estudo podem estar relacionadas ao
cultivar de cada erva, a época de colheita, condi¢cdes de florescimento, bem como a
sazonalidade. Essas condi¢des influenciam diretamente nos teores de compostos
fendlicos das plantas (POIROUX-GONORD et al., 2010).
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5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS ERVA AROMATICAS

Os extratos microencapsulados de ervas aromatica foram rompidos e
consequentemente submetidos as seguintes analises: método ABTS™, Sequestro do
radical DPPH’ expresso em umol de Trolox.g™* de amostra, método FRAP e método
da auto-oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoleico.

Para a determinacéo da atividade antioxidante foram utilizados métodos com
principios diferentes, tendo em vista evidenciar a atividade de cada amostra. O

antioxidante sintético Eritorbato de Sddio foi utilizado para fins de comparacéo.

5.2.1 Atividade antioxidante pelo método ABTS™

O método ABTS™ tem como principio avaliar a atividade antioxidante pela
facilidade de capturar o radical livre ABTS™. O potencial antioxidante é avaliado pela
perda de coloracdo do radical ABTS™ quando detectado a presenca de agentes
antioxidantes, essa reducéo € medida em espectrofotdmetro.

Os resultados foram obtidos a partir da equacdo da reta da curva padrao de

Trolox (Figura 15), sendo estes expressos em pmol de Trolox.g™* de amostra.

Curva padrao de Trolox
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y =-10,666x + 0,5757

0,500 R2=0,9998

©
‘s 0,400
«T

0,300

0,200
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Figura 15- Gréfico da curva padrao de Trolox utilizada para o método ABTS.
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A equacdo da reta obtida a partir do grafico da curva padrdo de Trolox,
apresenta 0,9998 como coeficiente de correlacdo. A mesma foi utilizada para
calcular a atividade antioxidante das amostras sendo esta expressa em TEAC.g™
(umol de Trolox.g' de amostra). A tabela a seguir (Tabela 2), apresenta os
resultados da atividade antioxidante das amostras pelo método ABTS™ bem como
do eritorbato de sodio para fins de comparacéo.

Tabela 2 - Atividade antioxidante equivalente ao Trolox pelo método ABTS™ dos extratos etandlicos
microencapsulados de ervas aromaticas e do antioxidante sintético eritorbato de sédio.

Amostras (umol TEAC.g™)
Tomilho 33,84" + 0,62
Séalvia 73,42° £ 1,76
Alecrim 82,30° + 0,88
Manjeric&o 15,42° + 0,00

Eritorbato de sodio 4774,99% + 447,93

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo. Médias seguidas de letra diferente na mesma coluna
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

A partir da tabela acima, pode-se visualizar que o antioxidante sintético difere
estatisticamente (p<0,05) das amostras estudadas, contudo, ndo ha diferenca
significativa entre as amostras.

Valor superior para o Tomilho foi encontrado por Almeida (2013), onde a
mesma trabalhou com extrato etanélico, obtendo 265,79 pmol TEAC.g™. Wojdylo,
Oszmianski & Czemerys (2007), trabalharam com trinta e duas ervas da Polbnia
avaliando a sua atividade antioxidante, entre elas estava o tomilho, para a andlise de
ABTS™ obtiveram 35,4 pmol de trolox.100g™.

Stagos et al., (2012), trabalhou com 24 extratos de ervas domeésticas, dentre
as ervas analisadas estava diferentes espécies de sélvia, para Sélvia officinalis, os
mesmos realizaram extracdo aquosa e metandlica, obtendo para o método ABTS™
18,0 pmol TEAC.g" e 21,0 pumol TEAC.g"' respectivamente, resultados estes
inferiores ao obtido no presente trabalho, comprovando que o extrato etandlico se
faz mais eficiente na captura do radical ABTS™. Wojdylo, Oszmianski & Czemerys
(2007) em trabalho realizado com diferentes ervas, obtiveram para Salvia um valor

para a captura do racial ABTS™ de 17,0 pmol trolox.100 g™
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Em estudo realizado por Tomaz & Moraes (2008), onde 0S mesmos
trabalharam com extrato etanolico de alecrim organico, obtiveram para ABTS™ 0,04
umol TEAC.g?, resultado este inferior ao encontrado no presente estudo. Essa
diferenca pode ser justificada pela diferenca das condicfes climaticas, bem como na
maneira da adubacdo do mesmo. Vanz (2013) trabalhou com extrato alcodlico de
alecrim e para o método da captura do radical ABTS™ obteve o valor de 12,85 pmol
TEAC.g™, valor superior ao que foi encontrado por Tomaz & Moraes (2008), porém
inferior ao encontrado nesse estudo.

Estudo da captura do radical ABTS™ foi realizado com as antocianinas
provenientes de diferentes extracées do manjericao roxo, onde Szymanowska et al.,
(2015), obtiveram um variacdo entre 8,65 pmol TEAC.g* a 11,92 pmol TEAC.g* ,
onde o menor valor foi obtido quando a extracdo foi realizada com acido jasménico e
o maior valor quando trabalhado na extracdo com solucdo de acido B-aminobutirico.
Quando comparado com o resultado obtido no presente estudo, nota-se que quando
trabalhado com extracdo etanolica, resultados para a analise de ABTS™ sdo

maiores.

5.2.2 Atividade Antioxidante Pelo Método De Sequestro Do Radical DPPH’
(2,2 Difenil-1-Picridrazina) expressa em referéncia ao Trolox

A atividade antioxidante medida pela método de captura do radical DPPH
quando trabalhada com o padrdo Trolox viabiliza definir quédo eficazes sdo os
extratos na analise, tendo em vista que o Trolox apresenta atividade antioxidante
semelhante a vitamina E.

Os resultados pelo método DPPH’ foram calculados de acordo com a curva

padrao de Trolox (Figura 16), tendo um coeficiente de correlagéo igual a 0,9868.
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Figura 16 - Curva padrao de Trolox utilizado para quantificar a atividade antioxidante pelo
método DPPH.

Os resultados das amostras e do eritorbato de sédio para fins de comparacéao
estdo expressos por meio da atividade do sequestro do radical livre DPPH em

referéncia ao padréo Trolox.

Tabela 3- Atividade de sequestro do radical DPPH em referéncia ao padrdo Trolox dos extratos
etandlicos microencapsulados de ervas arométicas e do antioxidante sintético eritorbato de sédio.

Amostras (umol Trolox.g™ de amostra)’
Tomilho 33,63" + 0,10
Sélvia 181,20° + 2,10
Alecrim 188,28" + 0,52
Manjericdo 24,27° + 0,56

Eritorbato de sodio

1,70. 102+ 525813,26

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com o teste Tukey, observa-se que 0s extratos estudados nao
apresentam diferenca significativa entre si (p<0,05), contudo, quando comparado 0s
extratos com o antioxidante sintético, existe diferenca significativa, tendo em vista
gue a capacidade de sequestrar o radical DPPH do eritorbato de sédio se sobre sai

aos valores obtidos para os extratos.



44

Valor superior foi encontrado para o tomilho quando Almeida (2013) trabalhou
com extrato etandlico, obtendo 132,29 mmol de trolox.g™. Wojdylo, Oszmianski &
Czemerys (2007) encontrou 295 umol Trolox para a cada 100 gramas de amostra,
considerando esse valor, a cada uma grama de amostra tem-se 2,95 pmol Trolox,
valor inferior ao encontrado no presente estudo.

O extrato de salvia avaliado neste trabalho apresentou valor superior ao
trabalho realizado por Salem et al., (2013), que obteve 0,212 pumol Trolox.g™* com
extracdo acetona-agua. O mesmo ocorreu quando Neagu, Roman & Radu (2011)
trabalharam com extrato hidroalcoélico obtendo 59,49 umol Trolox.g™.

Wojdylo, Oszmianski & Czemerys (2007) trabalhou com alecrim, e pro
sequestro do radical DPPH obteve 513 upmol Trolox.100g™, resultado este
equivalente a 5,13 umol Trolox.g™, inferior ao encontrado no presente estudo.

Goncalves, Santos & Morais (2015) obtiveram para 0 manjericdo uma
capacidade de sequestrar o radical DPPH de 92,6% com extracao etandlica.

5.2.3 Atividade antioxidante pelo método de reducédo do ferro — FRAP

A andlise de reducdo do ferro é avalia conforme a capacidade de reduzir o
Fe® a Fe?*, denotada pela producdo de um complexo com coloragéo azul intenso
(RUFINO et al., 2006).

O resultado da atividade antioxidante pela reducdo do ferro para os quatros
extratos bem como para o antioxidante sintético foi calculado a partir da equacéo da
reta da curva padréo de sulfato ferroso (Figura 17), tendo 0,9993 como coeficiente

de correlacao.
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Figura 17 - Gréfico da curva padréo de sulfato ferroso utilizado para o método FRAP.

A partir da equacdo da reta obtida da curva padrdo, foi possivel estimar a
concentracéo de Fe*? presente em solucéo. Os resultados foram expressos em pmol

de Fe*. g* de amostra (Tabela 4).

Tabela 4 - Atividade antioxidante pela redu¢éo do ferro — FRAP dos extratos etandlicos
microencapsulados de ervas aromaticas e do antioxidante sintético eritorbato de sédio.

Amostras (umol de Fe™.g™" de amostra)’
Tomilho 50,23" + 0,26
Salvia 127,31°+ 6,21
Alecrim 123,10° £ 1,22
Manijeric&o 31,25°+ 0,10
Eritorbato de sédio 3080,49%+ 334,24

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo. Médias seguidas de letra diferente na mesma coluna

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Através da andlise estatistica realizada pelo teste Tukey, observa-se que nao
houve diferenca significativa (p<0,05) quando comparado 0s extratos entre si, no
entanto, quando comparado com o antioxidante sintético apresenta diferenca
significativa.

Dentre os extratos estudados, a salvia apontou ser mais ativa, exibindo
melhor resultado, mostrando-se inferior somente quando comparado com o

antioxidante sintético eritorbato de sédio.
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Almeida (2013) quando trabalhou com tomilho, apresentou resultado superior
ao encontrado nesse estudo, tem um valor para o método de FRAP de 314,72 umol
de Fe™.g*. Wojdylo, Oszmianski & Czemerys (2007) trabalharam com diferentes
ervas, entre elas o tomilho, obtendo para o método FRAP 693 umol deTrolox.100g™.

Embuscado (2015), trabalhou com diferentes especiarias e ervas, avaliando a
sélvia pelo método FRAP, a mesma obteve um valor de 44,3 mmol de Fe*%.g™, valor
este superior quando comparado com o presente estudo. Farhat et al., (2014),
trabalhou com a salvia e avaliou a sua capacidade antioxidante pelos métodos
DPPH, ABTS e FRAP, onde avaliaram a atividade antioxidante da planta em seus
diferentes estagios, sendo estes em sua fase vegetativa, florescimento e frutificacéo,
para 0 método FRAP obteve os valores de 112,87 mmol de Fe*2.mg*, 171,83 mmol
de Fe*2.mg™ e 130,73 mmol de Fe*.mg™, respectivamente.

Em trabalho realizado para avaliar a estabilidade oxidativa de manteiga,
executado por Santos, Shetty & Miglioranza (2014), os mesmos trabalharam com
extrato de cinco tipos de ervas condimentares, entre elas, o alecrim, onde tinham o
intuito de avaliar quéo eficiente era o extrato na inibicdo da oxidacdo, contudo,
avaliaram o potencial antioxidante pelo método DPPH e FRAP, obtendo para o
método FRAP um valor de 89,62 pmol de Fe*2.g™, resultado este inferior ao obtido
no presente estudo.

Para a especiaria manjericdo, Embuscado (2015) obteve para o método

FRAP 19,9 mmol de Fe*2.100g™, valor este superior ao encontrado neste estudo.

5.2.4 Atividade antioxidante pela auto-oxidacdo do sistema [B-caroteno/acido

linoleico

O método de auto-oxidacdo do sistema [-caroteno/acido linoleico permite
avaliar o potencial que uma determinada amostra possui em inibir ou retardar a
oxidagao do B-caroteno, impedindo o contato com os radicais livres produzidos na
peroxidacao do acido linoleico (ALVES et al., 2010).

Os resultados foram calculados por meio da Equacdo (1) e expressos em

porcentagem de inibicdo da oxidacéo (Tabela 5).
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Tabela 5 - Atividade antioxidante pela auto-oxidacdo do sistema b-caroteno/acido linoleico dos
extratos etandlicos microencapsulados de ervas arométicas e do antioxidante sintético eritorbato de
sadio.

Amostras AA* (%)**
Tomilho 76,19% + 3,27
Salvia 78,18%+ 0,29
Alecrim 82,57 + 3,05
Manjericdo 83,03% + 3,99
Eritorbato de sédio 77,27% £ 2,50

*AA: Atividade Antioxidante. **Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo. Médias seguidas de letra

diferente na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Através da analise estatistica pelo teste Tukey observa-se que ndo houve
diferenca (p<0,05) entre todas as amostras estudadas. Contudo, nota-se que o
manjericado possui maior capacidade em inibir ou retardar a oxidacdo do [-caroteno,
apresentando valor superior ao antioxidante sintético eritorbato de sédio.

Resultado superior foi encontrado por Almeida et al. (2014) quando trabalhou
com a salvia, obtendo uma porcentagem de 90,32%. Scio (2012) quando trabalhou
com extrato metandlico de salvia, determinaram 61,66% de inibicdo, valor inferior ao
determinado pelo presente estudo. Os mesmos autores trabalharam com o
manjericdo, obtendo uma porcentagem de atividade antioxidante de 32,76%, valor
este inferior ao obtido no presente estudo.

Martins (2015) analisou trés tipos de extratos de tomilho, provenientes de
infusdo, decoccédo e extrato hidroalcodlico, obtendo para atividade antioxidante pela
auto-oxidacdo do sistema b-caroteno/acido linoleico 86,4% para infusdo, 207,9%
para decoccédo e 31,6% pra extracdo hidroalcodlica. Resultados estes comprovam
que, a extracdo etandlica se faz mais eficiente que a hidroalcodlica para a presente
analise, porém, menos eficiente que uma extracao por decoccao.

Em estudo realizado por Asolini et al.,, (2006), avaliaram a atividade
antioxidante de extratos de plantas que sdo amplamente utilizadas como chas, as
formas de extracdes foram aquosa e etandlica. Para o alecrim, a porcentagem da
atividade antioxidante obtida nessas condi¢cdes de extragédo foi acima de 97% para

ambas as extracdes. Resultado este superior ao encontrado no presente estudo.
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5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS ERVAS AROMATICA

A determinacéo da concentracdo inibitoria minima (CIM) foi realizada com as
bactérias: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella Bongori (ATCC
43975), com concentracdo bacteriana de 1-2x10® UFC.mL* na escala de Mc
Farland.

Esta andlise foi desenvolvida em microplacas de 96 pocos, com
concentraces dos extratos das ervas aromaticas que variaram de 25 mg.mL* a 1,5
mg.mL™. Os resultados foram obtidos em triplicata para cada microrganismo
estudado (Figuras 18 e 19).

Figura 18- Andlise de CIM para a bactéria Staphylococcus aureus.
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Figura 19 - Anélise da CIM com a bactéria Salmonella Bongori.

Nos poc¢os que ndo houve mudanca de coloracdo na presenca do corante
rezasurina, ou seja, a cor permaneceu azul, foi considerado auséncia de bactérias
viaveis. Os resultados sdo apresentados abaixo (Tabela 6), os quais indicam a CIM
dos extratos frente as bactérias trabalhadas.

Tabela 6 - Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) (mg.mL™) dos extratos etanélicos
microencapsulados de tomilho, salvia, alecrim e manjericao.

Amostras Staphylococcus aureus Salmonella bongori
Tomilho >25 >25
Sélvia 25 >25
Alecrim 25 >25
Manijericao >25 >25

Concentracdes dos extratos testadas: 25 mg.mL™"a 1,5 mg.mL™

Os extratos de manjericdo e tomilho ndo apresentaram poder de inibicao
frente as duas bactérias testadas nas concentracées que variaram de 25 mg.mL™ a
1,5 mg.mL™?, portando, a CIM para esses extratos é >25.

Os extratos de salvia e alecrim tiveram o poder de inibicdo frente a bactéria

Staphylococcus aureus (Gram-positiva) com uma CIM igual 25 mg.mL™, no entanto
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guando analisado frente a bactéria Salmonella bongori (Gram-negativa), 0S mesmos
nao tiveram poder para inibir o desenvolvimento da mesma, tendo CIM >25.

Kaya, Yigit & Belin (2008) também demonstraram atividade antimicrobiana
guando trabalharam com extrato metandlico de manjericdo, frente a bactéria
Staphylococcus aureus.

No entanto, Porte & Godoy (2010) trabalharam com atividade antimicrobiana
do alecrim, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, demonstraram que
o alecrim tem poder de inibicdo contra as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus
Cereus, Klebsiela pneumoniae e Salmonella enteritidis, concluindo que as bactérias
Gram-negativas sdo menos sensiveis ao extrato de alecrim.

Moghimi et al. (2016), trabalharam com nanoemulsdo de o6leo de salvia,
verificando que a mesma apresenta poder de inibicdo contra bactéria Gram-negativa
Escherichia coli resultado este que nao foi verificado no presente estudo quando
trabalhado com a bactéria Gram-negativa Salmonella bongori.

Extrato de tomilho foi testado frente as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis por Pereira et al. (2014), onde os
mesmos observaram que o extrato de tomilho foi eficiente na inibicdo de todas a
bactérias em estudo.

A determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi analisada a
partir das suspensdes oriundas dos pocos das microplacas, sendo estas inoculadas
em placas de petri contendo agar BHI (Braian heart infusion) e posteriormente
incubadas a 35°C por 24 h. O resultado positivo para CBM foi considerado quando
nao houve crescimento de célula viavel na placa inoculada.

Os resultados da CBM dos extratos das ervas aromaticas sobre as bactérias

sao apresentados abaixo (Tabela 7).

Tabela 7 - Concentracédo Bactericida minima (CBM) (mg.mL"l) dos extratos etandlicos
microencapsulados de tomilho, sélvia, alecrim e manjericao.

Amostras Staphylococcus aureus Salmonella bongori
Tomilho >25 >25
Sélvia >25 >25
Alecrim >25 >25
Manijericdo >25 >25

Concentracdes dos extratos testadas: 25 mg.mL™" a 1,5 mg.mL™
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Partindo dos dados listados na tabela acima, observa-se que os extratos de
tomilho, sélvia, alecrim e manjericdo nas concentracdes testadas, ndo foi possivel a
determinacdo da CBM, pois em todas as concentracdes houve crescimento de
bactérias viaveis. Desse modo, para estes extratos a CBM deve ser considerada >25
mg.mL™ frente as bactérias estudadas no presente trabalho.

Dal Pozzo et al. (2011), trabalhou com atividade antimicrobiana de oOleos
essenciais de condimentos frente a bactéria Staphylococcus spp, dentre os
condimentos estudados estava o tomilho. Para o mesmo, 0s autores encontraram
CBM igual a 2762 pg.mL™, resultado esse satisfatério quando comparado com o do
presente estudo.

Aquino et al. (2010) avaliou a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
de erva-cidreira e manjericdo frente as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Salmonella sp. Para o 6leo essencial de manjericio os mesmo obtiveram
uma CBM somente contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
resultado este superior ao do presente estudo, pois o0 extrato de manjericdo nao teve
poder bacteriostatico nas concentracdes testadas quando trabalhado com a bactéria
Staphylococcus aureus.

A atividade antibacteriana foi avaliada com o 6leo essencial de alecrim por
Rocha et al. (2014), frente as bactérias Salmonella Choleraesuis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, o 6leo essencial de alecrim
apresentou CBM contra todas as bactérias testadas, no entando para a bactéria
Staphylococcus aureus a CBM foi igual a 15 pL.mL™.

Vale ressaltar que os resultados apresentados neste estudo n&do sofreram
influéncia do solvente utilizado. A andlise demonstrou que o metanol utilizado néo
apresentou nenhuma acédo inibitéria, enquanto o controle positivo (clorafenicol)

apresentou acao inibitéria frente as duas bactérias utilizadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados apresentados ao longo desse trabalho, foi
possivel concluir que os extratos microencapsulados das ervas aromaticas
analisadas, com excecdo do tomilho e manjericdo, apresentaram consideraveis
teores de compostos fendlicos, podendo estes ser utilizados pela industria
alimenticia visando minimizar a concentracdo de antioxidantes sintéticos em
alimentos.

Pode-se observar também o qudo importante é avaliar a atividade
antioxidante por métodos variados, nao podendo entdo afirmar qual metodologia é
amais viavel, uma vez que as mesmas apresentam caracteristicas intrinsecas.

Em relacdo a atividade antimicrobiana conclui-se que o0s extratos
microencapsulados de alecrim e salvia na concentracéo de 25 mg.mL™ s&o capazes
de inibir o crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus. Esses
resultados podem ser associados com o teor de compostos fendlicos, pois ambos os
extratos apresentaram teores significativos.

As ervas aromaticas microencapsuladas apresentam atividade antioxidante e
antimicrobiana consideravel, além de caracteristicas importantes como baixa
atividade de &gua, pois o solvente é eliminado no processo de microencapsulagéo, e
facil manipulacdo, sendo estas uma alternativa para aplicagdo na industria

alimenticia e farmacéutica.
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