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RESUMO

SILVA, Mayara G. F. da. Atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro de éleos
essenciais e extratos hidroalcoolicos de manjerona (Origanum majorana L.) e
manijericdo (Ocimum basilicum L.). 2011. 70 f. Trabalho de Concluséo de Curso —
Curso Superior de Quimica — Bacharelado em Quimica Industrial/Licenciatura em
Quimica, Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato Branco, 2011.

O manjericao (Ocimum basilicum L.) e a manjerona (Origanum majorana L.) sao
considerados uma boa fonte nutricional com beneficios para a saude, principalmente
pela presengca de compostos fendlicos com atividade antioxidante. Neste estudo, foi
determinado o teor de compostos fendlicos totais, flavondides totais e atividade
antioxidante e antibacteriana de extratos hidroalcéolicos e 6leos essenciais destas
duas ervas aromaticas. A atividade antioxidante dos extratos hidroalcéolicos e 6leos
essenciais foi determinada e comparada a de antioxidantes comerciais BHT (butil-
hidroxi-tolueno), BHA (butil-hidroxi-anisol) e a-tocoferol pelo método de sequestro do
radical livre DPPHe (2,2-difenil-1-picrihidrazil). Os valores obtidos para os compostos
fendlicos e flavonodides totais para o manjericdo (Ocimum basilicum L.) foram de
63,499 mg EAG/g (EAG: equivalente em acido galico) e 14,879 mg EQ/g (EQ:
equivalente em quercetina), respectivamente, e para a manjerona (Origanum
majorana L.) de 41,244 mg EAG/g e 7,363 mg EQ/g, respectivamente. Foram
encontradas altas atividades de sequestro para o radical livre DPPHe, com ECso
(Concentracao da substancia antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
concentragao inicial do DPPHe) de 363,992 ug/mL para o extrato hidroalc6olico de
manjericao (Ocimum basilicum L.), 472,557 pg/mL para o extrato hidroalcéolico de
manjerona (Origanum majorana L.), 0,952 pyL/mL para o Oleo essencial de
manjericao (Ocimum basilicum L.), 1,783 uL/mL para o 6leo essencial de manjerona
(Origanum majorana L.) e 114,665 ug/mL, 72,250 ug/mL e 61,220 ug/mL para as
substancias de referéncia BHT, BHA e a-tocoferol, respectivamente. A atividade
antioxidante do extrato hidroalcéolico de manjericao (Ocimum basilicum L.) foi de
88,74% pelo método do DPPHe, para o extrato hidroalcéolico de manjerona
(Origanum majorana L.) foi de 86,90%, para o Oleo essencial de manjericao
(Ocimum basilicum L.) foi de 91,20%, para o 6leo essencial de manjerona (Origanum
majorana L.) foi de 81,15% e para as substancias de referéncia BHT, BHA e o-
tocoferol de 52,37%, 73,69% e 90,52%, respectivamente. Foi observado que tanto o
extrato hidroalcéolico quanto o 6leo essencial de manjericao (Ocimum basilicum L.),
apresentaram uma alta capacidade de sequestro de radical livre. A atividade
antioxidante dos antioxidantes utilizados na industria alimenticia (BHA, BHT e a-
tocoferol) foi superior a dos extratos hidroalcéolicos de manjericdo (Ocimum
basilicum L.) e manjerona (Origanum majorana L.), pois estes foram analisados
puros. Embora os extratos hidroalcéolicos e Obleos essenciais de manjericao
(Ocimum basilicum L.) e manjerona (Origanum majorana L.) analisados tenham
apresentado um alto teor de compostos fendlicos com atividade antioxidante,



somente o0s O6leos essenciais destas ervas demonstraram uma atividade
antibacteriana nao muito significativa pelos métodos utilizados.

Palavras-chave: Ocimum basilicum L.; Origanum majorana L.; compostos fendlicos
totais; flavondides totais; DPPH; CIM; CBM.



ABSTRACT

SILVA, Mayara G. F. da. Antimicrobial and antioxidant activity in vitro of essential oils
and hydroalcoholic extracts of marjoram (Origanum majorana L.) and basil (Ocimum
basilicum L.). 2011. 70 f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso Superior de
Quimica — Bacharelado em Quimica Industrial/Licenciatura em Quimica,

Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato Branco, 2011.

Basil (Ocimum basilicum L.) and marjoram (Origanum majorana L.) are considered a
good source of nutrition with health benefits, mainly by the presence of phenolic
compounds with antioxidant activity. In this study we determined the content of total
phenolics, total flavonoids and antioxidant and antibacterial activity of hydroalcoholic
extract and essential oils of these two herbs. The antioxidant activity of
hydroalcoholic extract and essential oils was determined and compared to
commercial antioxidants BHT (butylated hydroxy-toluene), BHA (butylated hydroxy-
anisole) and a-tocopherol using the kidnapping of free radical DPPH- (2 , 2-diphenyl-
1-picrihidrazil) and whitening system (-carotene/acid linoleic. The values obtained for
total phenolics and flavonoids for basil (Ocimum basilicum L.) were 63,499 EAG mg/g
(EAG: gallic acid equivalent) and 14,879 EQ mg/g (EQ: quercetin equivalent),
respectively, and marjoram (Origanum majorana L.) 41,244 EAG mg/g and 7,363 mg
EQ/g, respectively. We found higher activities of kidnapping for the free radical
DPPH- with ECsy (concentration of antioxidant needed to reduce by 50% the initial
concentration of DPPHe) of 363,992 ug/mL for the hydroalcoholic extract of basil
(Ocimum basilicum L.) , 472,557 pg/mL for the hydroalcoholic extract of marjoram
(Origanum majorana L.), 0,952 uL/mL for the essential oil of basil (Ocimum basilicum
L.), 1,783 uL/mL for the essential oil of marjoram (Origanum majorana L. ) and
114,665 pg/mL, 72,250 ug/mL and 61,220 ug/mL for the reference substances BHT,
BHA and a-tocopherol, respectively. The antioxidant activity of hydroalcoholic extract
of basil (Ocimum basilicum L.) was 88,74% of DPPHes method for the hydroalcoholic
extract of marjoram (Origanum majorana L.) was 86,90% for the essential oil basil
(Ocimum basilicum L.) was 91,20% for the essential oil of marjoram (Origanum
majorana L.) was 81,15% and for the reference substances BHT, BHA and o-
tocopherol of 52,37% , 73,69% and 90,52%, respectively. It was observed that both
the hydroalcoholic extract and essential oil of basil (Ocimum basilicum L.), showed a
high capacity for sequestering free radical. The antioxidant activity of antioxidants
used in food industry (BHA, BHT and a-tocopherol) was higher than the
hydroalcoholic extract of basil (Ocimum basilicum L.) and marjoram (Origanum
majorana L.), because these were considered pure. Although the hydroalcoholic
extract and essential oils of basil (Ocimum basilicum L.) and marjoram (Origanum
majorana L.) analyzed have presented a high content of phenolic compounds with
antioxidant activity, only the essential oils of these herbs showed a non significant
antibacterial activity by methods used.



Keywords: Ocimum basilicum L.; Origanum majorana L.; total phenolic compounds;
total flavonoids; DPPH; MIC; MBC.
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1 INTRODUCAO

A busca por antioxidantes naturais para uso em produtos alimenticios e
farmacéuticos vem representando um importante desafio para a pesquisa industrial
nos ultimos 20 anos, tendo como intuito substituir os antioxidantes sintéticos. Uma
vez que os consumidores vém apresentando rejeicao pelo uso destes devido ao seu
potencial de toxicidade, ha um crescente interesse na obtengdo de substancias
antioxidantes provenientes de fontes naturais. Além disso, alguns produtos naturais
(ervas aromaticas in natura e na forma de extratos) apresentaram, in vitro, uma alta
atividade antioxidante (MURCIA et al., 2004). Extratos de ervas aromaticas, cha, uva
e citros estao entre as principais fontes de antioxidantes naturais estudadas. Deste
modo, apesar dos trabalhos ja desenvolvidos nesta area, muito do potencial
existente permanece inexplorado (SILVA et al., 2010).

Aliado as contribuicdes a saude, os compostos naturais também apresentam
significativa importancia para a aplicacao industrial, jA que os antioxidantes sintéticos
mais utilizados pela industria de alimentos sdo o butil - hidroxitolueno (BHT) e o buitil
- hidroxianisol (BHA), e estes tém despertado preocupac¢do quanto as doses de
seguranga e toxicidade, pois podem estar envolvidos em muitos riscos a saude,
incluindo cancer (BARREIROS; DAVID, 2006; BERGAMASCHI, 2010).

A maioria dos compostos antioxidantes possui uma base molecular
semelhante, ou seja, pelo menos um anel aromatico e um grupo hidroxila, incluindo
os acidos fendlicos e os flavonoides (CAETANO, 2009).

No Brasil, a investigacdo sobre produtos naturais com atividade
antimicrobiana também aumentou significativamente nos dltimos anos. Entretanto,
apesar da rica biodiversidade, somente estdo disponiveis dados sobre 44 espécies
de plantas pertencentes a 20 familias, com atividade positiva, incluindo espécies
nativas e exoéticas (OLIVEIRA et al., 2007).

As propriedades antimicrobianas de substancias e 6leos essenciais tem sido
reconhecidas durante séculos, mas foram confirmadas de forma cientifica apenas
recentemente. Por outro lado, 0os microrganismos que causam prejuizos a saude
humana estdo se mostrando resistentes a maioria dos antimicrobianos conhecidos,

0 que incentiva ainda mais a procura por antimicrobianos de ocorréncia natural e
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eficientes no controle do crescimento de diversos microrganismos incluindo fungos,
leveduras e bactérias (DUARTE, 2006).

Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e 6leos essenciais
de plantas nativas tém sido relatados em muitos paises tais como Brasil, Cuba,
india, México e Jordania, que possuem uma flora diversificada e uma rica tradicdo
na utilizacdo de plantas medicinais para uso como antibacteriano ou antifungico
(OLIVEIRA et al.,, 2007; DUARTE, 2006). O Brasil é o pais com a maior
biodiversidade de plantas do mundo, com mais de 55 mil espécies descritas, 0 que
corresponde a 22% do total mundial (BRASIL, 2006; ARAUJO, 2010).

Os dleos essenciais sé@o utilizados em diversos setores industriais como, por
exemplo, na fabricacdo de farmacos, perfumes, cosméticos, produtos de higiene e
limpeza, alimentos e bebidas. Esses 0leos podem ser extraidos de caules, flores,
frutos e raizes de diversas espécies de plantas. Na industria alimenticia, podem
atuar como antioxidantes e antibacterianos, além de reproduzir o sabor e odor da
planta utilizada no alimento (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007; BUSATTA, 2006).

O mercado de 6leos essenciais € prdspero para paises que dispdéem de uma
grande biodiversidade, como o Brasil, e possuem condi¢cdes de agregar valor as
suas matérias-primas, transformando-as em produtos beneficiados. Por esse motivo
€ importante pesquisar sobre o 6leo essencial de plantas condimentares como o
manjericdo e a manjerona. No estado do Parana, as espécies mais importantes sao
a camomila e o gengibre, porém outras espécies como o capim limao e eucalipto
vém sendo exploradas. O estado é responsavel por 10% das importacdes de bleos
essenciais de diversas plantas. Estes dados revelam a necessidade de expansao
desse mercado, tanto no Parana como no Brasil, nos préximos anos (BARATA et al.,
2005; JAKIEMIU, 2008).

Devido a tendéncia atual pela procura de produtos naturais pelos
consumidores, causada pela crescente preocupacdo com a saude, torna-se
necessario o estudo do uso de condimentos e ervas aromaticas como antioxidantes
naturais em substituicdo aos convencionais BHA e BHT amplamente utilizados.
Neste contexto, este estudo tem como objetivo identificar as propriedades
antioxidantes e antimicrobianas presentes em ervas aromaticas comuns na culinaria
do Sul do Brasil, como a manjerona (Origanum majorana L.) e o manjericao

(Ocimum basilicum L.).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades antioxidantes e antimicrobianas do éleo essencial e
do extrato hidroalcéolico de manjerona (Origanum majorana L.) e manjericao

(Ocimum basilicum L.).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Plantar as mudas de manjerona e manjericdo nas estufas do horto da UTFPR.

e Preparar os extratos etandlicos das ervas aromaticas;

e Extrair o 6leo essencial das plantas, coletadas do horto, por hidrodestilacéo;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais nos extratos hidroalcéolicos;

e Determinar o teor de flavondides totais nos extratos hidroalcoolicos;

e Avaliar as propriedades antioxidantes do o6leo essencial e do extrato
hidroalcéolico de cada planta pelo método de sequestro do radical livre
DPPHe (2,2-difenil-1-picrihidrazil);

e Determinar a atividade antimicrobiana do dleo essencial e dos extratos de
cada planta contra as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25.923 (gram-
positiva), Salmonella enteritidis ATCC 13.076 (gram-negativa), Klebsiella
pneumoniae ATCC 13.883 (gram-negativa) e Bacillus cereus ATCC 11.778
(gram-positivo) pelo método de difusdo em &agar, Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM);
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sdo conhecidos desde a antiguidade por possuirem
atividades biol6gicas, como propriedades antibacteriana, antifingica e antioxidante.
As antigas civilizag6es ja tinham por habito o uso de ervas e aromas como recurso
terapéutico, principalmente na medicina chinesa (SIMOES; SPITZER, 2004). As
primeiras evidéncias do uso de plantas com fins terapéuticos datam de 460 a.C.
Atualmente, com a busca cada vez maior por produtos naturais e com a crescente
utilizacdo de compostos antioxidantes na medicina, as substancias naturais, como
os compostos fendlicos, tem merecido uma atengao especial (CATAO et al., 2005).

O consumo de produtos naturais esta diretamente relacionado com a
diminuicdo da incidéncia da taxa de mortalidade provocada por doencas
degenerativas como o cancer e doencgas cardiovasculares. Acredita-se que os
produtos naturais, como frutas e vegetais tem acado antibacteriana e também
atividade antioxidante, por possuirem quantidades consideraveis de substancias
fendlicas. Essas substancias aumentam e potencializam o sistema imunolégico do
corpo humano induzindo uma resisténcia sem causar efeitos colaterais ao
organismo (HERTOG et al., 1993; HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

O uso de antioxidantes naturais € muito importante tendo em vista diversos
aspectos tecnoldgicos e nutricionais, podendo ser destacados: a conservacao da
qualidade do alimento, podendo substituir os antioxidantes sintéticos (Figura 1), a
preservacao da saude humana, por minimizar danos oxidativos € a presenca de
componentes bioativos, caracterizando os alimentos como funcionais (ARAUJO,
1995).
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Figura 1 — Estrutura quimica de alguns antioxidantes sintéticos, (a) BHA,
(b) BHT, (c) PG e (d) TBHQ.

O uso de antioxidantes naturais como o a-tocoferol (Figura 2), visando o
aumento do prazo de validade de produtos alimenticios € uma constante na area da
tecnologia de alimentos. A Resolucao n° 04 de 24/11/88 relaciona um total de 13
aditivos permitidos classificados como antioxidantes possiveis de serem adicionados
em aproximadamente 40 a 50 alimentos (BRASIL, 1988).

/

~
HO

Figura 2 — Estrutura Quimica do a-Tocoterol.

As especiarias possuem uma posicao especial em relacao as outras fontes

naturais de antioxidantes, pois sdo usadas tradicionalmente como ingredientes, o
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que permite que sejam facil e diretamente utilizadas, exercendo sua atividade
antioxidante nos alimentos e agcdo conservadora por inibirem ou retardarem a
atividade microbiana (JORGE; ANGELO, 2008).

Embora os Oleos essenciais sejam bastante estudados, o seu uso em
alimentos como substancias antimicrobianas € bastante limitado devido a avaliacao
dos sabores, pois doses eficazes contra microrganismos podem mudar a
aceitabilidade do produto. Como consequéncia, ha uma demanda crescente para
conhecer as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) dos Oleos essenciais, para
que possa atingir um balango entre a eficacia como agente antimicrobiano e a
aceitabilidade sensorial (BUSATTA, 2006).

Os compostos fendlicos, que agem como antioxidantes, sdo substancias
amplamente distribuidas na natureza, mais de 8000 compostos fendlicos ja foram
detectados em plantas. Esse grande e complexo grupo podem ser pigmentos, que
dao a aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo secundario,
normalmente derivado de reacdes de defesa das plantas contra agressées do
ambiente. Esses compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua
habilidade em doar elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios
estaveis (SILVA et al., 2010; BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

Estes compostos apresentam, em sua estrutura, varios grupos benzénicos
caracteristicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas. Esta classe de
compostos apresenta uma grande diversidade e divide-se em flavondides
(polifendis) e nao-flavonédides (fendis simples ou acidos). Os atomos de hidrogénio
dos grupos hidroxila localizados nas varias posi¢cées dos anéis benzénicos garantem
a esses compostos sua alta atividade antioxidante (SILVA et al., 2010).

Estudos demonstraram que os compostos fendlicos também inibem o
crescimento de uma grande variedade de microrganismos. Este mesmo potencial foi
detectado de forma natural em algumas plantas medicinais, ervas e temperos da
familia Lamiaceae, quando avaliados seus 06leos essenciais, apresentando entre
outras fungdes bioldgicas uma atividade antimicrobiana significativa (CANSIAN et
al., 2007; BUSATTA, 2006).

Os Oleos essenciais extraidos de vegetais tém sido avaliados como
inibidores de crescimento de patégenos em alimentos como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Streptococcus, Salmonella, dentre outros. A
familia Lamiaceae consiste em aproximadamente 3500 espécies, sendo exemplos
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as espécies de manjericdo (Ocimum sp.), manjerona (Majorana sp.), alecrim
(Rosmarinus sp.), sélvia (Salvia sp.), orégano (Origanum sp.), tomilho (Thymus sp.),
dentre outras, as quais sdo estudadas devido as suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas e medicinais (CANSIAN et al., 2007 RADULESCU et al., 2004).

Segundo a Resolucdo - RDC n® 2, de 15 de janeiro de 2007, dleos
essenciais sdo produtos volateis de origem vegetal obtidos por processos fisicos,
como destilacdo por arraste com vapor de agua ou outro método adequado
(BRASIL, 2007). De acordo com a International Standard Organization (ISO),
descrito por Simbes e Spitzer (2004), os béleos essenciais sdo misturas complexas
de substancias volateis geralmente odoriferas e liquidas.

A designacgao de “6leo” € devida a caracteristicas fisico-quimicas como a de
serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente e sua
principal caracteristica é a volatilidade. S&o normalmente incolores e amarelados
quando recém obtidos, e alguns possuem cor naturalmente. Apresentam densidade
inferior a da agua, possuem odor caracteristico e sdo diferenciados pelo indice de
refracdo. Sao soluveis em alcool e em solventes organicos e muito pouco solluveis
em agua (BUSATTA, 2006).

Nos 6leos essenciais estdo muitos principios ativos conhecidos, e estes
podem estar presentes em certos 6rgdaos das plantas, como nas flores, folhas,
cascas, tronco, galhos, raizes, frutos ou sementes. Apesar de todos os 6rgaos de
uma planta poder acumular 6leos volateis, sua composicdo pode variar segundo a
localizacao (SERAFINI et al., 2002).

3.2 MANJERONA (Origanum majorana L.)

O Origanum majorana L. € uma planta perene, cuja porcdo subterrdnea é
formada por um sistema de raizes fibrosas. O caule € muito ramificado, de cor meio
avermelhada, que alcanca entre 30 e 60 cm. Os ramos sao lenhosos, frageis e
quadrangulares, formando uma touceira. A manjerona (Origanum majorana L.) € um
dos temperos mais utilizados na culinaria e que, apesar do seu alto valor medicinal,
hoje pouco tem sido empregado na medicina popular. No O6leo essencial de

manjerona sao encontrados isdbmeros terpénicos, e compostos fendlicos e
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flavondides, além de incluirem carvacrol, timol, triacontano, sitosterol, acido
oleandlico e rosmarinico, hidroquinonas e taninos (FELTROW; AVILA, 2000).

Atualmente, seu Oleo essencial vem despertando interesse por possuir
atividade biolégica antibacteriana, antifingica e antioxidante. Na industria de
alimentos, o Oleo destilado tem larga aplicacdo, levando em conta sua grande
estabilidade de conservacdo e auséncia de contaminagdo microbiologica. A
atividade antioxidante de algumas plantas aromaticas da familia das Lamiaceae é
muito estudada, especialmente porque os extratos destas plantas exibem atividade
em baixas concentracées (BARATTA et al. 1998).

3.3 MANJERICAO (Ocimum basilicum L.)

O manjericdo (Ocimum basilicum L.), especiaria pertencente a familia
Lamiaceae faz parte de um grupo de plantas medicinais e aromaticas de grande
valor econOGmico, possui dentre seus constituintes quimicos, 6leos essenciais,
flavondides, taninos, saponinas, acido caféico e canfora. Amplamente empregado no
preparo de fitoterapicos e pela industria alimenticia. Desta forma, o uso de
antioxidantes naturais, como as especiarias, em destaque o manjericdo, pode
apresentar estabilidade oxidativa nos produtos alimenticios. Com esta perspectiva,
somando-se a restricdo do uso em alimentos de antioxidantes sintéticos, tem
aumentado o interesse na pesquisa de substancias naturais com atividades
antioxidantes (DUARTE, 2006).

O Ocimum basilicum L. é uma planta herbacea, anual ou perene, que ocorre
de forma subespontanea no Brasil, atinge até 1 m de altura e possui caule muito
ramificado, o seu 6leo essencial tem sido extensivamente utilizado na industria de
alimentos, farmacéutica e de cosméticos, além de ser utilizado na medicina popular
para combater dor-de-cabeca, diarréia, resfriado, etc (LORENZI & MATOS, 2002).

A atividade antioxidante das especiarias e de seus extratos € atribuida aos
compostos fenédlicos que também podem atuar como sequestrantes de radicais
livres no organismo reduzindo os riscos de doencas crénicas (GUERRA, LAJOLO,
2005). Segundo Bonanni (2007), diferentes tipos de condimentos processados como

anis, manjericao, horteld, estragdo e manjerona apresentaram elevada capacidade
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antioxidante. Em geral sdo compostos fendlicos que agem como antioxidantes
multifuncionais atuando de varias formas: combatendo os radicais livres, quelando

metais de transicao e interrompendo a reacao de propagacao dos radicais livres.

3.4 METODOS DE EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL

Os processos de obtencdo de Oleos essenciais variam conforme a
localizacdo do 6leo na planta. Os métodos mais comuns séo: enfloracdo; arraste
direto por vapor d’agua; hidrodestilagdo; extracdo com solventes organicos;
prensagem e extracdo com fluidos supercriticos (SIMOES; SPITZER, 2004).

A composigao dos bleos essenciais pode sofrer influéncia de acordo com o
método de extracado utilizado, pois suas propriedades bioativas podem ser
comprometidas. As caracteristicas fisico-quimicas podem ser alteradas pelas
condicoes operacionais empregadas na extracdo, bem como seus efeitos
terapéuticos. Gragas ao avanco da tecnologia, hoje se dispde de métodos que
permitem extrair 6leos essenciais com um maior grau de pureza e concentracao,
como é o caso da extracdo com fluidos supercriticos, que na industria alimenticia
utiliza gas carbbénico na extracdo, fazendo com que ndo haja residuos toxicos
(JAKIEMIU, 2008).

O método de enfloracdo é utilizado para extracdo de 6leos essenciais de
matérias-primas delicadas como pétalas de flores. As pétalas sdo depositadas, a
temperatura ambiente, sobre uma camada de gordura, durante um determinado
tempo. Em seguida as pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a saturacao
total, quando a gordura é tratada com alcool. O alcool entdo € destilado a baixa
temperatura, obtendo-se assim o 6leo essencial (JAKIEMIU, 2008).

A prensagem é utilizada para extragdo de Oleo essencial de frutas citricas,
que é encontrado nos tecidos periféricos, no caso nas cascas. Estas sdo prensadas
e a camada que contém o 6leo essencial separada por decantacao, centrifugacao ou
destilagdo fracionada (SIMOES; SPITZER, 2004).

A extracdo com solventes organicos € usada no mundo todo para obter

maior rendimento ou produtos que nao podem ser obtidos por nenhum outro
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processo. Geralmente sdo utilizados solventes apolares como o diclorometano e o
éter (SIMOES; SPITZER, 2004).

A extracdo por fluidos supercriticos € uma técnica que utiliza o poder do
solvente em temperatura e pressdo vizinhas ao ponto critico. O solvente mais
utilizado nesta técnica é o diéxido de carbono (CO,), devido ao seu baixo custo, a
temperatura critica considerada baixa (31,1°C) e a pressao critica facilmente
alcancgavel (72,85 atm), além de ser um solvente inodoro, quimicamente inerte e sem
risco ambiental. Esta técnica vem sendo considerada uma das mais promissoras
para a area da alimentacdo. A Unica desvantagem € que 0 processo demanda
custos altos, dificultando a implantagéo da técnica (JAKIEMIU, 2008).

Na extracdo por arraste de vapor o material vegetal a ser extraido,
geralmente moido ou triturado, € colocado em um recipiente através do qual se faz
passar uma corrente de vapor de agua, assim os 6leos essenciais sao arrastados
pelo vapor de agua e a mistura de vapores é conduzida a um condensador, onde 0s
vapores voltam ao estado liquido, sendo separados pela diferenca de densidade
(RODRIGUES, 2002).

A hidrodestilacdo € um método antigo e versatil, sendo o mais usado
comercialmente no Brasil. O material vegetal permanece em contato com a dgua em
ebulicdo, o vapor faz com que as paredes celulares se abram e o éleo que esta
entre as células evapore junto com a agua que vai para o condensador, onde €
resfriado e separado por diferenca de densidade. No caso das producbes em
pequena escala, emprega-se o aparelho de Clevenger (SIMOES; SPITZER, 2004).

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE PLANTAS

Nos ultimos anos, as pesquisas com antioxidantes naturais tiveram grande
destaque junto a comunidade cientifica. As suspeitas de que o0s antioxidantes
sintéticos sejam carcinogénicos tem direcionado os estudos para os compostos
naturais que apresentam esta capacidade. E crescente o interesse para que os
antioxidantes naturais substituam os artificiais ou atuem em conjunto com os
mesmos, reduzindo a sua quantidade nos alimentos (SOARES, 2002; ALEZANDRO,
2009).



28

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de diminuir
ou prevenir significativamente a oxidag&do de outra substancia, sempre que presente
em menor concentracdo quando comparado a substancia oxidavel de interesse.
Outra definicdo é o de antioxidantes em alimentos, como uma substancia que em
pequena quantidade é capaz de prevenir ou retardar a oxidagcdo de materiais
facilmente oxidaveis, como as gorduras (SHIRAHIGUE, 2008).

Antioxidantes naturais extraidos de plantas podem ser usados como
alternativas aos antioxidantes sintéticos, devido a seu efeito equivalente ou maior na
inibicdo da oxidag&o. Assim, antioxidantes naturais presentes em alimentos e outros
materiais bioldgicos tem atraido consideravel interesse nas Ultimas duas décadas
devido a sua presumida seguranca, potencial nutricional e efeitos terapéuticos.
Alimentos ricos em antioxidantes tem sido apresentados como tendo papel essencial
na prevengao de doencas cardiovasculares, cancer e doencas neurodegenerativas,
onde as mais conhecidas sdo as doencas de Parkinson e Ahlzeimer e problemas
causados pelo envelhecimento das células (GOMEZ, 2003; GENENA, 2005).

Ervas e especiarias sdo importantes antioxidantes naturais, e isso tem sido
atribuido a presenca de compostos fendlicos nos éleos essenciais. Sendo assim,
dentre os varios estudos sobre compostos naturais com acao antioxidante, muitos
deles estao centralizados nos compostos fendlicos que podem atuar como doadores
de hidrogénio ao radical livre, dando origem a um radical estavel (Figura 3), que por
ressonancia, nao tem a capacidade de iniciar ou propagar as reacoes oxidativas, ou
como agentes quelantes complexando ions metélicos (Figura 4), principalmente
cobre e ferro, que atuam como catalisadores nos processos oxidativos (RAMALHO;
JORGE, 2006; CAETANO, 2009).
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Figura 3 — Esquema de sequestro de radicais livres (Re) por flavondides (FL).
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Figura 4 — Sitios de ligacoes de metais em flavondides.

Esses compostos fendlicos pertencem a uma classe que inclui uma
diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel
aromatico no qual ao menos um hidrogénio é substituido por um agrupamento

hidroxila, sendo assim o composto mais simples € o fenol (Figura 5).

OH

Figura 5 — Estrutura quimica do fenol.

Esta classe de compostos apresenta uma grande diversidade e divide-se em
flavondides (polifendis) e nao-flavondides (fendis simples ou acidos) (SILVA et al.,
2010).

Estruturalmente, os flavonéides sédo substancias aromaticas com 15 atomos
de carbono (C1s5) no seu esqueleto basico, sendo compostos fendlicos C6-C3-C6,
em que os dois anéis C6 sao necessariamente aromaticos (anéis A e B) sendo
conectados por uma ponte de trés carbono que geralmente contém um atomo de

oxigénio (anel C) (com excecdo das chalconas) e uma carbonila (LOPES et al.,



30

2003) (Figura 6). De acordo com as caracteristicas quimicas e as respectivas
substituicdes dos R, por hidroxilas os flavonoides sao divididos em diversas classes,
como por exemplo, os flavandis, flavonas, flavondis, flavanonas, isoflavonas entre
outros (OLDONI, 2007).

Re

Figura 6 — Estrutura basica dos flavonoides onde
as diferentes classes ocorrem de acordo com as
substituicoes de Rn.

Na classe dos ndo-flavondides ou acidos fendlicos estdo os derivados dos
acidos cinamicos e benzdicos, os diferentes compostos sdo gerados de acordo com
as substituicdes de Ry (Figura 7). Sua atividade antioxidante esta relacionada com a
posicao dos grupos hidroxilas e também com a proximidade do grupo —COzH em
relagéo ao grupo fenil. Quanto mais proximo esse grupo estiver do grupo fenil, maior

sera a capacidade antioxidante do grupo hidroxila (SILVA et al., 2010).

Rz COOH Re >~ _COOH

R3 5 R3 Rs
R, @) . (b)

Figura 7 — Estrutura basica dos acidos fendlicos derivados do acido benzdbico (a) e cindmico (b) onde
os diferentes compostos ocorrem de acordo com as substitui¢des de Rn.
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3.5.1 Métodos de Andlise de Atividade Antioxidante in vitro

Diversos métodos tém sido utilizados para determinar a atividade
antioxidante in vitro e podem ser classificados em duas categorias: ensaios
baseados em estudos de cinética quimica, denominados de métodos diretos e
ensaios mediados pela transferéncia de elétrons, métodos indiretos. O primeiro
método é caracterizado pela presenca de uma competicdo entre uma sonda oxidavel
e 0 antioxidante pelos radicais gerados por uma fonte de radicais livres, j4 o
segundo caracteriza-se pela habilidade do antioxidante em sequestrar radicais livres
(COSTA et al., 2009).

Os métodos in vitro sao avaliagdes potenciais da atividade antioxidante de
um determinado composto puro ou extrato. Dentre os métodos espectrofotométricos
de atividade antioxidante in vitro os mais utilizados sdo: o método do DPPHe radical
(2,2-difenil-1-picrihidrazil), o sistema B-caroteno/acido linoléico (BCAL), o método
ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)) e o FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) (BERGAMASCHI, 2010).

O método do descoloramento do [B-caroteno € amplamente usado para
avaliar a atividade antioxidante de varios tipos de amostras, tais como, compostos
puros, extratos de plantas, graos, frutas, vegetais entre outros, principalmente por
nao recorrer a altas temperaturas, permitindo a determinacao do poder antioxidante
de compostos termossensiveis (ABDALLA et al., 1999). Neste método o acido
linoléico em presenca de oxigénio forma o radical peroxil, que reage com o B-
caroteno resultando na perda da coloragdo da solugdo. A adicdo de uma amostra
que contenha antioxidantes pode reagir com o radical peroxil, contribuindo para
retardar a queda de coloragdo do B-caroteno. Portanto os antioxidantes presentes
nas amostras podem ser facilmente monitorados pelo branqueamento da cor da
solucédo (MEDINA, 2009).

O ensaio do DPPHe tornou-se bastante popular no estudo dos antioxidantes
naturais por ser um método simples a altamente sensivel. O método opera pela
medida direta da doacdo do atomo de hidrogénio ou transferéncia de elétron de um
antioxidante em potencial a moléculas do radical livre (DPPHe) (SHIRAHIGUE,

2008). Esse método € baseado na reducéao de solucdes alcodlicas de DPPHe, a qual
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apresenta um maximo de absor¢do em 517nm com coloragao violeta, na presenca
de um antioxidante doador de hidrogénio o DPPHe pode abstrair um elétron ou
radical hidrogénio do antioxidante para se tornar uma molécula estavel (Figura 8),
que raramente pode ser oxidada irreversivelmente, diminuindo assim a absorbancia

e passando da coloragao violeta para o amarelo (BERGAMASCHI, 2010).

N y
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Figura 8 — Reagao do radical livre DPPHe com uma molécula antioxidante.

Os resultados do DPPHe sdo expressos de diversas maneiras, dentre eles o
ECso 0 qual tem sido muito utilizado, representando a quantidade de antioxidante
necessaria para diminuir a concentracao inicial de DPPH em 50%. Esse método foi
introduzido como sendo um método facil e preciso para uso em frutas e extratos de
plantas (ATMANI et al., 2009).

O método ABTS determina a atividade antioxidante total pela captura do
radical livre ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)), e tem sido
amplamente utilizado na avaliacdo da atividade antioxidante em alimentos e
bebidas, devido a sua aplicabilidade na fase aquosa. A atividade antioxidante de
produtos de produtos naturais € determinada pela descoloracdo do ABTS, medindo-
se a redugéao do radical a uma absorbéancia de 734nm. A absorbancia da reacdo da
mistura de ABTS e um antioxidante é comparada com atividade do antioxidante
sintético Trolox (padréo), e os resultados sdo expressos em puMol de Troxol TEAC.g
(atividade antioxidante equivalente ao Troxol) (BIGLARI et al, 2008;
BERGAMASCHI, 2010).
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O ensaio do FRAP (Poder Antioxidante de Reducao do Ferro), esta baseado
na capacidade de um antioxidante em reduzir o Fe** em Fe?*, quando isso ocorre na
presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) e em condi¢des acidas a reducao
é acompanhada pela formagdo de um complexo corado (azul intenso) com o Fe*,
com uma absor¢cdo maxima a 593nm. Este ensaio oferece resultados rapidos, porém
apresenta como desvantagens o fato de que a curva padrao deve ser realizada com
um antioxidante que seja soluvel em agua e que geralmente ndo consegue medir

todos os antioxidantes presentes em uma matriz complexa (APAK et al., 2004).

3.6 ATIVIDADE ANTINICROBIANA DE PLANTAS

Muitos compostos fendlicos sdo adicionados aos alimentos como agentes
antioxidantes e/ou antimicrobianos, sendo que a mistura de dois ou mais compostos
em quantidades adequadas, podem apresentar atividade antimicrobiana sobre as
bactérias mais resistentes. A acdo antimicrobiana dos compostos fendlicos esta
relacionada com a inativagcdo das enzimas celulares, além de mudangas na
permeabilidade das membranas celulares (CARPES, 2008).

Os 6leos essenciais extraidos de plantas tem sido avaliados como inibidores
de crescimento de patégenos em alimentos como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Streptococus mutans, Salmonella choleraesius dentre
outros (CANSIAN et al., 2007). Embora haja exce¢des, na literatura, em geral as
bactérias gram-positivas sdo mais susceptiveis do que as bactérias gram-negativas
aos compostos lipofilicos dos 6leos essenciais. Uma possivel explicacdo para esta
atividade pode estar relacionada a dificuldade dos 6leos essenciais em difundir a
membrana externa, pois existe uma barreira hidrofilica que impede a passagem de
macromoléculas, embora esta ndo seja totalmente impermeavel, devido a isso, as

bactérias gram-negativas sdo relativamente resistentes (Figura 9) (BUSATTA, 2006).
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Gram positiva
’ \ Peptidoglicano
Membrana plasmatica
Gram negativa
’ \ Membrana externa
Peptidoglicano
At Espago periplasmico

Membrana plasmatica

Figura 9 — Diagrama simplificado da parede celular
de bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Fonte: The Board of Trustees of the University of
South Carolina (2010).

Dentre as plantas aromaticas com atividade antimicrobiana destacam-se as
da familia Lamiaceae, como o manjericao (Ocimum basilicum L.) e a manjerona
(Origanun majorana L.). Embora o mecanismo de acao dos 6leos essenciais nao
seja totalmente conhecido, sua atividade biolégica é avaliada de diferentes formas,
como na ativacao e/ou inativacao de compostos, que ao romper ou desestruturar as
membranas celulares, causam perdas de varias enzimas e nutrientes. Em alimentos,
alguns componentes do Oleo essencial também podem interferir no sistema
respiratério bacteriano (BARATTA et al., 1998; CANSIAN et al., 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras das plantas foram coletadas na estufa da UTFPR — campus
Pato Branco - PR. Imediatamente apds a colheita as plantas foram secas em estufa
a 40°C, moidas em moinho de facas Marconi modelo MA — 630 e guardadas em

geladeira a 7°C, até o momento das analises.

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS ETANOLICOS DAS ERVAS AROMATICAS
(EEEA)

Para o preparo dos extratos etandlicos das ervas aromaticas foram pesados
2 gramas de cada erva desidratados e moidos, obtidos conforme o item 4.1. A
extracao foi feita com 15 mL de etanol a 70% (v/v), em banho de agua a 70°C, por
30 minutos (CARPES, 2008). Em seguida, foi realizada uma filtracdo em papel de
filtro Whatman n? 5, e os sobrenadantes (EEEA) foram transferidos para tubos de
ensaio com tampas de rosca. Os EEEA foram utilizados para as analises de
atividade antioxidante, antimicrobiana, compostos fendlicos totais e flavondides
totais.

4.3 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS ERVAS AROMATICAS POR
HIDRODESTILAGAO

A hidrodestilacdo foi feita utilizando-se aparelho de Clevenger a partir de 50
g de cada erva secas e moidas, obtidas conforme o item 4.1, e 800 mL de agua
destilada. A extracao foi efetuada por trés horas, e as amostras de 6leo essencial
das ervas aromaticas (OEEA) obtidas foram transferidas para tubos de ensaio e
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levadas ao freezer para posterior analise de atividade antioxidante e atividade

antimicrobiana.

4.4 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando o acido galico como padréo de
referéncia. Este método envolve a oxidagcao de fendis por um reagente amarelo de
fosfomolibdato e fosfotungsténio (reagente de Folin-Ciocalteau), e a medida
colorimétrica de um complexo azul Mo-W que se forma na reacdo em meio alcalino.
Os EEEA foram diluidos em etanol a 70% (v/v) 1:240 (v/v). Uma aliquota de 0,5 mL
dos respectivos extratos diluidos foram transferidas para tubos de ensaio e
adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocateau diluido em agua destilada 1:10
(v/v). Ap6s 5 minutos de repouso da mistura, foram adicionados 2,0 mL de uma
solucédo de Na,CO3; a 4% (m/v). As solugcdes foram incubadas em local escuro, a
temperatura ambiente e apds 2 horas, foram realizadas as leituras da absorbéncia a
740 nm em espectrofotdmetro SHIMADZU Modelo UV 1800. O branco foi conduzido
nas mesmas condicdes. A curva analitica foi construida contendo 2,5, 5, 10, 25, 50,
75, 100 pg/mL de &cido galico e os resultados expressos em mg EAG/g de
manjericdo/manjerona. (EAG: equivalente em acido galico) (SINGLETON et al.,

1999). Essas anadlises foram realizadas em triplicata.

4.5 TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

A concentracdo de flavondides totais foi determinada conforme método
descrito por Park et al. (1995), com algumas modificacbes. Uma aliquota de 0,5 mL
dos extratos de manjericao e manjerona diluidos 1:20 e 1:10 (v/v) respectivamente
foi transferida para tubos de ensaio e adicionado 4,3 mL de etanol a 70% (v/v), 0,1
mL de nitrato de aluminio a 10% (m/v) e 0,1 mL de acetato de potassio a 10% (m/v).
Uma série controle foi realizada paralelamente, nesta foi adicionado etanol a 70%
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(v/v) em substituicdo ao nitrato de aluminio. Apés 40 minutos de repouso no escuro
a temperatura ambiente, as leituras da absorbancia foram feitas em
espectrofotometro SHIMADZU Modelo UV 1800, a 415 nm. Os tubos em branco
foram conduzidos nas mesmas condi¢cdes, sem a adicdo de nitrato de aluminio. A
curva analitica foi construida contendo 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pg/mL de
quercetina e os resultados expressos em mg EQ/g de manjericdo/manjerona. EQ:

equivalente em quercetina. Essas analises foram realizadas em triplicata.

4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
SEQUESTRO DO RADICAL DPPHe

A medida da atividade sequestrante do radical DPPHe foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995). O radical
DPPHe (1,1-difenil-2-picrihidrazil) € um radical livre estavel que aceita um elétron ou
um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula estavel e desta forma, € reduzido
na presenca de um antioxidante. Para avaliagdo da atividade antioxidante os dleos
essenciais e os extratos hidroalcéolicos foram reagidos com o radical estadvel DPPHe
em uma solucdo de etanol. Na forma de radical, o DPPHe possui uma absorcao
caracteristica a 517 nm, a qual desaparece apds a reducdo pelo hidrogénio
arrancado de um composto antioxidante. Os EEEA foram diluidos a concentracées
finais de 0,32 mg/mL até 0,89 mg/mL, e os OEEA de 0,1 uL/mL até 4 puL/mL.

A mistura de reacéo foi constituida da adicao de 0,5 mL das amostras, 3 mL
de etanol absoluto e 0,3 mL da solug¢édo do radical DPPHe 0,5 mM em etanol. Para
cada amostra e substancia de referéncia foi realizado em paralelo, um teste branco
com adicao de etanol em substituicdo a solugcdo de DPPHe 0,5 mM, para descontar
uma possivel coloracdo que pudesse influenciar na interpretacdo dos resultados.
Também foi feito um controle contendo 3,5 mL de etanol e 0,3 mL de DPPHe 0,5
mM. As substéncias de referéncia — os antioxidantes sintéticos comerciais BHT, BHA
e a-tocoferol — foram avaliados nas concentragdes finais de 10 pg/mL até 125

pg/mL.
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Fez-se uma curva cinética da atividade antioxidante de cada amostra e das
substancias de referéncia, para determinar o tempo necessario para chegar a
estabilizacdo das absorbancias. A reducao do radical DPPHe foi medida por meio de
um monitoramento continuo do declinio da absorbancia a 517 nm, a cada 20
minutos até valores estaveis de absorcao.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi determinada apds 80
minutos de reacao (fase estavel) em relacao ao controle conforme, através do ECsy,
ou seja, a concentracdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% o
DPPHe inicial da reacao.

Os valores de ECs, foram calculados por regressao linear de graficos onde o
eixo das abscissas (X) representa as concentragées em mg/mL, yL/mL e pg/mL no
caso dos EEEA, OEEA e substancias de referéncia, respectivamente e o eixo das
ordenadas (Y) a %AA conforme a Equacao 1. Essas anadlises foram realizadas em
triplicata.

%AA =100 — {[(AbSamostra — AbSpranco) X 100] / Abscontrole} (EQ.1)

4.8 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EEEA E OEEA PELO METODO DE
DIFUSAO EM AGAR

O método de difusdo em agar foi aplicado nos EEEA e OEEA, segundo
Rabanal et al. (2002). Neste estudo, utilizaram-se quatro bactérias (Staphylococcus
aureus ATCC 25.923, Salmonella enteritidis ATCC 13.076, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13.883 e Bacillus cereus ATCC 11.778). Foram aplicados 10 puL dos EEEA
puros, e em concentragdes de 2.133,33 ug/mL a 66,67 ug/mL (diluicdo seriada de
razédo 2), em discos de papel de filtro Whatman n® 5 estéreis, dispostos nas placas
de petri previamente inoculadas. Para os OEEA foram aplicados 10 uL destes puros.
Apl6s a incubacao em estufa a 37°C por 24 horas, a atividade antibacteriana foi
determinada através da medida do didmetro da zona de inibicdo (mm) ao redor de

cada disco. O solvente utilizado na extragdo, etanol 70% (v/v), foi usado como
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controle negativo e a ampicilina 10ug foi usada como controle positivo. Os testes

foram realizados em duplicata.

4.9 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM) EM MEIO
LIQUIDO

A determinagédo da CIM foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Duarte (2006), e os microrganismos utilizados foram Staphylococcus aureus ATCC
25.923, Salmonella enteritidis ATCC 13.076, Klebsiella pneumoniae ATCC 13.883 e
Bacillus cereus ATCC 11.778. Os in6culos foram preparados a partir de colonias
com 24 horas de incubagdo em meio BHI (Brain heart infusion) sendo
ressuspendidos em tubos contendo soro fisiolégico estéril e ajustados para o valor
de absorbancia de 0,135 a 660 nm em espectrofotdmetro, o equivalente a 1-2x10°
UFC/mL na escala de Mc Farland.

Um volume de 100 pL das suspensdes bacterianas foi inoculado em 100 mL
do meio BHI, de modo a obter uma concentracdo bacteriana em torno de 1-2x10°
UFC/mL, sendo a mistura homogeneizada através de um agitador magnético. Apos
a homogeneizagéo, tubos contendo 4960 pL de caldo BHI, previamente inoculados
foram adicionados de 40 pL dos extratos e éleos essenciais, com concentracbes de
2.133,33 pg/mL a 66,67 pg/mL e 40 pL/mL a 1,25 pL/mL (diluigdo seriada de razado
2), respectivamente, e incubados em estufa a 37°C por 24h. O branco foi feito com
caldo BHI antes de ser inoculado. Foi considerada CIM a menor concentracédo do
extrato e éleo essencial em que ndao houve crescimento bacteriano visivel, ou seja,
uma leitura de absorbancia menor que 0,05 a 660 nm. Todos os testes foram

realizados em triplicata.
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4.10 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGCAO BACTERICIDA MiNIMA (CBM)

A determinacao da CBM foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Duarte et al. (2006), onde foram utilizados placas de Petri contendo meio de cultura
agar BHI (Brain heart infusion).

Baseados nos resultados positivos obtidos no teste da CIM foram utilizados
como indculo as suspensodes provenientes dos tubos que apresentaram resultado de
leitura de absorbancia, a 660 nm, inferior a 0,05. Uma aliquota de 50 uL das
suspensfes utilizadas no teste da CIM foi inoculada em placas de &gar BHI
esterilizado a 37°C por 24 horas. A CBM foi considerada a menor concentracao que
causou 99,9% de morte celular, ou seja, sem crescimento bacteriano visivel sobre o

agar.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AMOSTRAS DE MANJERICAO (Ocimum basilicum L) E MANJERONA

(Origanum majorana L.)

A Figura 10 ilustra as ervas que foram coletadas na estufa da UTFPR —
campus Pato Branco — PR, para as analises. Apds a colheita, as plantas foram
secas em estufa a 40°C (Figura 11) e moidas em moinho de facas Marconi modelo
MA — 630 (Figura 12). A Figura 13 mostra o aspecto das ervas trituradas, utilizadas

no preparo dos extratos e do 6leo essencial utilizados nos ensaios.

Figura 10 — Ervas aromaticas coletadas para as andlises, (a) manjerona
(Origanum majorana L.) e (b) manjericao (Ocimum basilicum L.).

Figura 11 — Ervas aromaticas sendo secas em estufa, (a) manjerona (Origanum
majorana L.) e (b) manjericao (Ocimum basilicum L.).
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Figura 12 — Moinho de Figura 13 — Aspecto das

facas utilizado para moer ervas trituradas utilizadas
as ervas aromaticas. nos ensaios, (a) manjerona

e (b) manjericao.

5.2 EXTRATOS ETANOLICOS DAS ERVAS AROMATICAS (EEEA)

As ervas desidratadas e moidas foram extraidas com etanol a 70% (v/v) em
banho-maria a 70°C, por 30 minutos (Figura 14) (CARPES, 2008). Os EEEA

apresentaram uma coloragao verde escuro bastante homogéneo (Figura 15).

Figura 14 — Extragdo das Figura 15 - EEEA
ervas aromaticas em banho- utiizados para as
maria, (a) manjericdo e (b) analises, (a) manjericao

manjerona. e (b) manjerona.
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5.3 OLEOS ESSENCIAIS DAS ERVAS AROMATICAS (OEEA)

A hidrodestilacao foi feita utilizando-se aparelho de Clevenger por trés horas
(Figura 16). A Figura 17 mostra o OEEA obtido, e que foi utilizado na realizagdo das

andlises.

@ o)

Figura 16 — Hidrodestilagdo das ervas Figura 17 — OEEA utilizados
aromaticas. nas analises, (a) manjericao e

(b) manjerona.

5.4 COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS DOS EEEA

Atualmente o interesse no estudo dos compostos fendlicos tem aumentado
muito, devido principalmente a habilidade antioxidante destas substancias em
sequestrar radicais livres, os quais sdo prejudiciais a saude humana (DORMAN et
al., 2003).

As propriedades biolégicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas
com a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. Para
se medir a capacidade antioxidante é necessaria a extracao de compostos fenédlicos
de efetiva atividade. Em geral, solugdes de etanol ou metanol contendo um pouco de
agua sao mais eficientes na extracdo de compostos fendlicos do que agua, etanol ou
metanol puros (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997).

A Tabela 1 apresenta os resultados dos teores de compostos fendlicos e

flavondides totais do manjericdo (Ocimum basilicum L.) e manjerona (Origanum
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majorana L.). O extrato de manjericdo apresentou teores de compostos fendlicos e
de flavonoides superiores aos valores apresentados pelo extrato de manjerona
(Figura 18).

Tabela 1 — Teor dos compostos fendlicos e flavondides totais dos EEEA.

Fenolicos Totais Flavonoides Totais
Amostras
(mg EAG/g) (mg EQ/g)

Manijericao (Ocimum basilicum L.) 63,499 + 0,021 14,879 + 0,029

Manjerona (Origanum majorana L.) 41,244 + 0,027 7,363 + 0,024
Flavondides Totais
Fenolios Totais
Flavondides Totais
Fendlios Totais

0 10 20 30 40 50 60 70
mg (EAG/EQ)/g
O M®Manjericdo (Ocimum basilicum L.) OB Manjerona (Origanum majorana L.)

Figura 18 — Compostos fendlicos e flavonoides totais dos EEEA.

O teor de compostos fendlicos totais foi calculado através da equacéo da
reta de uma curva padrdo de 4cido géalico (R? = 0,9985) (Figura 19). O gradiente de
coloracao da curva padrao pode ser observado na Figura 20, que variou de azul

intenso até um azul claro.
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Figura 19 — Curva padrao de acido galico.

Figura 20 — Gradiente de coloragédo da
curva padrao de acido galico.

Ravelli (2011) encontrou 4590 mg EAG/g na manjerona (Origanum
majorana L.), os quais foram extraidos dos extratos utilizando uma mistura
etanol:agua (80:20 v/v). Para a mesma esta mesma erva e com extratos preparados
a partir de uma mistura metanol:agua (62,5:37,5 v/v) Proestos et al. (2005)
encontrou uma concentracdo de compostos fendlicos totais igual a 16,9 mg EAG/g.
Shan et al. (2005) encontrou 36,4 mg EAG/g no manjericao (Ocimum basilicum L.)
por meio de extratos preparados com uma mistura metanol:dgua (80:20 v/v),
Genovese et al. (2011) por meio de extratos preparados a partir de uma mistura
metanol:agua (70:30 v/v) encontrou 52,5 mg EAG/g e Wongsa et AL. (2011)
encontrou 38,48 mg EAG/g a partir de extratos aquosos.

A maneira mais precisa e exata de se identificar e quantificar flavondides em

produtos naturais é a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Entretanto,



46

€ conveniente a introducdo de alternativas mais simples, baratas e procedimentos
que permitem uma analise rapida. Uma das técnicas que se enquadram bem nesse
contexto é a determinacao de flavondides totais por espectrometria na regiao do UV,
usando nitrato de aluminio. O cation aluminio forma complexos estaveis com os
flavondides em etanol, ocorrendo na andlise espectrofotométrica um desvio para
maiores comprimentos de onda e uma intensificacao da absorcdo. Dessa maneira, é
possivel determinar a quantidade de flavondides, evitando-se a interferéncia de
outras substancias fendlicas, principalmente os &cidos fendlicos, que
invariavelmente acompanham os flavondides nos tecidos vegetais. Na andlise a
leitura é feita em espectofotbmetro a 415 nm, utilizando-se nitrato de aluminio em
etanol. Nessas condi¢coes, o complexo flavonéide-Al absorve em comprimento de
onda bem maior do que o flavonodide sem a presenca do agente complexante. Os
acidos fendlicos, mesmo os que formam complexos com AI(NOs)s, absorvem em
comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se dessa maneira interferéncias
nas medidas de absorbancia (MARCUCCI et al.,1998). A figura 21 representa a
analise realizada por Marcucci et al. (2008) com cloreto de aluminio.

OH 9]
OH 0O

O Al(Cl)s O

OH O 0 O
\
AI2+

Figura 21 — Formagao do complexo Flavonéide-Al, em solug¢édo de cloreto de aluminio.

O teor de flavondides totais foi calculado através da equacgao da reta de uma
curva padrdo de quercetina (R? = 0,9932) (Figura 22). O gradiente de coloracdo da
curva padrao pode ser observado na Figura 23, o qual variou de verde intenso a

amarelo claro.
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Figura 22 — Curva padrao de quercetina.

Figura 23 — Gradiente de coloragdo da
curva padrao de quercetina.

Genovese et al., (2011) em seu estudo sobre a avaliacdo da capacidade
antioxidante e do conteudo de flavondides para o desenvolvimento de alimentos
funcionais encontrou 8,65 mg EQ/g no manjericdo (Ocimum basilicum L.) por meio
de extratos preparados com uma mistura metanol:agua (70:30 v/v).

O uso do nitrato de aluminio para a determinacdo da quantidade de
flavondides totais ndo é, no entanto, um procedimento isento de limitacées. O
método € preciso, isto €, ele é reproduzivel, fornecendo desvios muito pequenos ou
nulos entre um ensaio e outro com a mesma amostra. No entanto, ele pode ser
pouco exato, ou seja, o valor que ele fornece pode ser diferente (geralmente inferior)
em relagdo a quantidade de flavondides totais realmente presente na amostra
analisada. O valor medido e o valor real sdo tanto mais proximos entre si quanto

maior a proporcao de flavonois na amostra, e tanto mais distantes quanto maior a
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propor¢cdo de flavonas. Isso se deve ao fato de que o comprimento de onda
selecionado (415 nm) corresponde a banda de absor¢céo do complexo quercetina-Al.
A quercetina é um flavonol, certamente o mais comum dos flavondides encontrado
nas plantas. Os complexos dos outros flavondis com aluminio absorvem bem
proximo de 415 nm, mas os complexos derivados de flavonas absorvem em
comprimentos de onda inferiores, o0 que causa uma subestimativa nas
determinagbes de misturas muito ricas em flavonas (MARCUCCI et al.,1998).

No entanto, essa limitagdo ndo reduz a validade do método, pois
normalmente o que se faz é estabelecer limites inferiores e superiores, dentro dos

quais os valores encontrados devem se situar nas condi¢cdes prescritas pelo método.

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EEEA E OEEA

5.5.1 Cinética de reacdo do DPPHe: determinacao do tempo de estabilizacdo de

reacao

O radical DPPHe tem sido muito usado para se avaliar a capacidade
sequestrante de radicais livres em produtos naturais. A atividade antioxidante do
radical livre estavel DPPHe se baseia na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para essa espécie radicalar, que ao se reduzir perde sua coloracédo
purpura (LEJA et al., 2007).

A evolucao da reacgao cinética depende da natureza do antioxidante a ser
testado. Podem ocorrer trés tipos de comportamentos cinéticos entre as amostras:
cinética rapida, quando reagem rapidamente com o DPPHe, atingindo o final da
reagcdo em menos de um minuto; cinética intermediaria, quando o final da reacao é
atingido em até trinta minutos, e cinética lenta quando a reacdo demora mais de
uma hora para terminar (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

Desta forma, fez-se necessaria a determinacdo da cinética dos EEEA e
OEEA, pois ha substancias antioxidantes que reagem de forma diferenciada. Além

disso, os EEEA e os OEEA possuem uma grande variedade de compostos com
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potencial antioxidante e, desta forma, é imprescindivel se avaliar o comportamento
de cada amostra, frente ao radical DPPHe.

A reducao do radical do DPPHe foi medida por meio do monitoramento
continuo do declinio da absorbancia a 517 nm, com simultinea mudanga de
coloragdo, de violeta para amarela, caracteristico do radical reduzido (Figura 24).
Concentracdes crescentes dos EEEA, OEEA e substancias padrées (BHT, BHA a
a-tocoferol) foram submetidas a reacédo e as absorbancias lidas a cada 20 minutos
até valores estaveis de absorcao.

SRS a3 e lale G BOTRS B 0E O A8
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Figura 24 — Mudanca de coloragao da reacao do radical DPPH com os
compostos bioativos presente no éleo essencial de manjericao (Ocimum
basilicum L.), (a) no tempo de 20 minutos e (b) apds 80 minutos.

As Figuras 25 e 26 ilustram a cinética dos EEEA, OEEA respectivamente,
para determinacao do tempo necessario de estabilizacdo da reacdo com o DPPHe,
sendo que este foi de 80 minutos para os 6leos essenciais e extratos das ervas.
Desta forma, as analises de atividade antioxidante de sequestro de radical livre

DPPHe foram determinadas com 80 minutos de reacao.
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Figura 25 — Cinética de reducao do DPPH (porcentagem de atividade antioxidante) dos
EEEA, (a) manjericao (Ocimum basilicum L.) e (b) manjerona (Origanum majorana L.).
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Figura 26 — Cinética de reducao do DPPH (porcentagem de atividade antioxidante) dos
OEEA, (a) manjericdo (Ocimum basilicum L.) e (b) manjerona (Origanum majorana L.).
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A Figura 27 mostra a cinética de reacao do DPPH com os antioxidantes
sintéticos (BHA e BHT) e o antioxidante natural a-tocoferol, usados como padréao. Na
figura 27(a) é possivel verificar que o tempo de estabilizagdo da reagcdo com o a-
tocoferol foi de 40 min enquanto que os antioxidantes sintéticos BHT e BHA
precisaram de 80 min para estabilizar a reacdo de sequestro do radical livre. Estes
resultados vém de encontro com os estudos feitos por BRAND-WILLIAMS et al.
(1995) os quais, constataram que o BHT e BHA apresentam uma cinética lenta de
reacdao com o DPPH, enquanto que a cinética de reacao do a-tocoferol com o DPPH

apresentam uma cinética intermediaria.
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Figura 27 — Cinética de reducdo do DPPH (porcentagem de atividade
antioxidante) das substancias de referéncia, (a) a-tocoferol, (b) BHA e (c) BHT.
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5.5.2 Atividade de sequestro do radical livre DPPHe

ApGs a avaliacdo da cinética da reacao, a atividade antioxidante foi expressa
em termos de ECsp, Ou seja, a concentracdo minima necessaria para o antioxidante
reduzir em 50% o DPPHe inicial da reacdo no tempo em que o extrato atingiu a
estabilidade, no caso 80 minutos para os extratos etandlicos (EEEA) e dleos
essenciais (OEEA). Desta forma, quanto menor o valor do ECsp, maior é a
capacidade antioxidante das amostras analisadas.

As Figuras 28, 29 e 30 apresentam o calculo da meia vida (ECs), dos
EEEA, OEEA e substancias de referéncia (BHA, BHT e a-tocoferol)
respectivamente. Os valores do ECs, foram determinados por meio da equacao da
reta de suas respectivas curvas que expressam a atividade antioxidante pela
concentragao, utilizando a formula de Mensor et al. (2001) (Eq.1).

%AA =100 — {[(AbSamostra — AbSpranco) X 100] / Abscontrole} (EQ.1)

Os valores do ECsy dos EEEA, OEEA e substancias de referéncia podem
ser conferidos na Tabela 2 e Figura 31. Tanto nos EEEA, quanto nos OEEA, o
manjericdo (Ocimum basilicum L.) apresentaram os menores valores de ECsp e,
consequentemente, maior atividade antioxidante em termos de sequestro do radical
livre DPPHe, corroborando com os resultados de compostos fenélicos e flavonoides
totais, sendo que o manjericao (Ocimum basilicum L.) apresentou uma maior

quantidade destes, que sao responsaveis pela capacidade antioxidante.
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Figura 28 — Caélculo do ECsy para os EEEA, (a) manjericao
(Ocimum basilicum L.) e (b) manjerona (Origanum majorana L.).
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Figura 29 — Célculo do ECsy para os OEEA, (a) manjericao
(Ocimum basilicum L.) e (b) manjerona (Origanum majorana L.).
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Figura 30 — Calculo do ECs para as substancias de referéncia, (a) a-tocoferol, (b) BHA e (c) BHT.

Neste estudo, o valor de ECsy encontrado para o extrato etandlico de
manjericao (Ocimum basilicum L.) foi de 363,992 ug/mL, sendo que para a mesma
planta o valor encontrado por Mariutti et al. (2008), foi de 43 g de manjericado/Kg de
DPPH. No caso da manjerona (Origanum majorana L.), o ECsy obtido foi de 472,557
ug/mL, enquanto que Mariutti et al. (2008), obteve um ECsy, de 17,84 g de
manjerona/Kg de DPPH.

Os valores de ECsp encontrados para as substancias de referéncia (BHA,
BHT, a-tocoferol) (Tabela 2 e Figura 31) foram menores de que para os EEEA de
manjerona e manjericdo, apresentando uma maior capacidade antioxidante,
provavelmente devido ao fato de serem substdncias puras, as quais sao
reconhecidas como antioxidantes comerciais de relativa capacidade de sequestro de
radicais livres. O BHT apresentou a menor capacidade antioxidante entre os padrdes
analisados. Por outro lado, o padrdo a-tocoferol apresentou a maior capacidade
antioxidante (menor valor de ECso) entre os padrdes e entre os extratos etandlicos
das ervas aromdticas. No entanto, os 6leos essenciais dessas ervas apresentaram

capacidade antioxidante superiores aos padroes BHT, BHA e a-tocoferol. O 6leo
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essencial de manjericado e manjerona apresentaram ECsy no valor de 0,952 uL/mL e

1,783 plL/mL, respectivamente.

Tabela 2 — EC5, dos EEEA, OEEA e substancias de referéncia (BHA, BHT, a-tocoferol).

Amostras ECso (Hg/mL)
BHT 114,665 £ 0,071
BHA 72,250 + 0,068
a-tocoferol 61,220 + 0,062
EE — Manjerona 472,557 £ 0,078
EE — Manjericao 363,992 + 0,086
OE — Manjerona 1,783* + 0,061
OE — Manjericao 0,952* = 0,087

*concentragdo em pL/mL.

BHT

BHA
a-tocoferol

EE - Manjericdo

EE - Manjerona

0 100 200 300 400 500

EC;, (ng//mlL)

Figura 31 — Atividade antioxidante (ECsy) dos EEEA, OEEA e
substancias de referéncia (BHT, BHA e a-tocoferol.

A atividade de sequestro do radical livre DPPHe foi também expressa em
termos de porcentagem de atividade antioxidante (Tabela 3). Neste estudo, apds 80
minutos de reagado, os EEEA foram avaliados na concentracao de 0,89 mg/mL, os
OEEA a 4 pylL/mL, e as substancias de referéncia (BHA, BHT e a-tocoferol) a 125
pug/mL. A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi determinada segundo a
formula de Mensor et al. (2001) (Eq.1).

O extrato etandlico (70:30 v/v) de manjerona (Origanum majorana L.)

apresentou uma porcentagem de atividade antioxidante de 86,90% em uma
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concentragdo de 0,89 mg/mL ap6s 80 minutos de reacdo, para a mesma planta o
valor encontrado por Ravelli (2011) foi de 85,12%, sendo que os extratos etandlicos
(80:20 v/v) foram analisados a uma concentracdo de 5 mg/mL apds 45 minutos de
reacdo. No caso do extrato etandlico de manjericao (Ocimum basilicum L.), que foi
analisado nas mesmas condicbes que a manjerona, a porcentagem de atividade
antioxidante foi de 88,74%, enquanto que Wongsa et al. (2011) encontrou para a
mesma planta uma porcentagem de atividade antioxidante de 80,38%, utilizando
para a andlise extratos aquosos a uma concentracao de 0,5 mg/mL e tempo de
reacao de 30 minutos.

Tabela 3 — Porcentagem de atividade antioxidante das amostras analisadas pelo método do DPPHs.

Amostras %AA
BHT* 52,37 £ 0,24
BHA* 73,69 £0,18
a-tocoferol* 90,52 £ 0,17
EE - Manjerona™* 86,90 + 0,21
EE — Manjericao™* 88,74 £ 0,36
OE — Manjerona*** 81,15 0,32
OE — Manjericao™** 91,20 £ 0,26

*Concentragdo = 125 pg/mL **Concentracéo = 0,89 mg/mL  ***Concentracao = 4 uL/mL

5.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EEEA E OEEA

O manjericao (Ocimum basilicum L.) e a manjerona (Origanum majorana L.)
sdo alimentos que, além da qualidade nutricional, possuem compostos fendlicos
com atividade antioxidante. Apesar disto, pouco se sabe sobre o seu potencial
antimicrobiano. Desta forma, os EEEA foram submetidos a andlise de atividade
antibacteriana.

Foram utilizados os métodos de difusdo em &gar, concentracéo inibitéria
minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM), contra quatro bactérias
patogénicas humanas Staphylococcus aureus ATCC 25.923, Salmonella enteritidis
ATCC 13.076, Klebsiella pneumoniae ATCC 13.883 e Bacillus cereus ATCC 11.778.
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A Figura 32 ilustra as bactérias reativadas utilizadas nas andlises, sendo que
estas foram suspendidas em uma solucédo de soro fisiologico, homogeneizadas e
ajustadas para o valor de absorbancia de 0,135 a 660 nm em espectrofotbmetro, o
equivalente a 1-2x10® UFC na escala de Mc Farland (Figura 33). Estas solugdes
foram utilizadas para inocular meios BHI e agar nutriente, de modo a obter uma
concentracdo bacteriana de 1-2x10° UFC/mL, sendo as misturas homogeneizadas e

utilizadas para as analises antibacterianas.

Figura 32 - Bactérias reativadas utilizadas nas
andlises, (a) Staphylococcus aureus, (b) Bacillus
cereus, (c) Salmonella enteritidis, (d) Klebsiella
pneumoniae.

Figura 33 - Solugao de soro fisiolégico com bactérias.
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A andlise de atividade antimicrobiana por difusdo em agar trata-se de uma
prova rapida de susceptibilidade a antimicrobianos, essencialmente qualitativa.

A Figura 34 ilustra o teste de difusdo em agar para 0 manjericio com as
bactérias Salmonella enteritidis e Staphylococcus aureus, e a Figura 35 para a
manjerona, com as mesmas bactérias. Com o Bacillus cereus e a Klebsiella
pneumoniae, ndo houve agdo inibitéria para os EEEA e OEEA das duas ervas
analisadas. O teste demonstrou que o etanol utilizado nas extracées nao apresentou
nenhuma acao inibitoéria, enquanto que a ampicilina, utilizada como controle positivo,
apresentou a mesma ag¢do com todas as bactérias utilizadas para a analise,
representada nas Figuras 34 e 35 pelas bactérias Salmonella enteritidis e
Staphylococcus aureus, respectivamente.

Os extratos etandlicos de manjericio e manjerona nao apresentaram
inibicdo contra as bactérias Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus e Klebsiella pneumoniae, porém os 6leos essenciais das duas plantas em
questdao inibiram o crescimento das bactérias Salmonella enteritidis e

Staphylococcus aureus (Figuras 34 e 35 e Tabela 4).

Figura 34 - Teste de difusdo em agar com manjericdo, (a) Salmonella
enteritidis e (b) Staphylococcus aureus, onde 1, 2 e 3 sao diluicées do extrato,
2.133,33 ug/mL, 1.066,67 ug/mL e 533,33 ug/mL, respectivamente.



Figura 35 - Teste de difusdo em agar com manjerona,

(a) Salmonella enteritidis e

(b) Staphylococcus aureus, onde 1, 2 e 3 séo diluicdes do extrato, 2.133,33 ug/mL,

1.066,67 ug/mL e 533,33 ug/mL, respectivamente.

Tabela 4 — Teste de Difusao em Agar.
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*Diametro do halo de inibicdo (cm)

Staphylococcus Bacillus cereus* Salmonella Klebsiella
aureus® enteritidis” pneumoniae*
Ampicilina 3,2 2,6 3
Etanol 70% (v/v) 0 0 0
OE' - puro 0,8 1 0
EE' — puro 0 0 0
EE' —2.133,33 pg/mL 0 0 0
EE' - 1.066,67 pg/mL 0 0 0
EE' — 533,33 pg/mL 0 0 0
OE? — puro 1 1,2 0
EE? — puro 0 0 0
EE® - 2.133,33 pg/mL 0 0 0
EE® - 1.066,67 pg/mL 0 0 0
EE® — 533,33 pg/mL 0 0 0
" Manjericao * Manjerona

Para a concentragéo inibitdria minina, os extratos etandlicos de manjerona e

manjericdo, nas concentragdes utilizadas, ndo demonstraram inibicdo contra as
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bactérias deste estudo, havendo crescimento bacteriano em todos os casos. A
Figura 36 representa a CIM do EE de manjericAo contra Salmonella enteritidis,
sendo que a mesma resposta foi observada para as outras bactérias utilizadas e
para o EE de manjerona.

]
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Figura 36 - CIM dos extratos de manjerlcao com Salmonella
enteritidis, (a) inicialmente e (b) apds 24 horas.

==

O dbleo essencial de manjericdo, nas concentracdes utilizadas, nao
demonstrou inibicdo contra as bactérias deste estudo, havendo crescimento
bacteriano em todos os casos. A Figura 37 representa a CIM do OE de manjericao
contra Salmonella enteritidis, sendo que a mesma resposta foi observada para as
outras bactérias utilizadas. Este mesmo resultado foi observado com os OE de
manjerona para as bactérias Salmonella enteritidis, Bacillus cereus e Klebsiella
pneumoniae. Entretanto o Staphylococcus aureus foi inibido pelo éleo essencial de
manjerona nas concentracées de 40 pL/mL, 20 uL/mL e 10 pL/mL, ou seja,
apresentaram absorbéncia inferior a 0,05 em 660 nm. Desta forma a CIM do 6leo

essencial de manjerona contra o Staphylococcus aureus é de 10 pL/mL.
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Figura 37 - CIM dos 6leos essenciais de manjerlcao com
Salmonella enteritidis, (a) inicialmente e (b) apds 24 horas.
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A concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada somente com os
casos positivos da CIM, ou seja, a analise foi realizada com o 6leo essencial de
manjerona para as concentracbes de 40 uL/mL, 20 uL/mL e 10 yL/mL, sendo que o
resultado foi negativo para todas as concentragdes, ou seja, houve crescimento

bacteriano vivivel sobre o agar apés 24 horas (Figura 38).

Figura 38 - CBM dos 6leos essenciais de manjericao
com Staphylococcus aureus, (a) inicialmente e (b)
apds 24 horas.

Estes resultados foram contrarios aos encontrados por Busata (2006), o qual
analisou a atividade antibacteriana do 06leo essencial de manjerona (Origanum
majorana L.) por difusdo em agar com 20 bactérias. Neste estudo o Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) apresentou um halo de inibicdo de 2,6 cm, e dentre todas as
bactérias analisadas, a Unica que nao apresentou halo de inibicado foi a
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Este mesmo autor realizou a CIM, sendo
igual a 0,782 mg/mL contra o Staphylococcus aureus. Martins et al. (2010) analisou
a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum L.)
frente a sorogrupos de Escherichia coli, encontrando por meio de difusdo em &gar
uma média de halo de inibicdo igual a 1,14 cm.

Haida et al. (2007) encontrou em seus estudos realizados com extratos
etandlicos 80% (v/v) de oito ervas medicinais, dentre elas manjericdo (Ocinum
gratissinum L.) e manjerona (Origanum majorana L.), uma atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus que gerou um halo de inibicdo igual ou menor a 0,7
cm para o extrato de manjerona, com concentracdo de 500 mg/mL, e nenhuma
atividade para o extrato de manjericdo. Conforme Nakamura et al. (1999), o dleo

essencial de manjericao possui atividade antibacteriana contra o Staphylococcus
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aureus, entretanto ndo houve inibicdo quando adicionado extrato etandlico. Ele
também demonstrou que o Oleo essencial desta planta possui atividade
antibacteriana contra Escherichia coli, mas ndo contra Pseudomona aeruginosa.

Os resultados obtidos neste estudo diferem dos encontrados na literatura,
devido ao fato de estar se trabalhando com produtos naturais, cujos constituintes
variam conforme as diferentes origens geograficas, condi¢des climaticas, solo,

época de plantio e até mesmo horario de colheita.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que as ervas analisadas apresentam um teor
significativo de compostos fendlicos e flavondides totais, sendo que o manjericao
(Ocimum basilicum L.) apresentou um teor de compostos fendlicos e de flavonoides
superiores a manjerona (Origanum majoranalL.).

Na andlise da atividade antioxidante, a mesma tendéncia citada
anteriormente se manteve, tanto para os extratos hidroalcéolicos, quanto para os
6leos essenciais, ou seja, o0 manjericao (Ocimum basilicum L.) apresentou %AA =
88,74% para o extrato e 91,20% para o 6leo essencial, com ECsy de 363,992 pg/mL
e 0,952 plL/mL, respectivamente. No entanto, o extrato etandlico de manjerona
(Origanum majorana L.) apresentou uma %AA = 86,90% e seu 06leo essencial %AA
= 81,15%, com ECs, de 472,557 ug/mL e 1,783 pL/mL, respectivamente.

No método de difusdo em agar e CIM, nenhum dos extratos analisados
apresentaram inibicdo contra os quatro microrganismos testados. O 6leo essencial
puro de manjericdo no método de difusdo em agar apresentou um halo de inibicao
contra dois dos microrganismos testados (Salmonella enteritidis e Staphylococcus
aureus), porem na analise da CIM nas concentragdes analisadas ndo houve inibicao
contra nenhum dos microrganismos testados. O 6leo essencial puro de manjerona
também apresentou um halo de inibicdo contra 0s mesmos microrganismos que o
manjericdo. No entanto na analise da CIM este apresentou um resultado positivo
para trés concentracdes, sendo a menor delas 10 yuL/mL, e CBM negativa para os
trés casos. Com base nestes resultados, como trabalho futuro, testaremos outras
concentragdes de extratos de manjericdo para encontramos a sua concentragao

inibitéria minima.
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