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RESUMO

As plantas condimentares e de uso medicinal sao utilizadas pelo homem desde a Antiguidade
devido as suas propriedades terap€uticas. A partir destas plantas obtém-se os 6leos essenciais,
cujas atividades antimicrobiana e antioxidante sdo comprovadas. Estas propriedades tém
ganhado destaque nas ultimas décadas devido ao aumento da resisténcia bacteriana aos
antibidticos disponiveis no mercado e a toxicidade apresentada pelos antioxidantes sintéticos.
Diante deste cendrio, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade antibacteriana e
capacidade antioxidante dos 6leos essenciais de Zingiber officinale (gengibre) e Rosmarinus
officinalis (alecrim). Os Oleos essenciais foram obtidos por hidrodestilagdo usando um
equipamento tipo Clevenger por um periodo de quatro horas, sendo obtidos cerca 0,6 mL de
cada ¢leo essencial. A partir da CG/EM identificou-se 17 constituintes no 6leo essencial de
alecrim, sendo a canfora (37,00%) e o 1,8-cineol (11,32%) os compostos majoritarios. No
6leo essencial de gengibre, foram identificados 18 constituintes, sendo o-zingibereno
(27,14%), geranial (14,06%) e nerolidol (13,51%) os compostos majoritarios. A atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais foi determinada por meio do teste de difusdo em 4gar,
utilizando-se o 6leo puro, e Concentracao Inibitéria Minima, nas concentracdes de 2000 a 75
ng.mL ™. Nos testes foram utilizadas duas cepas microbianas: Escherichia coli (ATCC 25922)
e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Os halos de inibi¢do obtidos tiveram didmetro
préximo, em torno de 10 mm, e valores de CIM na faixa de 200 a 1700 pg.mL", destacando-
se a acdo inibitdéria do dleo essencial de gengibre frente S. aureus. A atividade antioxidante
dos odleos essenciais foi avaliada pela capacidade de estabilizar o radical livre ABTS nas
concentracdes de 5 a 30 pg.mL". Os Gleos essenciais de gengibre e alecrim conseguiram
inibir 12,41% e 15,8% dos radicais na mdxima concentracdo testada, e apresentaram CEsgq, de
308,16 pg.mL' e 153,7 pg.mL”, respectivamente. Ambos os 6leos essenciais foram
considerados ativos. Estas andlises visaram determinar a real contribuicdo dos O6leos
essenciais do gengibre e do alecrim como antimicrobianos e antioxidantes naturais.

Palavras-chave: alecrim; gengibre; Oleos essenciais; atividade antimicrobiana; capacidade
antioxidante.



ABSTRACT

Condiment and medicinal plants have been used by man since antiquity because of its
therapeutic properties. From these plants are obtained the essential oils, whose antimicrobial
and antioxidant activities are proven. These properties have gained prominence in recent
decades due to increased bacterial resistance to the antibiotics available on the market and the
toxicity of synthetic antioxidants. In view of this scenario, the objective of this research was
to evaluate the antibacterial activity and antioxidant capacity of the essential oils of zingiber
officinale and Rosmarinus officinalis. The essential oils were obtained by hydrodistillation
using Clevenger-type equipment for a period of four hours, obtaining 0.6 ml of each essential
oil. The chemical compositions were determined by GC / MS and the major compounds of
ginger essential oil were o-zingiberene (27.14%), geranial (14.06%) and nerolidol (13.51%)
whereas rosemary were Camphor (37.00%) and 1,8-cineole (11.32%). The antimicrobial
activity of the essential oils was determined by means of the agar diffusion test and Minimum
Inhibitory Concentration. Two microbial strains were used in the tests: Escherichia coli
(ATCC 25922) and Staphylococcus aureus (ATCC 25923). The inhibitory halos obtained had
a proximal diameter of about 10 mm, while the essential oil of ginger presented a very
expressive MIC value for S. aureus. The antioxidant capacity was evaluated by the ABTS
system in the concentrations of 5 to 30 ug.mL’l. The essential oils of ginger and rosemary
were able to inhibit 25.9% and 25.7%, and presented ECsyq of 128.9 ug.mL‘l and 128.0
pg.mL-1. These analyzes aimed to determine the real contribution of the essential oils of
ginger and rosemary as antimicrobials and natural antioxidants.

Keywords: rosemary; ginger; essential oils; antimicrobial activity; antioxidant capacity.
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1 INTRODUCAO

As plantas s@o os principais contribuintes do ndmero expressivo de substancias
orgadnicas na natureza. As plantas possuem enorme potencial de biossintetizarem os mais
variados tipos de estruturas moleculares que desempenham diversas fungdes em seu
organismo. As substancias responsdveis por garantirem o desenvolvimento € manuntengdo
das células, sao denominados de metabdltos primarios. A partir desses compostos, por meio
de rotas biosintéticas bastante complexas, as plantas produzem os metabdlitos secundarios,
que auxiliam na defesa e adaptacdo das plantas ao meio ambiente.

Dentre os metaboltos secunddrios sintetizados pelas plantas, destacam-se os Oleos
essenciais que sdo caracterizados por serem uma mistura complexa de constuintes
liposoliveis de baixo peso molecular com forte aroma e normalmente liquidos. Os 6leos
essenciais destcam-se por sua grande importancia terapéutica e econdmica, ocupando um
lugar preponderante nas industrias farmacéuticas, cosmética e agroalimenticias devido sua
elevada atividade biol6gica (ANDRADE, 2010).

Apesar das plantas serem utilizados desde a Antiguidade com fins condimentares e
medicinais, somente nas ultimas décadas pesquisas vém se intensificando para aplicacdo
destes compostos na conservacdo de alimentos e no controle de enfermidades de origem
microbiana. Atualmente, os compostos utilizados pela indudstria para garantir maior tempo de
vida ttil aos alimentos sdo os antioxidantes sintéticos que apesar de serem muito estiveis,
apresentam a possibilidade de causarem efeitos indesejdveis em enzimas de vdarios Orgdos
humanos, inflamacgdes e formacdo de tumores (BAUER et al., 2001; TIVERON, 2010).

Além desse cendrio, tem-se o grave problema de resisténcia bacteriana aos antibidticos
disponiveis no mercado que ocorre devido a ampla distribuicdo de antimicrobianos,
facilitando o acesso ao consumo pela populacdo, levando a utilizacdo indiscriminada e a
automedicacdo. A ddvida do diagndstico, a auséncia de um programa de uso racional de
antimicrobianos e o desconhecimento da prescricdo de antimicrobianos quanto as doses,
também sdo fatores que contribuem para o aumento da prevaléncia de microorganismos
resistentes aos medicamentos, tornando os antibidticos ineficazes (MOTA et al., 2010).

Levando em consideracdo a resisténcia dos microorganismos as drogas disponiveis, a
toxicidade apresentada pelos antioxidantes sintéticos e, tendo em vista a crescente
conscientizacdo dos consumidores em relacdo a utilizacdo de produtos ecologicamente

seguros e benéficos para saide, o uso dos 6leos essenciais surge como uma alternativa em
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potencial para a substituicio dos compostos sintéticos como agentes antimicrobianos e
antioxidantes.

Uma das maiores fontes de pesquisa nessa drea é a avaliacdo da atividade
antimicrobiana e antioxidante de plantas utilizadas popularmente para fins condimentares e
medicinais. As espécies Rosmarinus officinalis L. e Zengiber officinale Roscoe, conhecidas
popularmente como alecrim e gengibre, sdo utilizadas na culindria, na inddstria farmacéutica
e na medicina popular para tratar inimeras afec¢des.

Dessa forma, o trabalho tem por objetivo determinar a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais de alecrim e gengibre frente microorganismos patogénicos, sendo estes
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, e, avaliar a capacidade antioxidante destes
compostos. Estas andlises visaram determinar a real contribuicdo do alecrim e gengibre como

antimicrobianos e antioxidantes de origem natural.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante dos 6leos essenciais de Zingiber
officinale Roscoe (gengibre) e Rosmarinus officinalis L. (alecrim) frente as bactérias

patogénicas.

2.2 Objetivos especificos

- Obter o 6leo essencial de Zingiber officinale Roscoe (gengibre) e Rosmarinus
officinalis L. (alecrim);

- Determinar a composicao quimica dos 6leos essenciais por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (GC/EM);

- Determinar a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais por meio da difusdo em
disco e Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) frente as bactérias patogénicas;

- Avaliar a capacidade antioxidante dos 6leos essenciais através da captura do radical

livre ABTS [2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)].
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Compostos bioativos em matrizes vegetais

As plantas s@o utilizadas pelo homem desde a Antiguidade, na alimentacdo, na cura de
doencas e também na agricultura. No Brasil, o emprego das plantas ocorre desde o perédo
pré-colonial, quando indios ja as utilzavam e, em seguida, transmitiram seus conhecimentos
para os colonizadores, tornando-as amplamente utilizadas com fins medicinais, para
tratamento, cura e preven¢do de doengas na medicina caseira (ANDRADE, 2010).

As plantas sdao uma importante fonte de produtos biologicamene ativos, muitos dos
quais se constituem em modelos para a sintese de um grande nimero de farmacos
(MARTINS, 2010). Relatos de pesquisadores da drea de produtos naturais mostraram uma
gama quase inacreditivel de diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas (SIMOES et al., 2007). Apesar disso, os dados disponiveis demonstram
que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial biolégico.

Os compostos bioativos, caractrizados como constituintes ‘extranutricionais’, ocorrem
naturalmente em pequenas quantidades nos vegetais. Sao classicados de acordo com suas
estruturas quimicas e fungdes bioldgicas, possuindo uma ampla gama de efeitos bioldgicos,
destacando-se o antibacteriano, antiinflamatério e hepatoprotetor, a ac¢do antirombotica,
antiviral, anticancerigena e vasodialatadora. Muitas dessas func¢des sdo resultante da atividade
antioxidante (PAIXAO et al., 2007).

Compostos biologicamente ativos sdo dividios em dois grupos distintos: metabdlitos
primdrios e secunddrios. Os metabdlitos primarios esta presentes em todos os sistemas vivos e
sdo essenciais ao desenvolviento e a vida. Fazem parte desse processo substancias como
carboidratos, lipideos, proteinas, clorofila e dcidos nucleicos (PROBST, 2012).

Os metabdlitos secunddrios, no entanto, até pouco tempo atrds, ndo tinham fungdo
definida no organismo vegetal. Acreditava-se que estes constituintes eram produtos sem valor,
ou mesmo residuos metabdlicos, super-expressdo proteica, excreta ou desintoxicacdo das
plantas. Todavia, a partir da década de 50, a funcdo dessas substancias, sua utilidade para o
desenvolvimento fisioldgico das plantas e seu papel como mediadores das interacdes entre as
plantas foi elucidado (CAVALCANTE, 2011). Estes compostos sido produtos de
metabolismo especifico, distribuidos em toda extensdo dos vegetais e atuam na defesa e

adaptacdo da planta ao ambiente.
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Pesquisas vém sendo realizadas para aplicacdo dos compostos bioativos, isolados de
plantas, como agentes terapéuticos, devido a sua a¢do antimicrobiana em microorganismos

resistente aos antibioticos sintéticos e a atividade antioxidante.

3.1.1 Metabolitos secundarios

Ao longo do processo evolutivo, os organismos vegetais desenvolveram mecanismos
de defesa para sua sobrevivéncia e, para isso, foram desenvolvidas rotas biossintéticas,
atualmente conhecida como metabolismo secunddrio, que atuam na producdo de substancias
nocivas e téxicas para os inimeros patégenos e herbivoros, na atracdo de polinizadores,
permitindo a tolerancia de temperaturas extremas e nos processos de adaptacdo a estresse
hidrico ou deficiéncia de nutrientes do solo (PROBST, 2012).

Esses compostos sdo originados a partir dos metabdlitos primdrios através de rotas
biossintéticas complexas, participando diretamente das interagdes bioquimicas de convivéncia
e comunicagio entre as plantas e os varios organismos vivos no sistema ambiental (SIMOES
et al., 2004).

Como o metabolismo secunddrio responde a estimulos ambientais bastante varidveis,
de natureza fisica, quimica ou bioldgica, fatores como fertilidade e tipo de solo, umidade,
radiacdo solar, vento, temperatura e poluicao atmosférica, entre outros, podem influenciar e
alterar a composi¢ao quimica dos vegetais (ANDRADE, 2010). Além disso, ha interagdes e
adaptacdes coevolutivos complexas que se produzem entre planta-planta, planta-animal e
planta-microorganismo de um dado ecossistema (ALVES, 2001).

Apesar dos vegetais sintetizarem milhares de constituintes quimicos, os metabdlitos
secundérios sdo os que despertam grande interesse devido as atividades bioldgicas exercidas
nas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente e, também, pela sua grande atividade
farmacoldgica (SOARES, 2009). Muitos deles sdao de importancia comercial nas dreas
farmacéutica, alimentar, agrondmica, perfumaria e outras.

Os metabdlitos secunddrios produzidos pelas plantas podem ser divididos em trés
grupos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados; no entanto, todos eles
originam-se do metabolismo da glicose, tendo o &cido chiquimico e o acetato como
intermedidrios principais (SIMOES et al., 2007). Na Figura 1 verificam-se as principais rotas

do metabolismo secundario.
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Figura 1 - Principais rotas do metabolismo secundario
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Pereira (2006) afirma que, dentre os metabolitos secundarios, os principais grupos de
compostos encontrados com maior atividade bioldgica sdo os alcaloides, flavonoides,

cumarinas, taninos, quinonas e 6leos essenciais.

3.1.1.1 Oleos essenciais

Dentre os metabdlitos secunddrios sintetizados pelos organismos vegetais, os 6leos
essenciais destacam-se por sua grande importancia terap€utica e econdmica, representando a
segunda classe de compostos naturais, com maior nimero de compostos ativos (ANDRADE,
2010).

De forma geral, os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substincias
lipossoluveis, altamente volateis, normalmente odoriferas e liquidas. Sdo geralmente incolores
ou ligeiramente amarelados, com excec¢do dos 6leos que apresentam alto teor de azulenos,
como o 6leo essencial extraido da camomila e mil-folhas (SIMOES et al., 2007).

Os oOleos essenciais sdo instdveis na presenca de luz, calor, umidade, substancias

oxidantes, redutoras, meios com pH extremos, ou meios com tracos de metais que podem
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catalisar reacdes de transformacdo e decomposi¢do, uma vez que, devido a sua complexa
constitui¢do, tem alta probabilidade de sofrer transformacdes devido reacOes entre seus
proéprios constituintes ou entre eles € o meio (BANDONI e CZEPAK, 2008).

Os principais constituintes dos 6leos essenciais sao os hidrocarbonetos terpénicos,
alcodis simples e terpenos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, 6xidos, perdxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos contendo enxofre, apresentando diferentes
concentracdes. Sua composi¢ao estd constantemente em processo de modificacdo, mudando
as proporg¢des de seus constituintes ou transformando uns constituintes em outros, de acordo
com a parte da planta, 0 momento do seu desenvolvimento ou o momento do dia e, apesar de
ser determinada geneticamente, fatores abidticos também podem influenciar na proporcao dos
constituintes (ELPO e NEGRELLE, 2006; BANDONI e CZEPAK, 2008).

Bakkali et al., (2008), relata que os géneros capazes de produzir 6leo essencial estao
divididos em varias familias, sendo elas: Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae,
Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Zingiberaceae, Poaceae, Myristicaceae, Piperaceae,
dentre outras. Estes compostos podem estar estocados em certos 6rgdos, tais como flores,
folhas ou ainda nas cascas dos caules, madeira, raizes, rizomas, frutos ou sementes (SIMOES
et al., 2007).

Para a extra¢do dos 6leos essenciais sdo utilizados varios métodos, os quais variam
conforme a localizacdo do 6leo na planta e com o intuito de sua utilizacdo. Os mais
empregados sdo: enfloracio (Enfleurage), hidrodestilacdo, arraste por vapor d’agua, extragao
por solventes organicos, prensagem (ou expressdo) e extragdo por CO, supercritico
(MARTINS, 2010).

No ambiente natural, os 6leos essenciais estdo associados a adaptagdes necessdrias a
sobrevivéncia do organismo vegetal no ecossistema, exercendo papel primordial na defesa
contra bactérias, fungos, virus, insetos e herbivoros, e também na atracdo de alguns insetos e
outros agentes fecundadores, como pédssaros e morcegos (BAKKALI et al., 2008).

Os oleos essenciais sdo utilizados desde a Antiguidade como flavorizantes na
fabricacdo de cosméticos e perfumarias, e farmacologicamente com fins medicinais, no
entanto, somente nas ultimas décadas o uso destes compostos como antimicrobianos naturais
se intensificaram com a sua aplicacdo na conservacdo de alimentos e no controle de
enfermidades de origem microbiana. Como agentes antimicrobianos, os 6leos essenciais
apresentam baixo risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana devido a sua
composi¢do complexa, possuindo diferentes mecanismos de acdo antimicrobiana, o que

dificulta a adaptabilidade dos microorganismos (DAFERERA, 2003).
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3.2 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo substincias naturais ou sintéticas que agem sobre
microorganismos inibindo o seu crescimento, exercendo sua agdo a nivel molecular, no
processo metabdlico ou na estrutura celular dos microorganismos (MOTA et al., 2010).

Estas substancias sdo essenciais para prevencdo, controle e tratamento de infec¢des
bacterianas em homens e animais. No entanto, o uso indiscriminado e prolongado desses
agentes t€m causado o surgimento e prevaléncia de microorganismos resistentes. O impacto
da resisténcia é critico, uma vez que as opg¢des terapéuticas restringem-se ao uso de poucas
drogas (POZZATTI et al., 2006). A industria quimico-farmacéutica buscas solucdes e, neste
cenario, os metabdlitos secundarios, tradicionalmente utilizados na culindria e na medicina

popular, surgem como uma alternativa eficaz e econdmica para os antimicrobianos sintéticos.

3.2.1 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana pode ser definida como a capacidade tempordria ou
permanente do microorganismo de permanecer vidvel e/ou multiplicar-se sob condi¢des que
poderiam destruir ou inibir outras cepas filogeneticamente relacionadas. Analogamente, pode
afirmar-se que uma bactéria € resistente quando ndo € suscetivel a uma concentracdao de
agente antimicrobiano utilizado na pratica (GRANATO, 2011).

Uma consideragdo importante € que o amplo uso de antibidticos ndo sé seleciona
bactérias resistentes a drogas, mas também exerce pressdo seletiva na microbiota comensal
normal. Estas bactérias, especialmente habitantes do trato intestinal, sio constantemente
expostas a antibidticos e podem desenvolver resisténcia a fim de sobreviver, tornando-se um
importante reservatorio de genes de resisténcia. Quando excretados para o ambiente, por meio
de fezes, contaminam outros ecossistemas, podendo alcancar os seres humanos direta ou
indiretamente, infectando ou colonizando-os (KNEZEVIC e PETROVIC, 2008).

A resisténcia a antimicrobianos pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia
intrinseca, ou natural, ocorre devido a uma caracteristica estrutural ou funcional da bactéria
que permite a tolerancia a uma determinada classe de antimicrobianos pelos membros de um
grupo de bactérias. De forma mais especifica, este mecanismo refere-se a uma insensibilidade,
J4 que ocorre em bactérias que nunca foram sensiveis a droga. Este mecanismo de resisténcia
limita a gama de drogas disponiveis para tratamento € consequentemente aumenta O risco

associado com a resisténcia adquirida (AARESTRUP, 2005; GRANATO, 2011).
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Ja a resisténcia adquirida, ocorre quando uma bactéria que € sensivel ao antibidtico
desenvolve resisténcia a ele através de mutacdo ou aquisi¢io de novo DNA, incorporando
genes provenientes de outros microorganismos por diferentes sistemas de transferéncia
genética. Este tipo de resisténcia é umas das maiores ameacas para saide humana e animal,
pois causa propagacdo da resisténcia em populacdes bacterianas susceptiveis e
consequentemente pode conduzir a uma falha terapéutica (AARESTRUP, 2005; GRANATO,
2011).

3.2.2 Antimicrobianos naturais

Além do cendrio da resisténcia bacteriana, tem-se o fato agravante de que os
compostos sintéticos utilizados para a conservagdo de alimentos podem ser responsiveis por
atributos carcinogénicos, teratogénicos e também apresentar toxicidade residual (MOREIRA
et al., 2005). Estudos vem mostrando que os compostos de natureza vegetal, em especial os
Oleos essenciais, apresentam grande potencial como agentes de inibi¢do do crescimento de
microorganismos. Estes compostos demonstram atividade bioldgica contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, além de eficaz atividade antimicrobiana contra fungos,
protozodrios e virus, surgindo, desta forma, como alternativa aos compostos sintéticos
utilizados (SIENKIEWICZ, 2011).

A atividade antimicrobiana apresentada pelos Oleos essenciais representa, de certa
maneira, uma extensdo da propria funcdo que desempenham nas plantas, onde atuam na
defesa destes organismos contra patégenos e predadores. Devido a complexidade da
composi¢do quimica dos 6leos essenciais, a inibi¢do dos microorganismos nao pode ser
explicada por um Unico mecanismo de a¢do. Todavia, uma importante caracteristica dos 6leos
essenciais, a lipofilicidade, permite que estes passem através da parede celular e membrana
citoplasmatica, rompendo a estrutura de diferentes camadas de polissacarideos, dcidos graxos
e fosfolipidios, quebrando-os e, assim, alterando a permeabilidade dessas organelas (BURT,
2004; LAMBERT et al., 2001).

Nas células bacterianas, a alteracdo da permeabilidade estd associada a perda de fons e
a reducdo do potencial da membrana, ao colapso da bomba de prétons e ao esgotamento de
ATP (DI PASQUA et al., 2006). Alterando a permeabilidade da parede celular e da
membrana plasmatica, permite-se a saida de fons e do conteudo celular, o que modifica o
equilibrio celular, podendo levar a liberacdo de macromoléculas e a lise celular (COX et al.,

2000; LAMBERT et al., 2001).
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Oleos essenciais ainda sdo capazes de causar coagulagdo do citoplasma, danificar
lipideos e proteinas e afetar a atividade geral da célula, como controle da pressdao de turgor,
transporte de solutos e regulagdo do metabolismo, como sintese de RNA, DNA, proteinas e
polissacarideos (BURT, 2004). Os locais e os mecanismos de acdo dos dleos essenciais na

célula bacteriana estao representados na Figura 2.

Figura 2 — Locais e mecanismos de acdo esquematicos dos 6leos essenciais na célula

bacteriana
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3.3 Bactérias patogénicas

Bactérias patogénicas sdo aquelas que penetram o organismo, causando transtornos
mais ou menos severos, desenvolvendo-se para deterioracdo deste organismo. Os principais
agentes patogé€nicos tém como caracteristicas em comum o curto periodo de incubagdo,
quadro clinico gastrointestinal, acompanhado ou nao de febre (DIEMER, 2016).

A presenca de bactérias nos alimentos € uma das principais razdes de sua deterioracao,
o que resulta na reducdo da vida de prateleira e possibilita, ainda, a veiculacdo de patégenos,
acarretando potenciais riscos a saide publica. Desta forma, é necessario um controle efetivo
para garantia da qualidade em todos os estdgios, desde sua elaboracdo até o produto final
(CARVALHO e CORTEZ, 2005).

Virios dados disponiveis de surtos de intoxicacdo/infec¢do alimentar apontam como
agentes mais frequentes os de origem bacteriana, sendo eles Salmonella spp, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Shigella spp, Bacillus cereus e Clostridium perfringens (BRASIL,
2010).
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3.3.1 Escherechia coli

Escherichia coli sdo bacilos Gram-negativos com diametro de 1,1 a 1,5 x 2,0 a 6 um
(Figura 3), pertencentes a familia Enterobacteriaceae, nao esporulados, aerdébicos ou
anaerébico facultativos, capazes de fermentar a glicose e outros carboidratos, produzindo
dcido pirtvico que é convertido em 4cido latico, acético ou férmico com produgdo de CO, e
H,. Sao imdveis, porém alguns tém a capacidade de mobilidade, devido a presenca de flagelos
peritricos. Podem crescer entre pH de 4,4 a 9, mas sdo conhecidos pela sua capacidade de
tolerar ambientes dcidos, o que lhes possibilita sobreviver no trato gastrointestinal

(International Commission on Microbiological Specifications for Foods, 2000).

Figura 3 — Escherichia coli
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Este microorganismo é predominante na microbiota do trato intestinal de humanos e
de outros animais, e em decorréncia disso, € utilizado como indicador de contaminagdo direta
ou indireta de origem fecal em 4gua e alimentos (MARTINS, 2010). Sua deteccdo pode
indicar também, a possivel presenga de outros microorganismos ainda mais patogénicos para
0 homem.

Além das cepas ndo patog€nicas que habitam o trato entérico de humanos e animais
sadios, existem cepas altamente patogé€nicas, responsdveis por provocarem surtos de doencas
em humanos e animais com considerdvel taxa de mortalidade. Os patétipos de E. coli sao
classificados como patogénicos de origem entérico e patogénicos extraintestinais. O primeiro

grupo € causador de diarreias em humanos e animais e, o segundo causa infec¢des do trato
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urindrio e inflamagdo generalizada causada por infeccdo e meningites (KUHNERT et al.,
2000).

As linhagens de E. coli consideradas patogénicas sdo divididas em seis classes, de
acordo com os fatores de viruléncia, manifestacdes clinicas e epidemioldgicas: EPEC
(enteropatogénica cléssica); EIEC (enteroinvasora); ETEC (enterotoxigénica); EHEC (entero-
hemorréagica), DAEC (difusamente adesiva) e EAggEC (enteroagregativa) (ANDRADE,
2010).

A contaminac¢do com E. coli pode se dar em funcdo do consumo de alimentos com
deficiéncias no processo de fabricacdo, sendo esta muitas vezes uma contaminacgdo resultante
da falta de higiene pessoal, manipulacdo inadequada por parte do colaborador ou também
matéria prima e processos em desacordo com os principios higiénico sanitarios (DIEMER,

2016).

3.3.2 Staphylococus aureus

Staphylococus aureus sdo cocos gram-positivos dispostos em cachos, crescendo na
maioria dos meios bacterioldgicos, em condi¢des aerdbicas ou anaerdbicas. As coldnias, que
podem ser observadas na Figura 4, variam de acinzentadas a amarelo-ouro e t€ém formas
circulares, lisas, elevadas e brilhantes (CASSETTARI et al.,, 2005). Este é um
microorganismo coagulase positivo e oxidase negativa; pode crescer em uma ampla margem
de temperatura, tem como limite inferior e superior 7°C e 49°C, respectivamente, € a
producdo de toxinas ocorre no intervalo de 10°C — 48°C, no entanto sua faixa 6tima é de 40°C

— 45°C (ANDRADE, 2010; TORTORA, 2000).

Figura 4 — Colonias de Staphylococus aureus
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Este microorganismo pode ser encontrado em ambiente externo e em narinas de 20-
40% dos adultos, enquanto que 60% dos humanos podem ser colonizados temporariamente, o
que aumenta os riscos de contaminacdo de alimentos manipulados, sendo os produtos lacteos
os principais subtratos alimenticios para esse microorganismo (BANIA et al., 2006).

A intoxicacdo por S. aureus ocorre quando essas bactérias multiplicam-se nos
alimentos, armazenados em temperaturas inadequadas, e produzem uma toxina termoestéavel.
A enterotoxina estafilocdcica, por ser termoestdvel, pode permanecer no alimento mesmo
apds o cozimento possibilitando, desta forma, a instalacio de um quadro de intoxicacdo de
origem alimentar (CARMO et al., 2008). Algumas linhagens de Staphylococcus produzem a
toxina da sindrome do choque téxico cujos sintomas sdo agudos, potencialmente fatais e
caracterizados por febre alta, descamacdo da pele e hipotensao (SANTOS, 2003).

As diversas espécies de Staphylococcus destacam-se pela capacidade de se tornarem
resistentes a grande numero de drogas antibacterianas. O agravamento da resisténcia
bacteriana estd associado ao uso indiscriminado de drogas antibacterianas, que permitiu que
0s microorganismos conseguissem se adaptar por mecanismos de aquisi¢do e transferéncia de

genes de resisténcia aos antibidticos (CASTANHEIRA, 2013).

3.4 Antioxidantes

Antioxidantes sdo compostos que diminuem ou impedem a oxidacdo de substratos
oxidédveis. Em relacdo aos alimentos, um antioxidante pode ser definido como uma substancia
que, em pequenas quantidades, € capaz de prevenir ou retardar grandemente a oxidacdo de
materiais facilmente oxidaveis (SHIMANO, 2012).

Estas substincias podem estar presentes naturalmente nos alimentos, mas também
podem ser formadas durante o processamento ou serem adicionadas aos produtos. Além de
prolongar a vida util do produto, os antioxidantes reduzem o desperdicio de matéria-prima,
minimizam as perdas nutricionais e aumentam a gama de lipideos que podem ser utilizados
em produtos especificos (SICHIERI, 2013).

Para a aplicagdo em alimentos, é desejdvel que os antioxidantes possuam certas
caracteristicas. Dentre elas estdo a eficicia em baixas concentragdes (0, 001 a 0,01%),
auséncia de efeitos indesejaveis na cor, odor ou sabor dos alimentos, estabilidade durante o

processamento e armazenamento, além disso, devem apresentar baixo custo

(CALVACANTE, 2011
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Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de agdo em
primério, ou de quebra de cadeia, e em secunddrio ou preventivo. Os antioxidantes primarios
possuem em sua constituicdo um nucleo fendlico, com diversas permuta¢des no anel, e agem
sequestrando os radicais livres. Por serem melhores doadores de hidrogénio do que as
moléculas lipidicas insaturadas, os antioxidantes primdrios doam dtomos de hidrogénio aos
radicais livres (ROO¢, RO+, R*), 0 que os torna indisponiveis para a propagacio da reagdo em
cadeia. Assim, espécies inativas sdo formadas. O radical oriundo da reagdo com o substrato
(A-) € estabilizado por ressonancia e, devido a isso apresenta reatividade baixa (REISCHE et

al., 2008). A Figura 5 representa o mecanismo de acdo dos antioxidantes primarios.

Figura 5 - Mecanismos de agdo para antioxidantes primarios, onde ROOe, RO« ¢ Re - radicais
livres; AH — antioxidante com um 4tomo de hidrogénio ativo e A — radical inerte.

ROO* + AH — ROOH + A-
R+ AH - RH + A-

ROO- + A- - ROOA

RO + AH — ROH + A-
RO* + A- - ROA

A+ A —> AA

Fonte: Wansundara e Shahidi, 2005

Os antioxidantes secundarios agem por meio de vdrios possiveis mecanismos. A
principal diferengca em relacdo aos antioxidantes primdrios, € que os secunddrios nao
convertem os radicais livres em molécula estaveis. Eles agem como quelantes de metais pro-
oxidantes desativando-os, doadores de 4tomos de hidrogénio a antioxidantes primadrios,
desativadores do oxigénio singlete, supressores de oxigénio, absorvedores da radiagcdo
ultravioleta e s@o capazes de decompor hiper6xidos em espécies ndo radicais. Frequentemente
promovem a melhora no desempenho dos antioxidantes primarios (REISCHE, 2002).

Os antioxidantes primdrios mais comumente utilizados em alimentos sdo compostos
sintéticos. Alguns compostos naturais também exercem esta fun¢do, no entanto, por meio de
mecanismos diferentes. Pertencem a este grupo os tocoferdis e os carotenoides (TIVERON,

2010). Os compostos presentes em plantas podem ser incluidos como antioxidantes mistos.
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3.4.1 Antioxidantes sintéticos

Na industria de alimentos, os antioxidantes sintéticos sdo os mais utilizados para
estabilizar Oleos, gorduras e alimentos lipidicos. Sdo substincias que tiveram seu uso
aprovado em alimentos apds investigacdes que comprovaram sua seguranca dentro de um
limite de ingestdo didria. Por esta razdo, estdo sujeitas as legislacdes especificas de cada pais
ou normas internacionais (TAKEMOTO et al., 2009).

Sdo principalmente compostos de natureza fendlica, podendo ou ndo ser empregados
em combinac¢do. Os mais utilizados pela indistria sdo o butil- hidroxi-anisol (BHA), butil-
hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroxi-quinona (TBHQ) e galato de propila (GP), cujas
estruturas estdo representadas na Figura 6 (ANDRADE, 2010). No Brasil, as concentracdes
maximas permitidas em 6leos e gorduras sdo de 100mg/Kg para o BHT e o GP, e 200 mg.Kg
! para 0 BHA e o TBHQ, e de 200 mg.Kg™ (sobre o teor lipidico) de BHA, BHT, GP e TBHQ
em margarinas (BRASIL, 2005).

Figura 6 — Estruturas quimicas dos antioxidantes sintéticos BHA, TBHQ BHT e GP.
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Fonte: Adaptado de Regitano-d’Arce (2006)

Apesar de serem muito efetivos e estdveis, os antioxidantes sintéticos apresenta uso
restrito devido 4 possibilidade de causarem efeitos indesejaveis em enzimas de varios 6rgaos
humanos, inflamagdes e formacdo de tumores (BAUER et al.,, 2001; TIVERON, 2010).
Paises da Unido Europeia e o Canada nao permitem o uso de TBHQ em alimentos (REISCHE
et al., 2008).

A toxicidade apresentada pelos antioxidantes sintéticos e a crescente conscientizacao

dos consumidores pela busca de alimentos com efeitos benéficos para saude,
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microbiologicamente seguros e com longa vida de prateleira, t€ém resultado em um garnde
nimero de pesquisas sobre compostos bioatvos, que permitirdo a substitui¢do dos compostos
sintéticos ou a associacdo entre eles, com a finalidade de diminuir a sua concentracao nos

alimentos.

3.4.2 Antioxidantes naturais

A utilizagdo de plantas aromaticas, condimentares e medicinais para preservar os
alimentos e evitar o desenvolvimento do sabor de ranco é uma prética realizada desde a
antiguidade. Oleos essenciais e extratos obtidos de plantas tem sido objeto de pesquisas em
relacdo a sua atividade antioxidante, tendo seu potencial antioxidante comprovados em
diversos sistemas-modelo, atuando na remog¢do de radicais livres, na quebra da cadeia da
oxidacdo lipidica e também regenerando outros antioxidantes por acdo sinérgica (SICHIERI,
2013).

Dentre os antioxidantes naturais, destacam-se os compostos fendlicos, tais como
flavonoides, d4cidos fendlicos, antocianinas, taninos hidrolisaveis, lignanas, cumarinas,
estilbenos, além do 4acido ascérbico, tocoferdis, tocotrienois e carotenoides (SHIMANO,

2012). Estes compostos, individualmente ou em sinergia, podem agir por diferentes

mecanismos para conferir um sistema efetivo contra ac¢do dos radicais livres.

Figura 7 — Estruturas quimicas do antioxidante natural tocoferol (A), tocotrienol (B) e
carotenoide (3-caroteno).
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Ruberto e Baratta (2000), avaliando a atividade antioxidante de aproximadamente 100
compostos que compdem os Oleos essenciais, verificaram que os compostos fendlicos sao os
principais responsdveis pela atividade antioxidante, seguido dos componentes oxigenados e
dos alcodis alilicos. Alguns hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos apresentaram
significativo efeito antioxidante.

Devido as suas propriedades antioxidantes, os compostos fendlicos t€m recebido
grande importancia nos ultimos anos. Os fendis vegetais constituem um grupo quimicamente
heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos, e, que apresentam grande variedade
de fungdo nos vegetais (TIVERON, 2010). Sdo produtos do metabolismo secundario das
plantas, estando envolvidos em mecanismos de defesa contra radiagcdo e patégenos.

A atividade antioxidante desses compostos se deve principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na quelacdo de metais de transi¢do ou no sequestro de radicais livres, agindo nas
etapas de iniciacdo e propagacdo do processo oxidativo. O mecanismo da a¢do antioxidante
dos compostos fendlicos permite a formagdo de intermedidrios relativamente estdveis, devido

a ressonancia do anel aromadtico presente na estrutura dessas substancias (TIVERON, 2010).

3.4.3 Medidas da capacidade antioxidante

O conhecimento sobre os constituintes dos vegetais responsdveis pelas propriedades
antioxidantes tem sido alvo de interesse de pesquisadores, profissionais da drea médica e
nutricional e consumidores. Devido a complexidade e variedade da composi¢do dos
compostos vegetais, o isolamento e estudo de cada substdncia s@o praticamente invidveis,
além de onerosos.

Existe uma ampla gama de testes que avaliam as substancias antioxidantes presentes
em matrizes vegetais. De um modo geral, duas abordagens sao utilizadas nestas andlises. A
primeira envolve a gera¢do de uma espécie de radical livre e a medi¢do direta de sua inibi¢dao
causada pelo composto em teste. A segunda utiliza sistemas de ensaio que envolve a oxidacdo
de um substrato por radicais livres gerados, onde é medida a capacidade de retardar ou inibir a
oxidagdo lipidica (RAVELLI, 2011).

Dentre os sistemas utilizados para se estimar a capacidade antioxidante estio o ORAC
(Oxigen Radical Absorbance Capacity), que mede o sequestro de radicais peroxil gerados por
uma fonte radicalar; o DPPH (2,2 -difenil -1- picril —hidrazil), que € baseado na capacidade do

composto em reagir com doadores de hidrogénio; o FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
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Power), que estd baseado na capacidade dos fendis em reduzir o Fe** em Fe** ¢ o ABTS (2,
2—azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-4cido sulfonico), que consiste em se monitorar a reducao
do cdtion-radical ABTS™ quando um composto antioxidante é adicionado (TIVEREON,
2010).

O sistema ABTS vem sendo bastante utilizado na determinacdo da atividade
antioxidante de matrizes vegetais devido a sua relativa simplicidade operacional, o que

possibilita a aplicacdo em rotinas de laboratorio.
3.4.3.1 Método ABTS

O método do radical ABTS foi primeiramente sugerido por Miller et al. (1993) em

testes de amostras bioldgicas, e, atualmente € utilizado uma modificacdo do método original,
proposta por Re et al. (1999), que é baseado na geracdo do cation-radical ABTS™ de

coloragdo azul esverdeado, pela adi¢do de persulfato de potdssio, caracterizado pela absorcao
maxima em 645, 734 e 815 nm. Com a adi¢do de um antioxidante ocorre a reducdo/sequestro

do radical promovendo a perda de coloragdo do meio reacional, como € observado na Figura
8. A porcentagem de inibi¢do do radical ABTS™ é calculada em fungdo da concentragdo dos

antioxidantes.

Figura 8 - Estabilizacdo do radical ABTS e+ por um antioxidante
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Fonte: Adaptado de RUFINO et al., (2007).

O radical ABTS™ pode ser dissolvido em dgua ou em solugdes de etanol, portanto
pode ser aplicado ao estudo de antioxidantes hidrossoliveis e lipossoliveis, compostos puros
e extratos vegetais. Moon e Shibamoto (2009) citaram a aplicacdo deste método na avaliacdo
da atividade antioxidante de frutas, vegetais, plantas medicinais, vinhos e uvas, cereais,

bebidas e dleos essenciais.
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A acio do cédtion-radical ABTS™ sobre os antioxidantes pode ocorrer pela doacdo de
atomos de hidrogénio, pela transferéncia de elétron ou pela combinacdo destes dois
mecanismos (SICHIERI, 2013).

Segundo Souza (2013), o método ABTS™ € simples e pode ser avaliado em

diferentes faixas de pH, o que torna essa metodologia importante para o conhecimento do
efeito do pH em mecanismos oxidantes. Porém, esse método tem a limitagdo de ndo ser um

representante das biomoléculas e nem mesmo ser encontrado em nenhum sistema biolégico.

3.5 Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

De nome popular alecrim, Rosmarinus officinalis L., apresenta diversos outros
sindnimos: alecrim de cheiro, alecrim das hortas, alecrim da casa, alecrim-comum, alecrim-
verdadeiro, rosmaninho. E uma espécie pertencente a familia Lamiaceae, compreendendo 150
géneros com cerca de 2800 espécies, sendo muitas dessas plantas medicinais e produtoras de
Oleos essenciais. Dentre os géneros cultivados destacam-se vdrias espécies usadas como
condimentos, tais como: erva-cravo (Hypttis), alfavaca (Ocimum), alecrim (Rosmarinus),
hortela-pimenta (Mentha), manjericio (Origanum), manjerona (Majorana), basilicao
(Basilicum), orégano (Origanum), tomilho (Thymus) e erva-cidreira (Melissa). Outras sdo
cultivadas como flores ornamentais ou para producdo de 6leo essencial, como: salvia (Salvia),
alfazema (Lavandula) e patchuli (Pogostemum) (SHIMANO, 2012).

O Alecrim foi cultivado primeiramente no Mediterraneo, transplantado para a China e
agora € cultivado em todo o mundo, principalmente na Espanha, Marrocos e Tunisia, que sdo
também os principais produtores do seu 6leo (FLAMINI et al., 2002;). Diferentes espécies de
alecrim sdo encontradas, a saber: R. officinalis, R. eriocalyx, R. laxiflorus, ¢ R. La
Vandulaceus. No entanto, R. officinalis € o uUnico que cresce naturalmente nas regides
Mediterraneas (ANGIONE et al., 2004).

A espécie € um subarbusto muito ramificado de 0,50 a 1,50 m de altura, sempre verde,
com hastes lenhosas, folhas pequenas, sésseis, finas, opostas e lanceoladas, de flores azuis ou
brancas e sabor picante (RIBEIRO, 2011). A planta exala aroma forte e agradavel,
apresentando emprego culindrio, medicinal, farmacéutico e aromaético, sendo o 6leo essencial

aplicado em cosméticos e perfumaria.
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Figura 9 - Parte aérea de Rosmarinus officinalis L.

Fonte: jardim.esobre.com

Na culindria o alecrim € utilizado na panificacdo, em preparacdes que contenham
carne, para adornar saladas, em caldos verdes, sobremesas, biscoitos, geleias, saladas de
frutas, marmeladas e vinhos quentes. Nos Estados Unidos € utilizado em carnes, aves, peixes
e linguicas e no Marrocos € adicionado a manteiga e a outros alimentos para aumentar a vida
de prateleira dos produtos (PORTE e GODOY, 2001). Na farmacologia € empregado in
natura, como outras plantas vegetais ricas em 6leos voldteis, na preparacdo de infusdes ou na
aromatizacdo de férmulas destinadas ao uso oral.

O alecrim é amplamente estudado por apresentar propriedades antibacteriana,
antioxidante, antimutagé€nica, analgésica, antiespasmoédica, anti-inflamatdria, citotoxica,
vasodilatadora e quimiopreventivas (FARIA, 2005; HUSSAIN et al., 2014).

Na medicina popular, € utilizado no tratamento de afeccdes hepdtica, intestinal, renal e
respiratdria; em problemas de debilidade cardiaca (cardiotonico), como antidepressivo natural
e como cicatrizante (uso tépico) (LIMA, 2014; PENTEADO, 2008). Além disso, seu 6leo
essencial pode ser incorporado em unguentos para reumatismo eczema, ulcera e feridas
(PORTE e GODQY, 2001). Segundo Rozman e Jersek (2009), R. officinalis possui o 6leo
mais utilizado em todo o mundo em funcao de suas propriedades bioldgicas.

O 6leo essencial do alecrim € obtido a partir de suas folhas e sumidades floridas.
Santoyo et al. (2005) identificou 33 compostos quimicos no 6leo essencial desta espécie,
sendo os principais: a-pineno, 1,8-cineol, canfora, verbenona e borneol,constituindo cerca de

80% do total do 6leo. Este 6leo essencial pode ser classificado de trés formas em relacdo a sua
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composi¢do quimica, cineoliferum (alto teor de 1,8-cineol, 53-67%); camphoriferum (canfora

>20%) e verbenoniferum (verbenona >15%) (NAPOLI et al., 2010).

Figura 10 - Moléculas de 1,8-cineol (A), canfora (B) e a-terpineol (C) presentes no éleo
essencial de alecrim.
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3.6 Gengibre (Zingiber officinale Roscoe)

O gengibre, de nome cientifico, Zingiber officinale Roscoe, foi primeiramente descrito
em 1807, pelo botanico inglés Willian Roscoe. E uma espécie pertencente a familia
Zingiberaceae, proveniente da regido sudoeste da Asia e do Arquipélago Malaio, incluindo
mais de 1200 espécies e 53 géneros.

No Brasil, seu cultivo foi introduzido logo apds o inicio da colonizag¢do europeia. No
entanto, somente nas ultimas décadas, com a introducdo de variedades de rizomas gigantes
por agricultores japoneses, a cultura do gengibre tornou-se efetivamente comercial no Brasil,
especialmente nos litorais de Santa Catarina, Sdo Paulo e do Parand (MARTINS, 2010).

A planta do gengibre possui habito herbaceo, é perene, produz rizoma articulado,
possui raizes adventicias e folhas disticas, sendo as brasileiras reduzidas, bracteas florais
obovadas, cada uma envolvendo uma sé flor (SOARES, 2009). O rizoma do gengibre
apresenta corpo alongado, um pouco achatado, com uma coloracdo que vai do amarelo couro
a marrom brilhante, € estriado na longitudinal, algumas vezes fibroso, com terminacdes

conhecidas como “dedos” que surgem obliquamente dos rizomas. Internamente, de cor

marrom-amarelada, apresenta uma endoderme amarela, com nimeros feixes fibrovasculares e
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abundantes células oleaginosas (MARTINS, 2010). Apresenta odor agradavel e aromatico e

sabor fortemente pungente.

Figura 11 - Rizomas do gengibre
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Fonte: EMBRAPA, 2001

Como planta medicinal, o gengibre é uma das mais antigas e populares do mundo. E
utilizado para aliviar sintomas como inflamacdo, doencas reumadticas e desconfortos
gastrointestinais (PFEIFFER et al., 2006). Sua raiz possui propriedades carminativas,
digestivas, sudorificas, antigripais e estimulantes (SOARES, 2009). Na culindria, o gengibre é
utilizado como condimento e aromatizante, conferindo caracteristicas picantes e refrescantes
as receitas; é matéria-prima para fabricacdo de bebidas e produtos de confeitaria como paes,
bolos, biscoitos e geleias. Na industria cosmética seu emprego € devido a sua fragrancia.

O gengibre tem mostrado uma variedade de atividades bioldgicas, tais como:
antifingica, antiinflamatéria, antiviral, antibacteriana, antiulcerativa, antioxidante,
antitumoral (CAMARGO, 2006; DIEMER, 2016; SHUKLA e SINGH, 2007; SINGH et al.,
2008). E devido a estas propriedades, o uso dos rizomas para a obtencdo de dleos essenciais,
extratos e concentrados de gengibre tém despertado interesse das industrias farmacéuticas e
alimentares.

Jaded (2005) verificou a presenca de 63 constituintes ao avaliar a composi¢cdo do 6leo
essencial de gengibre produzido no Havai. Segundo Soares (2009), cerca de 50 constituintes
ja foram identificados, sendo os principais: a-zingibereno, geranial, [-felandreno, o-
farneseno, cineol, canfeno, neral, geraniol, y-curcumeno, -bisabolneo, terpineol e zingiberol,

eucalipitol e acetato de geranila.
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Figura 12 - Moléculas de y-curcumeno (A), neral (B), geranial (C), a-zingibereno (D) e -
felandreno (E) presentes no 6leo essencial de gengibre.
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Fonte: Adaptado de Diemer (2016)
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
4.1 Material vegetal

As folhas de Rosmarinus officinalis L. e os rizomas do Zingiber officinale Roscoe
foram coletados no municipio de Sao Luis — MA no periodo de janeiro a margo de 2015. As
amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Bromatologia do Programa de Controle
de Qualidade de Alimentos e Agua (PCQA) da Universidade Federal do Maranhao, onde
foram submetidas as etapas de selecdo manual e lavagem com 4gua corrente. Logo apds, o

material vegetal foi submetido a extracdo do 6leo essencial.
4.2 Obtencao dos éleos essenciais

As extracdes dos 6leos essenciais foram realizadas a partir do material vegetal fresco
pelo método de hidrodestilagdo, utilizando-se o sistema Clevenger. Neste processo, foram
utilizados cerca de 500g de rizomas de gengibre triturados e 200 g de folhas de alecrim; em
seguida, transferiu-se a massa para um baldo de fundo redondo (6000 mL) e acrescentou-se
dgua destilada na proporcao de 1:10.

A extragdo foi efetuada durante um periodo de quatro horas e em seguida, os 6leos
essenciais obtidos foram separados do hidrolato pela adicdo de sulfato de sddio anidro,
seguido de armazenamento em frascos de vidro ambar sob refrigeracdo para evitar possiveis
perdas de constituintes.

O rendimento do dleo essencial foi expresso em porcentagem na relacdo
massa/volume pela medida da densidade, observando o volume de 6leo essencial obtido na
extracdio por massa de material vegetal, conforme a férmula descrita abaixo

(FABROWSKI,2002).

%R= lv@m)*%l *100 (1)

4.3 Analises da composicao quimica dos dleos essenciais

As andlises dos constituintes dos 6leos essenciais de alecrim e gengibre foram

realizadas no Centro Analitico de Instrumentacdo da Universidade de Sao Paulo por
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cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM). O cromatdgrafo
utilizado foi o da marca SHIMADZU equipado com coluna capilar fenilpolislfenileno-
siloxano de BPX 5%, (30 m comprimento; 0,25 mm de espessura; 0,25 pm de espessura do
filme) acoplado a espectrometro de massa. O géds de arraste utilizado foi o hélio.

A temperatura do injetor e interface do cromatdgrafo com detector seletivo foi mantida
em 280 °C com fluxo na coluna de 2,7 mL/min, programada para operar em 50 °C. Para as
andlises, foram injetadas aliquotas com volume de 1uL em acetato de etila, fixando-se as
seguintes condi¢des: modo de divisdo com pressdao da coluna de 150 kPa , velocidade linear
59,1, com fluxo total de arraste 30 mL/min, modo de varredura 0,5 segundos.

A identifica¢do dos compostos foi realizada por comparacao dos espectros de massas
com espectros da base de dados (ADAMS, 2007; NIST, 2005). Os dados quantitativos foram

obtidos das percentagens das dreas do cromatograma através de normalizacgao.

4.4 Determinacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de alecrim e gengibre foi avaliada por

meio do teste de difusdo em agar e Concentragdo Inibitoria Minima (CIM).

4.4.1 Microorganismos testados

Foram utilizadas duas cepas microbianas provenientes da “American Type Culture
Collection” (ATCC) doadas pelo Laboratério de Microbiologia do Controle de Qualidade de
Alimentos e Agua da Universidade Federal do Maranhdo (PCQA-UFMA), que foram:
Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). A identificacdo das
cepas foi confirmada pelo uso de ensaios bioquimicos, seguindo as recomendacdes do manual

de microbiologia clinica (MURRAY et al., 2003).

4.4.2 Preparo do inoculo bacteriano

As cepas microbianas utilizadas foram repicadas em caldo de infusdo de cérebro e
coracdo (BHI) e incubadas a 35°C até atingirem fase exponencial de crescimento (4-6h). Apds
esse periodo, as culturas tiveram sua densidade celular ajustada em solugdo salina 0,85%
estéril, de modo a se obter uma suspensdo microbiana com a turbidez compardvel a da

solucdo padrao de McFarland 0,5 (1,5 x 10® UFC/mL), de acordo com as normas do National
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Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003). Os indculos utilizados em

todas as técnicas foram preparados da mesma forma.
4.4.3 Difusdo em Agar

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos por disco-difusdo foram realizados
segundo CLSI (2009). Primeiro, foram preparadas as placas com o meio de cultura Agar
Mueller Hinton (AMH); apds sua solidificacio 100 pL da suspensdo microbiana foi
distribuida na superficie do dgar e deixada em repouso a temperatura ambiente por 30 min.
Enquanto isso, foram preparados os discos contendo 50uL do 6leo essencial. Utilizando-se
pinca esterilizada, os discos foram dispostos sobre a superficie do dgar. As placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 35 °C por 24 horas e posteriormente foi realizada a

leitura do halo de inibi¢do (Figura 13). O procedimento foi realizado em triplicata.

Figura 13 - Representacido do método de difusdo em disco com 6leo essencial.

d = 19mm

Fonte: Adaptado de Taveira et al (2008).

4.4.4 Concentracao Inibitéria minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima foi realizada segundo a metodologia de dilui¢ao em
meio liquido, proposta pela National Committee for Clinical Laboratory Standart (NCCLS,
2003) com as bactérias utilizadas nas técnicas de difusdo em meio sélido. Inicialmente, uma
aliquota dos 6leos essenciais na concentracdo de 2.000 ug.mL'lpreparados numa solugdo de
dimetilsuféxido (DMSO) a 12, 0% foi transferida para tubo de ensaio contendo caldo BHI.

Em seguida, foram realizadas dilui¢des seriadas resultando nas concentra¢des de 2000 a 75
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pg.mL™'. A suspensdo microbiana (50 pL) contendo 1,5x10° UFC/mL dos microorganismos
foi adicionada a cada concentragdo (Figura 14). Realizou-se o controle constituido apenas da
solucdo de DMSO nas mesmas concentracdes testadas. Foram reservados tubos para controle
de esterilidade do caldo e de crescimento bacteriano. Em seguida, os tubos foram incubados a

35°C por 24 horas.

Figura 14 - Representacio esquematica da CIM de um 6leo essencial pelo método de diluicao
em meio liquido.
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Fonte: Adaptado de Taveira et al (2008).

Ap6s o periodo de incubagio, foi realizado o plaqueamento em Agar Plate Count
(PCA), meio ideal para se realizar a leitura do crescimento bacteriano, e incubou-se em estufa
a 35°C por 24 h. Logo apds 24 horas, foram realizadas as leituras de inibicdo/crescimento
microbiano obtendo-se a CIM, definida como a menor concentragdo capaz de inibir

completamente o crescimento microbiano.
4.5 Avaliacao da capacidade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método ABTS [2,2-azinobis-(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonico)], sendo realizada conforme a metodologia sugerida por Re et
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al. (1999), com modificacdes. O radical ABTS™ foi preparado pela reagiio de 5,0 mL de uma
solugdo 3840 pg.mL"' de ABTS com 88 pL da solucdo de persulfato de potdssio 37.840
pg.mL', a mistura foi deixada 2 temperatura ambiente, em ambiente escuro, por 16 horas.
Ap6s a formacgao do radical a mistura foi diluida em etanol (1:30 v/v aproximadamente) até se
obter uma absorbancia de 0,7 nm a 734 nm.

A partir das solucdes-mde na concentracdo de 2000 pg.mL™ dos 6leos essenciais,
preparou-se dilui¢des seriadas obtendo-se concentragdes de 5 a 30 ug.mL'l; com essas
solucdes, preparou-se a mistura reacional com o cétion radical ABTS. Em ambiente escuro,
foi transferida uma aliquota de 3,0 mL da mistura e homogeneizou em agitador de tubos e
apds 6 minutos realizou-se a leitura da absorbincia da mistura reacional em espectrofotometro
em comprimento de 734 nm. As andlises foram realizadas em triplicata.

A atividade antioxidante foi expressa como a capacidade de inibir/reduzir radicais

ABTS em porcentagem (%I), de acordo com a Equacdo 1, e pelo valor de CEsqg.

% de Inibi¢ao = (Abs. solugdo do radical ABTS — Abs. da amostra) x 100 )

Absorbancia da solu¢do do radical ABTS

A concentracdo eficiente ou CEsypq € definida como a concentracio da amostra
necessaria para sequestrar 50% dos radicais ABTS. Construiu-se uma curva exponencial de
primeira ordem plotando-se na abscissa as concentracdes do 6leo essencial e na ordenada a

porcentagem de ABTS reduzido.



41

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos oleos essenciais

Os rendimentos das extracdes foram calculados a partir do volume de 6leo essencial
obtido em relacdo a massa do vegetal utilizado. Neste estudo partiu-se de uma massa de 500 g
dos rizomas de Zingiber officinale Roscoe sendo obtidos 0,6 mL de 6leo. O rendimento massa
por volume (m/v) foi de 0,13 %. Na extracdo do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis,
utilizou-se 200 g de folhas e obteve-se 0,6 mL de 6leo, resultando em um rendimento (m/v)

de 0,30 %. Estes resultados estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento dos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilagao

Material vegetal Rendimento (% m/v)
Z. officinale 0,13
R. officinalis 0, 30

A partir dos resultados acima, é possivel inferir que o alecrim possuiu maior
rendimento que o gengibre. Dabague et al (2013) afirma que o 6leo essencial do gengibre que
acumula-se nos rizomas apresenta rendimento normalmente inferior ao da maioria das
espécies aromaticas.

Em seu estudo, Diemer (2016) obteve um rendimento de 0, 18% na extracao do 6leo
essencial de gengibre através da destilagdo por arraste a vapor utilizando aparelho Clevenger
modificado. Utilizando essa mesma metodologia, Silva et al (2014), encontrou um rendimento
de 0, 13%, sendo este valor igual ao obtido neste trabalho. J4 Martins (2010), encontrou um
rendimento de 0, 37% ao obter o 6leo a partir de rizomas frescos por hidrodestilacio em um
periodo de quatro horas. Na avaliacdo das propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial de
Z. officinale por Gomes et al (2016), o rendimento médio alcancado foi de 0,52%. Oliveira et
al (2012), ao caracterizar quimicamente os 6leos essenciais de espécies medicinais brasileiras
para uso na piscicultura, encontraram um rendimento de 0,68% para o 6leo essencial de
gengibre obtido a partir dos rizomas desidratados.

Enquanto isso, Pereira et al (2007), ao avaliarem a eficiéncia da extracdo do 6leo
essencial de gengibre por diferentes métodos, encontram um valor de rendimento médio de

1,9% em base seca pelo método de arraste a vapor, valor esse muito superior ao alcangado
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neste trabalho. No entanto, este resultado compreende a faixa de valores de rendimento
referenciados pelos mesmos autores, que oscilam entre 0,2 e 2,7%.

Ao compararem o 6leo essencial de alecrim obtido por hidrodestilacio e destilacao por
microondas, Okoh et al (2010) obtiveram rendimentos de 0,31% e 0,39%, respectivamente,
sendo estes valores proximos ao encontrado neste pesquisa. Heinke et al (2009), utilizando a
extracdo assistida por microondas, encontraram rendimento de 0,31% a partir da planta fresca,
e ainda citam rendimento por arraste a vapor de 0,25% e de 0,59% pelo método de
hidrodestilacdo. J4 Probst (2012) e Ribeiro (2011) extrairam o 6leo essencial de alecrim por
hidrodestilacdo e obtiveram rendimentos de 0,58% e 1,0%, respectivamente. Serafini et al
(2002) reporta que as folhas do alecrim contém 0,5 a 1,2% de 6leo essencial, no entanto
Zaouali et al (2010), ao analisarem seis amostras de alecrim, obtiveram rendimentos dos 6leos
essenciais que variaram entre 1,17% a 2,7%,e, Diemer (2016) alcancou um valor de 1,97%
utilizando as folhas secas do alecrim.

De forma geral, os rendimentos de Zingiber officinale € Rosmarinus officinalis obtidos
neste estudo, mostraram-se inferiores aqueles reportados na literatura. No entanto, o
rendimento é normalmente afetado por diversos fatores, incluindo a metodologia empregada
na obtencdo do d6leo, o tempo de extragdo, as partes vegetais utilizadas e fase de
desenvolvimento da planta. E importante considerar também, que os metabélitos secundrios
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente, por isso, os fatores abidticos
podem acarretar alteracdes na composi¢do e no teor do 6leo essencial produzido. Dentre estes
fatores, podem-se ressaltar o clima, luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutri¢do,
caracteristicas do solo, época e hordrio de coleta, técnicas de colheita e pds — colheita, entre

outros (FERNANDES, 2012; MORALIS, 2009).

5.2 Composicao quimica dos dleos essenciais

Os espectros obtidos na Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
seguidos da comparacdo com os dados da biblioteca de NIST (2005) e ADAMS (2007),
permitiram o conhecimento da composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais de Zingiber
officinale Roscoe e Romarinus officinalis L..

A Figura 15 representa o cromatograma do 6leo essencial de gengibre, onde se verifica
a presenca de 18 sinais entre 11 e 33 minutos de corrida cromatografica. Na Tabela 2 estdao
relacionados os componentes encontrados no 6leo essencial de gengibre com seus respectivos

tempos de retencdo, sendo possivel inferir que os 18 componentes foram identificados,
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atingindo o total de 100% da composi¢do. Os constituintes majoritdrios foram o o-
zingibereno (27,14%), geranial (14,06%), nerolidol (13,51%), neral (9,64%), B-
sesquifelandreno (9,45%), sabineno (5,23%) e canfeno (5,02%).

FiguralS — Cromatograma do 6leo essencial do gengibre
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Diemer (2016) conseguiu identificar em seu estudo 12 constituintes no 6leo essencial

de gengibre que totalizaram 97,10%, sendo o a-zingibereno (24,20%), geranial (15,71%),
B-bisaboleno (12,73%), neral (10,61%), B-sesquifelandreno (10,07%), y-curcumeno (7,17%) e
B-felandreno (6,75%) os compostos majoritdrios. Esses valores corroboram os resultados
obtidos neste trabalho para os componentes majoritarios geranial, a-zingibereno, neral e
B-sesquifelandreno, para os demais constituintes, no entanto, foram diferentes.

Koroch et al. (2007) encontraram, ao analisar o 6leo essencial de gengibre de uma
espécie do Madagascar, 11 componentes que totalizaram 96,6% sendo que os majoritirios
foram a-zingibereno (22,9%), geranial (14,6%), PB-bisaboleno (8,5%), neral (6,4%), B-
-sesquifelandreno (6,5%), y-curcumeno (7,7%) e B-felandreno (0,9%), onde pode-se verificar
semelhancas com a composi¢@o obtida neste estudo, principalmente em relacio ao teor de o-
zingibereno e geranial.

Foram identificados 57 substancias no 6leo essencial de gengibre por Singh et al. (2008),
representando cerca de 92,7% do total do 6leo, dentre estes o geranial (25,9 %), a-zingibereno
9,5 %), (E,E)-a-farneseno (7,6 %), neral (7,6 %), curcumeno (6,6 %), B-sesquifelandreno
(5,1 %), 1,8-cineol (1,9 %) foram identificados como componentes majoritarios. De forma
semelhante, Soares (2009), ao investigar a atividade bioldgica do 6leo essencial de gengibre

sobre o fungo Aspergillus carbonarius, encontrou como composto majoritdrio o geranial
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(20,92%), seguido do nerol (14,34%), sabieno (9,08%), a-zigibereno (8,04%) e 1,8-cineol
(7,56%); observa-se também que todos esses constituintes foram encontrados neste estudo, no

entanto em concentracdes distintas.

Tabela 2 — Composi¢do quimica do 6leo essencial de gengibre

Pico! TR2 Compostos %A>
1 11,52 o-Pineno 1,46
2 12,17 Canfeno 5,02
3 14,14 B-Mirceno 1,29
4 15,76 Sabineno 5,23
5 15,66 1,8-Cineol 4,35
6 18,48 Linalol 0,50
7 21,59 4,4-Dimetil-2-pentinal 0,80
8 23,22 terc-Dodeciltiol 0,71
9 23,65 Neral 9,64
10 24,13 Nerol 1,07
11 24,70 Geranial 14,06
12 25,48 2-Undecanona 0,63
13 28,47 Farnesol 1,27
14 30,05 1,1-Diciclopropiletileno 0,55
15 31,59 ar-Curcumeno 3,33
16 31,99 a-Zingibereno 27,14
17 32,37 Nerolidol 13,51
18 32,83 B-Sesquifelandreno 9,45

I . - 2 =
Nota: Ndmero do pico pela ordem de elui¢do da coluna; “Tg: tempo de reten¢do dos
e : 3 <
compostos na columa cromatografica em minutos; “%A: porcentagem da drea
normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos componentes na amostra.

A partir das composi¢cdes do 6leo essencial de gengibre mencionadas, € possivel
perceber que o nerolidol ndo € reportado como um constituinte majoritdrio, a despeito de
nesta pesquisa ter-se obtido uma representativa abundancia relativa deste composto.
Kamaliroosta et al. (2013) obteve um teor de 2,01% do nerolidol, ja Kizhakkayil e Sasikumar
(2012), encontraram valores que variaram de 0,71 a 1,74%, enquanto que Sasidharan e

Menon (2010) obtiveram 2,9% deste composto, e Kumari et al. (2014) alcancaram 0,32%.
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Na Figura 16 pode-se observar o cromatograma do 6leo essencial de alecrim, onde se
verifica a presenca de 17 sinais entre 3 e 14 minutos de corrida cromatogréfica. Na Tabela 3
estdo relacionados os componentes encontrados no 6leo essencial de alecrim com seus
respectivos tempos de retencdo, sendo possivel inferir que os 17 componentes foram
identificados, atingindo o total de 100% da composi¢@o. Os constituintes majoritdrios foram a
canfora (37,00%), 1,8-cineol (11, 32%), a-terpineol (7,12%), B-cariofileno (6, 43%) e
verbenona (5,85%).

Figural6 — Cromatograma do 6leo essencial do alecrim
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Composicdo quimica semelhante ao encontrada neste trabalho foi reportada por Boix

et al. (2010), que apontaram, dentre os 23 compostos identificados, a canfora (33, 17%), 1,8-
cineol (14,02%), verbenona (8,6%) e B-pineno (7,0%) como componentes majoritarios do
Oleo essencial de alecrim. Probst (2012) também identificou a canfora (27,51%) como
componente majoritdrio, sendo seguido do limoneno (21,01%), mirceno (11,19%), a-pineno
(10,37%) e B-pineno (5,27%), P-cariofileno (4,60%), canfeno (3,64%), verbenona (3,0%),
borneol (2,10%), y-terpineno (1,71%), linalol (1,15%), a-felandreno (0,21%); a partir destes
valores, é possivel observar similaridade com a composi¢do do 6leo essencial deste estudo.

Diemer (2016) conseguiu identificar em seu estudo 18 constituintes que totalizaram 99,67 %,
sendo 1,8-cineol (40,77%), canfora (22,27%), borneol (9,73%) e a-terpineol (5,14%) os
componentes majoritarios. J4 Zaouali et al. (2010), encontraram 25 componentes
representando 93,6% do total, onde os majoritarios foram 1,8-cineol (40,0%), canfora
(17,9%), a-pineno (10,3%), e canfeno (6,3%). De forma semelhante, Maia et al. (2014),

obtiveram a seguinte a composi¢ado: 1,8-cineol (44,39%), canfora (19,75%), a-pineno (12%) e
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B-cariofileno (4,53%). Esses resultados corroboram os resultados obtidos neste trabalho para
0os componentes majoritdrios (canfora e 1,8-cineol) e mostram que todos os constituintes
mencionados anteriormente foram encontrados neste estudo, no entanto em concentragdes

distintas.

Tabela 3 — Composicao quimica do 6leo essencial de alecrim

Pico' TR2 Compostos %A>
1 3,790 [-pineno 2,29
2 3,918 B-mirceno 4,36
3 4,452 p-cimeno 1,41
4 4,519 Limoneno 2,02
5 4,584 1,8-cineol 11,32
6 4,943 Y-terpineno 1,61
7 5,599 Linalol 2,99
8 6,392 Canfora 37,00
9 6,567 Pinocarvona 2,17
10 6,753 Borneol 3,24
11 6,860 Terpinen-4-ol 4,79
12 7,095 a-terpineol 7,12
13 7,286 Verbenona 5,85
14 8,363 Acetato de bornila 4,28
15 10,315 B-cariofileno 6,43
16 10,793 o-humuleno 1,47
17 13,679 a-bisabolol 1,65

Nota: 'Ndmero do pico pela ordem de eluicdo da coluna; “T: tempo de retencio dos
compostos na columa cromatogrifica em minutos; “%A: porcentagem da drea
normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos componentes na amostra.

Okoh et al. (2010) identificaram verbenona (17,43%), canfora (16,57%), 1,8-cineol
(11,91%) e a-pineno (11,47%) como principais componentes. Enquanto isso, Ribeiro (2011)
obteve B-mirceno (24,2 %), 1,8-cineol (22,2%), a-pineno (19,8%) e verbenona (9,3%),

correspondendo a 75,5 % do total do dleo.
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O dleo essencial de alecrim avaliado por Santoyo et al. (2005) continha em sua
composi¢do a-pineno, 1,8- cineol, canfora, verbenona e borneol, totalizando cerca de 80%.
Este autor atribuiu a propriedade antimicrobiana do 6leo a estes compostos, sendo o borneol o
mais efetivo. Dentre estes compostos, somente o o-pineno nao foi encontrado nesta pesquisa,
e os outros compostos representaram 57,41% da composicdo, o que pode sugerir que a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial estudado estd ligada ao sinergismo entre estes
constituintes.

As variacdes significativas nas composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de alecrim
e gengibre podem ter ocorrido devido a fatores abidticos que acarretam modificacdes
significativas na producdo do 6leo. Apesar da composi¢do quimica dos 6leos essenciais serem
determinadas por fatores genéticos, os estimulos ambientais no qual a planta se encontra,
podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos. Por
isso um mesmo quimiotipo pode ter uma diferenca significativa de rendimento (MORALIS,

2009).

5.3 Atividade antibacteriana

Os resultados do teste de difusdo em agar e a Concentragdo Inibitéria Minima
permitiram a avaliacdo da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de alecrim e gengibre.
Na Tabela 4 estao representados os valores do halo de inibicao obtidos frente Escherichia coli

e Staphylococus aureus.

Tabela 4 - Halo de inibi¢ao dos dleos essenciais de Z. officinale e R. officinalis encontrada
para os microorganismos E. coli e S. aureus.

Halo de inibicao (mm)

Bactéria* Z. officinale R. officinalis
Eschericia coli 10,7 £ 0,82 9,7+ 0,94
Staphylococcus aureus 9,7+ 0,94 10,7 £2,16

*As andlises foram realizadas em triplicata

Utilizou-se como parametro para avaliacdo da atividade antimicrobiana os padrdes de
sensibilidade adotados por Carovic’—Stanko et al. (2010) os quais classificaram a atividade de
diferentes Gleos essenciais de acordo com o tamanho do halo de inibi¢io. E considerado zona

fortemente inibitdria, halos com didmetro maior que 15 mm, zona moderadamente inibitdria
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halos com diametro entre 10-15 mm e zona nio inibitdria halos com didmetro menor que 10
mm.

De acordo com este parametro, o 6leo essencial de Z. officinale apresentou atividade
inibitéria moderada frente Eschericia coli (10,7 mm) e ndo inibitéria para Staphylococcus
aureus (9,7 mm), sendo considerada resistente ao antimicrobiano por este teste. Enquanto
isso, 0 Oleo essencial R. officinalis mostrou atividade inibitéria moderada em relacdo a S.
aureus (10,7 mm) e ndo inibitéria para E. coli (9,7 mm). Considerando que a eficiéncia do
Oleo essencial € determinada pelo tamanho da zona de inibi¢do, ndo foi possivel estabelecer
qual dos Oleos essenciais proporcionou melhor atividade antimicrobiana, pois os halos de
inibi¢do em relag¢do aqueles microorganismos sensiveis foram iguais.

Grégio (2006), ao avaliar a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre frente a
microbiota bucal, ndo obteve halo de inibi¢do para S. aureus e E. coli, utilizando a técnica de
difusdo em cilindros. Singh et al (2008), também nao observou halos de inibicdo para estes
mesmos microorganismos. J& Trajano et al (2009), obteve halo de 15 mm frente S. aureus, no
entanto o 6leo essencial de gengibre ndo apresentou efeito inibitdrio para E. coli. Da mesma
forma, este mesmo microorganismo ndo foi sensivel ao 6leo de gengibre no estudo de
Machado (2011) enquanto que, S. aureus apresentou halo de 4 mm. Silva et al (2014), pela
técnica de difusdao em disco, encontrou halos de 9 mm e 17 mm para E. coli e S. aureus,
respectivamente. A partir destes resultados, é possivel observar que o 6leo essencial de Z.
officinale tem melhor efeito bactericida frente S. aureus, quando comparado a E. coli, no
entanto resultado oposto foi encontrado neste trabalho.

Trajano (2009), ao testar o o6leo essencial de alecrim frente contaminantes de
alimentos, ndo encontrou halo de inibicdo para S. aureus e E. coli, enquanto isso, Machado
(2011), frente esses mesmos microorganismos, obteve halos de 8,3 e 4 mm, respectivamente.
Wanderley (2015) encontrou frente cinco cepas de S. aureus, valor médio de halo de 10,4
mm, sendo estes resultados proximos aos obtidos nesta pesquisa. Empregando a técnica de
difusdo em cavidade de dgar modificada, Packer e Luz (2007), alcancaram halo de inibi¢cao
maior que 10 mm frente E. coli e menor que este valor para S. aureus. Ribeiro (2011),
utilizando o 6leo essencial de alecrim pelo método de difusdo em disco, obteve halos de 15 a
21 mm frente E. coli de diferentes linhagens, e de 18 mm para S. aureus. Ja Cordeiro (2012),
encontrou um halo médio de 2, 65 cm frente S. aureus, no entanto ndo observou formacao de
halo par E. coli.

Existem algumas explicacdes possiveis para as diferencas dos resultados de acdo

antibacteriana dos 6leos essenciais: variagdes do método utilizado, solubilidade do 6leo ou de



49

seus componentes e as concentragdes testadas, microorganismo de referéncia, concentracao
das células e condicdes de cultivo (tempo de incubacdo, temperatura, taxa de oxigénio),
caracteristicas do processo de extracdo, além das possiveis variagdes da composi¢ao dos 6leos
essenciais devido aos fatores abidticos.

A técnica de difusdo em disco € o método mais utilizado para a avaliacdo da atividade
antibacteriana. No entanto, a vantagem desta técnica ¢ limitada a geracdo de dados
preliminares fornecendo somente dados qualitativos, j4 que a zona de inibi¢ao de crescimento
sofre influéncia da velocidade de difusdo do dleo essencial no dgar, devido sua viscosidade e
baixa polaridade, em detrimento do cardter hidrofilico do dgar. Além disso, a auséncia de uma
zona de inibicdo ndo significa necessariamente que o 6leo essencial seja inativo frente ao
microorganismo testado, mas sim que a difusdo ndo foi completa, especialmente para os
compostos menos polares que se difundem mais lentamente no meio de cultura (BONA et al.,
2014).

Outro problema observado nesta técnica é a difusdo irregular dos componentes
lipofilicos do o6leo, resultando em concentragdes desiguais do 6leo no 4gar, causando a
formacao de regides com atividade antimicrobiana variavel (NASCIMENTO et al., 2007).

A Tabela Sapresenta os resultados obtidos pelo método de diluicdo em meio liquido,
onde os Oleos essenciais de Zingiber officinale Roscoe e Rosmarinus officinalis L.

apresentaram valores de concentragdo inibitoria minima para Escherichia coli de 1000 pg.mL’

"e 1700 ;,Lg.mL'l, e, frente Staphylococcus aureus de 200 ;,Lg.mL'1 e 1500 ug.mL‘l,

respectivamente.

Tabela 5 - Concentracio Inibitéria Minima dos 6leos essenciais de R. officinalis e Z.
officinale encontrada para os microorganismos E. coli e S. aureus.

CIM (pg.mL™")
Bactéria Z. officinale R. officinalis DMSO*
E.coli 1000 1700 NI
S. aureus 200 1500 NI

*NI: Nao ocorreu inibicdo.

De acordo com os resultados acima, é possivel inferir que o 6leo essencial de gengibre
foi mais efetivo em inibir o crescimento de ambos os microorganismos testados, em
detrimento do Oleo essencial de alecrim. Como parametro de avaliagdo da atividade

antibacteriana dos materiais vegetais pelos valores da CIM, Aligianis et al. (2001) propuseram
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a seguinte classificacdo, sendo forte inibicao: MIC até 500 ug.mL'l; inibicado moderada: MIC
entre 600 e 1000 pg/mL; e fraca inibicao: MIC acima de 1000 pg/mL. Assim, o 6leo essencial
de gengibre apresentou forte inibicdo frente S. aureus e moderada inibicdo em relacdo a
E.coli, e, o Oleo essencial de alecrim apresentou fraca inibicdo para ambos os

microorganismos em teste. Esta classificacdo da acdo antimicrobiana estd ilustrada na Tabela

6.

Tabela 6 - Classificacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais frente E. coli e S.

aureus.
CIM

Bactéria Z. officinale R. officinalis

E.coli Inibi¢do moderada Fraca inibicao

S. aureus Forte inibi¢do Fraca inibicao

De forma geral, a linhagem de S. aureus utilizada neste trabalho foi mais sensivel aos
Oleos essenciais de gengibre e alecrim, o que novamente confirma relatos da literatura que as
bactérias Gram-positivas s@0 mais sensiveis aos produtos naturais que as Gram-negativas.
Segundo Cox et al. (2000), a resisténcia destas bactérias, como a E. coli, estd associada a
estrutura da parede celular, que € constituida essencialmente de um lipopolissacarideo que
bloqueia a penetracio de 6leo hidréfobo e evita o acimulo de 6leos essenciais na membrana
de células alvo, conferindo uma maior resisténcia a essas bactérias, por outro lado, os acidos
lipoteicdicos e a extremidade lipofilica da membrana celular da bactéria Gram-positivas
podem facilitar a penetracdo de compostos hidrofébicos.

Apds a realizacdo dos testes microbioldgicos, observou-se que os resultados
encontrados para o gengibre pelo método de difusdo em disco e diluicio em meio liquido
foram confrontantes, visto que pela primeira técnica o 6leo apresentou fraca acdo inibitdria
frente S. aureus, e, pela segunda técnica forte acdo inibitéria. Este resultado pode ser
explicado pelo fato de que, como no teste de difusdo em dgar a formacdo do halo é
proporcional a difusdo dos dleos, esta pode ter sido relativamente baixa, ndo sendo suficiente
para inibir o crescimento do microorganismo. Ja no teste de concentracdo inibitéria minima, o

contato entre os 6leos e a suspensdo bacteriana € maior, proporcionando, segundo Ostrosky et
al. (2008), resultados mais confidveis. Nascimento (2007) ainda afirma que, os métodos de

atividade antimicrobiana ndo sdo necessariamente compardveis. O primeiro método
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disponibiliza dados qualitativos, enquanto que o segundo mostra ser o que melhor
disponibiliza dados quantitativos. Os resultados obtidos por cada um desses métodos podem
diferir devido a fatores intrinsecos aos testes.

Dal Pozzo (2010), ao avaliar a suscetibilidade de S. aureus isolado de mastite bovina e
caprina, ndo obteve acdo antimicrobiana nas concentracdes testadas de 100 a 6400 },tg.mL'1
para o 6leo essencial de gengibre e alecrim. Estes mesmos dleos foram testados por Santurio
et al. (2011) frente 79 amostras de E. coli isoladas de fezes de aves e bovinos, porém nao foi
evidenciada atividade antibacteriana na faixa de concentracdo testada, que coincide com a do
autor anteriormente citado.

Andrade (2010) obteve CIM de 7, 81 pug.mL™ para 6leo essencial de gengibre frente S.
aureus, porém E. coli ndo mostrou-se sensivel ao 6leo. A baixa CIM frente S. aureus obtido
por este autor pode estar relacionada com sua composicdo que apresenta geranial (25,06%),
neral (16,47%), 1,8-cineol (10,98%), geraniol (8,51%) e acetato de geranila (4,19%) como
principais componentes, diferindo substancialmente ao encontrado neste estudo.

Diemer (2016), obteve pela técnica de diluicdo em pocos, valores de CIM para S.
aureus de 1250 ;,Lg.mL'1 e 625 ;,Lg.mL’l, e, de 1250 ;,Lg.mL'1 para E. coli, utilizando os 6leos
essenciais de gengibre e alecrim, respectivamente. No trabalho desse autor, o leo essencial
de alecrim foi o mais efetivo no combate aos microorganismos em teste, o que pode ter
ocorrido devido a maior concentragdo de 1,8-cineol (40,77%) e do borneol (9,73%) se
comparado aos teores encontrados neste trabalho. Este ultimo composto, segundo Santoyo et
al (2005), € o mais efetivo no 6leo essencial de alecrim no combate as bactérias.

Okoh et al (2010) e Probst (2012), avaliando o potencial antimicrobiano do 6leo
essencial de alecrim obtido por hidrodestilagdo, obtiveram valores de CIM de 3750 ;,Lg.mL'1 e
8650 pug.mL" para S. aureus, e, 7500 ug.mL" e 9170 ug.mL" para E. coli, respectivamente.
Os resultados obtidos neste trabalho foram bem mais expressivo devido, provavelmente, ao
maior teor da canfora (37,00%) em comparacdo com aqueles obtidos nos estudos dos autores
citados que foram de 17,43% e 27,51%, respectivamente.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim frente bactérias
isoladas de alimentos, Ribeiro (2011), encontrou CIM de 200 pL.mL’' para diferentes
linhagens de E. coli e para S. aureus. Em sua composicdo, os componentes majoritarios foram
0 P-mirceno (24,2%) e 1,8-cineol (22,2%), o que ndo permite relacionar a atividade
antimicrobiana unicamente a um componente, sugerindo efeito sinérgico entre os

constituintes.
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A acdo antibacteriana expressiva do 6leo essencial de Zingiber officinale frente S.
aureus configura um resultado bastante expressivo, visto que esses microorganismos sao
descritos como um dos principais agentes responsdveis por infeccdes, além disso, sua
viruléncia e capacidade de adquirir resisténcia aos antimicrobianos resultam em um problema
sério em todo o mundo para os hospitais e profissionais de saide. O mecanismo de resisténcia
da Staphylococcus aureus esta associado a uma ativacdo da sintese da parede celular, com a
producdo elevada de seus componentes, reduzindo a quantidade de antibidtico que chega a
membrana plasmatica (SARAIVA, 2012).

E importante ressaltar que, o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis é referenciado
na literatura como antimicrobiano natural, ou seja, possui elevado poder inibitério de
crescimento de microorganismos e, embora, neste trabalho, ndo tenha apresentado um
resultado significativo na inibi¢do das bactérias testadas, ele pode ter acdo inibitdria contra

fungos, virus e outras bactérias ndo testadas.

5.4 Atividade antioxidante

O ABTS € um método operacionalmente simples e € comumente utilizado em muitos
estudos de avaliacio da capacidade antioxidante de diversos compostos. A capacidade
antioxidante é medida pela habilidade que o composto em teste possui em decrescer a cor
reagindo diretamente com o radical ABTS".

A avaliacdo antioxidante neste trabalho foi expressa como a capacidade de
sequestrar/reduzir radicais ABTS em porcentagem (%I) e pelo valor de CEs¢ que representa
a concentracdo do Oleo essencial ou do extrato hidroalcodlico na qual uma atividade
antioxidante de 50% ¢é observada.

A Figura 17 representa o comprimento de onda utilizado para as medidas de
absorbancia do radical ABTS (734 nm) em funcdo das concentracdes do 6leo essencial de
Zingiber officinale. Observa-se que a medida que a concentracdio do 6leo aumenta, a
absorbancia diminui, ocasionando a reducdo na intensidade da coloracdo da solucdo,
comprovando que os radicais estdo sendo inibidos.

Todavia, verifica-se que a absorbancia ndo reduziu significativamente, o que
representa que ainda havia radicais livres na solu¢do para serem estabilizados. Na Figura 18 é

representado o percentual de inibi¢ao do radical livre ABTS pelo 6leo essencial de Zingiber
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Figura 17 — Gréfico da concentracdo do 6leo essencial de gengibre versus absorbancia do
radical ABTS
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officinale nas concentracoes de 5 a 30 ;,Lg.mL'l. A equacdo da reta obtida fo1 y = 0, 1359x +
8,1212 (R* = 0,9781), e a partir dela, por meio da regressio linear, calculou-se a concentracio

efetiva ou CEsgq,.

Figura 18 - Gréfico da concentracdo do 6leo essencial de gengibre versus % de inibi¢ao do
radical ABTS
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O dleo essencial de gengibre conseguiu inibir 12,41% dos radicais ABTS na maxima
concentracdo testada e apresentou de CEsgq, de 308,16 ug.mL'l. Melo et al. (2008) definiram
que a capacidade antioxidante pode ser considerada forte, intermedidria ou fraca quando o
percentual de sequestro do radical atingir, respectivamente, valores acima de 70%, entre 60 e
70% e abaixo de 50%. De acordo com estes autores, o 6leo essencial de gengibre possuiu
fraca capacidade antioxidante na maxima concentragdo testada.

Ao estudar a atividade antioxidante e antiinflamatéria do 6leo essencial de gengibre,

Jeena et al.(2013) obteve valor de CEsqg maior que 1000 pg.mL" e porcentagem de inibicdo
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inferior a 7%. Estes resultados s@ao bem inferiores ao obtido neste trabalho, e os autores
atribuem a este fato a baixa concentracdo de compostos fendlicos, que sdo os principais
responsaveis pela atividade antioxidante.

Andrade (2010) encontrou valor de CEsp, para o gengibre pelo sistema f3-
caroteno/acido linoleico obtendo 60 ug.mL'l; utilizando o DPPH, nao foi observado atividade
antioxidante. O autor atribui a atividade antioxidante do dleo aos aldeidos geranial (25,06%)

e neral (16,47%), que encontram-se em concentragdes bem mais elevadas do que neste
trabalho. Além disso, o método B-caroteno/dcido € ideal para compostos lipofilicos como os
Oleos essenciais.

A Figura 19 representa o comprimento de onda utilizado para as medidas de
absorbancia do radical ABTS (734 nm) em funcdo das concentracdes do 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis. Pode-se observar pelas Figuras 17 e 19 que o radical ABTS ainda ndo
se encontrava estavel. Desta forma, se fossem realizadas medidas de absorbancia utilizando
solucdes de concentracdes sucessivamente superiores aquelas usadas neste trabalho, o radical
continuaria sendo reduzido e sua absorbancia diminuiria até que todo radical fosse totalmente

consumido (estabilizado).

Figural9 - Grifico da concentracdo do 6leo essencial de alecrim versus absorbancia do
radical ABTS
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Na Figura 20 € representado o percentual de inibicao do radical livre ABTS pelo 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis nas concentracdes de 5 a 30 pg.mL™. A equacdo da reta
obtida foi y = 0,2742x + 7,8553 (R2 = 0,9897), e a partir dela, por meio da regressao linear,

calculou-se a concentracgdo efetiva ou CEsq,.
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Figura 20 - Gréfico da concentracdo do dleo essencial de alecrim versus % de inibi¢ao do
radical ABTS
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O dleo essencial de alecrim conseguiu inibir 15,8% dos radicais ABTS na méaxima
concentracdo testada e apresentou de CEsyq de 153, 7 ug.mL’l. De acordo com a classificacao
de Melo et al. (2008), o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis possuiu fraca capacidade
antioxidante. Em relacdo a concentracao eficiente encontrada, Campos et al. (2003) considera
0 6leo como ativo quando o valor de CEsyq < 500 ug.mL'l. Por esse parametro, os 6leos
essenciais de alecrim e gengibre sdo ativos.

Proestos et al. (2013), ao avaliarem a capacidade antioxidante do 6leo essencial de
alecrim utilizando o DPPH, obtiveram uma concentragdo eficiente na faixa de 1000 a 1500
ug.mL’l. Ja Ramos (2014), utilizando a mesma metodologia, obteve, na minima concentragao
testada de 250 ;,Lg.mL'l, 1% = 21,4 e CEs5p9 de 250 ;,tg.mL'l. Estes valores indicam que o
potencial antioxidante dos trabalhos citados anteriormente foram inferiores ao encontrado
neste estudo.

Enquanto isso, Wanderley (2015) ao avaliar a atividade antioxidante de R. officinallis
de cinco campos de cultivos diferentes, encontrou CEsyq, médio de 35,05 pg.mL'l, valor este
bem mais expressivo do que o alcancado neste trabalho. Os 6leos essenciais obtidos por este
autor tiveram como componente majoritario o 1,8-cineol (em média 33,50%), sendo este
quimiotipo, segundo Ramos (2014), o principal responsédvel pela capacidade de estabilizacao
dos radicais livres desta espécie. Desta forma, € possivel relacionar o menor potencial
antioxidante do 6leo essencial de alecrim obtido nessa pesquisa com o baixo teor de 1,8-
cineol (11,32%).

Pelos resultados obtidos € possivel concluir que, dentre os 6leos essenciais estudados,
o de alecrim foi o que possuiu melhor capacidade antioxidante. A Figura 21 compara os

valores de porcentagem de inibi¢do de ambos os Oleos essenciais estudados neste trabalho.
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Figura 21 — Captura do radical livre ABTS pelos 6leos essenciais de alecrim e gengibre
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Vale ressaltar que, na avaliacdo da atividade antioxidante dos 6leos essenciais obtidos

de plantas, € dificil se ter uma comparacdo com outras literaturas, j4 que a atividade

antioxidante pode ser expressa de diversas formas. Outro fator que pode contribuir para essa

dificuldade sdo as modificacdes introduzidas nas metodologias, tais como os volumes

adicionados das solucdes do extrato e/ou de radicais livres (SILVEIRA, 2012; VANZ, 2013).
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6 CONCLUSAO

Os ¢6leos essenciais obtidos de plantas de uso medicinal e condimentar t€m despertado
interesse devido suas inimeras atividades bioldgicas, destacando-se sua acdo antimicrobiana e
capacidade como agentes antioxidantes. Dessa forma, estudos e ensaios microbiolégicos
devem ser levados a termo, cada vez que surge uma fonte terapéutica.

A partir dos resultados obtidos no estudo, infere-se que foi possivel identificar os
constituintes majoritarios do 6leo essencial de gengibre (o-zingibereno, geranial e nerolidol) e
do alecrim (canfora e 1,8 — cineol).

Nas concentracdes testadas, o 6leo essencial de alecrim ndo foi eficaz na inibi¢do de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Todavia, o 6leo essencial de gengibre apresentou
efeito bactericida frente S. aureus; este € um resultado bastante expressivo, uma vez que esse
microorganismo € descrito como um dos principais agentes responsdveis por infecgdes, além
de possuir capacidade de adquirir resisténcia aos antimicrobianos.

A partir da avaliagdo da capacidade antioxidante, verificou-se que o 6leo essencial de
alecrim foi mais eficiente na estabilizacdo do radical ABTS do que o do gengibre. Ambos os
Oleos possuiram fraca capacidade antioxidante, no entanto foram considerados como
compostos ativos, o que sugere que os Oleos essenciais possuem potencial antioxidante e

devem ser alvo de pesquisas para aplicagdo em sistema in vivo e em alimentos.
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