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_Resumo

Os oleos essenciais (OEs) sao metabdlitos secundarios, produzidos por
plantas aromaticas e medicinais, com propriedades bioldgicas interes-
santes como a capacidade antimicrobiana e antioxidante. Neste trabalho,
foi determinada a atividade antimicrobiana e a capacidade antioxidante
dos OEs de manjericdo (Ocimum basilicum), canela (Cinnamomum cassia
(L) J. Presl e Cinnamomum zeylanicum Blume) e alecrim (Rosmarinus
officinalis L.). O OE da C. cassia mostrou ter a melhor atividade antimi-
crobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Penicillium
spp. enquanto o 6leo de C. Zeylanicum exibiu a melhor capacidade an-
tioxidante pelo método da captacédo do DPPHe (radical 2,2-difenil- 1-pi-
crilhidrazil) e pelo ensaio do branqueamento do B-caroteno. No entanto,
todos os OEs analisados apresentaram boa atividade bioldgica, revelan-
do um grande potencial para serem aplicados como aditivos naturais, di-
retamente aos alimentos ou, indiretamente, a embalagens ativas.

_Abstract

Essential oils are secondary metabolites, produced by aromatic and me-
dicinal plant species, with interesting biological properties such as anti-
microbial and antioxidant activities. In this research the antimicrobial and
antioxidant capacities of the essential oils of basil (Ocimum basilicum L.),
cinnamon (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl and Cinnamomum zeylani-
cum) and rosemary (Rosmarinus officinalis L.) were evaluated. C. cassia
essential oil presented the highest antimicrobial against Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Penicillium spp. while the C. zeylanicum es-
sential oil presented the highest antioxidant capacity by the DPPHe (2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) scavenging method and the B-carotene
bleaching assay. However, all the analysed essential oils presented high
biological activity, revealing a great potential to be applied as food addi-
tives, directly to food or, indirectly, to active packaging.

_Introdugéo

Os 6leos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de substan-
cias aromaticas volateis, produzidos naturalmente como meta-
bolitos secundarios de diferentes partes das plantas como as
folhas, flores, frutos, caules, raizes, rizomas e sementes (1-7),

A composicao dos OEs pode variar de acordo com a espécie e
parte da planta de que sdo extraidos, do método de extragdo e
solvente utilizado, das carateristicas edafoclimaticas da planta,
do estagio de desenvolvimento da planta, entre outros (8-13).

O interesse pelos OEs tem aumentado nas Ultimas décadas
devido a sua comprovada atividade biolégica, incluindo a ca-
pacidade antimicrobiana e antioxidante (5:14,15),

Muitos dos OEs s&o reconhecidos como Generally Recognized
as Safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA), po-
dendo ser utilizados nos alimentos e em embalagens alimenta-
res como aditivos naturais a fim de manterem ou melhorarem
as propriedades nutricionais e organoléticas dos mesmos,
aumentando o seu tempo de prateleira e contribuindo para
manter a sua seguranca (16-20),

_Objetivo

Neste trabalho foi avaliada a capacidade antimicrobiana e an-
tioxidante in vitro dos 6leos essenciais de manjericao, canela
(de duas espécies) e alecrim.

_Material e métodos

Os OEs selecionados para o estudo (tabela 1) foram adquiridos
da Ferquima® (Ferquima Industria e Comércio Ltda, Vargem
Grande Paulista, Sao Paulo).

A atividade antimicrobiana foi analisada através do método
de difusdo em agar (21) contra as bactérias Escherichia coli
(ATCC 1122), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e o fungo
Penicillium spp. As culturas bacterianas e os fungos foram
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pré-ativados e incubados a 35 °C em Plate Count Agar (PCA),
e a 25 °C em Potato Dextrose Agar (PDA), respetivamente.

Um disco de papel de filtro estéril (6 mm de diametro, Unifil)
impregnado com 3 pL de OE foi colocado no centro das placas
de Petri contendo o meio de cultura agar Mueller- Hinton pre-
viamente inoculado com a bactéria (1 x 107 ufe/mL) ou o fungo
(107 esporos/mL). As placas foram incubadas & temperatura
6tima dos microrganismos e apos 24 h (bactérias) e 48 h
(fungo) foram observados e medidos os halos de inibicdo.

O método de captacéo do radical DPPH e o ensaio do bran-
gueamento do B-caroteno foram utilizados para avaliar a ca-
pacidade antioxidante dos OEs.

O método utilizado para o ensaio do DPPHe foi adaptado do
método descrito por Moure et al. (2001). Foi preparada uma so-
lucdo metandlica de DPPHe (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)
de concentracédo 3,6 x 10-5 M. A 2 mL da solugdo metandlica
de DPPHe foram adicionados 50 plL de OE. Para os testes con-
trolo foram utilizados 50 pL de metanol. As amostras foram co-
locadas a temperatura ambiente, protegidas da luz durante 30
min, e em seguida, a sua absorvancia foi medida (A = 515 nm)
num espectrofotometro (U-2000, Hitachi). A percentagem de
inibicao (PI) dos OEs foi calculada pela equacéo 1.

absC-absA
Pl (%) =—— x 100
absC

Em que absC representa a absorvancia da amostra controlo e
absA representa a absorvancia da amostra.

O ECg,, ou seja, a concentragdo que causa uma inibigéo
de 50% do radical DPPH, foi determinado para os OEs com
maior capacidade antioxidante (OEs de C. zeylanicum e R.
officinalis). Para tal, prepararam-se diversas diluicdes dos OEs
e determinaram-se as suas respetivas Pl. Posteriormente foram
tracados graficos com PI (%) versus concentracdo (mg/mL)
e pelo Método dos Minimos Quadrados foi estabelecida uma
equacao linear para cada curva, sendo depois possivel calcular
as concentragdes que originaram uma Pl (%) igual a 50%, ou
seja, 0 EC,, por interpolagéo (22-29),

2016 3
s ) Ax {h B
|- ' - o

22 série ‘

No ensaio do branqueamento do B-caroteno, adaptado do
método descrito por Miller (1971), foi realizada uma solucéo de
0,2 mg/mL de B-caroteno (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)
em cloroférmio. Desta diluigao, retirou-se 1 mL ao qual foram
adicionados 20 mg de &cido linoleico (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espanha) e 200 mg de Tweend40®. O cloroférmio desta solu-
¢éo foi evaporado a 40 °C a 100 mbar. De seguida, 50 mL
de agua ultrapura foram adicionados e a solugao foi vigorosa-
mente agitada para assegurar a formacdo de uma emulsédo
de B-caroteno e acido linoleico. Para realizar o ensaio, foram
adicionados 0,2 mL de diferentes concentragdes dos OEs em
metanol a 5 mL da emulsao de -caroteno. As amostras foram
aquecidas a 50 °C durante 120 minutos. Apds este tempo, a
absorvancia das amostras foi medida (A = 470 nm) num espec-
trofotdmetro (U-2000, Hitachi). As amostras controlo foram
preparadas com metanol em substituicdo dos OEs e a sua ab-
sorvancia foi medida antes do periodo de incubacéo (0 min)
e apds 120 min de incubacéo. A Capacidade da Atividade An-
tioxidante (AAC, Antioxidant Activity Capacity) foi calculada
através da equacéo 2.

AA120-
AC120

AC0-AC120

AAC = X 1000

Na qual AA720 representa a absorvancia da amostra aos
120 min, ACO representa a absorvancia do controlo aos 0
min, e AC720 representa a absorvancia do controlo aos 120
minutos.

Todos os testes foram expressos como médias + desvio
padrdo de, pelo menos, trés repeticoes. Os valores foram tra-
tados com recurso a analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey com um nivel de probabilidade de 0,1 e
0,05 para os resultados da capacidade antimicrobiana e antio-
xidante, respetivamente, utilizando o software STATISTICA®
10.0 (Statsoft Inc. 2325, Tusla, OK).
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_Resultados

Os resultados da atividade antimicrobiana dos OEs estdo com-
pilados na tabela 2. O OE de C. cassia apresentou 0s melho-
res resultados de atividade antimicrobiana enquanto o OE de
O. basilicum mostrou reduzida ou inexistente agéo contra E.
coli, S. aureus e Penicillium spp (tabela 2). O OE de alecrim
néo exibiu atividade antimicrobiana contra 0s microrganismos
testados.

AE. colieoS. Aureus foram inibidos pelos OEs provenientes
das duas espécies de canela. O fungo apresentou suscetibili-
dade a todos OEs testados, exceto ao de alecrim (tabela 2).

Relativamente a capacidade antioxidante dos 6leos (tabela 3),
o OE de C. zeylanicum, exibiu 0 maior resultado pelo ensaio
do radical DPPH e do branqueamento do B-caroteno seguido
pelos 6leos de R. officinalis, de C. cassia e, por fim, pelo 6leo
de O. basilicum.

Tabela 1: 1 Descrigdo dos leos essenciais disponibilizada pelo fabricante.

Planta aromética Nome cientifico

Parte da planta utilizada
para preparar os OEs

Manjericao Ocimum basilicum L. Folhas

Canela Cinnamomum cassia (L.) J. Presl Caule, casca e folhas
Cinnamomum zeylanicum Blume Folhas

Alecrim Rosmarinus officinalis L. Folhas

Tabela 2: [ Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (adaptado de Ribeiro-Santos et al., 2017).

Diametro médio da zona de inibigéo (cm) (13

Escherichia coli

Oleos essenciais -
(Gram-negativa)

Staphylococcus aureus

(Gram-positiva) Penicillium spp

0. basilicum 0,135 + 0,03° 0,0 + 0,02 0,342 + 0,003%
C. cassia 1,085 + 0,19° 1,85 + 0,31° 4,292 + 0,26°
C. zeylanicum 0,415 + 0,05° 0,775 + 0,06° 3,192 + 0,19°¢
R. officinalis 0,0 +0,0% 0,0 +0,0% 0,0 +0,0%

a) Nao inclui o diametro do disco de 0,6 cm.

b) Os resultados obtidos sdo a média dos testes + desvio padréo, n=3.
c) As médias, dentro da mesma coluna, que apresentem a mesma letra, ndo apresentam diferengas

significativas (p > 0,1) pelo Teste de Tukey.

Tabela 3: [] Capacidade antioxidante dos 6leos essenciais ""? (adaptado de Ribeiro-Santos et al., 2017).

Oleos essenciais DPPHe DPPHe Branqueamento do
(P1'%) [EC5q (mg/mL)] B-caroteno (AAC)

0. basilicum 26,6 + 1,802 nd 8,88 + 0,33%

C. cassia 44,8 + 1,87b nd 8,94 + 2,26

C. zeylanicum * 0,14 +0,002 927 + 3,62°

R. officinalis 80,2 + 0,28° 38,5 +0,51° 68,3 + 17,4°

a) Os resultados obtidos sdo a média dos testes + desvio padréo, n=3.

b) As médias, dentro da mesma coluna, que apresentem a mesma letra, ndo apresentam
diferencas significativas (p > 0,05) pelo Teste de Tukey.

* superior a 100%; nd - ndo determinado.
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_Discussao

Em geral, as bactérias Gram negativo, como a E. coli, s&o
mais resistentes a agentes antimicrobianos do que as bacté-
rias Gram positivo, devido a complexidade da dupla membra-
na celular comparativamente com a membrana simples das
bactérias Gram positivo. No caso da E. coli, esta bactéria tem
uma parede celular externa constituida por lipopolissacaride-
0s, 0 que torna mais dificil a penetracao dos componentes
dos OEs (2,25),

Os resultados encontrados para o OE de alecrim estao de
acordo com os resultados encontrados por Teixeira et al. (26).
No entanto sédo diferentes dos resultados encontrados por
Mathlouthi et al. (27) nos quais foi observada atividade antimi-
crobiana do OE de alecrim contra E. coli e S. aureus.

Bozin et al. (28) encontraram resultados semelhantes ao deste
trabalho para a mesma espécie de manjericao.

No que diz respeito a capacidade antioxidante, os resultados
encontrados para o OE de canela estdo de acordo com os re-
sultados obtidos por Prasad et al. (29).

Nao obstante, é de salientar que os OEs sao misturas de subs-
tancias bastante heterogéneas e as suas atividades bioldgicas
devem-se a um componente maioritario e a efeitos sinérgicos
e/ou antagonistas dos seus componentes, que sao de caracter
bastante varidvel e dependem nao sé das espécies das plan-
tas, mas também do método de extracéo e parte da planta uti-
lizados (30,31),

_Concluséo

O ¢leo essencial de canela, e em particular, o éleo proveniente
da espécie C. cassia, foi 0 que apresentou maior atividade anti-
microbiana. Por outro lado, o 6leo proveniente da espécie C.
zeylanicum foi 0 que apresentou maior capacidade antioxidante.
Os oleos essenciais estudados, utilizados individualmente ou
em combinagao, sdo uma 6tima alternativa aos aditivos sintéti-
COS uma vez que possuem capacidade antioxidante e/ou antimi-
crobiana, podendo ser adicionados diretamente aos alimentos
ou podem ser incorporados em embalagens alimentares ativas
com o objetivo de prolongar a vida Util dos alimentos.
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