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Resumen

La industria alimentaria ha sido constantemente presionada para eliminar los conservantes quimicos y adoptar
alternativas naturales para conservar los alimentos. Entre estas alternativas se destacan Sistemas Antimicrobianos
Naturales (SAN), derivados de recursos renovables. Romero (Rosmarinus officinalis Linn.), hinojo (Foeniculum vulgare
Mill), estragon (Arthemisia dracunculus, Linn.), y orégano (Origanum vulgare, Linn.) son utilizados como condimentos/
aromatizantes en la cocina y, en algunos estudios, fueron sugeridos como inhibidores de varias bacterias.
Teniendo en cuenta este contexto, en este trabajo se presenta un estudio preliminar para evaluar las
caracteristicas antibacterianas y antioxidantes de los extractos vegetales de estragon, orégano, hinojo y romero.
Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron verificar que los extractos de romero, estragén y orégano
presentan potencial antibacteriano y antioxidante.

Palabras clave: Extractos de plantas; Antibacteriano; Antioxidantes; Arthemisia Dracunculus, Foeniculum vuigare.
Abstract

The food industry has undergone constant pressure to remove chemical preservatives and to adopt natural
alternatives for the preservation of food products. Among these alternatives stand out Natural Antimicrobial
Systems (NAS), derived from renewable resources. Rosemary (Rosmarinus officinalis Linn.), fennel (Foeniculum
vulgare Mill.), tarragon (Arthemisia dracunculus, Linn.) and oregano (Origanum vulgare, Linn.) are used as a
condiment / flavoring in cooking, In some studies, they were suggested as inhibitors against various bacteria.
Within this context, this paper presents a preliminary study to evaluate the antibacterial and antioxidant potential
of extracts of tarragon, oregano, fennel and rosemary. The results obtained allowed us to verify that with the
exception of fennel extract, all extracts showed antibacterial and antioxidant potential.

Keywords: Plant extracts; Bacterial inhibitors; Antioxidant; Arthemisia dracunculus, Foeniculum vulgare.
Resumo

A industria de alimentos tem passado por constantes pressoes para que sejam removidos 0s conservantes quimicos
e que adotem alternativas naturais para a preservacao do tempo de vida dos produtos alimenticios. Dentre estas
alternativas destacam-se os Sistemas Antimicrobianos Naturais (SAN), resultantes de recursos renovaveis. Alecrim
(Rosmarinus officinalis, Linn.), erva doce (Foeniculum vuigare, Mill.), estragao (Arthemisia dracunculus, Linn.), e
orégano (Origanum vuigare, Linn.) sao utilizados como condimentos/aromatizantes na culinaria e, em alguns
estudos, foram sugeridos como inibidores de véarias bactérias. Dentro deste contexto neste trabalho foi realizado
um estudo preliminar a fim de avaliar a atividade antibacteriana e antioxidante de extratos vegetais de estragéo,
orégano, erva doce e alecrim. Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram verificar que os extratos de
alecrim, estragao e orégano apresentaram potencial antibacteriano e antioxidante, com excecao do extrato de
erva doce.

Palavras-chave: Extratos vegetais; Inibidores bacterianos; Antioxidante; Arthemisia dracunculus, Foeniculum vuigare.
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Introducao

A busca por uma vida mais saudavel resulta em
influéncia direta sobre a alimentagdo das pessoas, que pro-
curam produtos de qualidade, dando preferéncia aqueles
comercializados o mais proximo de suas formas naturais,
ou seja, que ndo tenham sido extremamente processados
e que ndo apresentem uma quantidade elevada de aditivos
alimentares [1].

A fim de garantir a seguranga e um maior periodo de
conservabilidade dos produtos, a industria alimenticia se
utiliza da aplicagdo de conservantes quimicos. Estes, por
sua vez, t€m sido alvo de inumeros estudos em fungéo da
possibilidade de apresentarem potencial carcinogénico e/
ou teratogénico, passando a ser uma questdo considerada
no momento da compra e do consumo dos alimentos [2].
Dentro deste contexto, constantes pressoes sdo exercidas
sobre as industrias, para que desenvolvam alternativas
naturais para a preservagdo dos produtos alimenticios,
bem como a possibilidade da remog¢do dos conservantes
quimicos utilizados [3]. Uma das alternativas que merece
destaque sdo os Sistemas Antimicrobianos Naturais (SAN),
como os observados em condimentos vegetais, resultantes
de recursos renovaveis [4].

Entre as plantas medicinais mais utilizadas pela populagdo
como antimicrobianos, poucas tem a¢do comprovada. Con-
tudo, o uso popular tradicionalmente consolidado tem sido
referéncia para pesquisas quimicas e farmacoldgicas [9].

Alecr (Rosmarinus officinalis, Linn.), erva doce (Foeni-
culum vulgare, Mill.), estragdo (Arthemisia dracunculus,
Linn.), e orégano (Origanum vulgare, Linn.) sdo utilizados
como condimento/aromatizante na culinaria e, em alguns
estudos, foram sugeridos como inibidores de bactérias [10,
11]. Estas plantas estdo amplamente distribuidas em paises
da Europa e América Latina, ndo ¢ possivel determinar
com exatiddo a sua origem, sio aplicadas em alimentos
com a finalidade de realgar ou repor caracteristicas senso-
riais como cor e sabor [5,6].

Poucas s@o as informacdes a respeito da atividade
antimicrobiana e antioxidante de produtos vegetais, como
alecrim, erva doce, estragdo e o orégano, comercializados
tanto no estado do Rio Grande do Sul, como no Brasil, sen-
do estas informag¢des fundamentais para o desenvolvimento
de conservantes naturais de alimentos na regido.

Em funcdo das possiveis propriedades antimicrobianas
e antioxidantes dos condimentos e especiarias, este estudo
teve como objetivo avaliar a atividade antioxidande e
antibacteriana de extratos vegetais de alecrim (Rosmarinus
officinalis, Linn.), erva doce (Foeniculum vulgare, Mill.),
estragdo (Arthemisia dracunculus, Linn.) e orégano (Ori-
ganum vulgare, Linn.)

Material e métodos
Extrato vegetal

Separadamente estragdo, alecrim, orégano e erva doce
secos, foram imersos em alcool etilico 96 °GL, em uma
propor¢do 1:10. A solugdo obtida foi colocada em banho-
maria a 35 °C durante 24 horas. O extrato resultante foi
filtrado com algodao para a retirada do residuo sélido, e,
posteriormente, concentrado em rotaevaporador a 50 °C.
O residuo resultante foi reidratado de com agua estéril
forma a obter a concentrac¢do de 0,1 mg/mL, passando a
ser denominado extrato vegetal ou solug@o antimicrobiana.
na concentracdo de [4].

Preparo da solucao microbiana

Cepas padrio das espécies Escherichia coli (ATCC
8739) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538) foram,
separadamente, colocadas em 5 mL de caldo Infusdo
Cérebro e Coracdo (BHI) e submetidas a incubagio por
um periodo de 24 horas a 37 °C. Foram feitas dilui¢des
decimais sucessivas até 10 (oito dilui¢des decimais) em
agua peptonada estéril. A contagem total de colonias foi
realizada em duplicata em Agar Baird-Parker (BP) (para
S. aureus) e Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (para
E. coli) com 0,1 mL das respectivas dilui¢des . As placas
foram incubadas a 37 °C e as contagens de unidades for-
madoras de colonias foram feitas em 24 horas (placas de
EMB) e em 48 horas (placas de BP) [9,21].

Avaliacao da concentracao inibitéria

Foram preparados 36 tubos com 2 mL de BHI estéril,
onde na preparacdo do BHI duplicou-se a quantidade
adicionada de meio de cultura em relagdo a quantidade
utilizada para o preparo da solugdo microbiana [9,21].
Os 36 tubos foram divididos igualitariamente em quatro
partes, cada agrupamento de nove tubos foi denominado
de “linha”, Em duas linhas adicionou-se tween 80 e lecitina
de soja, os quais atuam como desinibidores bacterianos,
nas concentragdes 2% (v/v) ¢ 1% (p/v), respectivamente.
Foram agrupadas duas linhas de 9 tubos (uma com desi-
nibidores e outra sem desinibidores) para cada espécie de
micro-organismo a ser testada. Apos esse procedimento,
foi adicionado 2 mL do extrato vegetal em todos os tubos
de BHI.

De cada uma das oito dilui¢des das culturas micro-
bianas, foram repassados, separadamente, 0,05 mL para
cada tubo com a mistura BHI/extrato, sendo que um dos
tubos ndo recebeu a cultura microbiana para atuar como
controle positivo da esterilidade. Os tubos foram agitados
e incubados a 37 °C.

Nos periodos de incubagdo de 24 e 48 horas foram
retiradas algcadas de cada tubo com S. aureus e estriadas
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em placas de Agar BP, assim como al¢adas de cada tubo
com E. coli foram estriadas em placas de Agar EMB. As
placas foram incubadas a 37 °C e foi verificado se houve
crescimento microbiano em 24 e 48 horas.

Capacidade antioxidante

Utilizou-se 5SmL de extrato vegetal, que foram ho-
mogeneizados em ultra-turrax com 15mL de metanol e
centrifugadas por 20min a velocidade de 17558,19 g em
centrifuga refrigerada a 4 °C. Uma aliquota de 200 pL do
sobrenadante da amostra foi combinada com 3800 pL da
solu¢@o de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de concen-
tragdo 0,025 g.L! ,em metanol até uma absorvancia de
1,1£0,02 UA a 515 nm. Um controle da solu¢do de DPPH
sem o extrato vegetal foi preparado simultaneamente com
200 pL de metanol. As amostras e o controle reagiram por
24 h. A absorvancia foi medida a 515 nm Os resultados
foram expressos em mg trolox/g [12].

Compostos fendlicos totais

De cada amostra 5 mL foram homogeneizados em
ultra-turrax com 15 mL de metanol e centrifugados por 20
min a velocidade de 17558,19 g em centrifuga refrigerada
a 4 °C. Uma aliquota de 250 uL do sobrenadante de cada
amostra foi diluida em 4 mL de agua ultrafiltrada. Ao mes-
mo tempo, um controle foi preparado contendo 250 pL de
metanol. Cada amostra e o controle foram combinados com
250 pL do reagente Folin-Ciocalteau 0,25 N e reagiram
por 3 min antes de adicionar 500 puL de Na,CO, 1 N. As
misturas foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente
e a absorbancia foi medida a 725 nm. O espectrofotometro
foi zerado usando o controle e as medidas feitas com uma
cubeta de quartzo. Toda vez que a absorbancia foi superior
a 0,6 unidades de absorbancia (UA), as amostras foram
diluidas e reanalisadas. Os resultados foram expressos em
mg acido galico/g [13].

Resultados e discussao

Os extratos vegetais foram testados duas vezes, em
dias diferentes, como é possivel observar na Tabela 1,
os extrato de orégano, alecrim e estragdo apresentaram
inibi¢do frente a pelo menos um dos micro-organismos em
questdo, enquanto o extrato de erva doce nio apresentou
efeito inibitdrio.
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Tabela 1: Efeito antimicrobiano dos extratos vegetais de estragao,
alecrim, orégano e erva doce sobre as espécies Escherichia coli,
Staphylococcus aureus.

Diluigoes das culturas bacterianas

Culturas Tl L
adicionadas ao extrato vegetal

Extratos*

(h) 10 10" 102 10 10* 10° 10° 107 10%

scscscscscscscscsc
. oo - oL
E.coli’
i 48 -+ - - -
Orégano
24 + + + - - -
S.aureus?
48 + + + - - - -
24+ 4+ + + + + 4+ + + + + 4+ + + + + 4+ o+
E.coli’
48 4+ + + + + 4+ + + + + 4+ + + + + + + +
Erva doce
24 + + + + + + 4+ + + + + 4+ + + + + + +
S.aureus®
48 + + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + + + + + + +
2 - - - - - o oo oo
E.coli’
48 - - - - - - o oo oo
Estragao
24+ 4+ + + + + + + + o+ + + o+ o+ +
S.aureus?
48 4+ + + + + + + + + o+ + + o+ o+ +
24+ 4+ + + + + + + -
E.coli’
) 48 4+ + + + + + + + - -
Alecrim
24+ + + + + + + + - -
S.aureus®
48 + + + + + + + + - -

Legenda:

* 0s extratos foram utilizados na concentracao de 0,1 mg/mL

1 - Concentracdo inicial média 10° igual a 1,8 x10® UFC.mL"

2 - Concentrac&o inicial média (10°) igual a 3,2 X108 UFC.mL"

TI - Tempo de incubacéo do extrato vegetal em contato com as culturas bacterianas

S - extrato vegetal sem a adicao de desinibidores de crescimento microbiano tween 80 (2%) e
lecitina de soja (1%);

C - extrato vegetal com a adicao de desinibidores de crescimento microbiano tween 80 (2%) e
lecitina de soja (1%);

+ Presenca de crescimento bacteriano

- Inibicao do crescimento bacteriano

Em relacdo as culturas de S. aureus, o extrato de
orégano ndo apresentou inibi¢do nas culturas puras (sem
diluigdo, 10°), e nas culturas diluidas dez vezes quando
adicionados de tween 80 ¢ lecitina de soja, o que permite
ressaltar a importancia dos mesmos para a obtengdo de
resultados verdadeiros, pois verificou-se crescimento nas
placas que receberam a solucdo dos tubos onde foram
adicionados os desinibidores, o que permite inferir que as
células bacterianas encontravam-se injuriadas, tornando-se
viaveis na preseng¢a de desinibidores, impedindo que se
levante a falsa idéia de atividade antimicrobiana exercida
pelo extrato vegetal em estudo. Isto também pode ser
observado no caso das culturas de E. coli , nas culturas
puras, que da mesma forma néo foram inibidas quando na
presenca de extrato de orégano com desinibidores.

Uma das provaveis explicacdes do efeito inibitdrio
verificado em nosso estudo pode estar relacionada com os
resultados encontrados por Valero e Salmeron (2003) [14]
que demonstraram que o carvacrol é um dos compostos
majoritarios encontrados no O. vulgar e que este composto
apresenta elevada atividade antimicrobiana. Estes mesmos
autores propuseram que a atividade de extratos vegetais
que possuem este composto se deve a presenca deste com-
ponente. O carvacrol apresenta ponto de ebuligdo na faixa
de 234-236 °C resistindo bem as temperaturas de extracio
em rotaevaporador [20]. Tal composto é verificado também
na composi¢@o quimica do tomilho, da erva-cidreira, além
de outras plantas. Em acordo com os resultados encontra-
dos em nosso estudo, Sagdig et al. (2002) [15] também
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verificou a atividade antibacteriana de extratos de orégano,
ao avaliar a inibi¢do de E. coli O157:H7, encontrou uma
total eliminacdo de células viaveis deste micro-organismo
apos 5 dias de incubagdo a 37 °C, utilizando-se uma so-
lucdo do extrato nas concentragdes de 2.0, 1.5 ¢ 1.0% v/v.

Os resultados obtidos em relagdo ao extrato de orégano
permitem inferir que o mesmo apresenta potencial para
ser utilizado na formulagdo de antibacterianos, embora
sejam necessarios maiores estudos sobre sua aplicacdo
em alimentos, referentes a purificagdo e estabilizagdo de
extratos vegetais e aplicagdo e utilizag¢@o diretamente em
alimentos.

Pode-se observar em relagdo ao extrato de alecrim que
as espécies E. coli e S. aureus foram inibidas a partir da
dilui¢do microbiana 10, sendo que nas demais dilui¢des
ndo houve alteragdo. Porte e Godoy (2001) [16] relatam
que o alecrim possui pouco ou nenhum efeito sobre bacté-
rias gram negativas, sendo mais eficiente em espécies gram
positivas, este fato ndo foi verificado neste estudo ja que
foi verificado efeito inibitdrio na espécie gram negativa
E. coli.

O extrato de estragdo apresentou efeito inibitério em
todas as dilui¢des de E. coli. Em relagio as culturas de S.
aureus, ndo houve inibi¢do, o que nos permite inferir que
este extrato apresenta acdo antimicrobiana principalmente
contra bactérias gram negativas. Em acordo com os
resultados encontrados Carvalho et al. (2006) [4] relatam
que o estragdo possui intensa atividade inibitdria frente a
Salmonella enterica Sorovar Enteritidis (ATCC 11076),
bactéria gram-negativa. Segundo Ourives (1997) [17] a
acdo antimicrobiana do estragdo deve-se principalmente a
presenga de metilchavicol (ponto de ebuligio entre 213-215
°C) em sua composi¢ao quimica, um componente importante
também no aroma do manjericio, sendo atribuido a este
composto o uso de tais condimentos em conservas, doces,
vinagres especiais, vinhos aromaticos e temperos [18].

Ja o extrato de erva doce ndo apresentou qualquer
atividade antimicrobiana, independente da concentragdo
de bactérias e da presenca ou auséncia de desinibidores,
verificando-se crescimento de ambos 0s micro-organismos
analisados em todas as condi¢des testadas, ndo sendo
possivel sua utilizagdo para essa finalidade.

Conforme pode ser verificado na Tabela 2, os extratos
de orégano e de alecrim apresentaram valores superiores
tanto para compostos fendlicos totais quanto para capacida-
de antioxidante (DPPH), quando comparados aos obtidos
no extrato de estragdo e de erva doce.

Tabela 2: Fendis e perfil antioxidante de extratos vegetais de estragao,
alecrim, orégano e erva doce.

Fenolicos totais DPPH- Brand Williams
Extrato vegetal PSR a
(mg ac. gélico.g") (mg trolox.g™")
Orégano 22,794 7,91
Erva doce 1,643 0,59
Alecrim 13,38 15,19
Estragao 5,55 3,72

Um dos maiores problemas relacionados com a deterio-
ragdo de alimentos s30 os processos oxidativos, que podem
ser naturais ou provocados pelo processamento. Existe uma
série de substancias que podem atuar de forma a minimizar
os processos oxidativos, dentre estas se destacam os fendis,
mais especificamente o acido gélico, catequinas e seus
derivados, que sdo potentes antioxidantes, scavengers de
radicais livres, quelantes de metais e inibidores da lipope-
roxidac¢do.

Tais resultados (Tabela 2) permitem inferir que os
extratos de orégano ¢ de alecrim apresentam composigdo
quimica mais rica em compostos com potencial antioxi-
dante, levantando-se a possibilidade de sua utilizag¢ao na
aplicagdo de formulacdes de antioxidantes desenvolvidos
para a industria de alimentos.

Estudos realizados por Marino et al. (2001) [19]
mostram que o orégano possui uma riqueza em com-
postos fenodlicos, que além de potentes antioxidantes sdo
creditados como sendo os responsaveis por sua atividade
antimicrobiana, pois sdo capazes de dissolverem-se na
membrana microbiana, penetrando na célula. Desta forma,
podem alterar os mecanismos essenciais para o metabolis-
mo microbiano, causando a morte das bactérias.

As diferengas de atividade contra esses dois grupos bac-
terianos podem também derivar da constitui¢do da parede
celular bacteriana e dos constituintes do extrato vegetal,
como por exemplo do grupo dos taninos. Conforme os
dados de Khan (2001) [22]; Srinavasan et al., 2001 [23];
Cimanga 2002 [24], existe uma relagdo entre o teor de
taninos e a atividade contra bactérias Gram positivas, que
tém estrutura celular mais rigida, parede celular quimica-
mente menos complexa e menor teor de lipidico do que as
Gram negativas.

Considerando os resultados tanto do estudo de perfil
antimicrobiano como do perfil antioxidante fica claro a
potencialidade do alecrim e principalmente do orégano,
existindo uma indicag¢@o clara da presenga de componentes
antimicrobianos e antioxidantes ativos nestes extratos.
Apesar de estes resultados serem animadores e permiti-
rem inferir que os extratos testados apresentam potencial
para serem utilizados na formulagio de antibacterianos e
antioxidantes, ainda sdo necessarios maiores estudos sobre
a aplicag¢@o, purificacdo e estabilizag¢do desses extratos para
que seja possivel utilizar estes na condi¢do de produtos
antimicrobianos e antioxidantes em alimentos.

Rev. Cienc. Tecnol. / Afio 15/ N° 20 / 2013



28

Eliezer Avila Gandra et al.. Potencial antimicrobiano y antioxidante de extractos vegetales

conclusao

Os extratos de orégano e alecrim apresentaram ativi-
dade antimicrobiana frente as culturas de S. aureus e E.
coli, e valores de compostos fenolicos totais e capacidade
antioxidante superiores aos encontrados no extrato de erva
doce e de estragdo, permitindo afirmar que os mesmos
apresentam potencial antimicrobiano e antioxidante.
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