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Resumo

O género Ocimum da familia Lamiaceae compreende um grupo de plantas bem conhecidas como Ocimum
gratissimum L. (alfavaca) e Ocimum basilicum (manjericdo). Estudos revelam que essas plantas apresentam atividade
antimicrobiana, inseticida, antioxidante, antifingica, analgésica e imunoestimulante. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi analisar a composicdo quimica dos Oleos essenciais de O. gratissimum e O. basilicum coletadas em
diferentes horarios e com diferentes tempos de extragdo, bem como, avaliar sua atividade antioxidante, o teor de
fenolicos totais e atividade bactericida sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli. O 6leo essencial foi obtido por
hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger, e a composi¢do quimica realizada por cromatégrafo gasoso acoplado ao
espectrometro de massas (CG-EM); a andlise da atividade antioxidante foi realizada em microplacas de 96 pogos com
adicdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DDPH) em metanol; o teor de fendlicos totais foi realizado em microplacas de
96 pocos utilizando Folin-Ciocalteu para determinag@o do teor de acido galico; e a atividade bactericida realizada por
método de difusdo de discos na placa de Petri e método de difusdo em meio Muller-Hinton em placas de 96 pogos. O
maior rendimento do dleo essencial de O. gratissimum foi de 0,44%, quando coletado no periodo da manhd, enquanto
0 6leo essencial de O. basilicum teve rendimento de 0,38% quando coletado no periodo da tarde, ambos, com quatro
horas de extracdo. Os compostos majoritarios de O. gratissimum foram eugenol e eucaliptol, enquanto os compostos
majoritarios do 6leo essencial de O. basilicum foram eugenol, B-linalool e muurolol. A atividade antioxidante foi de
100% de sequestro do radical livre DPPH nas maiores concentragdes de 6leo essencial 15,6 pg mL™, tanto para O.
gratissimum quanto O. basilicum. O teor de compostos fendlicos totais dos 0leos essenciais de O. gratissimum e O.
basilicum foi = 17,90 e 16,44 mg EAG 100 g%, respectivamente. Os 6leos essenciais de O. gratissimum e O. basilicum
apresentaram 100% e 83% de atividade bactericida sobre Staphylococcus aureus e de 100% a 66% sobre Escherichia
coli, respectivamente, destacando assim o potencial biotecnoldgico desses 6leos essenciais.

Palavras-chave: Compostos fenolicos; Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Atividade antioxidante.
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Abstract

The Ocimum genus of the Lamiaceae family comprises a group of well-known plants such as Ocimum gratissimum L.
(lavender) and Ocimum basilicum (basil). Studies reveal that plants have antimicrobial, insecticidal, antioxidant,
antifungal, analgesic and immunostimulant activity. Thus, the objective of this study was to analyze the chemical
composition of the essential oils of O. gratissimum and O. basilicum collected at different times and with different
extraction times, as well as to evaluate their antioxidant activity, total phenolic content and activity bactericide on
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The essential oil was obtained by hydrodistillation in a Clevenger type
apparatus, and the chemical composition was carried out in a gas chromatograph coupled to the mass spectrometer
(GC-MS); the analysis of antioxidant activity was performed in 96-well microplates with the addition of 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DDPH) in methanol; the total phenolic content was carried out in 96-well microplates using Folin-
Ciocalteu to determine the gallic acid content; and the bactericidal activity performed by the method of diffusion of
discs in the Petri dish and method of diffusion in Muller-Hinton broth in 96-well plates. The highest yield of the
essential oil of O. gratissimum was 0.44% when collected in the morning, while the essential oil of O. basilicum had a
yield of 0.38% when collected in the afternoon, both with four hours of extraction. The major compounds of O.
gratissimum were eugenol and eucalyptol, while the major compounds of the essential oil of O. basilicum were
eugenol, B-linalool and muurolol. The antioxidant activity was 100% free radical scavenging DPPH in the highest
concentrations of essential oil 15.6 pg mL* for both, O. gratissimum and O. basilicum. The total phenolic compounds
content of the essential oils of O. gratissimum and O. basilicum was 17.90 and 16.44 mg AGE 100 g respectively.
The essential oils of O. gratissimum and O. basilicum presented 100% and 83% of bactericidal activity against
Staphylococcus aureus, and the 100% to 66% on Escherichia coli, respectively, thus highlighting the biotechnological
potential of these essential oils.

Keywords: Phenolic compounds; Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Antioxidant activity.

Resumen

El género Ocimum de la familia Lamiaceae comprende un grupo de plantas conocidas como Ocimum gratissimum L.
(lavanda) y Ocimum basilicum (albahaca). Los estudios revelan que las plantas tienen actividad antimicrobiana,
insecticida, antioxidante, antifungica, analgésica e inmunoestimulante. Asi el objetivo de este estudio fue analizar la
composicion quimica de los aceites esenciales de O. gratissimum y O. basilicum recolectados en diferentes momentos
y con diferentes tiempos de extraccién, asi como evaluar su actividad antioxidante, contenido de fendlicos totales y
actividad antioxidante y bactericida sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli. El aceite esencial se obtuvo por
hidrodestilacién en un aparato tipo Clevenger, y la composicion quimica se realizé en cromatégrafo de gases acoplado
al espectrometro de masas (CG-EM); el andlisis de la actividad antioxidante se realiz6 en microplacas de 96 pocillos
con la adicién de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DDPH) en metanol; el contenido de fendlicos totales se realizé en
microplacas de 96 pocillos utilizando Folin-Ciocalteu para determinar el contenido de &cido gélico; y la actividad
bactericida fue realizada por método de difusién en discos en la placa de Petri, y el método de difusién en caldo
Muller-Hinton en placas de 96 pocillos. El mayor rendimiento del aceite esencial de O. gratissimum fue 0,44% cuando
se recogi6 por la mafiana, mientras, que el aceite esencial de O. basilicum tuvo rendimiento 0,38% cuando se recogio
por la tarde, ambos con cuatro horas de extraccion. Los compuestos principales de O. gratissimum fue eugenol y
eucaliptol, mientras que los compuestos principales del aceite esencial de O. basilicum fue eugenol, B-linalol y
muurolol. La actividad antioxidante fue 100% de eliminacién de radicales libres DPPH en las concentraciones mas
altas del aceite esencial 15,6 pg mL™, tanto para O. gratissimum y O. basilicum. El contenido total de compuestos
fendlicos de los aceites esenciales de O. gratissimum y O. basilicum fue 17,90 y 16,44 mg EAG 100 g%,
respectivamente. Los aceites esenciales de O. gratissimum y O. basilicum mostraron 100% y 83% de actividad
bactericida sobre Staphylococcus aureus, y 100% al 66% sobre Escherichia coli respectivamente, destacando el
potencial biotecnoldgico de los aceites esenciales.

Palabras clave: Compuestos fendlicos; Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Actividad antioxidante.

1. Introducgéo

Oleos essenciais (OE) sdo misturas de substancias complexas e volateis, lipofilicas, liquidas (oleosa) que contém peso

molecular baixo, e a maioria das vezes é constituida por moléculas de natureza terpénica, geralmente extraidos dos 6rgaos

vegetais como flores, folhas, cascas, rizomas e frutos por arraste a vapor d’agua, hidrodestilacdo ou expressao de pericarpo de

frutos citricos, porém, existem métodos que também sdo utilizados em indlstrias como a enfleurage ou enfloragdo, extracdo

por CO; supercritico e por solventes organicos apolares (Morais, 2009).

Esses compostos naturais do metabolismo especial possuem grande aplicagdo na perfumaria, cosmética, alimentos e

como coadjuvantes em medicamentos. S&o empregados principalmente como aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias, em

composic¢des farmacéuticas e comercializadas na forma in natura ou beneficiados, fornecendo substancias purificadas como o
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limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (Bizzo; Rovell; Rezende, 2009). Os OEs sdo geralmente conhecidos pela
fragréncia, além de suas propriedades fungicidas, antivirais, bactericidas e medicinais, sendo usados como antimicrobianos,
analgésicos, sedativos e anti-inflamatérios (Araujo et al., 2018).

O OE de Ocimum basilicum, por exemplo, apresenta como principal atividade agdo antimicrobiana para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas como Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, dentre outras (Alves et al., 2010). Na medicina alternativa se utiliza as folhas e flores
de O. basilicum para preparo de chas, onde possuem propriedades ténicas e digestivas, além de ajudar no tratamento de
problemas respiratorios, dores reumaticas e em periodos de crises epilépticas (Colombare et al., 2011; Blank et al., 2009). O O.
basilicum é uma espécie vegetal da familia Lamiaceae, popularmente conhecida como manjericdo, apresentando grande
interesse na area ornamental, como condimento, na aromaterapia, na medicina, bem como, nas indistrias farmacéutica e
cosmeéticos, principalmente ao fato de apresentar ndo apenas caracteristicas medicinais, mas também baixo custo de producéo
(Ferreira; Henrique; Nunes, 2017). Dentre suas caracteristicas O. basilicum apresenta atividade antioxidante, antimicrobiana e
antifungica (Affini et al., 2017), além disso, pode ser utilizado como antisséptico, antiespasmadico, vermifugo, carminativo,
diurético, expectorante e estimulante do cortex adrenal (Amaral, 2015).

Outra espécie pertencente a familia Lamiaceae é o Ocimum gratissimum, conhecido popularmente como “alfavaca”,
podendo ser cultivado em quase todos os tipos de solos no mundo, por apresentar diversos compostos especiais em inimeras
classes como (alcaldides, taninos, flavonoides, compostos fendlicos, éleo essencial (timol, cimen-8-ol, eugenol e Trans-
cariofileno)), pode-se perceber sua grande importancia nas industrias para producdo de farmacos, cosméticos e perfumes
(Bezerra; Cruz, 2017; Chopite et al., 2012). Estudos retratam que extratos e/ou OE das folhas de O. gratissimum apresentam
eficacia no controle de Haemonchus contortus, parasita helmintico encontrado em pequenos ruminantes; além disso, outros
compostos presentes possuem atividade inseticida, nematicida, fungistatica e antimicrobiana. Ja o eugenol presente com maior
guantitativo na planta contém atividades analgésica, antimicrobiana, antifingica e imunoestimulante (Chopite et al., 2012; Abe
etal., 2018).

As bactérias sdo organismos unicelulares de extrema importancia nos processos evolutivos da vida no planeta. No
entanto, existem espécies de bactérias que podem trazer danos a sadde (humana e animal), além daquelas envolvidas na
deterioracdo de produtos alimenticios, deixando-os impréprios para o consumo (Abdou et al., 2007; Negi, 2012). Inimeras
vezes, 0 controle do crescimento bacteriano torna-se invidvel ou até mesmo impossivel, fato este, relacionado a capacidade que
0s microrganismos possuem em adquirir resisténcia as mais variadas formas de tratamento, tanto fisico quanto quimico, como
antibioticos e antiflngicos (Silva et al., 2018).

Staphylococcus aureus possui ampla distribui¢do, devido ao fato de serem resistentes & dessecagdo e ao frio, podendo
permanecer vidvel por longos periodos em particulas de poeira (Junior et al., 2018). Segundo os autores, trata-se de uma
bactéria encontrada com relativa frequéncia no ambiente de circulagdo do ser humano, sendo o préprio homem seu principal
reservatdrio, apresentando-se ainda em diversas partes do corpo, como fossas nasais, pele, garganta e intestino.

Escherichia coli é classificada como variantes de acordo com a caracterizacdo dos antigenos somaticos e denominadas
de acordo com as infec¢Bes intestinais (Junior et al., 2018). De acordo com os autores, alguns sorovares de E. coli ndo estdo
relacionados a certas patologias, pois as mesmas tambhém estéo presentes na flora natural do trato intestinal do homem, porem,
devido aos seus fatores de viruléncia podem adaptar-se a novos ambientes e em alguns casos causarem doencas graves, como
infecgdo urinaria, doengas respiratorias e pneumonia.

Esses dentre outros patdgenos sdo 0s responsaveis por inimeros casos de intoxicacdo e/ou infecgdes alimentares, uma
vez que séo veiculadas pela 4gua ou alimentos contaminados (Thanissery et al., 2014; Alali et al., 2013; Fda, 2010). Essas

bactérias sdo amplamente distribuidas no meio ambiente, o que contribui para seu elevado impacto na salde publica (Back,
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2011). Por esse motivo, alguns estudos tém sido realizados no controle desses microorganismos. Os OEs de Ferula assa-
foetida foram avaliados quanto a sua atividade sobre indmeros microorganismos, entre eles E. coli e S. aureus (Zomorodian et
al., 2018). Benjemaa et al. (2018) também avaliaram a atividade bactericida promovida por Thymus capitatus sobre cepas de E.
coli.

Associada ao controle microbiolégico em alimentos, outra aplicacdo de destaque dos OEs € a sua adi¢do aos 6leos
comestiveis e outros alimentos com potencial agente antioxidante natural para inibir a deterioracéo oxidativa, mantendo assim
a qualidade e prolongando o prazo de validade do produto alimentar (Siddique et al., 2017). Os antioxidantes vegetais também
sdo conhecidos como sindnimos de nutracéuticos, que sdo compostos quimicos com propriedades redutoras, e tem sido muito
utilizados na industria de alimentos para protecdo de um produto orgénico contra a oxidagéo, além do interesse devido sua
capacidade de combater o estresse oxidativo em biomoléculas (Oh; Shahidi, 2018).

Os compostos fendlicos sdo produtos especiais do metabolismo vegetal fazendo parte de um amplo e complexo grupo
de fitomoléculas que possuem em sua estrutura a0 menos um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas (Araujo et al., 2018).
Devido sua natureza fitoquimica, atuam como agentes redutores interrompendo a cadeia de reagdo da oxidacdo através da
doacdo de elétrons ou de hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis, e/ou
complexando com metais e componentes iniciadores da oxidagdo lipidica. Ao retardar a oxidacao, eles também podem impedir
certas doengas relacionadas ao estresse oxidativo, como lesdes de pele, aterosclerose, disfuncdo, canceres e disturbios
inflamatérios dentre outros (Oh; Shahidi, 2018).

Por esses motivos, 0 uso de compostos naturais como aditivos possuem potencial demanda em crescimento. As
propriedades antioxidantes de diversas espécies de vegetais tém sido avaliadas buscando aplica¢do na indUstria alimenticia e
farmacéutica, com destaque para o tomilho (Thymus vulgaris), o cravo-da-india (Eugenia caryophyllata), a canela
(Cinnamomum parthenoxylon), erva-cidreira (Melissa officinalis L.), cedro (Cedrus libani), limdo (Citrus limon (L.) Burm),
tangerina (Citrus reticulata Blanco), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), orégano (Origanum vulgare L.), salvia (Salvia
officinalis L.), manjericdo (Ocimum basilicum L.), espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart.) dentre outros (Mezza et al.,
2018; Olszowy & Dawidowicz, 2016; Amorati et al., 2013; Amiri, 2012; Negri et al., 2009).

Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo avaliar os fatores como horéario de coleta e tempo de extracdo na
composi¢do quimica dos 6leos essenciais das folhas de O. basilicum e O. gratissimum além de avaliar a atividade antioxidante,
o teor de compostos fendlicos totais, e a atividade bactericida sobre cepas de S. aureus e E. coli.

2. Metodologia
2.1 Coleta do material vegetal

As folhas de O. basilicume O. gratissimum foram coletadas na cidade de Ipord, Goias, Brasil, com as seguintes
coordenadas geogréficas (16°26°15°°S; 51°07°21°°W), em diferentes horarios do dia (manh&: 07:00 e tarde: 14:00 horas) para
avaliar a influéncia do horario de coleta no rendimento dos OEs. ApGs a coleta, acondicionou-se 0 material em sacos plasticos

umedecidos com &gua, para manter a hidratacdo das folhas durante o transporte até o local de extragéo.

2.2 Obtencao do 6leo essencial

Os OEs das folhas de O. basilicum e O. gratissimum, foram extraidos por hidrodestilacdo. O material vegetal fresco
constituido de 100 g de folhas de O. basilicum e O. gratissimum foram trituradas utilizando 500 mL de agua destilada, e
submetidas ao processo de hidrodestilagdo em diferentes intervalos de tempo com o auxilio de um aparelho Clevenger. O

hidrolato foi extraido com 30 mL de diclorometano, e em seguida, seco com sulfato de sddio anidro. O solvente foi removido
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em temperatura ambiente, e o OE foi armazenado em refrigerador a -12 °C até as andlises. Calculou-se o rendimento
percentual de OE conforme equagéo:

massa de 0leo essencial

Rendimento % = 100

massa de material vegetal

2.3 Analise quimica do 6leo essencial

Os constituintes quimicos dos OEs foram analisados no laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Universidade
Federal de Séo Carlos (UFSCar) por cromatografia a gas acoplado ao espectrometro de massas sequencial (CG-EM/EM). O
cromatdgrafo é equipado com coluna Restek Rtx-5ms (30m x 0,25 mm x 0,25 pm) fundida com silica, auto-injetor (Combi
PAL AOC-5000 Shimadzu), espectrometro de massas sequencial (MS TQ8030; Shimadzu) e detector por ionizacdo por
impacto eletrénico (IE) (70 eV).

O Software utilizado foi GC-EM Real Time Analysis®. As condigGes de anlise foram: temperatura do injetor: 230
°C, temperatura do detector: 300 °C, presséo de injecdo: 57,4 KPa, razdo de Splitless: 150, faixa de detec¢do do espectrometro
de massas: 43-550 m/z, start time (cut time do solvente): 3,0 min e fluxo de 3 mL min?. Condi¢Ges da rampa foram:
temperatura inicial de 60 °C mantida por 3,0 min, acrescida de 3 °C min até atingir 200 °C e posteriormente programada para
um aumento de temperatura de 15 °C min! até 280° C, permanecendo nessa temperatura por mais 1,0 min.

A identificagdo dos componentes do OE baseou-se no indice de retencdo linear - indice de Kovats (1K), calculado em
relacdo aos tempos de retencdo da série homologa de n-alcanos (C-7 a C-40) e no padrdo de fragmentagdo observando nos
espectros de massas, por comparacao destes com dados da literatura (ADAMS, 2007) e da espectroteca Nist 11.

Apos a analise da composi¢do quimica os OEs obtidos de matéria vegetal coletados em diferentes periodos do dia e
em diferentes tempos de extragdo, foram reunidos e homogeneizados para realizacdo dos ensaios subsequentes (teor de

fendlicos totais, atividade antioxidante e bactericida).

2.4 Teor de compostos fenolicos totais

O ensaio do teor de fendlicos totais foi realizado de acordo com Tohidi et al. (2017), com adaptagdes para microplacas
de 96 pocos para que pudesse obter uma economia dos reagentes. Em cada pogo da microplaca, foi adicionado 25 pL de
solucdo metandlica do OE (25 mg mL™) e 175 pL de Folin-Ciocalteu, diluido em metanol na proporgdo 1:10 (v/v). O sistema
foi mantido em repouso no escuro por 2 horas em BOD a 25 °C e em seguida, foi submetido a leitura em espectrofotdmetro
(VersaMax Tunable™ - Molecular Devices - Sunnyvale, CA, EUA) a 765 nm, tendo todo experimento realizado em triplicata.

Para que pudesse quantificar o teor de fendlicos totais, preparou-se seis dilui¢ces de &cido gélico (1; 2; 4; 6; 8 e 10 mg
mL™), que foram submetidas a leituras em espectrofotémetro UV-Vis a 765 nm, em triplicata. Os resultados foram expressos

em mg de equivalente de &cido gélico por 100 gramas de amostra (mg EAG 100 g2).

2.5 Atividade antioxidante

O ensaio foi realizado pelo método de microdiluicdo em microplacas de 96 pocos para obter a economia de reagentes,
conforme Mezza et al. (2018) com adaptacfes. Para cada poco da microplaca, adicionou-se 100 pL de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) em metanol, além de serem misturados com 100 pL de OE nas concentragdes 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125
e 0,15625 mg mL* em metanol. O sistema foi mantido em repouso no escuro por 2 horas e em seguida, submetidos a leitura
em espectrofotdmetro de microplacas (VersaMax Tunable™ - Molecular Devices - Sunnyvale, CA, EUA) a 517 nm. Abaixo

esta representando a equacéao da capacidade percentual de eliminacdo do radical livre:
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AC — A5
Atividade antioxidante % = —ac =100

ONDE: AC ¢ a absorbancia da solugdo de controle, e AS é a absorbancia da solucdo de amostra contendo OE antioxidante.

2.6 Atividade bactericida

Foi utilizado cepa bacteriana de S. aureus (ATCC 25923) e um isolado de E. coli (O157: H7) cedidas pelo laboratério
de Microbiologia do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Brasilia, Campus Planaltina, Distrito Federal,
Brasil. A cultura em estoque foi armazenada em meio de cultivo (5 g de peptona bacterioldgica, 3 g de extrato de carnee 1 L
de agua destilada). Para reativacdo das bactérias, inoculou-se 100 pL em tubos contendo 10 mL de meio liquido, e incubadas a
37 °C por 24 horas. Padronizou-se a suspensao bacteriana, onde diluiu em meio liquido até adquirir a turvagdo da solucédo
equalizado com solugéo padréo na escala 0,5 McFarland, correspondendo a 1,5 x 108 UFC mL™.

No método de difusio em discos, as placas de Petri foram primeiramente esterilizadas e preparadas com meio Agar
nutriente (5 g de peptona bacterioldgica, 3 g de extrato de carne, 25 g de &gar e 1 L de agua destilada). Em seguida, ap6s a
solidificagdo do meio, 100 pL da suspensdo bacteriana (1,5 x 108 UFC mL) espalhou-se pelo meio sélido com a ajuda de uma
alca de Drigalski na superficie de toda a placa. Logo, os discos de papel filtro de 6 mm foram mergulhados nas soluc¢des de OE
das folhas de O. basilicum e O. gratissimum em diferentes concentragées (0,6; 0,3; 0,15; 0,075; 0,037 e 0,018 mg mL*) em
DMSO e com isso, colocados sobre 0 meio de cultura e mantidos em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 horas. Para analisar a
atividade bactericida determinou-se em termos em didmetro (mm) do halo de inibig8o de crescimento.

Para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM), 150 pL das suspencdes bacterianas de S. aureus e E. coli
(1,5 x 108 UFC mL) foram misturadas a 50 pL das solucdes de OE das folhas de O. basilicum e O. gratissimum nas diferentes
concentragdes em Tween 80 a 1% (v/v), posteriormente manteve-se em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. Ao término,
as amostras foram submetidas a leitura em espectrofotémetro de microplacas (VersaMax Tunable™ - Molecular Devices -
Sunnyvale, CA, EUA) em absorbancia no comprimento de ondas de 630 nm. Abaixo esta representada a equagdo para taxa de
inibicdo calculada:

L _AC—AS
Inibicdo % = —ac +* 100

ONDE: AC ¢ a absorbancia da solugéo de controle e AS € a absorbancia da solugéo de amostra contendo o OE.

2.7 Andlise estatistica
Os experimentos foram realizados em triplicata e o delineamento experimental utilizado, foi inteiramente casualizado.
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANAVA), e as médias dos tratamentos foram avaliadas por meio do teste

de Tukey com 5% de significancia pelo programa SISVAR® (Ferreira, 2011).

3. Resultados

Os OEs de O. gratissimum e O. basilicum apresentaram caracteristicas organolépticas: aromaticos, transltcidos, com

menor densidade em agua, com rendimento médio de 0,44% e 0,38%, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Rendimento expresso em percentual de 6leo essencial para Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum.

O. gratissimum O. basilicum
Tempo de
Extracdo/Periodo Manhé Tarde Manhd Tarde
2 horas 0,41+0.1 0,35+0,01 - -
4 horas 0,44+0,1 0,36 + 0,04 0,05+ 0,01 0,38 + 0,03

(-) ndo determinado. Fonte: Autores (2021).

O perfil quimico dos OEs, os indices de retencdo linear em fungdo do tempo de extracdo e horario de coleta do
material foliar de O. gratissimum e O. basilicum estdo apresentados na (Tabela 2). Os compostos majoritarios de O.
gratissimum foi eugenol e eucaliptol, sendo 0 maior rendimento de eugenol 89% com as folhas coletadas no periodo da tarde, e
de eucaliptol 9% para as folhas coletadas no periodo da manhd com quatro horas de extracdo. Os compostos majoritarios do
OE de O. basilicum foi eugenol, B-linalool e muurolol, sendo o maior rendimento para eugenol 74% nas plantas coletadas no

periodo da tarde e de B-linalool 16% e muurolol 6% nas plantas coletadas pela manha, ambos com 4 horas de extracao.

Tabela 2. Perfil quimico por CG-EM dos 6leos essenciais das folhas de Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum variando

tempo de extracdo versus periodo do dia coletadas.

Oleo essencial foliar de O. gratissimum

Compostos et Li | Tempo Tempo Tempo Tempo

oLt RetCal 2h/M 4hIM 2h/T 4hIT
Eucaliptol 1014 1031 7,89 9,60 6,64 5,14
B-Trans-ocimeno 1037 1036 0,37 0,85 0,27 0,27
B-linalool 1135 1101 0,09 0,24 0,27 0,27
a-terpineol 1188 1192 0,23 0,30 0,44 0,44
Eugenol 1359 1362 88,44 83,31 89,54 89,54
B-cariofileno 1423 1421 0,77 2,17 1,06 1,06
D-germacreno 1485 1482 0,51 0,84 0,63 0,63
B-selineno 1490 1488 1,43 1,97 1,94 1,94
a-guaieno 1493 1497 0,27 0,72 0,71 0,71

Oleo essencial foliar de O. basilicum

Compostos lretLi I Tempo Tempo

et Lit Ret Cal 4h/M 4hT
Eucaliptol 1014 1031 0,81 0,74
B-linalool 1135 1101 16,03 14,81
a-terpineol 1188 1192 0,47 0,32
Bornil acetato 1288 1287 0,54 0,45
Eugenol 1359 1361 72,32 74,52
a-bergamoteno 1434 1437 1,22 1,07
D-germacreno 1485 1498 0,24 0,24
y-cadieno 1513 1516 0,88 0,62
Cubenol 1619 1618 0,71 0,49
Muurolol 1646 1644 6,76 6,55

Iret Lit = Indice de Retencéo Literatura (ADAMS, 2007), Iret cat = Indice de Retengdo Calculado usando a equago de Van den Dool e
Kratz; M = manh, T = tarde. Fonte: Autores (2021).

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados para compostos fenolicos totais avaliados nos OEs foliares de O.
gratissimum e O. basilicum. O teor de compostos fendlico totais dos OEs de O. gratissimum e O. basilicum foi = 17 e 16 mg
de EAG 100 g* respectivamente, ndo apresentando diferenca significativa conforme teste de Tukey com (p < 0,05) de

probabilidade.
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Tabela 3. Teor de compostos fendlico totais dos 6leos essenciais de Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum.

*Teor de fendlicos totais
em mg de EAG 100 g**

O. gratissimum 17,90 £ 0,75a

0. basilicum 16,44 £ 0,69a

Oleo essencial

* EAG equivalente de acido galico por 100 g, em base 6leo essencial.
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autores.

Os resultados para atividade antioxidante dos OEs de O. gratissimum e O. basilicum estdo apresentados na (Figura 1).
A atividade antioxidante do OE de O. gratissimum foi de 100% de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) nas trés maiores concentragdes de (15,6; 7,8 e 3,9 ug mL™). Para o OE de O. basilicum a atividade antioxidante variou

entre 100 a 77% nas mesmas concentragdes.

Figura 1. Atividade antioxidante pela reducdo do radical livie DPPH avaliado nos dleos essenciais foliares de Ocimum
gratissimum e Ocimum basilicum.

120 -
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1562 781 3906 1,953 0976 0,488
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40 -

20 -

% sequestro de radical livre DPPH

-20 -
Letras diferentes para concentragdo e 6leo essencial da mesma espécie ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autores (2021).

Os resultados do teste de difusdo em discos e os halos de inibicdo de crescimento bacteriano causados pelos OEs de
O. gratissimum e O. basilicum, estdo representados na (Figura 2 e 3). Os OEs de O. gratissimum e O. basilicum apresentaram
halos de inibicéo sobre o isolado de E. coli = 11 e 7 mm, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Comparagdo entre as medidas dos didmetros dos halos de inibi¢cdo do crescimento microbiano (mm) do isolado de

Escherichia coli obtidas utilizando os éleos essenciais de Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum.
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Concentragio (mg.mL™")

Letras diferentes para concentragdo e 6leo essencial da mesma espécie ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autores (2021).

Os halos de inibicdo dos OEs de O. gratissimum e O. basilicum sobre a cepa de S. aureus = 9 e 10 mm,

respectivamente (Figura 3).

Figura 3. Comparacéo entre as medidas dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano em (mm) da cepa de

Staphylococcus aureus obtidas utilizando os 6leos essenciais de Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum.
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Letras diferentes para concentragdo e 6leo essencial da mesma espécie ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autores (2021).
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Estdo apresentados na Tabela 4, os resultados da avaliacdo da atividade bactericida pelo método de diluigdo em caldo
dos OEs foliares de O. gratissimum e O. basilicum sobre a cepa de S. aureus e o isolado de E. coli. A atividade bactericida do
OE de O. gratissimum sobre o isolado de E. coli variou entre 100 e 38% de inibicdo do crescimento microbiano para as
maiores e menores concentragGes (0,6 — 0,018 mg mL™), enquanto que sobre a cepa de S. aureus a atividade bactericida variou
entre 100 e 15% de inibicdo do crescimento microbiano nas mesmas concentracdes (Tabela 4).

A inibicdo do crescimento microbiano do isolado de E. coli pelo OE de O. basilicum variou entre 66 e 21% para as
maiores e menores concentragdes (0,6 — 0,018 mg mL™). Sobre a cepa de S. aureus apresentou inibicdo do crescimento
micelial onde variou entre 83 a 2%, nas respectivas concentracdes (Tabela 4).

Tabela 4. Avaliacdo da atividade bactericida dos 6leos essenciais foliares de Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum o

isolado Escherichia coli e a cepa de Staphylococcus aureus.

Concentracéo Inibicdo de Escherichia coli (%)

(mg mL™Y) O. gratissimum 0. basilicum
0,600 100,00 a 66,23 b
0,300 64,98 b 57,08d
0,150 60,50 c 47,73 f
0,075 53,92 e 37,999
0,037 47,08 f 33,17 h
0,018 38,06 g 21,741
CIM 0,14 0,31
Concentracéo Inibic8o de Staphylococcus aureus (%)
(mg mL™?) O. gratissimum O. basilicum
0,600 100,00a 83,67b
0,300 43,58¢c 33,61d
0,150 31,70d 23,91e
0,075 25,87e 14,41f
0,037 24,57e 7,329
0,018 15,67f 2,53h
CIM 0,27 0,36

Médias seguidas por letras iguais nas linhas e colunas separadas por cepas ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a (p < 0,05); CIM: Concentracdo inibitéria minima mg mL™.
Fonte: Autores.

4. Discussao

As analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas identificaram em ambos os OEs de O.
gratissimum e O. basilicum nove e 10 compostos volateis, respectivamente. Ja no estudo realizado por Dris et al. (2017) para
O. basilicum, os pesquisadores encontraram cerca de 38 compostos. O composto majoritario neste estudo para O. gratissimum
foi o eugenol com 88% (2h/M), 83% (4h/M), 89% (2h/T) e 89% (4h/T), e para O. basilicum eugenol com 72% (4h/M), 74%
(4h/T), B-linalool com 16% (4h/M), 14% (4h/T) e para muurolol 6% (4h/M) e 6% (4h/T).

O tempo influenciou no quantitativo de eugenol em O. gratissimum para 2 e 4 horas de extracdo nos periodos da
manhd e tarde, 0 mesmo ndo foi observado para 2 e 4 horas no periodo da tarde que se manteve resultados iguais. J& para os
compostos linalool, eugenol e muurolol tanto para 4 horas de extragdo no periodo da manha quanto da tarde houve diferenca
do quantitativo detectado para O. basilicum (Tabela 1).

Comparando os resultados desse trabalho com outros estudos, verificaram-se similaridades na composicdo quimica
dos OEs de O. gratissimum e O. basilicum identificados nesta pesquisa. O trabalho realizado por Chimnoi et al. (2018)
encontraram para 0 OE de O. gratissimum 0s seguintes compostos majoritarios, eugenol 55,6%, Cis-ocimeno 13,9%, v-

muuroleno 11,6%, (Z,E)-a-farneseno 5,6%, a-Trans-bergamoteno 4,1% e B-cariofileno 2,7%. Ja Luz et al. (2009) avaliando os
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constituintes quimicos dos OEs de dois gendtipos de O. basilicum encontraram os seguintes compostos 1,8-cineol 2,3% e
4,5%, linalool 60,5% e 64,0%, geraniol 9,0% e 8,2%, calareno 1,7% e 2,8% e D-germacreno 2,9% e 3,8%. Entretanto, no
presente estudo ndo foram detectados os compostos, bornil acetato, a-bergamoteno, y-cadieno, cubenol e muurolol no OE de
O. gratissimum e para O. basilicum B-Trans-ocimeno, B-cariofileno, B-selineno e a-guaieno.

O contelido de fendlicos totais ndo apresentou diferenca significativa entre os OEs de O. gratissimum e O. basilicum
onde apresentaram quantitativos fenoélicos com alta expressividade (Tabela 2). Nota-se que a presenca de compostos fendlicos
pode variar entre os OEs de varios taxons vegetais, alguns podem apresentar taxa de deteccdo muito baixa como observado por
Stiven et al. (2009) onde avaliaram OEs de Eugenia pyriformis onde o quantitativo ficou abaixo do nivel de quantificagéo de 5
pg mL%; ou ndo apresentarem como observado no estudo desenvolvido por Hossain et al. (2011) avaliando o OE de Merremia
borneensis, e no OE de Tetrastigma no estudo desenvolvido por Hossain; Shah (2015). As quantidades de compostos
fendlicos em ambos os OEs avaliados, podem contribuir para atividade antioxidante destes EOs.

Na atividade antioxidante, os OEs de O. gratissimum e O. basilicum apresentaram 100% de reducéo do radical DPPH
nas maiores concentracdes avaliadas (Figura 2). Para as menores concentracoes 0,488 e 0,224 ug mL* ndo houve atividade de
inibicdo dos OEs nesta pesquisa. Os resultados deste estudo quanto a atividade antioxidante se mostraram promissores quando
comparados com outros estudos realizados por Silvestre et al. (2010) onde obtiveram maior atividade antioxidante de 95,6% na
concentracdo de 10000 pg mL™ e menor atividade antioxidante de 44,1% na concentragdo de 150 pg mL* para o OE de
Eugenia caryophyllata. A reducéo do antioxidante DPPH se deve a composi¢do quimica dos OEs ricos em compostos
fendlicos como o eugenol que possui atividade antioxidante reconhecida (LEE et al., 2005).

Substéncias antioxidantes sdo aquelas capazes de impedir ou retardar a oxidagdo de um material oxidavel (AMORATI
et al., 2013). Neste caso, compostos fendlicos sdéo moléculas capazes de agir como antioxidantes pela doacdo de hidrogénio do
polifenol inibindo a producéo do radical causador de processos oxidativos (SAHARI & BERENJI, 2015). Os estudos de
Amorati et al. (2013) e Torres-Martinez et al. (2017), confirmam esses dados através da avaliacdo da atividade antioxidante
dos OEs de Satureja macrostema e seus compostos majoritarios isoladamente, verificando que os compostos fenoélicos timol,
linalool e carvacrol eram o0s responsaveis pela atividade antioxidante. No entanto, segundo Xu et al. (2017) a atividade
antioxidante ndo se deve apenas pelos compostos majoritarios, mas sim pelo conjunto de compostos em diferentes
concentragdes, agindo como sinergismo.

O ensaio bactericida apresentou inibigcdo do crescimento microbiano de 100 e 66% para E. coli e de 100 e 83% para S.
aureus na maior concentragdo (0,600 mg mL™) e na menor concentragdo (0,018 mg mL™?) a inibicdo do crescimento
microbiano foi de 38 a 21% para E. coli e de 15 a 2% para S. aureus sobre os OEs de O. gratissimum e O. basilicum
respectivamente (Tabela 3). Pode-se inferir que a presenca do eugenol em ambos os OEs de O. gratissimum e O. basilicum
também apresentou potencial bactericida.

Comparando com o estudo realizado por Pombo et al. (2018) a bactéria Gram-negativa E. coli demonstrou resisténcia
em todas as concentragdes avaliadas, j& para a bactéria Gram-positiva S. aureus apresentaram maior susceptibilidade de
inibicdo aos OEs de cravo e orégano. Neste estudo, os resultados avaliando os OEs de O. gratissimum e O. basilicum
apresentaram halos de inibicdo entre 10 e 12 mm, respectivamente, para E. coli e halos de inibicdo entre 9 e 11 mm
respectivamente, para S. aureus.

Resultados ainda mais promissores foram observados neste trabalho utilizando método de diluicdo em caldo com CIM
= 0,14 e 0,31 mg mL* sobre E. coli e 0,27 e 0,36 mg mL™ sobre S. aureus, pelos OEs de O. gratissimum e O. basilicum,
respectivamente. Em comparagéo com outros trabalhos, o OE de O. basilicum apresentou atividade bactericida sobre bactérias

E. coli e S. aureus, com CIM = 0,25 a 1,00 mg g (GAIO et al., 2015). O OE de O. gratissimum também apresentou resultado
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promissor no controle microbiano de S. aureus CIM = 0,03 mg mL?, Salmonella choleraesuis e E. coli ambas com CIM = 1,0
mg mL e Listeria innocua CIM = 2,0 mg mL*, conforme reportado por Granados et al. (2018).

Os compostos eugenol e eucaliptol encontrado no OE de O. gratissimum, e eugenol, B-linalool e muurolol no OE de
O. basilicum possuem atividade antimicrobiana comprovada. De acordo com Murari et al. (2008) e Xu et al. (2017) os OEs
isolados ou em combinacdo podem potencializar a acdo bactericida havendo sinergismo positivo, onde varios compostos se
combinam promovendo maior inibicdo do agente patolégico. Adicionalmente, Granados et al. (2018) também identificaram
eugenol = 66,4% entre 0s compostos majoritarios presentes no OE de O. gratissimum, assim como no presente estudo,
destacando o potencial biotecnol6gico deste OE e seus compostos quimicos.

Adicionalmente, o mecanismo de a¢do do OE de Enteromorpha linza L. sobre E. coli, esté relacionado ao aumento da
condutividade elétrica, alteracdo da morfologia bacteriana, reducéo da viabilidade celular, rompimento celular e vazamento dos
fons de K* ap6s 6 horas de incubagdo (Patra et al., 2015). Por esse motivo, 0os OEs sdo bons candidatos no controle de
microrganismos devido ao carater lipofilico de seus compostos quimicos, o que facilita sua permeabilidade na célula, lise e
morte celular (Kotzekidou et al., 2008).

Nesse sentido, os resultados deste estudo sugerem que os OEs de O. gratissimum e O. basilicum apresentam atividade
bactericida sobre E. coli e S. aureus, microrganismo causadores de intoxicagdes alimentares, podendo atuar como antioxidante
e antimicrobiano natural. Ademais, mais estudos sdo necessarios para determinar as concentracdes ideais do OE, seus aspectos

toxicoldgicos, tecnoldgicos e sensoriais a serem explorados pela indUstria de alimentos.

5. Concluséao

O horério e tempo de extragdo influenciaram no rendimento de 6leo essencial, bem como nas variagdes de proporcéo
dos compostos quimicos majoritarios. Quanto a composi¢do quimica, os 6leos essenciais de O. gratissimum e O. basilicum
apresentaram o eugenol entre os compostos majoritarios. Adicionalmente, os resultados obtidos em nosso trabalho
demonstraram quantidades de fendis significativos para ambos os 6leos essenciais avaliados, podendo apresentar importante
acdo antioxidante.

Os 6bleos essenciais de O. gratissimum e O. basilicum apresentaram boa atividade antioxidante no sequestro do radical
livre DPPH, nas maiores concentracdes avaliadas. Quanto a atividade bactericida frente as cepas de E. coli e S. aureus, o 6leo
essencial de O. gratissimum apresentou maior potencial inibidor que o 6leo essencial de O. basilicum, nas concentraces
avaliadas. Nesse sentido, pode-se concluir que 0s dleos essenciais de O. gratissimum e O. basilicum possuem acdo antioxidante
e bactericida, nas condi¢des avaliadas, e seu potencial biotecnolégico pode ser uma excelente alternativa a serem utilizados

pela indstria alimenticia ou farmacéutica.
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