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O funcho (Foeniculum vulgare Mill.) e a erva-doce
(Pimpinella anisum) sédo plantas aromaticas que vém sendo
estudadas por sua atividade antimicrobiana, muito
requisitada ja que provém de fontes naturais. Esta
atividade esta relacionada com a presencga de fendlicos e
flavonoides totais. O presente trabalho teve como objetivo
extrair o oleo essencial de cada semente, estudar sua
atividade antimicrobiana e quantificar a presenga de
fendlicos e flavonoides totais. A extragao foi realizada por
hidrodestilagao no equipamento Clevenger por 2 h e, para
a erva-doce, realizou-se purificacdo com sulfato de sodio
em excesso apos a obtencdo do o6leo. O rendimento
encontrado para o funcho foi de 3,10% e de 1,25% para a
erva-doce (m/m). A atividade antimicrobiana foi analisada
pelo método de difusdo em disco e pela concentracéo
inibitéria minima com as bactérias Escherichia coli (ATCC
25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Para o
funcho, obteve-se halo de 8 mm para E. colie 7 mm para
S. aureus. Para a erva-doce, encontrou-se 7 mm para
ambas as bactérias. Para a concentracao inibitéria minima,
obteve-se 90 mg/mL tanto para funcho quanto para erva-
doce também para ambas as bactérias. Os fendlicos totais
foram quantificados por método colorimétrico, com
reagente Folin-Ciocalteu, encontrando-se 24,1 + 1,0 mg
EAG/ g de dleo de funcho e de 10,9 £ 1,0 mg EAG/ g de
Oleo de erva-doce. Para os flavonoides, também se utilizou
método colorimétrico, com cloreto de aluminio, e
encontrou-se 52,4 + 1,6 mg EAQ/ g de 6leo de funcho e
9,15 £ 0,37 mg EAQ/ g de 6leo de erva-doce.
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1. INTRODUGAO

As plantas possuem diversas maneiras de defesa. A liberagdo de
compostos volateis € uma delas. Este mecanismo protege a planta de
microrganismos e herbivoros. Os compostos volateis compdem os Oleos
essenciais, 0s quais sao lipossoluveis e possuem propriedades antioxidantes,
antibacterianas e antifungicas (CHOUCHAN et al., 2017).

Estes dleos estao muito presentes em plantas medicinais, utilizadas ha
milhares de anos, e vém ganhando maior popularidade na pesquisa em
alimentos, ja que sdo métodos naturais de conservacao. Além disso, também
estdo sendo muito estudadas na area médica e farmacéutica, pois suas
propriedades antibacterianas podem ser uma alternativa no tratamento de
doencgas causadas por bactérias e fungos que ja adquiriram resisténcia aos
antibidticos convencionais (NAZZARO et al., 2017; CHOUCHAN et al., 2017).

Os oleos essenciais sdo compostos majoritariamente por terpenos e
compostos fendlicos. Estes possuem anéis aromaticos em sua estrutura e sdo
amplamente utilizados como antioxidantes, porém também possuem capacidade
antimicrobiana, antiviral, entre outras (MARTINS, 2012). Eles sdo um grupo
formado pelos flavonoides, taninos, tocoferdis e acidos fenolicos (ANGELO,
JORGE, 2007). Os flavonoides tém sua acao antimicrobiana através da
formagdo de isoflavonoides, flavonas e flavononas, as quais inibem o
crescimento de esporos e micelas (MARTINS, 2012).

Uma das plantas mais amplamente utilizadas devido as suas
propriedades medicinais € o funcho (Foeniculum vulgare Mill., familia Apiaceae),
sendo usado como anti-inflamatorio, analgésico, diurético, entre outros (ANWAR
et al., 2019). Assim como o funcho, a erva-doce (Pimpinella anisum) é uma
planta utilizada ha muito tempo. Pertencente a familia Apiaceae, seu 6leo &
versatil, sendo utilizado nas industrias farmacéutica, cosmética e de alimentos
(AMER, ALY, 2019). Ambas a plantas sdo compostas majoritariamente por trans-
anetol, um composto volatil do grupo dos fenilpropanoides (REBEY et al., 2019;
AHMAD et al., 2018; ALVES, 1998).

Este trabalho teve como objetivo realizar analises quimicas e
microbiolégicas nos Oleos das sementes de Foeniculum vulgare Mill. e
Pimpinella anisum.

2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram divididos em trés partes: extracdo, analise
quimica e analise microbiologica.

A extracdo dos o6leos de erva-doce e funcho foi realizada utilizando o
equipamento Clevenger. Foram utilizadas 30 g de amostra para 400 mL de agua
destilada, deixadas em destilagao por 2 horas. Apds o tempo de destilacéo, o
Oleo foi retirado com o auxilio de uma micropipeta e armazenado em freezer.

2 B.CEPPA, Curitiba, v. 42, n. 2, jul./dez. 2024



Para o 6leo de erva-doce, foi realizada purificagao utilizando sulfato de sédio em
€XCesso.

Para a analise de atividade antimicrobiana, foram feitos testes em discos
(Kirby-Bauer), seguindo as recomendagdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2018). Foram utilizadas cepas de Escherichia coli
(ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) criopreservadas em
glicerina. As bactérias foram ativadas em caldo BHI por aproximadamente 24 h
a 36°C. A concentragao da suspensao foi aferida para atingir turbidez de 0,5 na
escala McFarland (108 UFC/mL) utilizando solugao salina 0,9%. Esta suspenséo
foi entdo inoculada em placas com agar Muller-Hinton, espalhando gentiimente
por toda a placa com swab estéril. Os discos foram embebidos com 10 pL de
cada 6leo e posicionados nas placas. O controle positivo consistiu em discos de
cloranfenicol (30 pg) e o controle negativo foi feito com agua destilada
esterilizada. Apos a inoculagado e posicionamento dos discos, as placas foram
levadas para estufa a 35°C por 24 h e o halo de inibigao foi medido com régua
escolar.

Também foi realizado o teste de concentragdo minima de inibicao (CMI)
para as mesmas suspensdes de bactérias, baseando-se na metodologia do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). Foi feito um controle
positivo e negativo para cada bactéria, nos quais utilizou-se 100 L de caldo TSB
(Trypticase Soy Broth) em cada pogo para controle negativo e 0 meio com 10 uL
da suspensao bacteriana para controle positivo. Para testar a CMI do dleo, foi
adicionado 10 pL no primeiro poco, e para os proximos, adicionou-se 10 pL do
antecedente, obtendo-se diluigdes de 1:10, 1:102, 1:103, 1:10%, 1:105, 1:108, 1:107
e 1:108. As placas foram levadas a estufa a 37°C por 24 horas para posterior
leitura dos resultados.

Para analise dos fendlicos totais, o dleo foi diluido em solugao 1:400 com
etanol 80%. Pipetou-se em tubo de ensaio 2,5 mL de solugéo 1:10 de Folin-
Ciocalteu, 500 uL da diluicao de d6leo e 2 mL da solugdo de Na2COs. Os tubos
foram incubados a 45 °C por 15 min e, a seguir, deixados em ambiente escuro
por 30 min. As leituras da absorvancia foram realizadas a 765 nm (Costa et al.,
2012). A concentragao foi determinada por meio da curva padrao de acido galico
(5 a40 yg/mL): y = 0,00899x + 0,0656; R? = 0,986.

Para analise dos flavonoides, o 6leo foi diluido em solugdo 1:100 com
etanol 80%. Pipetou-se em tubo de ensaio 4 mL de etanol absoluto, 300 pL da
solucdo de nitrito de sédio e 1 mL da diluicdo de 6leo. Apds 5 min, pipetou-se
300 pL da solucao de cloreto de aluminio e 1 min depois foi adicionada solucéo
de NaOH 1 mol/L e mais 2,4 mL de alcool absoluto. A absorvancia foi lida a 510
nm (Costa et al., 2012). A concentragao foi determinada a partir da curva padrao
de quercetina (200 a 1000 pg/mL): y=0,00015x-0,0183; R? de 0,958.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a erva-doce, encontrou-se um rendimento aproximado de 1,25%
m/m, enquanto para o funcho obteve-se um rendimento de 3,10% m/m ou 3,17%
v/im.

O rendimento do funcho assemelha-se ao de Anwar et al. (2009), que
obteve 2,81% m/m por hidrodestilagdo. Ja Diao et al. (2014) encontrou um
rendimento menor, de 1,74% v/im. Este resultado também se assemelhou ao
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estudo de Mota (2014), que encontrou rendimentos entre 2,5 a 0,5% v/m para
funchos colhidos em diversos pontos do Brasil. Ja para a erva-doce, o
rendimento encontrado foi mais preciso, ja que os 6leos foram purificados com
sulfato de sédio em excesso. O rendimento foi proximo do estudo de Arslan et
al. (2004), que encontrou 1,3 a 3,7% m/m para diferentes tipos de erva-doce.

Em estudo realizado por Rebey et al. (2019), o rendimento encontrado
para Oleo de erva-doce colhida ja maturada foi maior quando comparado a
colheita imatura, o que indica uma maior producao de oleo durante a fase final
de maturacdo. Tanto para a erva-doce quanto para o funcho, desconhece-se o
estagio de maturagao das ervas, portanto este € um fator que pode ter afetado
tanto o rendimento quanto os componentes importantes para a atividade
antimicrobiana.

Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana para cada
Oleo e cada controle se encontram no Quadro 1.

QUADRO 1 - DIAMETRO (MM) DOS HALOS DE INIBICAO PARA CADA CEPA E

CADA OLEO
Cepa Funcho Erva-doce Controle +*
E. coli 8 7 26
S. aureus 7 7 25

*O controle positivo: discos de cloranfenicol (30 ug). Testes realizados em duplicata.

Pode-se perceber que houve similaridade nas atividades
antimicrobianas de ambos os 6leos, porém com um halo maior para E. coli no
oleo de funcho. Embora tenha sido verificada atividade, o tamanho dos halos se
distanciou bastante de estudos como de Ouis e Hariri (2021), que encontraram
halos de inibicdo de 11,4 mm para E. colie 12,6 mm para S. aureus com 6leo de
erva-doce, enquanto para o funcho, Gulfraz et al. (2008) encontrou um halo de
16 mm para E. coli.

Para o teste de concentracgao inibitéria minima, percebeu-se que para os
6leos tanto de funcho quanto de erva-doce apenas a primeira concentracao
(1:10) apresentou inibicdo para S. aureus, tal qual para E. coli, portanto a CMI
foi de 90 mg/mL.

Este resultado se distancia do estudo de Ouis e Hariri (2021), que
encontraram 6,25 mg/mL para a S. aureus, porém se aproxima relativamente do
resultado para E. coli, no qual obtiveram 50 mg/mL com o 6leo de erva-doce. Ja
para o funcho, Diao et al. (2014) encontraram uma concentragao inibitéria de
0,25 mg/mL para E. coli e >10 mg/mL para S. aureus. As diferengas nos valores
obtidos se devem a diversos fatores, como caracteristicas e composicdo da
matéria-prima e armazenagem dos 6leos essenciais.

O resultado da CMI corrobora com o teste de difusédo, ja que ambos
apresentaram uma baixa atividade antimicrobiana.

Ha& uma grande discordancia entre autores quanto ao tipo de bactéria
mais sensivel ao 6leo essencial. Para Gulfraz et al. (2008), ndo houve diferenca
entre as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Porém, Ouis e Hariri (2021)
discorrem sobre as diferengas entre os estudos de diversos autores e suas
hipoteses.
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Chao et al. (2000) explica a relagdo de solubilidade entre o material
externo da parede celular das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas com
os 0leos essenciais (material hidrofébico). Segundo Ouis e Hariri (2021), nao foi
determinado com exatiddo o mecanismo de agao dos Oleos essenciais, porém
sabe-se que € uma agao conjunta dos componentes presentes nos 6leos, e que
uma maior presenca de hidrocarbonetos monoterpenicos, como o terpeno, e de
compostos fendlicos, como o eugenol, gera uma maior inibigdo microbiana.
Ainda, alguns componentes presentes em menores quantidades podem ter
efeitos sinérgicos, auxiliando outros componentes na inibi¢ao.

Alguns dos efeitos causados nas bactérias pelos 6leos essenciais foram
reunidos em um estudo por Burt (2004), que indica o vazamento do conteudo
celular, coagulagéo do citoplasma, degradagao da parede celular, entre outros.
Estes efeitos sdo causados pelos diversos componentes dos Oleos,
principalmente os compostos fendlicos. Além disso, os Oleos essenciais agem
nas enzimas que atuam na produgdo de energia e nas sinteses dos
componentes celulares. O grupo hidroxila dos compostos fendlicos € de grande
importancia na agdo dos dleos, ja que perturba o movimento de elétrons e
prétons da célula. No eugenol, este grupo se liga a proteinas, prevenindo a agéo
de enzimas na célula (BURT, 2004).

Ademais, é importante notar que o halo encontrado neste trabalho é bem
menor que o encontrado em outros estudos, o que pode ter sido causado pela
impureza do 6leo ou também pela matéria-prima nao tdo rica em compostos
aromaticos. Além disso, é importante pontuar que a proveniéncia da matéria-
prima € desconhecida, assim como suas caracteristicas de plantio, colheita,
beneficiamento e armazenamento.

Para fendlicos totais, encontrou-se uma média de concentracdo de
24,1 + 1,0 mg EAG/ g de 6leo de funcho e 10,9 + 1,0 mg EAG/ g de 6leo de erva-
doce. Enquanto para os flavonoides totais, encontrou-se uma média de
concentragao de 52,4 + 1,6 mg EAQ/ g de dleo de funcho e 9,15 + 0,37 mg EAQ/
g de dleo de erva-doce.

O resultado de fendlicos totais assemelhou-se ao de Khammassi et al.
(2018), que encontraram 24,95 + 0,11 mg EAG/ g OE para o funcho colhido em
Aousja, na Tunisia. Para erva-doce, Rebey et al. (2019) encontraram 17,11 mg
EAG/ g de erva-doce cultivada na Sérvia e 25,16 mg EAG/ g de erva-doce
cultivada na Tunisia. Através dessas informacgdes, pode-se indicar que a origem
das plantas altera significativamente sua composi¢do quimica, além dos
métodos utilizados para secagem das sementes.

4. CONCLUSAO

Pode-se perceber que para o funcho encontrou-se uma quantidade
maior de compostos fendlicos e flavonoides quando comparados a erva-doce, o
que pode ser relacionado a uma maior atividade antimicrobiana apresentada por
este Oleo. Porém, a atividade antimicrobiana foi abaixo do esperado. As
sugestbes para futuros trabalhos sdo conhecer a proveniéncia e o tempo de
maturagcdo da matéria prima, armazenar os 6leos em frasco escuro, realizar os
testes com baixa luminosidade e, se possivel, com o0 menor tempo apds a
extracao do 6leo. Além disso, indica-se fazer uso do sulfato de sodio para obter
uma maior pureza no oleo.
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EXTRACTION AND EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL POTENTIAL
OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM FENNEL AND FENNEL FOR
APPLICATION IN FOOD

ABSTRACT: Fennel (Foeniculum vulgare Mill.) and fennel (Pimpinella anisum)
are aromatic plants that have been studied for their antimicrobial activity, which
is highly sought after as it comes from natural sources. This activity is related to
the presence of total phenolics and flavonoids. The present work aimed to extract
the essential oil from each seed, study its antimicrobial activity and quantify the
presence of total phenolics and flavonoids. Extraction was carried out by
hydrodistillation in Clevenger equipment for 2 h and, for fennel, purification was
carried out with excess sodium sulfate after obtaining the oil. The yield found for
fennel was 3.10 % and 1.25 % for fennel (m/m). The antimicrobial activity was
analyzed using the disk diffusion method and the minimum inhibitory
concentration with the bacteria Escherichia coli (ATCC 25922) and
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). For fennel, a halo of 8 mm was obtained
for E. coliand 7 mm for S. aureus. For fennel, 7 mm was found for both bacteria.
For the minimum inhibitory concentration, 90 mg/mL was obtained for both fennel
and fennel, also for both bacteria. Total phenolics were quantified by colorimetric
method, with Folin-Ciocalteu reagent, finding 24.1 + 1.0 mg EAG/ g of fennel oil
and 10.9 £ 1.0 mg EAG/ g of herb oil -sweet. For flavonoids, a colorimetric method
was also used, with aluminum chloride, and 52.4 + 1.6 mg EAQ/ g of fennel oil
and 9.15 £ 0.37 mg EAQ/ g of fennel oil were found anise.
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