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RESUMO

Nos ultimos anos tem vindo a aumentar o interesse pelos produtos naturais, como é o
caso das plantas medicinais e aromaticas, devido ao seu amplo espetro de ac¢do na industria
alimentar, cosmética e farmacéutica e na medicina popular. As plantas aromaticas e de uso
medicinal sdo utilizadas pelo Homem desde a antiguidade devido as suas propriedades
terapéuticas. A partir destas plantas obtém-se Oleos essenciais, cujas atividades
antimicrobiana e antioxidante estdo descritas em inimeros trabalhos. Estas propriedades tém
adquirido destaque nas ultimas décadas devido ao aumento da resisténcia bacteriana aos
antibioticos disponiveis no mercado e a toxicidade apresentada pelos antioxidantes sintéticos.

A Segurelha (Satureja montana), incluida botanicamente na familia Lamiaceae, € uma
planta aromatica frequentemente usada como tempero, estando também referido o seu uso na
medicina tradicional. Tal deve-se a propriedades tais como anti-inflamatdria, analgésica,
antidiabética, anti-hipercolesterolémica, entre outras, as quais podem estar associadas a varios
compostos, principalmente os presentes nos 6leos essenciais 0s quais possuem um forte
caréater terpénico, geralmente fenolico.

Este trabalho pretendeu ser um contributo para um melhor conhecimento da
composi¢do quimica e bioatividade da planta aromética Satureja montana, tendo-se estudado
0 6leo essencial e diferentes extratos polares. No que respeita a fracdo apolar, foi estudada a
composicdo quimica por GC-MS de uma amostra de 6leo essencial extraida por sistema
Clevenger e de uma amostra comercial. Para ambas, procedeu-se a avaliacdo da atividade
antimicrobiana pelo método da macrodiluicdo em caldo. Foram preparados dois extratos
(hidroetandlico e decocgdo) e avaliados quanto ao teor total de compostos fendlicos, de
flavonoides e atividade antioxidante por trés métodos distintos. Os extratos foram ainda
incorporados em hidrogéis, os quais foram avaliados quanto as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas.

Verificou-se a ocorréncia de teores superiores de fendis totais e flavonoides no extrato
decocgdo comparativamente ao extrato hidroetandlico, bem como superior capacidade
antioxidante do extrato hidroetandlico, expressa em capacidade captadora do radical DPPH,
poder redutor e inibi¢do da descoloragdo do P-caroteno. No que respeita a atividade
antimicrobiana, ambos 0s 0leos essenciais apresentaram atividade bactericida face a todos os
microrganismos estudados, tendo o Oleo extraido em Clevenger demonstrado melhores
resultados. Os hidrogéis preparados com a incorporagdo de extrato hidroetanolico e decocgédo

demonstraram atividade antioxidante e antimicrobiana, sugerindo que a utilizacdo destes
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extratos pode ser uma potencial alternativa a antioxidantes e/ou conservantes sintéticos neste tipo
de produtos.
Conclui-se, desta forma, que a Segurelha pode ser uma potencial fonte de antimicrobianos e

antioxidantes naturais de interesse para diferentes inddstrias.

Palavras-chave: plantas aromaticas, Satureja montana, fendis totais, flavonoides,

atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, hidrogéis.






ABSTRACT

In recent years, interest in natural products has increased, such as medicinal and aromatic
plants, due to their wide range of action in the food, cosmetic and pharmaceutical industry and in
popular medicine.

Aromatic and medicinal plants have been used by man since ancient times due to their
therapeutic properties. Essential oils are obtained from these plants, whose antimicrobial and
antioxidant activities are described in numerous studies. These properties have gained prominence
in recent decades due to the increase in bacterial resistance to antibiotics available on the market
and the toxicity presented by synthetic antioxidants.

Segurelha (Satureja montana), botanically included in the Lamiaceae family, is an
aromatic plant often used as a spice, and its use in traditional medicine is also mentioned. This
is due to properties such as anti-inflammatory, analgesic, anti-diabetic, anti- hypercholesterolemic,
among others, which can be associated with several compounds, mainly those present in essential
oils that have a strong terpenic character, generally phenolic. This work intended to be a
contribution to a better knowledge of the chemical composition and bioactivity of the aromatic
plant Satureja montana, having studied the essential oil and different polar extracts. Regarding the
nonpolar fraction, the chemical composition was studied by GC-MS of a sample of essential
oil extracted by Clevenger system and a commercial sample. For both, the antimicrobial activity
was evaluated using the broth macrodilution method. Two extracts were prepared (hydroethanolic
and decoction) and evaluated for the total content of phenolic compounds, flavonoids and
antioxidant activity by three different methods. The extracts were also incorporated into hydrogels,
which were evaluated for their antioxidant and antimicrobial properties.

Higher levels of total phenols and flavonoid were found in the decoction extract compared
to the hydroethanolic extract, as well as the superior antioxidant capacity of the hydroethanolic
extract, expressed in the capacity to capture the DPPH radical, reducing power and inhibition of -
carotene discoloration. With regard to antimicrobial activity, both essential oils showed bactericidal
activity in relation to all the microorganisms studied, with the oil extracted in Clevenger showing
better results. Hydrogels prepared with the incorporation of hydroethanolic extract and decoction
showed antioxidant and antimicrobial activity, suggesting that the use of these extracts may be a

potential alternative to antioxidants and/or synthetic preservatives in this type of products.
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It is concluded, therefore, that Segurelha can be a potential source of antimicrobials and

natural antioxidants of interest to different industries.

Keywords: aromatic, Satureja montana, total phenols, flavonoids, antioxidant activity,

antimicrobial activity, hydrogels.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Desde tempos muito remotos que o0 Homem aprendeu a utilizar as plantas para seu
proveito e muitos povos ou civilizagdes foram armazenando um vasto conhecimento acerca
de como usar muitas e variadas plantas. O Homem aprendeu a usar e manipular diversas
plantas que possuem poderes curativos, tendo muitas delas desempenhado um importante
papel no desenvolvimento da Medicina ao longo de varios séculos. Se por um lado o
conhecimento sobre as plantas e suas virtudes levaram & sua investigacdo cientifica e, por
conseguinte, permitiram o avan¢o da Medicina, por outro lado foi no seio das comunidades
rurais e dos povos indigenas que se estabeleceu a mais intima relacdo Homem-Planta,
relacdo esta muitas vezes fulcral para o desenvolvimento das populagdes e para a
sobrevivéncia individual. Se bem que no passado a medicina popular fosse muito comum e
desempenhasse para muitas populacdes a Unica forma de acesso a medicina, hoje em dia,
nas sociedades ditas mais desenvolvidas, é relativamente facil o acesso a chamada Medicina
Convencional e a muitos e variados farmacos. Assim, a medicina popular tende a
representar, cada vez mais, um papel secundéario, principalmente nas sociedades mais
desenvolvidas (Camejo, 2001).

Em Portugal existe ainda um vasto manancial de conhecimentos acerca dos usos
populares e tradicionais das plantas. No entanto, a utilizacdo das plantas em remédios
caseiros € uma pratica que vai diminuindo de intensidade e importancia, mesmo nas
comunidades rurais. Atualmente, as geracdes mais novas ja ndo sentem necessidade de
recorrer ao uso das plantas consideradas e usadas tradicionalmente como medicinais, pelo
que ndo se desenvolve interesse em aprender 0s seus usos populares. Assim sendo, estes
saberes tradicionais (que sdo parte integrante de um povo) tornam-se cada vez mais
reliquias e persistem quase exclusivamente nas pessoas mais antigas, tendendo a
desaparecer com o0 tempo, ou mesmo a extinguir-se a medio prazo, caso nada se faca para o
impedir (Rodrigues, 2002).

Designam-se aromaticas as plantas que apresentam aroma ou perfume, geralmente
agradavel, que €é proporcionado pelos Gleos essenciais biossintetizados pela planta e
armazenados em estruturas especificas (Cunha et al., 2012). Os 6leos essenciais sao
extraidos geralmente por processos fisicos de destilacdo e apresentam uma composicao

complexa de metabolitos lipdfilos secundarios que se caracterizam pela sua elevada
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volatilidade, sendo muitas vezes designados de Oleos volateis. Estes compostos sdo
insoliveis em &gua, mas sollveis em 0leos e solventes organicos. Na sua composi¢cdo
quimica destacam-se 0s terpenos que derivam da via do acido mevalonico, e 0s
fenilpropanoides, produtos obtidos pela via do chiquimato. Na maioria dos casos, associa-se
a atividade do 6leo essencial ao seu composto ativo maioritario. No entanto, ndo se deve
descurar o efeito sinérgico entre os varios fitoquimicos (Cunha et al., 2012). Todas as
plantas produzem compostos através do seu metabolismo que sdo imprescindiveis para
garantir a sobrevivéncia, podendo estes ser distinguidos em metabolitos primarios (comuns
a todos os seres vivos) nomeadamente, lipidos, hidratos de carbono e proteinas; e
metabolitos secundarios (especificos de cada organismo e derivados dos priméarios) como
sejam os terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados que sdo derivados de

diversas vias metabolicas (Engelberth, 2010, Souza et al., 2010).

O uso de 6leos essenciais encontra-se largamente descrito no que diz respeito a
cosméticos e perfumaria, apesar da composicdo destes 6leos ser complexa. Por outro lado, a
utilizacdo de plantas medicinais e aromaticas contendo 6leos essenciais na medicina
tradicional é sobejamente conhecida. Desta forma, surge a necessidade da realizacdo de
estudos que permitam uma melhor compreensdo das suas propriedades quimicas e
biol6gicas, como também dos seus componentes individuais, por forma a validar a sua
utilizacdo. Estes estudos podem igualmente contribuir para o desenvolvimento de novas
aplicacOes destes produtos na saude humana, cosmética, agricultura e/ou meio ambiente.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo principal contribuir para o conhecimento
da composicdo quimica e bioatividade da planta aromatica Satureja montana, comumente
conhecida como Segurelha, sendo esta usada na alimentacdo e na medicina tradicional.
Neste contexto pretendeu-se efetuar a extracdo de Oleos essenciais das folhas de Satureja
montana, a determinacdo da sua composicdo em compostos volateis e a avaliacdo da sua
atividade antimicrobiana. Foi ainda estudado um o0leo essencial de Segurelha comercial e
feita a sua comparacdo com o Gleo essencial extraido das folhas da Satureja montana.
Adicionalmente, foram preparados extratos com diferentes solventes, para is quais se
procedeu a determinacdo do teor em compostos fendlicos totais, flavonoides totais e
determinou-se a sua atividade antioxidante por eio de ensioas distintos. Por ultimo, avaliou-
se 0 potencial da utilizacdo de extratos desta planta, contendo compostos fendlicos, em
produtos cosméticos/dermofarmacéuticos, através da sua incorporacdo como ingrediente

num hidrogel.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Satureja montana: descricdo botanica

O género Satureja montana compreende mais de 30 espécies cujos centros de
distribuicdo estdo localizados na porgdo oriental da regido mediterranica Europeia, Asia
ocidental, Norte de Africa, Ilhas Canarias e América do Sul (Slavikovska et al., 2001; Azaz
et al., 2005). Satureja montana comumente conhecida como Segurelha de inverno ou
Segurelha montanhesa (Figura 1), pertence a familia Lamiaceae, subfamilia Nepetoidae,
tribo Mentheae. E uma planta perene semi-arbustiva (20-30 cm) que habita zonas éridas,
ensolaradas e rochosas. E nativa da regido mediterranica, podendo ser encontrada por toda a
Europa, Russia e Turquia (Slavkovska et al., 2001; Masteli¢ et al., 2003; Bezbradica et al.,
2005; Cetkovi¢ et al., 2007; Silva et al., 2009). A Segurelha de inverno é uma erva
aromatica forte e tem sido usada ha centenas de anos como condimento de alimentos e chas;
é utilizada na comida mediterrénica, principalmente, como tempero de carnes e peixes
(Prieto et al., 2007; Silva et al., 2009). Na medicina tradicional e homeopatica, a Segurelha
de inverno é utilizada como estimulante, expetorante, carminativo, anticatarral e afrodisiaco
e para tratar varias enfermidades, principalmente digestivas, como cdlicas e diarreia
(Cetkovi¢ et al., 2007). Estéo ainda descritas diversas propriedades associadas a espécies do
género Satureja tais como antioxidante, antisséptica, antidiabética, anti-hiperlipidémica e

estimulante do sistema reprodutor (Momtaz et al., 2010).

Figura 1. Aspeto geral de Satureja montana, folhas secas (esquerda) e espécie vegetal (direita).



2.2 Oleos essenciais

Os Gleos essenciais sdo misturas complexas de compostos de baixo peso molecular
extraidos de plantas. Os seus constituintes, principalmente o0s terpendides e
fenilpropandides, fornecem aromas e apresentam frequentemente atividade biologica (Burt,
2004). Séo insoluveis em &gua mas sollveis em solventes organicos apolares e gorduras,
apresentando-se normalmente incolores ou amarelados (Prins et al., 2006; Cunha et al.,
2009).

Os componentes dos 6leos essenciais variam de acordo com o tipo de plantio, clima,
periodos sazonais e estagdes do ano. O tipo de extracdo utilizada para remocéo do 6leo
também influencia na concentracdo e quantidade dos componentes obtidos (Djilani et al.,
2012).

Com a extensa variedade de dleos essenciais, alguns tém sido mais estudados e cada
vez mais utilizados na medicina alternativa. A procura por tratamentos alternativos vem
crescendo ao longo dos anos devido a 0 aumento de pessoas imunocomprometidas, uso
indiscriminado de farmacos, cancro, entre outras doencas, assim como a limitacdo de
antibidticos disponiveis para terapia (Raut et al., 2014).

Na natureza, estes 6leos desempenham diversos papéis importantes na protecdo das
plantas, como agentes antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas, reduzindo o
numero de doencas ocasionadas por esses microrganismos presentes na natureza (Bakkali et
al., 2008). Além do fator de protecdo eles podem atrair insetos e animais que ajudam na
polinizacdo e na dispersdo das sementes da planta. S&o extraidos de plantas geralmente
aromaticas presentes em zonas de clima temperado, por exemplo, em paises tropicais e
mediterranicos onde representam grande conhecimento da medicina popular local (Bakkali
et al., 2008).

Os compostos que fazem parte dos 6leos essenciais sdo geralmente extraidos de
folhas e flores, variam de acordo com o tipo de planta e a parte da planta utilizada na
extracdo, assim como do método de extracdo. Geralmente sdo usadas técnicas de
hidrodestilacdo, destilacdo a vapor e extracdo por solventes (Cowan, 1999), sendo que a
hidrodestilagdo é a mais comum. Neste metodo a extracdo dos compostos volateis é
realizada por arrastamento de vapor de agua, seguida da condensacgédo do vapor recorrendo a

um condensador apropriado.
Ap0s serem extraidos, os 6leos essenciais devem ser analisados para identificagéo e
quantificacdo dos seus componentes. Para tal, sdo empregadas técnicas cromatograficas,
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como a cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de massas (GC-MS).

Na cromatografia em fase gasosa, a amostra injetada no cromatédgrafo volatiliza,
permitindo a separacdo e a identificacdo dos compostos individuais através do tempo de
retencdo relativo da amostra quando comparado com padrdes. Quando acoplado um detetor
de massas, além da separacdo dos componentes, obtém-se espetros de massas de cada pico,
que podem ser comparados com os obtidos para padrdes ou com espetros constantes na

biblioteca do equipamento ou na literatura.

2.2.1 Terpenos

Os terpenos compdem a esséncia volatil de flores e dos 6leos essenciais de ervas
aromaticas e especiarias, pertencendo a uma classe de compostos naturais com propriedades
bioldgicas funcionais e desejaveis. Podem-se encontrar em todas as partes das plantas
superiores: sementes, flores, frutos, folhas, raizes e também se encontram em musgos,
algas, microrganismos entre outras.

Os compostos deste tipo, em forma de 6leos ou extratos, tém sido utilizados desde a
antiguidade como ingredientes de aromas, conservantes, perfumes, medicamentos, sabdes e
pigmentos. Os terpenos ou terpendides podem ser classificados de acordo com o nimero de
unidades isoprénicas que 0s constituem: monoterpendides, sesquiterpendides, diterpendides,
triterpendides, tetraterpendides e politerpendides (Oliveira et al., 2003).

Terpenos que contém duas unidades de isopreno sdo chamados de monoterpenos
(C10), os quais sdo constituintes de componentes de esséncias volateis de flores e dleos
essenciais extraidos de plantas medicinais e ervas aromaticas, justificando a sua importancia
para a industria de perfumes e aromatizantes (Croteau et al., 2000).

Os sesquiterpenos (C15) sdo os terpenos que derivam de trés unidades de isopreno e,
portanto, contém quinze carbonos. Estes também sdo encontrados em 0leos essenciais e
varios deles atuam como fitoalexinas, compostos antimicrobianos produzidos em resposta a
ataque de microrganismos. O grupo dos diterpenos (C20) contem 20 carbonos e inclui
resinas acidas apresentadas por coniferas e leguminosas, fitoalexinas, e metabolitos
secundarios farmacologicamente importantes (como Taxol, quimioterapico, e forscolina)
(Wildung et al., 1996). Os triterpenos (C30) apresentam 30 atomos de carbono e séo
sintetizados a partir da condensagdo cauda-cauda de duas unidades de sesquiterpeno pela
extremidade fosfato.

Os terpenos que contém oito unidades de isopreno sdo chamados tetraterpenos
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(C40), sendo os principais deles os carotenoides, pigmentos intimamente ligados aos
processos fotossintéticos. Terpenos que apresentam mais de oito unidades de isopreno séo
denominados politerpenos (terpenos com mais de 40 carbonos), onde se encontram
compostos como ubiquinonas, poliprenoides e polimeros longos como a borracha
encontrada no latex (Croteau el al., 2000).

Os compostos terpénicos mais frequentes nos dleos volateis sdo 0s monoterpenos,
possuem grande variedade de estruturas com diversas fungdes como por exemplo
antimicrobiana, hipotensora e anti-inflamatoria.

Os monoterpenos sdo constituintes de componentes de esséncias volateis de flores e
6leos essenciais extraidos de plantas medicinais e ervas aromaticas, justificando sua
importancia para a industria de perfumes e aromatizantes (Croteau et al., 2000). Também
sdo usados em preparacGes medicinais: por exemplo, a canfora é utilizada para alivio da dor

reumatica e o timol e o carvacrol sdo usados em prepara¢des bactericidas (Figura 2).

2.2.2  Oleos essenciais da Satureja montana

O dleo essencial de Satureja montana é utilizado na medicina tradicional popular,
na industria alimenticia, na dermatologia, entre outros.

A composicdo do 0Oleo essencial de Satureja montana é variavel dependendo da
localizacdo e estagio vegetativo da planta, método de extracdo e tratamento da erva antes da
extracdo. De acordo com a maioria dos autores, 0s componentes mais abundantes sao 0s
compostos fenolicos timol e carvacrol, seguidos de monoterpenos como p-cimeno e y-
terpineno (Mastelic et al., 2003; Radonic et al., 2003; Skocibusic et al., 2003; Prieto et al.,
2007; Cavar et al., 2008; Silva et al., 2009). Em contrapartida, Slavkoska et al., (2011)
encontraram como constituintes maioritarios hidrocarbonetos monoterpénicos e
sesquiterpénicos e alcoois.

Alguns autores, também relatam a presenca de outros componentes presentes no
0leo essencial de Satureja montana como cariofileno e geraniol (Sevarda et al., 1986).

A atividade biol6gica e o uso dos Oleos essenciais, nas diferentes industrias, sdo
dependentes da sua composi¢éo, a qual é afetada por diversos fatores. O efeito antioxidante
do dleo essencial de Satureja montana tem sido relacionado com a presenca de grupos
hidroxilo nos seus compostos fenolicos (timol e carvacrol).

A atividade antimicrobiana do 6leo é atribuida a presenca de timol e carvacrol, uma
vez que numerosos estudos evidenciam o poder bactericida destes compostos sobre

6



microrganismos patogénicos. Entretanto, os constituintes em menor concentragdo também
devem ser considerados bem como a interacdo sinérgica entre eles, pois estes, afetam o

efeito antimicrobiano dos 0leos essenciais (Skocibusic et al., 2003).

OH

OH

Figura 2. Estruturas quimicas dos compostos maioritarios presentes no 6leo essencial de Satureja montana, Timol
(esquerda) e Carvacrol (direita).

2.2.3 Metodos de extracao

Os Oleos essenciais podem ser extraidos das plantas em gquantidade suficiente para
serem utilizados em sinteses quimicas ou como novos materiais, para uso cientifico ou
comercial (Serafini et al., 2002). Para tal, podem ser utilizados diferentes métodos de
extracdo tais, como a hidrodestilacdo, a destilacdo a vapor, a extragcdo por solventes
organicos, a extracdo com fluidos supercriticos, entre outros.

A proporcdo de Oleos essenciais extraidos por destilacdo a vapor é de 93%,

enquanto 0s 7% restantes sdo extraidos utilizando os outros méetodos (Yusoff et al., 2011).

2.2.3.1 Hidrodestilacao

A destilacdo é um processo de separagdo de misturas liquidas, baseado na
diferenca de composi¢des dos constituintes nas fases liquidas e de vapor em equilibrio,
devido a diferenga de volatilidade entre os componentes do liquido.

A extracdo de Oleos essenciais por hidrodestilacdo pode ser efetuada por dois
métodos, que sdo os seguintes: destilacdo do tipo Clevenger e destilacdo com arrastamento
por vapor. Na destilacdo do tipo Clevenger a matriz a tratar é imersa em agua. O

aquecimento até a fervura provoca a formacdo de vapor que arrasta 0s compostos mais



volateis. Apds a condensacgdo, estes compostos separam-se da agua por decantacdo. Na
destilagdo com arrastamento por vapor, o vapor de agua atravessa a matriz arrastando os
compostos volateis, sendo a separacdo semelhante a destilacdo por Clevenger (Figura 3).
Na destilacdo, 0 material € sujeito a temperaturas proximas dos 100 °C o que podera levar
a decomposicdo dos compostos termolabeis. Por outro lado, o aquecimento prolongado em
contacto com a &gua podera conduzir a hidrolise de ésteres, polimerizacdo de aldeidos ou
decomposicdo de outros compostos (Gil et al., 2005).

Destes, 0 melhor método para extrair dleos essenciais a partir de plantas e ervas
medicinais € a destilacdo por arrastamento com vapor de agua (Figura 3).
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Figura 3. Esquema do aparelho Clevenger para extragao (Fonte: Nucleo de Pesquisa de Plantas Medicinais, 2011).

2.2.3.2 Extracdo com solventes organicos

A extracdo com solventes organicos apolares (hexano, éter etilico, éter de petroleo
ou diclorometano) ou polares (acetato de etilo, metanol ou etanol) é outra técnica de
extracdo utilizada para se obter o extrato bruto de plantas. A extracdo pode ser feita a
temperatura ambiente ou a diferentes temperaturas com base na Temperatura de ebuli¢do do
solvente utilizado. Neste Ultimo caso, pode-se recorrer a0 método de extracdo continua de
solidos com solventes de baixo ponto de ebulicdo, que utiliza o extrator de Soxhlet em
escala laboratorial, conforme se apresenta na Figura 4. Neste processo a amostra esta
sempre em contato com o solvente, havendo a constante renovacéo do solvente. Além disso,

ndo ha necessidade de filtracdo ao término da extracdo, a metodologia é simples e o
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equipamento apresenta baixo custo (Luque et al., 2010).

As maiores desvantagens da extracdo com Soxhlet em comparacdo a outras técnicas
séo 0 longo tempo necessario para a extracao e a grande quantidade de solvente utilizado. A
amostra geralmente é extraida no ponto de ebuli¢cdo do solvente durante longos periodos.
Além disso, para a recuperacdo do extrato ha a necessidade de eliminacdo do solvente, que
pode ser incompleta (Luque et al., 2010).

A extracdo com solventes organicos é usada em todas as partes do mundo para obter

maior rendimento ou produtos que ndo podem ser obtidos por nenhum outro processo.

tubo concensador
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Figura 4. Aparelho de Soxhlet para extragéo por solvente (Fonte: Revista do Instituto Geolégico, 2010).

Outra técnica muito utilizada na extracdo de compostos bioativos a partir de plantas
é a extracdo sélido-liquido a temperatura ambiente (maceracdo) que consiste na separacao
de componentes sollveis, contidos numa matriz solida, que se difundem no solvente quando
este entra em contato direto com a matriz (Theodore et al., 2010; Dutta, 2007; Ignat et al.,
2011). E uma operacio unitaria muito usada para recuperar diversos compostos ativos de
plantas e das suas partes vegetais, bem como a preparagdo de extratos de origem vegetal,
devido a sua facil utilizacdo (Ignat et al., 2011; Dai et al., 2010).

Neste processo existem diversos fatores que afetam a eficiéncia de extracdo e o seu
rendimento, entre os quais, o tamanho das particulas e a presenca de substancias
interferentes na matriz (Theodore et al., 2010; Dutta, 2007). Assim, o material vegetal antes
de ser submetido ao processo de extracdo € moido, triturado ou pulverizado para aumentar a
area de superficie e promover uma boa mistura com o solvente. A toxicidade, a volatilidade,
viscosidade e pureza do solvente de extracdo também influenciam a eficiéncia de extracédo
(Bucar et al., 2013).



A selecéo do solvente depende da natureza dos compostos bioativos, sendo 0s mais
usuais a agua, os solventes orgénicos e misturas de solventes, entre 0s quais, metanol,

etanol, acetato de etilo, acetona, diclorometano e hexano (Sasidharan et al., 2011).

2.3 Atividade antioxidante

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia quimica que inibe o
processo de oxidacdo, ou qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracéo,
comparada a do substrato oxidavel, diminui ou inibe significativamente a oxidacdo daquele
substrato.

O consumo de antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos presentes na
maioria das plantas, que inibem a formacdo de radicais livres, também chamados de
substancias reativas, tem sido associado a uma menor incidéncia de doencas relacionadas
com o stress oxidativo (Singh et al., 2018). Ja a vitamina E (o-tocoferol) consumida, é
transportada na corrente sanguinea pelos componentes lipoproteicos e, em conjunto com as
ubiquinonas, evitam a peroxidacao lipidica. A vitamina C atua extinguindo o oxigénio
singleto, também evitando a peroxidacdo lipidica e o B-caroteno atua na prevengdo ou
retardamento das reacOes oxidativas que, ao longo do tempo, conduzem ao
desenvolvimento de doencas degenerativas (Chitarra et al., 2005).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na prote¢cdo dos organismos. O
primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a sua formacéo,
principalmente pela inibicdo das reac6es em cadeia com o ferro e o cobre. Os antioxidantes
sdo capazes de intercetar/neutralizar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou
por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipidos, os aminoacidos das proteinas, a
dupla ligacdo dos acidos gordos poli-insaturados e as bases do DNA, evitando a formacao
de lesdes e perda da integridade celular. Os antioxidantes obtidos da dieta, tais como as
vitaminas C, E e A, os flavonoides e carotendides sdo extremamente importantes na

intercetacao dos radicais livres.

2.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo produtos do metabolismo secundario que incluem uma
grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem no minimo um anel

aromatico, com um ou mais hidroxilos como grupos funcionais. Constituem um grupo
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quimico e funcionalmente heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos
conhecidos. Podem ser sintetizados por meio de duas vias bioquimicas: a via do acido
chiquimico e a via do acetato. A maioria dos compostos fenolicos secundarios em plantas é
derivada da fenilalanina (via do &cido chiquimico), através da eliminacdo de uma molécula
de amonia para formar o &cido cindmico. Em reacdes subsequentes, sdo adicionados grupos
hidroxilo, e outros substituintes, dando origem a diversos compostos fendlicos simples, 0s
fenilpropanoides. Estes sdo importantes unidades basicas para a formacdo de compostos
fenolicos mais complexos, como os flavonoides, os taninos e a lignina (Salisbury et al.,
1994; Taiz et al., 2004).

Os compostos fendlicos estdo quase universalmente presentes nas plantas e
acumulam-se em todas as partes dos vegetais (raiz, caule, folhas, flores e frutos),
representam a classe de metabdlitos secundarios mais estudada. Entretanto a funcdo de
muitos compostos fenolicos é ainda desconhecida. Dentre as funcdes desempenhadas por
esses compostos heterogéneos, pode-se citar as suas agdes como pesticidas naturais,
antibioticos, sinalizadores para o0 estabelecimento de relagdes de simbiose com
microrganismos, atracdo de insetos polinizadores, protecdo contra a radiacao ultravioleta,
além da funcdo estrutural que da estabilidade a planta (Heldt, 1997).

Os compostos fendlicos sdo considerados antioxidantes primarios presentes nas
plantas, e considera-se que ha uma relagdo linear entre o contetido de compostos fenélicos
totais e as propriedades antioxidantes de uma determinada espécie vegetal (Shylaja et al.,
2004).

Na quantificacdo de fendis totais existem varios métodos que podem ser utilizados.
Um dos métodos mais extensivamente utilizado é um método colorimétrico, que envolve a
oxidacdo de fendis em meio basico pelo reagente de Folin-Ciocalteu, de cor amarela. Este
reagente consiste na mistura dos acidos fosfomolibdico (HsPMo01,0,4) e fosfotingstico
(HsPW1,040). Da reagcdo de oxidagdo resulta um composto de cor azul
(molibdotungstofosfato), cuja absor¢cdo maxima é diretamente proporcional a composi¢éo
quantitativa de compostos fenolicos na amostra analisada, sendo lida a absorvancia a 765
nm (Ikawa et al., 2003; Cicco et al., 2009). A aplicacdo do método de Folin-Ciocalteu
requer a realizagdo de uma curva de calibracdo para a qual se usam diferentes concentragdes
de uma solucéo de &cido galhico dissolvido em agua e os resultados sdo apresentados em

miligramas equivalentes de acido galhico por grama de extrato (Atoui et al., 2005).
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2.3.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo a maior classe de compostos fenolicos presentes nas plantas,
tendo sido identificados mais de quatro mil compostos dentro das principais classes
(Wiseman, 2013). Estes compreendem um extenso grupo de substancias que ocorrem
naturalmente podendo ser encontrados em todas as partes de uma planta (Cassidy et al.,
2013). Estes fitoquimicos sdo também ubiquos nos frutos, vegetais, assim como em
produtos alimentares, caso do azeite (Bakhouche et al., 2013; Vinha et al., 2005) e
bebidas derivadas de plantas, como infusGes (Friedman, 2007) e vinho tinto (Georgiev
etal., 2014).

Os flavonoides sdo moléculas de baixo peso molecular, consistindo em 15
atomos de carbono, organizados numa configuracdo de C6-C3-C6. Sdo compostos
triciclicos possuindo dois anéis arométicos (anéis A e B), ligados por uma cadeia
alifatica de 3 carbonos, a qual normalmente se encontra condensada na forma de um
pirano, o anel C (Figura 5) (Heim et al., 2002; Peterson et al., 1998). Segundo o grau de
oxidacdo do anel C pode-se ter grupos diferentes de flavonoides, tais como os flavonois,
flavonas, flavanonas, entre outros. Apesar do nome flavonoides ter origem do latim
“flavus”, que significa amarelo, os flavonoides geralmente sdo incolores e as vezes
podem potenciar a coloracdo das plantas dentro da gama do verde até ao azul, sendo lida

a absorvancia a 510 nm.

Figura 5. Estrutura base dos flavonoides (Fonte: Costa et al., 2009).

Os flavonoides, ao contrario dos acidos fenolicos, apresentam uma biossintese
mista: o anel aromatico A, deriva da via acetato, enquanto os anéis B e C sdo sintetizados
pela via chiguimato (Costa, 2009). Sao classificados em diferentes classes de compostos, de
acordo com seu processo de formacdo: antocianinas, leucoantocianidinas, flavondis,
flavonas, f lavandis, chalconas, auronas, flavanonas e isoflavonas. Possuem propriedades
quimicas dos fendis, sendo relativamente soliveis em agua, principalmente quando

possuem moléculas de agucares ligadas a sua estrutura. Sdo levemente &cidos e como séo
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compostos polares ou moderadamente polares, sdo sollveis em etanol, metanol e butanol e
combinacbes de solventes com &gua. Podem sofrer degradacdo se deixados em meio

alcalino na presenca de oxigenio.

2.3.3 Ensaios de avaliacdo da capacidade antioxidante

2.3.3.1 Captacéo de radicais DPPH

O ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) é um ensaio relativamente simples
e rapido sendo um dos ensaios mais utilizados na determinacédo da capacidade antioxidante.
Quando existe um elevado nimero de andlises a realizar, podem ser utilizados leitores de
microplacas (Karadag et al., 2009). Apesar de ser um dos ensaios mais utilizados para a
determinacdo e comparacao do estado antioxidante de compostos fendlicos, a avaliacdo da
capacidade antioxidante pelas alteragdes na absorvancia do DPPH, devem ser avaliadas
atentamente porque a absorvancia do radical DPPH a 517 nm ap06s a reagdo com um
antioxidante diminui com a luz, com o oxigénio e com o tipo de solvente utilizado (Lee et
al., 2003; Karadag et al., 2009).

O radical DPPH (que apresenta uma cor violeta forte), na presenca de antioxidantes
dadores de atomos de H, como € o caso dos fendis, ou eletrfes, é reduzido formando um
produto amarelo (Figura 6), com consequente diminuicdo da absorvancia. Quando existem
compostos na solucdo que apresentam caracteristicas antioxidantes esta coloracdo perde
intensidade ou desaparece. O radical DPPH é convertido em hidrazina, de cor amarela
palida, resultando numa diminuicdo da absorvancia entre 515 e 528 nm, até valores
constantes (Magalhées et al., 2008; Barreira, 2010; Barroso et al., 2011).

A percentagem de atividade antioxidante corresponde a quantidade de DDPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para
diminuir a concentragdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentragdo eficiente
(EC50), ou seja quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua

EC50 e maior a sua atividade antioxidante (Angelo et al., 2007).
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Figura 6. Esquema representativo do radical DPPH na presenga de uma amostra com capacidade de captacdo do
radical (Fonte: Adaptado de Molyneux et al., 2004).

2.3.3.2 Ensaio de poder redutor

O método do poder redutor baseia-se na capacidade que os antioxidantes possuem
em reduzir o ido férrico (Fe®*) (FeCls/K3Fe(CN)s) a forma ferrosa (Fe**) (Chung et al.,
2002). Dependendo do poder redutor dos compostos avaliados, a cor amarela da solucéo
altera para varias tonalidades de verde ou azul, podendo ser medida
espetrofotometricamente a 690 nm (Yen et al., 1995; Amarowicz et al., 2004). A reacdo
ocorre em meio acido (pH = 3,6) para manter a solubilidade do ferro (Karadag et al., 2009).

O ensaio do poder redutor é considerado simples, rapido, econémico e bastante
fiavel, podendo ser aplicado de uma forma manual, automatizada ou semi-automatizada
(Pior et al., 2005). No entanto, qualquer substancia, com potencial redox inferior ao par
Fe3* | Fe2*+, capaz de doar eletrbes pode influenciar o ensaio. Por outro lado, um
antioxidante capaz de reduzir pro-oxidantes pode ser capaz de reduzir o Fe3+, ndo sendo
detetados os compostos que captam radicais (Karadag et al., 2009). Finalmente, o0s
compostos que absorvem no mesmo comprimento de onda podem interferir na

determinacéo, causando sobrestimacéo de resultados (Magalh&es et al., 2008).

2.3.3.3 Ensaio da inibi¢do da descoloracéo do B-caroteno

O ensaio de inibi¢do da descoloragao do B-caroteno € amplamente utilizado para
medir a atividade antioxidante dos compostos bioativos, uma vez que o [(-caroteno é
extremamente suscetivel a oxidacdo do radical linoleato (Bougatef et al., 2008). O B-
caroteno sofre descoloracdo rapida na auséncia de um antioxidante. Durante a oxidagao, um
eletrdo (acompanhado de um atomo de hidrogénio) é removido do acido linoleico, dando
posteriormente origem ao radical livre pentadienilo que, em seguida, ataca as moléculas

altamente insaturadas do B-caroteno num esforco para readquirir o eletrdo. Como as
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moléculas de B-caroteno perdem a sua conjugacdo, os carotenoides perdem a cor laranja
caracteristica, num processo que pode ser monitorizado espetrofotometricamente (A = 470
nm). A presenca de um antioxidante (nomeadamente, fendlico) pode impedir a extensao da
destrui¢ao do B-caroteno ao neutralizar o radical livre linoleato (ou seja, utilizando o seu
potencial redox) e quaisquer outros radicais livres formados no interior do sistema.

Assim, para inibir a descoloragdo do B-caroteno adiciona-se uma amostra contendo
antioxidantes ou extratos vegetais pois estes podem ceder eletrdes aos radicais, prevenindo
assim a descoloracdo do [B-caroteno (Amorowicz et al., 2004), conforme descrito nas

seguintes equacdes:

B-caroteno-H (laranja) +RO0O" — B-caroteno’ (descolorado) +ROOH
1)
B-caroteno-H (laranja) +RO0O+AH— B-caroteno-H (laranja) + ROOH+A'

onde ROO- representa o radical livre linoleato e AH representa os antioxidantes presentes

num extrato vegetal.

2.3.4 Atividade antimicrobiana

A investigacdo da atividade bioldgica de extratos de plantas e produtos naturais
revela o potencial das plantas como fonte de novos agentes de conservacdo. Os estudos
sobre os extratos e compostos quimicos de plantas tém aumentado nas Gltimas décadas, e
tém sido aplicados na producdo de medicamentos para humanos e animais. Ndo sé 0s
extratos contendo compostos fendlicos, como também os Oleos essenciais de diversas
plantas, apresentam atividade bioldgica, o que justifica mais estudos sobre este assunto,
nomeadamente na caracterizacdo da atividade antimicrobiana.

Nos ultimos anos, o estudo da atividade antimicrobiana e seus métodos de avaliagdo
tem merecido maior atencdo por parte de varios investigadores. Normalmente, recorre-se a
testes de suscetibilidade antimicrobiana para pesquisa, in vitro, de potenciais agentes
antimicrobianos. Para avaliar a suscetibilidade dos microrganismos ao agente em causa
pode-se recorrer a varios metodos. O método de difusdo em agar e os metodos de diluicédo
em agar ou meio liquido (caldo) s&o os mais simples e mais utilizados. Os métodos de
diluicdo permitem determinar a concentragdo minima inibitéria (MIC), ou seja, a
concentragdo mais baixa de um agente antimicrobiano que impede o crescimento de um
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microrganismo.

O método mais comummente utilizado para avaliagdo do perfil de resisténcia
antimicrobiana de bactérias isoladas é o método de difusdo em agar. Tem sido muito
utilizado devido a facilidade de uso, baixo custo, reprodutibilidade, e flexibilidade no tipo e

numero de amostras que podem ser testadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Padrdes e reagentes

Os reagentes 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), hidréxido de potassio (85% de
grau de pureza), sulfato de magnésio (99,5%), cloreto de iodonitrotetrazolio (95%), nisina
(2,5%) foram adquiridos a empresa Sigma-Aldrich Chemical Co; o B-caroteno (95%) foi
adquirido através da empresa Cayman Chemicals; cefotaxima (98%) foi adquirido a
empresa Acros Organics; o acido linoleico (99%) a Alfa Aesar; o trolox é da marca Acros
Organics e o grau de pureza é 97%; o cloreto de sédio (99,5%) e o metanol (99,8%) foram
adquiridos a empresa AnalaR Normapur; o n-heptano, com pureza adequada para GC, foi
comprado a Chromanorm Co.

O padrédo usado na determinacdo de compostos fendlicos totais foi o acido galhico
(98%), da marca Merck e para a determinacgéo de flavonoides totais utilizou-se como padrdo
a catequina (98%), adquirida na Cayman Chemical. O reagente de Folin- Ciocalteu e o
Tween 80 foram adquiridos a Panreac. Para a preparacao das diversas soluges, utilizou-se
carbonato de sddio, nitrito de sodio, cloreto de aluminio, hidroxido de sodio, tampédo fosfato
de sddio, ferricianeto de potassio, acido tricloroacético, cloreto de ferro, acido sulfarico e
acido cloridrico concentrado, de pureza pro-analise.

Os reagentes utilizados nos géis hidrossoluveis foram os seguintes: carbopol 940, da
marca Fagron; trietanolamina que foi adquirido a empresa Carlo Erba; &cido citrico da
marca Panreac; EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) dissodico foi adquirido a empresa

V.P., a imidazolidinil ureia a Alfa Aesar e o propilenoglicol a Labchem.

3.2 Determinacao dos compostos bioativos

3.2.1 Obtencao e preparacao das amostras

A amostra da planta seca de Satureja montana foi adquirida através da empresa
Cantinho das Aromaéticas (empresa portuguesa sediada em Vila Nova de Gaia, que tem
como principais finalidades a producao, secagem, embalamento e comercializacdo de ervas
aromaticas secas) tendo sido transportada num saco de papeldo até ao laboratério e as folhas
foram separadas dos caules para posterior analise.

Parte da amostra foi triturada num moinho, modelo IKA A1l BASIC, e armazenada
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a -20°C dentro de um goblé tapado com parafilm e a restante amostra ficou a temperatura
ambiente.
Foi ainda adquirido Oleo essencial comercial de Satureja montana, através da

empresa Casa das Esséncias (Oeiras, Portugal).

3.2.2 Extracéo do 6leo essencial da amostra

O oOleo essencial da amostra analisada foi obtido através do método da
hidrodestilacdo usando um aparelho Clevenger. Para a hidrodestilacdo colocou-se 50 g de
amostra triturada num baldo de fundo redondo de 1000 mL e adicionou-se 500 mL de agua
destilada. A amostra foi misturada com a agua agitando manualmente o baldo e
posteriormente o baldo foi colocado numa manta de aquecimento para se proceder a
extracdo do O6leo essencial. O processo de extracdo decorreu por um periodo de
aproximadamente 3 horas e foi repetido por forma a obter 6leo suficiente para as analises
subsequentes. No final, o 6leo essencial extraido foi recolhido para frascos de vidro aos
quais se adicionou sulfato de sodio anidro (Na:SO4) para absorver a agua que possa Vir
juntamente com o 6leo extraido e de seguida foram guardados no frigorifico a -20 °C.

Na Figura 7 esta representada a montagem usada para a hidrodestilacdo da amostra de

Segurelha.

Figura 7. Aparelho de Clevenger para a a realizacdo da hidrodestilacdo e uma amostra de 6leo esencial extraido de
Segurelha seca guardado num frasco de vidro.
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3.2.3 Preparacao dos extratos

Para a extracdo de compostos fenolicos utilizou-se cerca de 2 g de amostra, tendo
sido preparados dois tipos de extratos, nomeadamente decoc¢do e extrato hidroetandlico.
Neste ultimo, a amostra foi misturada com 100 mL de etanol:agua (80:20, v/v), tendo a
extracdo decorrido sob agitagdo (320 rpm) durante 1 hora, a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Apés agitagdo, as amostras foram colocadas num banho de ultrassons
(J.P.Selecta, Espanha) durante 5 minutos a 50 Hz e de seguida procedeu-se a filtracdo com
papel de filtro Whatman N° 4. Para a decoc¢édo, a amostra foi extraida com 100 mL de dgua
a ebulicdo durante 5 minutos. Apés arrefecimento, a solucdo obtida foi filtrada usando
papel de filtro Whatman N° 4. Em ambos o0s casos, o residuo obtido foi reextraido sob as
mesmas condicBes. De seguida, para cada amostra procedeu-se a juncdo dos extratos. Para o
extrato hidroetandlico, procedeu-se inicialmente a evaporacao do solvente organico a 40 °C
em evaporador rotativo. Seguidamente, e de igual forma para a decoccdo, o extrato foi
congelado e liofilizado. O residuo obtido foi redissolvido nos respetivos solventes de
extracdo e utilizado apos dilui¢do adequada. O processo de extragdo foi feito em duplicado.

Na Figura 8 encontra-se a imagem do evaporador rotativo utilizado neste trabalho.

Figura 8. Evaporador rotativo, (Buchi), utilizado na preparacéo de extratos.
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3.3 Determinacdo da composicdo quimica

3.3.1 Compostos volateis

A determinacdo da composicdo quimica do 6leo essencial comercial e do dleo
essencial extraido da amostra de Satureja montana foi realizada pela técnica de
Cromatografia Gasosa acoplada a detecéo por Espetrometria de Massas (GC-MS).

A unidade GC-MS consiste num cromatografo GC-2010 Plus, da marca Shimadzu,
equipado com injetor automatico AOC-20iPlus (Shimadzu) e com uma coluna de silica
fundida SH-RXi-5ms (30 m x 0,25 mm x0,25 pm; Shimadzu, USA). O programa de
temperatura do forno foi o seguinte: temperatura inicial de 40 °C, durante 4 min, em
seguida aumentou-se a temperatura 3 °C/min até 175 °C, 15 °C/min até 300°C e foi
mantida durante 10 min. O volume da amostra injetado correspondeu a 1 pL, com uma
razdo de Split 1:10, sendo a temperatura do injetor 260 °C e a temperatura do detetor 280
°C, a temperatura da fonte idnica foi de 220 °C. A energia de ionizacdo foi 870 eV, tendo-
se utilizado uma faixa de varrimento de 35-500 u, com tempo de varrimento de 0,3 s.

A identificacdo dos compostos foi baseada na comparacao dos espetros obtidos com
os da biblioteca espetral de massa NIST17, considerando-se uma percentagem de
similaridade >90%, e foram confirmados usando os indices de retencdo lineares
determinados a partir dos tempos de retencdo de uma mistura de n-alcanos (C8-C40, ref.
40147-U, Supelco) analisados em condicdes idénticas. Adicionalmente, e quando possivel,
procedeu-se ainda a comparacao com os dados publicados na literatura e a comparacao com
compostos padrdo comerciais.

A quantificagdo dos diferentes compostos foi realizada usando valores relativos das

areas dos picos, obtidas diretamente dos valores de corrente total de iGes (TIC).

3.3.2 Compostos fenolicos totais

A determinagéo do teor de compostos fenolicos totais do extrato hidroetandlico e da
decoccdo, preparados a partir das folhas de Satureja montana, foi realizada através de
espetrofotometria num leitor de microplacas (Epoch 2, Biotek), utilizando o reagente Folin—

Ciocalteu. Para a obtencdo da curva de calibragdo utilizou-se uma solucéo
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metanolica de acido galhico, composto fendlico usado como padrdo, com concentracfes de
0,005; 0,01; 0,05; 0,1 e 0,25 mg/mL. Para analise foram preparadas diferentes
concentragdes dos extratos das amostras, tendo-se usado dilui¢cbes seriadas (1:2), se
necessario.

Num tubo de ensaio misturou-se 500 pL de extrato de cada amostra ou padrao com
2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v, em agua) e 2 mL de carbonato de sdédio
(75 g/L). Os tubos foram vortexados por 15 segundos e colocados a repousar no escuro,
durante 30 minutos a 40 °C, para o desenvolvimento de cor. Em simultaneo, foi preparado
um branco contendo 500 pL de metanol, 2,5 mL de Folin-Ciocalteu e 2 mL de carbonato de
sodio. No final, caso a solucdo se apresentasse turva com particulas em suspenséo,
procedeu-se a sua centrifugacdo a 12000 rpm durante 2 minutos. De seguida transferiram-se
as amostras/padrdes de cada tubo de ensaio para uma placa com auxilio de uma
micropipeta. Para a preparacdo do branco de reacdo, procedeu-se de forma similar
utilizando metanol.

Por altimo, mediu-se a absorvancia de cada diluicdo preparada a 765 nm no leitor de
microplacas e foi calculada a concentragdo em termos de compostos fendlicos totais
utilizando a curva padréo obtida com &cido galhico. Os resultados foram expressos em mg
equivalentes de &cido galhico por grama de extrato (mg AG/g extrato).

Na Figura 9 apresenta-se uma imagem com o aspeto final dos padrdes feitos com

acido galhico em tubos de ensaio e em microplaca.

Figura 9. Padrdes preparados com &cido galhico para a determinagéo dos fendis totais.
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3.3.3 Flavonoides totais

A determinacdo de flavonoides totais do extrato hidroetanolico e da decocc¢éo, foi
realizada por espetrofotometria e num leitor de microplacas, tendo-se utilizado uma solugéo
padréo de catequina com concentragbes de 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 0,5 mg/mL para
obtencdo da curva de calibracdo. Prepararam-se diferentes concentracfes dos extratos das
amostras por diluicdo em metanol, adequadas a curva de calibracdo usada. Misturou-se 500
uL da solugdo de extrato ou padrao com 2 mL de dgua destilada e, posteriormente, com 150
uL da solugdo de NaNO:z (5%, m/v). Os tubos foram vortexados por 15 segundos e deixados
a repousar por 6 minutos no escuro. Apds adi¢do de 150 uL de solu¢do de AICl3 (10%,
m/v), os tubos foram levados ao vortex por 15 segundos e deixados a repousar por mais 6
minutos no escuro. Misturou-se 2 mL da solu¢ao de NaOH (4%, m/v), 200 puL de agua
destilada, vortexou-se por 15 segundos e deixou-se repousar por mais 15 minutos no escuro.
No final, caso a solucdo se apresentasse turva/com particulas em suspensdo, procedeu-se a
sua centrifugacdo a 12000 rpm durante 2 minutos. De seguida os padrfes foram transferidos
dos tubos de ensaio para uma placa com auxilio de uma micropipeta. Para a preparacdo do
branco de reacdo, procedeu-se de forma similar utilizando metanol.

Por altimo, mediu-se a absorvancia a 510 nm e calculou-se a concentracdo de
flavondides totais utilizando uma curva padrdo obtida com catequina, sendo os valores
expressos em mg equivalentes de catequina por g de extrato (mg Categ/g de extrato).

Na Figura 10 apresenta-se uma imagem com o aspeto final dos padrbes de

catequina, em tubos de ensaio.

Figura 10. Padrdes preparados com catequina para a determinagéo dos flavonoides totais.
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3.4 Determinacéo da atividade antioxidante

34.1 Capatacéo do radical DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH do extrato
hidroeatndlico e da decoccdo, foi realizada usando o leitor de microplacas e num
espetrofotdmetro de feixe duplo (Jasco V-530, 2004), tendo-se utilizado Trolox como
padrdo de referéncia (com concentragdes entre 0,0039 mg/mL e 0,5 mg/mL), tendo sido
utilizado metanol como solvente. Para as amostras dos extratos foram preparadas diferentes
dilui¢des (0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 mg/mL). Misturou-se 100 puL de cada uma
das diferentes concentragdes de extrato com 900 pL de solugdo metanolica de DPPH (6 x
10° mol/L), homogeneizou-se e colocou-se a mistura obtida no escuro durante 1 hora. Para
a preparacdo do branco de reacdo, procedeu-se de forma similar utilizando metanol. A
reducdo do radical DPPH foi avaliada através da medicdo da absorvancia a 517 nm. A
atividade captadora de radicais livres (ACR) foi calculada em funcdo da percentagem de
descoloracdo de DPPH usando a equacao 2:

% ACR = [(Abs DPPH — Abs Sol) /Abs DPPH] x 100 2)

Onde Abs Sol representa a absorvancia da solugdo na presenca de extrato numa
determinada concentracdo e Abs DPPH representa a absorvéancia da solucdo de DPPH
(branco de reacdo). A concentracdo minima de antioxidante necessario para reduzir em 50%
a concentracdo inicial da atividade captadora de radicais (EC50), foi calculada por
interpolacdo a partir do grafico de percentagem ACR em funcdo da concentragdo da
amostra. Todos os extratos foram analisados em duplicado.

Na Figura 11 apresenta-se uma fotografia com as amostras do extrato

hidroetandlico.

Figura 11. Determinacéo da % de captacéo do radical DPPH para o extrato hidroetandlico.
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3.4.2 Poder redutor

A determinacdo do poder redutor foi realizada por espetrofotometria e utilizado um
leitor de microplacas, onde foram preparadas diferentes diluicbes dos extratos
hidroetanolico e decoccdo (entre 0,03125 mg/ mL e 0,5 mg/ mL). Misturou-se 500 pL de
extrato com 500 pL de solucdo tampao de fosfato de sddio (0,2 mol/L a pH=6,6) e 500 uL
de solucdo de ferricianeto de potassio (1%, m/v). A mistura foi homogeneizada e incubada a
50 °C durante 20 minutos e, apos arrefecimento, adicionou-se 500 uL de acido
tricloroacético (10%, m/v) e de seguida homogeneizada e centrifugada a 12000 rpm durante
2 minutos. Foi retirado 1 mL da fase superior da mistura anterior para um tubo de ensaio e
adicionou-se 1 mL de agua desionizada e 0,2 mL de FeCl3 (0,1%, m/v). Para a preparacéo
do branco de reacédo, procedeu-se de forma similar utilizando metanol. A absorvancia da

mistura obtida foi medida a 690 nm num leitor de microplacas e num espetrofotometro. A
concentragéo de extrato correspondente ao EC50 (concentracdo de extrato correspondente a
0,5 de absorvancia), foi calculada a partir do grafico de absorvancia a 690 nm em funcéo da
concentracdo do extrato. Como padrdo de referéncia utilizou-se uma solugédo de trolox em
metanol com concentragdes entre 0,0039 mg/ mL e 0,5 mg/ mL (Figura 12). Todos 0s

extratos foram analisados em triplicado.

Figura 12. Fotografia da determinacdo do poder redutor da solucéo padrdo de Trolox.
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3.4.3 Inibicao da descoloracio do f3-caroteno

A determinag¢do da inibi¢do da descolora¢do do B-caroteno do extrato hidroetandlico
e da decocgdo foi executada num espetrofotometro de feixe duplo (JascoV-530, 2004).
Preparou-se uma solugao de B- caroteno (2 mg/mL) em cloroférmio e transferiu-se 1,5 mL
desta solucdo para um baldo de fundo redondo. Procedeu-se a evaporacdo do solvente em
corrente de azoto, adicionou-se acido linoleico (40 mg), emulsionante Tween 80 (400 mg) e
agua destilada (100 mL), agitando-se manualmente muito bem. Seguidamente, transferiram-
se 48 mL de emulsdo obtida para tubos de Falcon contendo 200 pL de diferentes
concentracdes de extrato. Imediatamente apOs a adicdo da emulsdo, procedeu-se a
homogeneizacdo da mistura e leu-se a absorvancia a 470 nm (correspondente ao tempo
zero, T0). Os tubos foram protegidos da luz com folha de aluminio e foram colocados
durante 2 horas de incubagdo, no escuro, a 50 °C com agitagdo (100 rpm), mediu-se
novamente a absorvancia. Em simultaneo, foi preparado um branco de reacdo utilizando
200 pL de metanol. Foi ainda preparada uma emulsdo sem [B-caroteno para obtencdo do
zero de absorvancia no espetrofotometro. A inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno foi
calculada utilizando a seguinte equagéo 3:

% Inibicio da descoloraciio do pB-caroteno = (conteudo de B-caroteno apds 2 h de

ensaio/conteudo inicial de p-caroteno) x 100 3)

A concentracdo de extrato que origina 50% de atividade antioxidante (EC50) foi
calculada por interpolacdo a partir do grafico de percentagem da inibicdo da descoloracdo

do B-caroteno em funcdo da concentracdo de extrato.

3.5 Determinacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada por trés metodologias distintas,
nomeadamente pelo método da difusdo em agar, pelo método da macrodiluigdo em caldo e
pelo método da microdiluicdo em microplacas, tendo os dois primeiros sido utilizados para
as amostras de Oleo essencial e o Ultimo para as amostras dos extratos (hidroetandlico e
decocgéo). Em todos os casos a atividade antimicrobiana foi avaliada usando os seguintes
microrganismos de referéncia: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Enterobacter aerogenes (ATCC
13048), Proteus mirabilis (ATCC 14153), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
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Bacillus cereus (ATCC 10876), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Enterococcus faecalis
(ATCC 19433) e Candida albicans (ATCC 2091). As culturas foram obtidas por

crescimento em caldo nutritivo durante 24 horas, a 37°C.

3.5.1 Método da difusdo em placas de agar

Os ensaios aplicando o método da difusdao em placas foram realizados em placas de
petri esterilizadas contendo meio Mueller Hinton (Himedia). Apos ajustar cada um dos
indculos a 0,5 McFarland (aproximadamente 108 UFC/mL), as placas foram inoculadas por
sementeira a superficie utilizando uma zaragatoa estéril. Procedeu-se a impregnacdo dos
discos de papel (6 mm de didametro), previamente esterilizados, colocando em cada disco 15
uL de cada um dos 6leos essenciais, sendo utilizado 6leo essencial comercial e o extraido
da planta usando o Clevenger.

As placas foram seladas com parafilm, de forma a evitar a desidratacdo do meio e a
perda de compostos volateis, e foram colocadas na estufa a 37 °C durante 24 horas. Apos o
periodo de incubagdo, mediram-se os halos de inibicdo (em mm). Todos 0s processos
descritos foram realizados em camara de seguranca bioldgica (Telstar Bio 1l Advance) de
modo a garantir o maximo de condic¢des de esterilidade.

Na Figura 13 apresenta-se uma imagem do método de difusdo em placas com a

bactéria Enterobacter, usando 6leo comercial e o 6leo extraido em laboratério.

Figura 13. Método da difusdo em placas com a bactéria Enterobacter, usando o
6leo comercial (COM) e o dleo extraido em laboratério (Clev).
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3.5.2 Método da macrodiluicéo

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial comercial e do 6leo essencial extraido
de Segurelha foi também avaliada pelo método da macrodiluicdo em caldo, segundo o
método do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), com algumas modificacdes.

Este método consiste na preparacdo da diluicdo do agente antimicrobiano num meio
de crescimento liquido, em tubos com um volume minimo de 2 mL.

De inicio colocou-se 100 mL de caldo Muller-Hinton (Muller-Hinton Broth- MHB)
num matraz de 250 mL e adicionou-se 500 uL de Tween 80, ficando uma solugdo de Tween
80 a 0,5% em MHB. Seguidamente procedeu-se a diluicdo das amostras de 6leo essencial
(OE) de Segurelha em tubos de ensaio, tendo-se preparado as dilui¢des a 5%, 2,5%, 1,25%,
0,625%, 0,3125%, 0,16% e 0,078% (v/v). Para preparar a dilui¢cdo a 5% de OE pipetou-se
para um tubo de ensaio 1900 pL da solugao Tween 80 a 0,5% em MHB adicionando-se 100
uL de 6leo essencial. A amostra foi vortexada muito bem de modo a formar uma emulsdo e
procedeu-se a diluicdo seriada. Seguidamente, foi preparado o indéculo de cada
microrganismo. Para tal, primeiramente ajustou-se a concentracdo do microrganismo a

escala de 0,5 McFarland, tendo-se posteriormente diluido, para obter uma concentracao

final de aproximadamente 5x10° UFC/mL.

Ap0s preparacdo do inoculo, adicionou-se 1000 uL a cada um dos tubos, incluindo o
branco e vortexou-se novamente. Desta forma, os Oleos essenciais foram testados com
concentragdes finais entre 2,5% e 0,039% (v/v). Por fim, os tubos foram incubados na
estufa a 37 °C durante 24 horas. No final os tubos foram observados visualmente para
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (MIC), correspondendo esta a menor
concentracdo de OE que consegue inibir o crescimento visivel do microrganismo.
Seguidamente, avaliou-se a concentracdo minima bactericida (MBC), correspondendo a
concentragdo da amostra de Oleo essencial que resulta na morte bacteriana, por
plagueamento de uma amostra dos tubos para os quais ndo houve crescimento visivel.

Na Figura 14, apresenta-se um exemplo de uma das dilui¢Oes feitas para a avaliagéo
da atividade antimicrobiana (esquerda) e um exemplo do resultado final apés ter sido feito o

espalhamento em placas com agar nutritivo (direita).
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Figura 14. Diluigdes feitas para a avaliacio da atividade antimicrobiana (esquerda) e crescimento apés 24h na estufa
para determinacdo da MBC (direita).

3.5.3 Método da microdiluicao

Para o estudo da atividade antimicrobiana do extrato hidroetan6lico e da decoc¢édo
utilizou-se 0 método da microdiluicdo em caldo segundo o método do Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI), com algumas modifica¢6es, nomeadamente tendo-se
adaptado os volumes usados de inéculo, solucdo de agente antimicrobiano (cefotaxima,
nisina ou extrato) e meio de cultura. Inicialmente, efetuou-se a padronizagdo do in6culo a
escala de 0,5 McFarland. Seguidamente, utilizando placas de 96 pogos de fundo plano
estéreis, adicionou-se meio MHB e solucdo de agente antimicrobiano, procedendo-se em
seguida a sua diluicdo seriada (1/2) por forma a obter um volume final de 150 uL. Por
ultimo, adicionou-se 15 pL de meio de cultura inoculado com o microrganismo teste. Como
controlos usou-se meio (MHB) adicionado com inéculo (controlo de crescimento) e meio
MHB (controlo negativo). As placas foram incubadas durante 24 horas a 37 °C. ApGs
incubacdo, observou-se a presenca ou auséncia de turvacdo e adicionou-se 40 pL de uma
solucéo de cloreto de p- iodonitrotetrazélio (0,2 mg/mL) a todos os pocos. As microplacas
foram colocadas na estufa a 37 °C durante 30 minutos e posteriormente observou-se 0s
pogos relativamente & mudanca de coloragdo para cor-de-rosa. Os resultados foram
expressos em concentracdo minima inibitoria (MIC) definida como a concentracdo minima
de extrato necessaria para promover a inibicdo do crescimento bacteriano. Na Figura 15

apresenta-se uma imagem do método da microdiluicdo com a bactéria Proteus mirabilis.
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Figura 15. Método da microdiluicdo com a bactéria Proteus mirabilis.

3.6 Preparacao e avaliacdo de hidrogéis

Para a obtencdo do hidrogel, inicialmente adicionou-se 0,5 g de Carbopol 940 a 20
mL de &gua desionizada, tendo-se deixado a mistura em repouso durante 1h, para
hidratacdo do polimero. Seguidamente, a mistura foi colocada em agitacéo e adicionou- se 1
mL de trietanolamina e 2 mL de extrato (hidroetandlico ou decocgdo) a 10 mg/ mL
(correspondente a uma concentragéo final de aproximadamente 400 g extrato/g hidrogel).
De seguida, adicionou-se acido citrico (0,45 g), EDTA dissodico (0,005 g), imidazolidinil-
ureia (0,1 g) e propileno glicol (7,5 g). O produto final foi ajustado a 50 g, por adigédo de
agua desionizada, e submetido a ensaios de composi¢do quimica e atividade antioxidante.
Para melhor estimar a concentragdo final de extrato, procedeu-se a determinacdo da
densidade de uma solucéo aquosa (1/4) do hidrogel por gravimetria, tendo sido esta solucéo
usada para as determinacgdes subsequentes.

Preparou-se ainda uma formulacdo base nas mesmas condi¢des, mas sem incorporar
extrato (controlo negativo). Apds diluicdo dos hidrogéis em agua (1/4), estes foram
avaliados relativamente ao teor de fendis totais e atividade antioxidante como descrito nas

seccdes anteriores.
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4. RESULTADOS E DISCUSAO

4.1

Composic¢do quimica

4.1.1 Quantificacdo e identificacdo dos compostos do 6leo essencial da Segurelha

A andlise por GC-MS foi realizada para o 6leo essencial extraido por Clevenger e

para 0 6leo essencial comercial de Segurelha. Esta analise permitiu identificar no total 58

compostos diferentes quando considerados os dois tipos de Oleos utilizados neste estudo

(Tabela 1).

As quantidades dos compostos dos o6leos essenciais foram determinadas pelo

método de normalizacdo da area dos picos, apds integracdo dos mesmos nos cromatogramas

obtidos. Nas Figuras 16 e 17, apresentam-se os cromatogramas referentes ao 6leo comercial

e Oleo essencial extraido em Clevenger, respetivamente, sendo visivel a complexidade das

amostras analisadas, em particular do 6leo extraido laboratorialmente.

Tabela 1. Composi¢édo quimica (% abundancia relativa) dos 6leos essenciais extraidos das folhas e
6leo comercial de Segurelha (média + desvio padréo).

N  COMPOSTO RT LRI2 LRIV OE OE
(min) CLEV ocC

1 a -Tujeno 13,91 925 924 0,168+0,007 0,0079+0,007

2 a-Pineno 14,24 932 932 0,95+0,04 2,22+0,05

3 Canfeno 14,97 946 946 0,43+0,02 0,43+0,04

4 B-Pineno 16,43 974 974 0,162+0,007 0,47+0,02

5 1-Octen-3-ol 16,67 978 - 1,65+0,07 -

6 Mirceno 17,25 989 988 0,66+0,33 0,88+0,03

7 3-Octanol 17,51 994 - 0,061+0,003 -

8 a-Felandreno 17,89 1002 1002 0,157+0,008 -

9 3-Carene 18,19 1008 1008 0,076+0,003 -

10 4-Carene 18,54 1014 1011 1,60+0,09 -

11 p-Cimeno 18,93 1022 1020 14,8+0,5 18,9+0,2

12 Limoneno 19,14 1026 1024 - 9,3+0,1

13 Silvestreno 19,21 1027 - 0,77+0,03 -

14 1,8-Cineol 19,31 1029 1031 1,07+0,04 2,85+0,03

15 y-Terpineno 20,71 1056 1054 3,1+0,1 0,71+0,02

16 Hidrato de cis-sabineno 21,16 1065 1065 0,144+0,003 -

17 Fenchone 22,25 1086 1083 - 0,25+0,01

18  Terpineno 22,27 1086 1086 0,28+0,01 -

19 Linalol 22,83 1097 1095 1,21+0,05 10,2+1,2

20 cis-p-Ment-2-eno-1-ol 23,94 1119 1118 0,053+0,003 -

21 Canfora 25,06 1142 1141 0,047+0,002 0,67+0,04

22 Borneol 26,17 1164 1165 2,170+0,111 0,77+0,04

23 Terpinen-4-ol 26,71 1175 1174 1,46+0,08 0,64+0,05

24 p-Cimen-8-ol 27,09 1183 1179 0,042+0,005 -
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N° COMPOSTO RT LRI LRIP OE OE
(min) a CLEV OoC

25 a-Terpineol 27,36 1188 1186 0,291+0,002 0,66+0,05

26 Estragole 217,72 1196 1195 - 0,51+0,04

27 Cuminaldeido 29,70 1238 1238 - 0,21+0,02

28 Eter metilico de carvacrol 29,92 1242 1241 0,14+0,01 -

29 Timoquinona 30,19 1248 1248 0,24+0,01 -

30 Acetato de linalol 30,46 1254 1254 - 1,4+0,1

31 Anetole 31,84 1283 1282 - 1,31+0,04

32 Timol 32,15 1290 1289 0,32+0,03 28,2+0,6

33 Carvacrol 32,57 1299 1298 50,4+1,0 4,0+0,1

34 Piperitone 34,50 1342 1340 0,024+0,001 -

35 Eugenol 35,07 1356 1356 0,079+0,007 0,30+0,01

36 Ilangeno 35,82 1373 1373 0,135+0,009 -

37 a-Copaeno 36,03 1377 1374 0,31+0,01 -

38 -Bourboneno 36,42 1386 1387 0,125+0,002 -

39 Tetradecano 36,91 1397 1400 0,122+0,006 -

40 B-Cariofileno 37,95 1421 1417 3,440,1 0,76+0,04

41 B-Copaeno 38,31 1431 1430 0,067+0,001 -

42 Aromadendreno 38,73 1441 1439 0,19+0,02 -

43 a-Humuleno 39,35 1455 1452 0,141+0,004 -

44 v -Muuroleno 40,28 1478 1478 0,395+0,007 -

45 B-Selineno 40,71 1488 1489 0,054+0,003 -

46 a-Muuroleno 41,25 1501 1500 0,171+0,005 -

47 B-Bisaboleno 41,54 1509 1505 0,65+0,02 -

48 y -Cadineno 41,83 1516 1513 0,38+0,02 -

49 5-Cadineno 42,18 1525 1522 0,81+0,04 -

50 a-Cadineno 42,74 1539 1537 0,058+0,003 -

51 a-Calacoreno 42,96 1545 1544 0,071+0,002 -

52 Timohidroquinona 43,33 1554 1553 2,82+0,07 -

53 Espatulenol 44,37 1580 1577 0,22+0,01 -

54 Oxido de cariofileno 44,58 1586 1582 1,3240,07 0,227+0,021

55 a-Corocaleno 46,05 1624 1622 0,037+0,003 -

56 a-Cadinol 47,27 1657 1652 0,054+0,004 -

57 Cadaleno 48,02 1677 1675 0,26+0,02 -

58 a-Bisabolol 48,27 1684 1685 0,018+0,001 -
Totais compostos 96,6+0,7 95,97+0,07
identificados Monoterpenos 8 32,45+0,49
Monoterpenos contendo oxigénio 22,9940, 61,9+0,6

09

61,6+0,2
Sesquiterpenos gbZOJ_rO,O 0,72+0,039
Sesquiterpenos contendo oxigénio é,83i0,0 0,23+0,02
Outros 3,02+0,0  0,70£0,0054

024

RT: Tempo de retencdo; LRI?: indice retencéo linear tedrico; LRIP: indice retencdo linear calculado; OE: 6leo essencial;

CLEV: Clevenger; OC: 6leo comercial.
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33



Para o 6leo essencial comercial (Figura 16) foram identificados 24 compostos,
correspondendo a 96% da area total dos picos presentes no cromatograma. Os compostos
presentes em maior precentagem neste Oleo essencial foram classificados como
monoterpenos oxigenados e monoterpenos, sendo 0 composto maioritario o timol (28,2%),
seguindo-se o p-cimeno (18,9%), linalol (10,2%) e limoneno (9,3%). Vérios dos compostos
identificados estavam presentes em baixos teores (<1%).

No oleo essencial extraido a escala laboratorial por método de Clevenger (Figura
17) observou-se a presenca de um maior nimero de compostos, nomeadamente um total de
52. A semelhanga do verificado no 6leo comercial, na amostra extraida laboratorialmente
usando um sistema Clevenger, 0s grupos maioritarios foram igualmente os monoterpenos
oxigenados, seguidos dos monoterpenos. No entanto, apresentou um teor muito superior em
sesquiterpenos (7,2%) quando comparado com o 6leo comercial (0,7%). De igual forma,
quer o perfil qualitativo quer quantitativo, revelaram-se distintos daquele obtido para a
amostra comercial, uma vez que os compostos identificados com maior percentagem foram
o carvacrol correspondendo a (50,4%), seguido de p-cimeno (14,8%), B-cariofileno (3,4) e
y-terpineno (3,1%).

Refira-se que os compostos maioritarios encontrados nas duas amostras, carvacrol e
timol, sdo dois compostos muito similares, uma vez que sdo isomeros. A semelhanca do
verificado neste trabalho, ambos os compostos sdo referidos como sendo 0s compostos
maioritarios em diferentes trabalhos prévios.

No estudo realizado por Mastelic et al., (2011) foi estudada a composi¢do quimica
do 6leo essencial de Satureja montana colhida na Cro&cia, sendo o timol o composto
detetado em maior quantidade. No entanto, a semelhanca da amostra de segurelha extraida
laboratorialmente, varios estudos apresentam o carvacrol como componente dominante do
6leo (Radonic et al., 2003; Caprioli et al., 2019; Maccelli et al., 2020; Navarro-Rocha,
2020).

Segundo a literatura disponivel, o contetudo de timol e carvacrol no 6leo de Satureja
montana é variavel e depende da origem e do estagio vegetativo da planta, sendo que teores
mais elevados de timol sdo mais comuns antes do estagio de floracdo, tendencialmente

diminuindo a medida que a planta amadurece, (Radonic et al., 2003).
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4.1.2 Teor total de fendis e de flavonoides

Nas Ultimas décadas, extratos de diferentes plantas medicinais tém sido estudados
devido a sua atividade antioxidante, a qual é geralmente atribuida ao contetdo em
compostos fendlicos. Quimicamente, estes compostos definem-se como sendo substancias
que possuem pelo menos um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos. O
numero de compostos fendlicos descritos ate a presente data é superior a oito mil estruturas
diferentes, destacando-se os flavonoides, acidos fendlicos e fenois simples, entre outros
(Vuolo et al., 2009).

Como referido, neste trabalho foi avaliado o conteddo em compostos fendlicos e
flavonoides por forma a estimar o teor em compostos bioativos da planta em estudo. O teor
total de fenois foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, sendo expresso em mg
equivalentes de acido galhico. Inicialmente, procedeu-se a determinacdo utilizando um
espetrofotometro de feixe duplo.

Seguidamente a metodologia foi adaptada para utilizacdo de um leitor de placas. Em
ambos os casos, elaborou-se uma curva de calibragdo a partir dos valores obtidos para a
absorvancia a 765 nm, tendo-se utilizado uma solucdo padrdo de acido galhico com
concentracdo definida e respetivas diluicdes. Na Figura 18 apresenta-se uma das curvas de
calibracdo obtidas quando utilizado o espetrofotometro e o leitor de placas. Como, se pode
verificar, todas as curvas de calibragdo apresentam uma elevada correlacédo, sendo, contudo,
diferentes entre si. Por forma a verificar que a adaptacdo do método a utilizacao do leitor de
placas ndo interferia nos valores obtidos, foram feitas diferentes diluicGes de uma amostra,
sendo a sua absorvéncia lida no espetrofotometro e leitor de placas (Tabela 2). Pela
aplicacdo do teste t-Student conclui-se ndo haver diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05) entre os resultados obtidos (mg/mL) tendo as restantes determinacfes sido

realizadas no leitor de microplacas.
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Figura 18. Curva de calibracdo para a determinacao de fendis totais (em cima obtida através da realizacdo da leitura no
leitor de microplacas e em baixo no espetrofotémetro).

Tabela 2. Resultados de absorvancia (A=765 nm) obtidos na analise de compostos fendlicos totais
para diferentes diluicbes da mesma amostra, sendo as leituras realizadas em diferentes
equipamentos.

Espetrofotometro Leitor de placas teste t-Student
valor-p
0,2530+0,0020 0,2533+0,0004 0,2704
0,1570+0,0004 0,1530+0,0005 0,9076
0,0767+0,0009 0,0750+0,0001 0,9593

O teor total de flavonoides, expresso em equivalentes de catequina, foi igualmente
determinado por espetrofotometria, tendo-se igualmente comparado os resultados obtidos
pela utilizacdo do espetrofotometro de feixe duplo e o leitor de microplacas (Tabela 3). A
semelhanca dos fendis totais, verificou-se a inexisténcia de diferengas estatisticamente

significativas pela aplicacdo do teste t-Student (p>0,05). Desta forma, todas as restantes
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determinagOes foram realizadas no leitor de microplacas. A Figura 19 apresenta uma das
curvas de calibracdo obtidas para os padrdes de catequina utilizando o leitor de microplacas,

calculada com base na absorvancia a 510 nm.

y = 2,3156x + 0,0058
41,00 R2 = 0,9983 e

,000 ,1000 ,2000 ,3000 ,4000 ,5000 ,6000

Concentracao de catequina (mg/mL)

Figura 19. Curva de calibragdo para a determinagéo de flavonoides totais.

Tabela 3. Resultados de absorvincia (A=510 nm) obtidos na andlise de flavonoides totais para
diferentes diluicbes da mesma amostra, sendo as leituras realizadas em diferentes
equipamentos.

Espetrofotometro Leitor de placas teste t-Student
valor-p
0,2990+0,0005 0,2830+0,0001 0,5957
0,1630+0,0009 0,1560+0,0001 0,1950
0,0750+0,0006 0,0770+0,0002 0,3739

Na Tabela 4 apresenta-se os resultados obtidos para a determinagéo dos fendis totais
e flavonoides totais para os extratos hidroetanodlicos e decocgdo das folhas da Satureja
montana. Os resultados apresentam-se como a media de experiéncias independentes, e

desvio padrédo associado, tendo sido efetuadas em triplicado.
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Tabela 4. Determinagdo dos compostos fendlicos totais e flavonoides totais estudados nas amostras
de Satureja montana.

Extratos Fenolicos totais Flavonoides totais
(mg EAG/g extrato) (mg ECat/g extrato)
Decoccéo 214,9+8,5 220,2+15,5
Hidroetanolico 147,6%8,9 172,646,5

EAG: equivalentes de acido galhico; ECat: equivalentes de catequina.

A concentracdo superior de compostos fendlicos e flavonoides totais foi obtida na
amostra do extrato decoccdo, tendo-se obtido 214,9 mg EAG/g de extrato e 220,2 mg
ECat/g de extrato, respetivamente. Este resultado indica que a preparacao de infusdes com a
planta medicinal em estudo permite extrair uma quantidade elevada de compostos bioativos,
pelo que o seu consumo pode ser benéfico para a salude.

No estudo feito por Jovana et al. (2015), a quantidade total de fendis no extrato
aquoso de Satureja montana foi de 53,96+£3,9 mg/g e os flavonoides foram encontrados
numa quantidade de 0,36+0,01 mg/g. No entanto, segundo Tahirovi¢ et al. (2014), a
quantidade total de fenois em Satureja montana preparada na forma de infusdo de “cha de
ervas” foi de 78,5+23,49 mg/g. Por outro lado, Chrpova et al. (2010), reportaram uma
quantidade menor de fendis totais (27,1 mg/g). As diferentes quantidades de sustancias
ativas encontradas confirmam que a composicdo quimica das plantas depende de varios
fatores, tais como a estacdo em que foram colhidas, da area geogréafica onde sdo colhidas,
solo, e fatores climéticos, tais como as temperaturas ambientais prevalecentes durante o

crescimento das plantas (Ramanauskiene et al.,2009).

4.2 Bioatividade

4.2.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada utilizando trés métodos in vitro distintos, o
ensaio da captacdo do radical DPPH, a avaliacdo do poder redutor e a descoloragao do [3-
caroteno.

O DPPH é um radical estavel que perde a sua cor roxa quando aceita um eletrdo de

uma substancia antioxidante. O ensaio de DPPH oferece um método conveniente, preciso e

38



simples de screening da atividade captadora de radicais livres de extratos de produtos
naturais. No ensaio para a determinagdo do poder redutor, a presenca de compostos
antioxidantes na amostra determina a reducao de Fe3+ para a forma ferrosa. Esta reducao é
realcada pela medicdo espetrofotométrica da intensidade do azul prussiano obtido, o que
depende da capacidade de reducéo do extrato.

O ultimo meétodo utilizado para a avaliacdo antioxidante foi a inibicdo da
descoloragdo do [-caroteno. Este método permite avaliar a capacidade que uma
determinada substancia tem de prevenir a oxidacdo do [B-caroteno, protegendo-o dos
radicais livres gerados durante a peroxidacao do acido linoleico a 50 °C.

Na Tabela 5 apresentam-se os resultados obtidos pela aplicacdo dos métodos

referidos.

Tabela 5. Resultados da atividade antioxidante (valores de EC50, mg/mL) dterminada pelos
difrentes métodos.

a Poder ° s ~
AMOSTRA DPPH Inibigdo da descoloracéo
Redutor
do p-caroteno®
Extrato decocgéo 0,13 0,02 0,12 0,02 7,13 0,12
Extrato hidroetandlico 0,17+0,00 0,29+0,06 7,74+0,25
Trolox 0,04+0,00 0,07+0,04 0,64+0,01

Valores expressos como média + desvio padrdo de duas réplicas; @ EC50 - Concentragdo para uma
captacdo do radical DPPH de 50%; b ECs0 - Concentragdo efetiva na qual a absorvéancia é 0,5;

C EC50 - Concentragdo correspondente a 50% de descoloragio em comparagio com o sistema de
referéncia (branco).

As amostras mostraram atividade de captacdo de radicais livres, que foi superior
para decoccdo comparativamente ao extrato hidroetandlico, o que esté de acordo com o teor
mais elevado de fendis totais e de flavonoides observado neste extrato (Tabela 4). Na
Figura 20 apresenta-se a curva de percentagem de inibicdo do radical DPPH para os dois
diferentes extratos e o Trolox, como composto padrdo. Neste grafico pode-se observar que

conforme as concentracdes aumentam, a atividade de captacdo do radical DPPH aumenta
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também como seria esperado. Os resultados obtidos confirmam os dados apresentados por
diversos estudos, que demonstram que a capacidade antioxidante é dependente do teor de
compostos fenolicos presentes nos extratos de produtos naturais (Miceli et al., 2009). A
diferenca observada para os resultados dos dois extratos no que respeita a atividade
antioxidante avaliada pelo método do DPPH pode estar relacionada com o elevado teor de
acidos fendlicos, como o acido rosmarinico e 0s seus derivados, descritos em Satureja
montana. Estes compostos sdo solUveis em solucBes aquosas e possuem uma elevada
capacidade de eliminar radicais devido aos seus grupos hidroxilo fendlicos (Oke et al.,
2009).

Segundo o estudo de Kondo et al., (2002), as propriedades antioxidantes dos
extratos bioativos de Satureja montana foram avaliadas por eliminacdo do radical DPPH,
sendo que o 6leo essencial apresentou a menor capacidade antioxidante (508,5 pg/mL),
seguido pelo extrato etanolico (108,8 pg/mL), o extrato preparado com agua fria (27,9
pg/mL) e o extrato preparado com agua quente (9,7 pg/mL).

De forma similar, Cavar et al., (2008) observou um maior EC50 para o Gleo
essencial de Satureja montana, provavelmente devido aos niveis elevados de

sesquiterpenos, que sdo conhecidos por apresentar uma baixa atividade antioxidante.
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Figura 20. Percentagem de inibi¢do do radical DPPH de difrentes concentracdes de extrato aquoso e extrato
hidroetandlico de Satureja montana.
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Os resultados obtidos para o ensaio do poder redutor s&o concordantes com os do
DPPH, evidenciando igualmente uma maior capacidade antioxidante para o extrato
decoccgdo comparativamente ao hidroetandlico.

Os resultados obtidos para o ensaio do poder redutor podem ser visualizados no
grafico da Figura 21, observando-se uma diferenca mais notoria entre os dois extratos

comparativamente a verificada no ensaio anterior.
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Figura 21. Resultado da avaliacdo do poder redutor para diferentes concentracgdes de extrato aquoso e hidroetandlico de
Satureja monatana.

O ultimo método utilizado para a avaliacdo da atividade antioxidante foi a inibi¢do
da descoloragdo do p-caroteno. Este método permite avaliar a capacidade que uma
determinada substdncia tem de prevenir a oxidacdo do [-caroteno, protegendo-o dos
radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico a 50 °C. A reacdo pode ser
monitorizada espetrofotometricamente pela perda da coloragdo do B-caroteno a 470 nm,
com leitura no tempo 0 segundos e 2 horas. Contrariamente ao ensaio do DPPH, que utiliza
um radical livre que ndo existe nas células de seres vivos, este ensaio traduz um sistema
quimico mais proximo ao existente nas células. Apesar dos resultados obtidos serem
similares para os dois extratos em estudo, também neste ensaio se verificou que a decoccao

apresentou uma maior capacidade antioxidante comparativamente ao extrato hidroetanolico.
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4.2.2 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana é uma determinacdo complexa e pode
variar devido a multiplas variaveis tais como o meio de cultura utilizado, a concentracdo do
indculo, a metodologia utilizada, 0 método de extragcdo usado, entre outros (Tajkarimi et al.,
2010). Na maioria dos trabalhos, a atividade antimicrobiana é quantificada com base na
concentragdo minima inibitéria (MIC) ou concentracdo minima bactericida (MBC).
Inicialmente, o0 estudo da atividade antimicrobiana focou-se nos 6leos essenciais da planta
(comercial e extraido em Clevenger), uma vez que de entre as diversas propriedades
descritas de uma maneira geral para os 6leos essenciais, a atividade antimicrobiana é das
mais referidas (Burt et al., 2004). Por este motivo, para além de serem usados por diferentes
industrias, tais como cosmética, perfumes, farmacéutica e agroalimentar, a utilizacdo de
6leos essenciais ou plantas contendo 6leos essenciais é também associada a medicina
tradicional. Inicialmente, a atividade antibacteriana dos dois 6leos essenciais foi avaliada
pelo ensaio da difusdo em agar, tendo-se medido o halo de inibicdo apos a incubacéo das
placas (Tabela 6). Os resultados demonstraram que ambos 0s 0leos essenciais possuem
atividade antibacteriana, de uma forma geral sendo esta superior para o 6leo essencial
extraido em Clevenger. Curiosamente, para as bactérias Gram-negativo P. aeruginosa e P.
mirabilis, ndo se verificou qualquer atividade ou esta foi minima para este 6leo, ao passo
que o bleo essencial comercial conseguiu inibir, ainda que moderadamente, estas bactérias.
Para as restantes bactérias, os halos de inibicdo variaram entre 20 e 35 mm para o 6leo
essencial Clevenger comparativamente a uma atividade muito inferior para o dleo essencial
comercial, com halos entre 12 e 16 mm. De acordo com a classificacdo sugerida por Ponce
et al. (2003), baseada no diametro dos halos de inibicdo, nomeadamente: resistente (-) para
didmetro <8 mm; sensivel (+) entre 9-14 mm, muito sensivel (++) entre 15-19 mm e
extremamente sensivel para diametro >20 mm, conclui-se que a maioria das bactérias foi
extremamente sensivel face ao 6leo Clevenger e apenas sensivel ou muito sensivel face ao

6leo comercial.
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Tabela 6. Diametros da zona de inibicdo (mm) obtidos nos ensaios de atividade antimicrobiana face
a distintos microrganismos.

Microrganismo OE CLEV OE OC
Staphylococcus aureus 30 13
Bacillus cereus 25 14
Bacillus subtilis 20 13
Enterococcus faecalis 35 14
Escherichia coli 32 14
Klebsiella pneumoniae 30 12
Enterobacter aerogenes 34 16
Proteus mirabilis 14 14
Pseudomonas aeruginosa 7 14

Como ja foi referido anteriormente, no presente estudo a avaliacdo da MIC e MBC
para os Oleos essenciais foi feita através do método da macrodiluicdo em caldo, tendo-se
utilizado as mesmas quatro bactérias Gram-positivo e cinco Gram-negativo e
adicionalmente uma levedura (Candida albicans) frequentemente descrita como um
microrganismo oportunista, associada a diferentes patologias. Apesar de mais laboriosa e
demorada execucdo quando comparada com o método de microdiluicdo em caldo, optou-se
pela utilizacdo desta metodologia devido ao tipo de amostra. Para a realizacdo desta
avaliacdo, alguns autores optam por diluir o 6leo essencial em solventes organicos, como
etanol ou dimetilsulfoxido, mas ambos podem afetar a viabilidade celular alterando os
resultados. Por outro lado, mesmo utilizando estes solventes, por vezes a solubilidade do
6leo essencial é assim mesmo baixa, diminuindo quando a amostra € adicionada ao meio de
cultura\meio. A utilizacdo de um agente tensioativo, como o Tween 80, permite emulsionar
0 Oleo essencial diretamente no meio de cultura aquoso. Adicionalmente, a realizacdo do
teste em tubos de ensaio permite a utilizagdo de um volume superior bem como uma
homogeneizagdo vigorosa da amostra no meio de cultura (pela utilizagdo de vortex)

permitindo a obtencdo de uma emulsdo visualmente estavel e de aspeto homogéneo. A
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utilizacdo de microplacas ndo permite realizar a referida homogeneizagéo vigorosa, 0 que
poderia comprometer a obtencdo da concentragdo correta aquando da realizacdo das
diluicdes seriadas.

A Tabela 7 apresenta os resultados da MIC e MBC obtidas face as diferentes
bactérias e levedura testada. Como observado no teste de screening em placas de agar,
verificou-se que a amostra do Oleo essencial extraida em Clevenger apresentou melhores
resultados perante a maioria dos microrganismos testados, a excecdo de P.aeruginosa para a
qual se obteve resultados idénticos com os dois 6leos. Os valores de MIC variaram entre
0,08% e 2,5% para 6leo Clevenger e entre 1,25% e 2,5% para o 6leo comercial. Verificou-
se ainda que para a maioria das bactérias e 6leos testados a MIC e MBC apresentaram
valores idénticos, contudo sendo a MBC superior em alguns casos.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os previamente reportados no estudo
realizado por Marin et al., 2012, que demonstrou que o0 6leo essencial de Satureja montana
proveniente da montanha Biokovo (Crodcia) apresenta atividade antimicrobiana face a
diversas bactérias, em particular no que respeita as bactérias Gram-positivo B. subtilis, S.
epidermidis e Listeria innocua. De forma similar, neste estudo P. aeruginosa foi a bactéria
que apresentou a MIC mais elavada (50 pL/pog¢o de microplaca). De uma forma geral, P.
aeuriginosa, é frequentemente associada a um alto nivel de resisténcia a diferentes
antibioticos, o que para além de outros fatores pode estar relacionado com uma membrana
externa restritiva existente em bactérias Gram-negativo (Bezi¢ et al., 2005; Mann et al.,
2000). De facto, segundo a literatura, os 6leos essenciais tendem a ser mais ativos face a
bactérias Gram-positivo do que negativo, devido a sua membrana externa que restringe a
difusdo de compostos hidrofébicos através da camada de lipopolissacarideos (Dhifi et al.,
2016). Devido a sua hidrofobicidade, pensa-se que diversos compostos presentes em 6leos
essenciais apresentam um elevado coeficiente de partilha nos lipidos da membrana celular
de bactérias, afetando a sua estrutura e conduzindo a um aumento de permeabilidade com
consequente perda de iGes e moléculas importantes para a bactéria. No entanto, apesar do
valor de MIC mais baixo ter sido obtido para B. cereus, uma bactéria Gram-positivo, neste
trabalho ndo se verificou uma diferenca muito notoria entre as MIC obtidas para bactérias
Gram-positivo e negativo.

A diferenga de resultados observada para os dois Oleos essenciais avaliados,
relaciona-se muito provavelmente com a diferente composic¢ao apresentada pelos mesmos,

com particular enfase para o composto maioritario (carvacrol no éleo Clevenger e timol no
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comercial). Segundo a literatura, dleos essenciais contendo elevados teores de aldeidos ou
fendis, tais como cinamaldeido, citral, carvacrol, eugenol ou timol, apresentam
caracteristicamente uma elevada atividade antimicrobiana, seguindo-se 06leos ricos em
alcoois terpénicos (Dorman et al., 2000; Lambert et al., 2001). Segundo Lambert et al.
(2001) a atividade de carvacrol e timol face a B. cereus, S. aureus e P. aeruginosa é similar.
Assim, a diferenca de atividade entre os dois 0leos poderd ser devida a um teor mais
elevado de carvacrol (50,4%) no 6leo Clevenger quando comparado com o comercial (timol
28,2% + carvacrol 4% = 32,2% total dos isdbmeros). No entanto, refira-se que todos 0s
compostos presentes na mistura podem efetivamente contribuir para a atividade das
amostras, uma vez que é sabido que alguns compostos quando presentes em misturas
podem originar fendmenos sinérgicos (Dhifi et al., 2016). Desta forma, futuramente seria
interessante avaliar a atividade antimicrobiana para o carvacrol e o timol, isoladamente e
em quantidades idénticas as encontradas em ambas as amostras estudadas. De igual forma,
seria interessante avaliar a existéncia de eventuais sinergias entre este 6leo essencial e
determinados antibiéticos, como uma abordagem alternativa face a diversas estirpes de
bactérias cuja resisténcia a antibioticos tem sido crescente.

Por ultimo, refira-se que, face aos resultados obtidos, o éleo essencial de S. montana
mostra-se bastante promissor para ser utilizado como conservante/antimicrobiano quer em
preparacOes cosméticas, como a nivel da industria agroalimentar, indo ao encontro da
tendéncia atual de utilizar conservantes provenientes de produtos naturais em detrimento de

compostos sintéticos.
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Tabela 7. Concentracdo minima inibitéria (MIC), bactericida (MBC) e fungicida (MFC, para
C.albicans) dos 6leos essenciais de Satureja montana (CLEV, Clevenger; OC, comercial).

MIC MBC/MFC

Microrganismos OE CLEV OE OC OE CLEV OE OC
Staphylococcus aureus 0,3125% 2,5% 0,16% 2,5%
Bacillus cereus 0,078% 2,5% 0,078% 2,5%
Bacillus subtilis 0,16% 1,25% 0,16% 1,25%
Enterococcus faecalis 0,16% 2,5% 0,3125% 2,5%
Escherichia coli 0,16% 2,5% 0,16% 2,5%
Klebsiella pneumoniae 0,16% 1,25% 0,3125% 1,25%
Enterobacter 0,3125% 2,5% 0,3125% 2,5%
Proteus mirabilis 0,16% 2,5% 0,16% 2,5%
Pseudomonas aeruginosa 2,5% 2,5% 2,5% 2,5%
Candida albicans 0,16% 1,25% 0,16% 1,25%
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4.3 Incorporacéo do extrato no hidrogel

A utilizacdo de compostos antioxidantes em formulagbes dérmicas tem como
objetivo a protecdo da pele contra danos oxidativos causados pela radiacdo UV. Desta
forma, compostos naturais como os flavonoides, que tém a capacidade de absorver radiacao
deste tipo, s@o potenciais candidatos a serem incorporados nas formulacdes referidas. De
facto, existem evidéncias que a aplicacdo topica destes compostos, com propriedades de
captacdo de radicais livres, pode proteger os tecidos de danos oxidativos (Meenakshi et al.,
2006). Por outro lado, é expectavel que eventuais defeitos colaterais originados pelo seu uso,
sejam inferiores aos causados por produtos sintéticos (Barreira et al., 2013). Por este motivo,
a utilizacdo de plantas medicinais em produtos de dermocosmeética tem vindo a aumentar nas
ultimas décadas. No entanto, apesar de existirem diversos estudos sobre a avaliacdo de
propriedades bioldgicas de extratos de plantas, sdo escassos os trabalhos relativos a sua
avaliacdo nas formulagGes finais.

Com vista a avaliar o potencial de S. montana para ser usada na industria
cosmética/farmacéutica, neste trabalho procedeu-se ainda a elaboragdo de um hidrogel para
aplicacdo topica na pele. Adicionalmente, a utilizacdo de géis tem-se tornado popular devido
a sua facilidade de aplicacdo e melhor absorcdo percutanea quando comparada com outras
preparacdes semissolidas, entre outros fatores (Haneefa et al., 2010). Tratando-se de uma
matriz de base aquosa, optou-se por avaliar apenas a adicdo dos extratos sollveis,
nomeadamente a decoccgdo e extrato hidroetandlico. Na Figura 22 apresenta-se um exemplo

dos hidrogéis preparados.

Figura 22. Imagem dos géis hiddrossolUveis preparados.
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No presente trabalho, selecionou-se o carbopol 940 como polimero para a
gelificacdo e obtencdo dos hidrogéis uma vez que este polimero ¢é facilmente disperso em
agua, nao é oleoso e permite a incorporacdo de principios ativos hidrossoltveis (Lubrizol,
2009; Barreira et al., 2013). Adicionalmente refira-se que € um polimero muito usado pela
industria, ndo apenas para obter géis de base aquosa, mas também géis hidroalcodlicos,
sendo um dos mais usados para a producdo de géis antissépticos para desinfecdo de méos
(Lubrizol, 2009), atualmente com grande procura devido ao virus SARS-COV-2.

Assim, neste trabalho procedeu-se a incorporacdo dos extratos de S. montana no
hidrogel, tendo-se usado uma quantidade de forma a obter uma concentracdo similar a
descrita por Barreira et al (2013), nomeadamente 100 pg extrato/mL gel. Os hidrogéis
foram preparados por adi¢gdo de um volume de concentragéo conhecida dos extratos a uma
quantidade final conhecida de hidrogel. Posteriormente, por gravimetria calculou-se a
concentragdo em pg extrato/mL gel. Os hidrogéis obtidos foram entdo avaliados no que
respeita ao seu potencial antioxidante e antimicrobiano.

Inicialmente, procedeu-se a determinacdo do teor total em compostos fendlicos
totais, tendo-se analisado os hidrogéis preparados. Tendo-se obtido valores de absorvancia
muito elevados, verificou-se que o0s mesmos estavam fora da gama de leitura do
equipamento. Desta forma, procedeu-se a sua diluicdo seriada com agua destilada sendo os

resultados de absorvéncia obtidos apresentados na Figura 23.
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Figura 23. Resultados de absorvancia obtidos para a determinagado de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau.
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Como se pode observar na Figura 23, de uma forma geral, verifica-se uma
absorvancia elevada para o gel controlo o que sugere que algum componente (s) do mesmo
reage (m) com o reagente de Folin-Ciocalteau, o que foi visivel pela cor azul escura intensa
obtida. No entanto, verifica-se que a adicdo dos extratos permite obter absorvancias
ligeiramente superiores, principalmente no caso da adi¢do do extrato obtido por decocgéo.
Este resultado é coerente com o obtido para a determinacédo de fenois totais (Tabela 4) uma
vez que este extrato apresentou uma concentracdo superior comparativamente com o
extrato hidroetandlico. No caso dos flavonoides, para verificacdo da presenca destes
compostos no hidrogel, procedeu-se apenas a leitura de absorvancia do ponto de maior
concentracdo avaliado para os fenais totais (Figura 23). Verificou-se que o valor lido para o
gel controlo (0,054 + 0,002) foi idéntico a do branco de reacdo feito com a adicdo de agua
(0,051 £ 0,006), denotando a auséncia de flavonoides, como seria de esperar. Também
como expectavel, foram obtidas absorvancias ligeiramente superiores para o hidrogel
adicionado com o extrato decoccdo (0,118 £ 0,013) comparativamente ao adicionado com o
extrato hidroalcodlico (0,105 + 0,004), o que confirma a presenca destes compostos no
hidrogel devido a adi¢do dos extratos.

Os resultados da atividade antioxidante avaliada pelos ensaios de DPPH e poder

redutor apresentam-se na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados da atividade antioxidante (valores de EC50, mg de extrato/mL hidrogel)
determinada pelos diferentes métodos.

Amostra DPPH Poder redutor

Hidrogel incorporado com 0,049 + 0,002 0,029 + 0,008
extrato decoccao

Hidrogel incorporado com 0,095 + 0,007 0,045 + 0,001
extrato hidroetandlico

Valores expressos como média + desvio padréo de duas réplicas; @ EC50 - Concentragdo para uma captacio
do radical DPPH de 50%; b ECs0 - Concentracdo efetiva na qual a absorvancia é 0,5.

Verificou-se que ambos os hidrogéis preparados com os extratos de Segurelha
apresentaram atividade antioxidante, para os ensaios realizados. Os resultados obtidos estdo

de acordo com a composicdo verificada para ambos 0s extratos no que concerne ao seu teor
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em compostos bioativos (Tabela 5), uma vez que o extrato decoc¢do demonstrou conter um
teor superior em compostos fenolicos totais e em flavonoides totais, os quais como referido
anteriormente séo frequentemente associados a propriedades antioxidantes. Refira-se ainda
que, no caso do ensaio de captacdo do radical DPPH, o hidrogel formulado pela
incorporacdo do extrato decoccdo permitiu obter uma inibicdo de 64% do radical enquanto
o hidrogel contendo extrato hidroetandlico permitiu apenas obter uma inibicdo de 52%.
Comparativamente com os resultados dos mesmos ensaios realizados para os extratos, 0s
respetivos hidrogéis apresentam um desempenho em termos de atividade antioxidante algo
superior, 0 que podera estar associado a alguns dos componentes adicionados na
formulac@o. Os resultados obtidos estdo ainda em linha com os reportados previamente por
Barreira et al., (2013), que verificou que a atividade antioxidantes de hidrogéis preparados
de forma similar aos deste trabalho, mas contendo extratos aquosos ou hidroetanolico de
frutos de Crataegus monogyna, apresentavam valores semelhantes ou superiores aos dos
respetivos extratos.

Adicionalmente, procedeu-se a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos hidrogéis
adicionados com os dois extratos de Segurelha. Para este ensaio, optou-se por utilizar a
técnica da microdiluicdo em caldo, uma vez que ambos os extratos sdo hidrossoluveis.
Assim, preparou-se uma solucdo aquosa com concentragdo conhecida para cada um dos
extratos, as quais foram incorporadas durante a preparagdo do hidrogel. Os resultados
obtidos, apresentam-se na Tabela 9. Pode-se observar que, a excecdo da bactéria P.
aeruginosa, verificou-se que os hidrogeéis apresentaram atividade antimicrobiana para todas
as restantes bactérias testadas. De uma maneira geral, a incorporacdo do extrato
hidroetandlico permitiu obter valores de MIC e MBC inferiores comparativamente a
decoccdo. Tal pode estar relacionado com a composic¢do individual de compostos nos
extratos, pelo que seria necessario realizar a analise destes através de outras metodologias.
Entre as espécies testadas, é de destacar o caso de S. aureus, uma bactéria que se encontra
frequentemente na pele podendo, por exemplo, originar infecdes de feridas. Para ambos os
hidrogeéis foram obtidos valores bastante baixos de MIC e MBC, particularmente no caso
daquele adicionado com extrato hidroetandlico para o qual se verificou um valor cerca de
3,5 vezes superior ao do antibidtico usado como controlo positivo neste trabalho (uma
cefalosporina de 32 geracdo de largo espetro de acdo). Ja para o caso de P. aeruginosa,
verificou-se que esta bactéria foi resistente para a maior concentracdo testada da

incorporacgdo de ambos os extratos (cerca de 100 pg/mL).

50



Considerando os resultados globais obtidos, estes sugerem que a adi¢do de extratos
de segurelha confere propriedades antioxidantes e antimicrobianas ao hidrogel final, pelo
que esta abordagem demonstra potencial como alternativa a utilizacdo de antioxidantes e/ou

conservantes sintéticos neste tipo de produtos.
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Tabela 9. Resultados da avaliagdo da atividade antimicrobiana (ug/mL) dos hidrogéis adicionados de extrato hidroetandlico e decocgdo de Segurelha e dos
compostos usados como controlo positivo.

MIC MBC MIC MBC
Microrganismos Decocgéo HidroEt Decoccéo HidroEt Cefotaxima Nisina Cefotaxima Nisina
Staphylococcus aureus 12,8 6,3 12,8 6,3 1,8 450 1,8 450
Bacillus cereus 6,4 101,5 6,4 101,5 Sl 450 > 59 450
Bacillus subtilis 102 50,8 102 50,8 < 0,46 > 450 <0,46 > 450
Enterococcus faecalis 102 50,8 102 50,8 < 0,46 450 <0,46 450
Escherichia coli 102 50,8 102 101,5 <0,46 > 450 <0,46 > 450
Klebsiella pneumoniae 51 101,5 51 101,5 <0,46 <35 <0,46 <35
Enterobacter 51 12,7 102 101,5 0,9 > 450 0,9 > 450
Proteus mirabilis 102 12,7 102 25,4 <0,46 > 450 <0,46 > 450
Pseudomonas Sl Sl Sl Sl 14,8 > 450 14,8 > 450

aeruginosa
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5.  CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Ultimamente, nos paises desenvolvidos, tem-se verificado, por parte dos
consumidores em geral, uma tendéncia crescente de estarem informados e um maior
interesse por questdes éticas, ambientais, de sustentabilidade, de preservagdo e
manutencdo da saude, entre outras, relacionadas com os produtos que adquirem e
consomem. Tal verifica-se ndo apenas nos produtos alimentares, mas também em produtos
de higiene e cosmética, entre outros. Em ambos os casos, esta faixa de consumidores
procura cada vez mais obter produtos que tenham a adicdo de compostos ou extratos
obtidos de fontes naturais em detrimento da adicdo de compostos sintéticos. Neste ponto, a
utilizacdo de plantas aromaticas, muitas vezes usadas também em medicina tradicional,
apresenta-se como uma potencial alternativa. Tal deve-se sobretudo ao facto destas plantas
conterem compostos provenientes do seu metabolismo secundario, tais como terpenos e
uma diversidade de compostos fendlicos, que apresentam uma atividade bioldgica
interessante. Este trabalho incidiu numa planta aromatica ainda pouco estudada quando
comparada com outras de conhecimento mais geral. Em Portugal, esta planta € usada
sobretudo na gastronomia da regido sul, ndo sendo muito conhecida do publico em geral,
tratando-se, contudo, de uma planta também usada na medicina tradicional. Para além da
planta seca destinada a preparacdo de infusbes, encontra-se também disponivel
comercialmente o seu 6leo essencial. Os 6leos essenciais apresentam geralmente uma
composicdo complexa e estdo descritos como tendo uso potencial em varias &reas,
incluindo na salde, area alimentar, cosmética e perfumaria. Nomeadamente, tém sido
realizados estudos com diversos Oleos essenciais no que respeita a sua atividade
antimicrobiana, com vista a sua exploracdo em diferentes areas. Assim, procedeu-se a
caracterizacdo da composicdo quimica por GC-MS e da atividade antimicrobiana do 6leo
essencial extraido laboratorialmente de uma amostra seca de S. montana e de uma amostra
comercial de 6leo essencial. Ambos os 6leos apresentaram atividade antimicrobiana face
as bactérias testadas, tendo sido obtidos melhores resultados para o Oleo extraido
laboratorialmente. Tal estard& muito provavelmente relacionado com a sua diferente
composicdo, nomeadamente o facto de apresentar um teor elevado de carvacrol (50,4%),
um monoterpeno fendlico ao qual tem sido associada uma elevada atividade
antimicrobiana. Desta forma, e considerando que matrizes naturais apresentam

frequentemente uma variabilidade elevada no que respeita a sua composicdo quimica
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(devido a fatores edafoclimaticos, entre outros), conclui-se ser relevante a analise da
composi¢do quimica deste tipo de amostra. O 6leo essencial de S. montana demonstrou
um potencial elevado para ser usado com finalidades antimicrobianas, por exemplo na
area alimentar, farmacéutica ou cosmética. No que respeita a esta ultima, como trabalho
futuro seria interessante proceder a sua incorpora¢cdo numa matriz cosmética, por exemplo
num creme obtido por emulsdo 6leo/agua, e avaliar a atividade antimicrobiana conferida,
bem como a estabilidade e propriedades organoléticas (cor, cheiro e textura) do produto
obtido.

Foi ainda avaliada a composicdo de dois tipos de extratos hidrossoliveis de
diferentes polaridades preparados a partir da mesma amostra de planta seca usada na
extracdo do 6leo essencial, nomeadamente um extrato hidroetandlico (80% etanol, v/v) e
um extrato aquoso obtido por decocgdo. Verificou-se que a decocgdo permitiu obter um
teor total mais elevado de compostos fendlicos e de flavonoides, apresentando igualmente
atividade antioxidante superior. Estes extratos foram posteriormente incorporados numa
formulagdo de um hidrogel, procedendo-se a avaliacdo da atividade antioxidante e
antimicrobiana dos hidrogéis contendo os extratos. Os resultados obtidos sugerem que a
adicdo dos extratos de S. montana confere propriedades antioxidantes e antimicrobianas
ao produto final. Contudo, sdo necessarios estudos adicionais para confirmar esta hipétese,
nomeadamente procedendo-se a preparacdo de um hidrogel com uma formulacdo mais
simples. Futuramente, seria também interessante estudar a existéncia de possiveis

fenOmenos  sinérgicos no  que  respeita a  atividade  antimicrobiana.
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