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RESUMO

Os oOleos essenciais tém alcancado grande destaque por apresentarem uma variedade de
compostos volateis conferindo-lhes um enorme potencial biol6gico em diversas aplicacdes.
Conduziu-se este estudo com o objetivo de analisar a composicdo quimica e a atividade bioldgica
dos oOleos essenciais de Allium sativum (alho), Coriandrum sativum (coentro) e Anethum
graveolens (endro). Os o6leos essenciais foram extraidos pela técnica de hidrodestilagdo e
caracterizados por cromatografia gasosa utilizando espectrometro de massas (CG-EM) com
detector de ionizacdo de chama (CG-DIC). Os constituintes majoritarios encontrados foram o
linalol (93,28 %), carvona (83,04%) e trissulfeto dialila (75,13%) para os 6leos coentro (OEC),
endro (OEE) e alho (OEA), respectivamente. O efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais foi
avaliado sobre as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus e, nos fungos
micotoxigénicos, Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus. Foi observado que o OEC e
OEE foram os mais eficientes no controle do crescimento bacteriano, apresentando uma
Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida (CMB) de 6,25 e
12,50 pL mL?, respectivamente. Entretanto, pelo método de difusdo em disco, o OEA inibiu
completamente o crescimento da bactéria S. aureus, como também para ambos os fungos em
todas as concentragcOes testadas. Nos tratamentos com os OEC e OEE, a atividade antifingica
teve uma relacdo dose-dependente conforme as concentragdes. O OEA também foi eficiente em
causar a diminuicdo da atividade da acetilcolinesterase, obtendo uma concentragdo inibitoria
média (ICso) de 9,67 pug mL™, porém, ndo apresentou resultados para 0s outros ensaios
antioxidantes. O OEC apresentou um resultado satisfatério no ensaio antioxidante do acido
tiobarbittrico (1Cso: 8,02 ug mL™) e na reducdo do complexo fosfomolibdénio (0,025 nm). Pelos
resultados, verificou-se que o OEA é promissor para o desenvolvimento de sanitizantes, farmacos
e agroguimicos.

Palavras chaves: Fontes naturais, compostos bioativos, especiarias.



ABSTRACT

Essential oils have received much attention because they contain a variety of volatile
compounds that are responsible for their biological potential in several publications. The
objectives of this work were to analyze the chemical composition and the biological activity of
the essential oils from Allium sativum (garlic), Coriandrum sativum (coriander), and Anethum
graveolens (dill). The essential oils were extracted using the hydrodistillation technique and
characterized by GC-MS and GC-FID. The principal constituents found were linalool (93.28%),
carvone (83.04%), and diallyl trisulfide (75.13%) for coriander (CEO), dill (EEO), and garlic
(AEO) oils, respectively. The essential oils’ antimicrobial effect was evaluated against the
bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus and against the fungi Aspergillus
carbonarius and Aspergillus ochraceus. CEO and EEO were observed to be the most efficient in
controlling bacterial growth, showing a minimum inhibitory concentration (MIC) of 6.25 uLmL™
and a minimum bactericide concentration of 12.50 pL mL™. However, when using the disc
diffusion method, it was observed that AEO completely inhibited S. aureus growth, as well as the
growth of both fungi at all tested concentrations. For CEO and EEO, a dose-dependent
relationship with the concentrations was observed for the antifungal activity. A decrease in
acetylcholinesterase activity in the presence of AEO was observed, obtaining a half maximal
inhibitory concentration (ICso) of 9.67 pg mL™, but no activities were observed in the antioxidant
assays. Satisfactory results in the antioxidant assay using thiobarbituric acid (ICso) (8.02 pg mL™)
and in the reduction of the phosphomolybdenum complex (0.025 nm) were only observed with
the essential oil from CEO. The AEO shows promise for the development of sanitizers, drugs and
agrochemicals.

Keywords: Natural sources, bioactive compounds, spices.
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1. INTRODUCAO

Algumas espécies de bactérias sdo capazes de causar doengas nos seres Vivos e
contaminar os alimentos, sendo denominadas de microrganismos patogénicos, que podem ser
transmitidos por alimentos e agua quando contaminados, causando as doencas transmitidas por
alimentos (DTAs). Atualmente, as DTAs séo consideradas um grande problema de satde publica
em todo o mundo e sdo representadas especialmente pelo grupo das bactérias. Algumas espécies
de fungos também se destacam como importantes patdgenos e agentes deteriorantes de alimentos,
sendo responsaveis por causar consideraveis perdas econdmicas e também por produzir
metabolitos secundérios denominados de micotoxinas. Algumas espécies do género Aspergillus
sdo produtoras dessas substancias, as quais apresentam efeitos toxicos e causam problemas
agudos e crénicos para a saude humana e dos animais.

Quando se fala em qualidade, esse termo ndo se resume apenas na seguranca
microbioldgica; as caracteristicas nutricionais e sensoriais de um produto também s&o
consideradas uns dos pilares. Diante disso, as rea¢des de oxidacdo estdo sendo constantemente
investigadas na area médica e alimenticia. Essas reacdes produzem naturalmente substancias
altamente reativas devido a uma deficiéncia eletrénica, conhecidas como radicais livres. Os
radicais livres participam de diversas rea¢es bioquimicas e atuam no sistema imunoldgico
durante processos infecciosos. No entanto, em excesso, esses intermedidrios reagem com
macromoléculas e contribuem para o desenvolvimento de muitas enfermidades, além de causar a
rancidez oxidativa em alimentos ricos em lipidios. Para inibir a oxidacdo de um substrato,
utilizam-se antioxidantes, substancias que neutralizam os radicais livres.

A acetilcolinesterase (AchE) é uma enzima responsavel por encerrar a transmissao dos
impulsos nervosos por meio da hidrolise da acetilcolina (Ach). Ach é um neurotransmissor
responsavel por propagar um impulso elétrico ao outro neurdnio. Sabe-se que o desenvolvimento
e a progressédo de algumas doengas neurodegenerativas sdo correlacionados com a diminuicéo
dos niveis de Ach. Dessa maneira, sdo utilizados inibidores para impedir a hidrolise do
neurotransmissor, aumentando assim, a concentracdo da Ach na fenda sinaptica. A AchE também
esta sendo objeto de muitas pesquisas para o desenvolvimento de agrogquimicos, visto que alguns
pesticidas agem inibindo essa enzima, o0 que pode levar ao acimulo de Ach e causar uma
superestimacdo no sistema nervoso central, que em altas doses pode ser fatal. Assim, trabalhos

que utilizam embalagens ativas com a incorporagdo de compostos bioativos vém sendo estudadas



20

e desenvolvidas, visando aumentar a vida pés-colheita de frutos e hortalicas pela inibicdo da
praga, como também o desenvolvimento de farmacos.

Dentre umas das medidas realizadas para garantir a seguranca alimentar e o controle de
pragas, pode-se citar a utilizacdo de substancias quimicas sintéticas. No entanto, 0 uso abusivo e
indiscriminado de antibidticos e agroquimicos vem aumentando os nimeros de cepas e pragas
resistentes. Aliado a isso, a busca do mercado consumidor por produtos naturais vem estimulando
a utilizacdo de fontes naturais como alternativas aos produtos quimicos tradicionais. Nesse
cenario, os Oleos essenciais (OEs) vém se destacando por apresentarem uma variedade de
compostos volateis que conferem seu potencial bioldgico. Os constituintes presentes nos OEs
incluem majoritariamente as classes dos terpenos e fenilpropanoides, cuja bioatividade depende
da configuracdo estrutural da molécula. Dada a diversidade dos grupos funcionais e as diferencas
estruturais, € provavel que as atividades bioldgicas dos OEs ndo sejam atribuidas a um
mecanismo de acdo especifico. Sabe-se que os efeitos antioxidantes, antimicrobianos e inibicdo
enzimética sdo explicados pela presenca de anéis aromaticos e um grupo hidroxila livre, que
permite a formacdo de ligacdes de hidrogénios com sitios ativos de enzimas e sdo capazes de
estabilizar radicais livres.

Algumas especiarias como as espécies de Allium sativum, Coriandrum sativum e Anethum
graveolens, amplamente utilizadas como condimentos, sdo produtoras de OEs e possuem
compostos biologicamente ativos. Objetivou-se neste trabalho caracterizar os OEs de Allium
sativum (alho) Coriandrum sativum (coentro) e Anethum graveolens (endro) e avaliar sua
atividade antimicrobiana sobre bactérias patogénicas e fungos micotoxigénicos, bem como
analisar sua capacidade antioxidante por meio de métodos colorimétricos e seu efeito na atividade

da enzima acetilcolinesterase.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas em estudo

As plantas sdo utilizadas pelo homem desde a antiguidade e ainda s&o bastante
empregadas nos dias atuais, sendo considerada a base da medicina moderna. Muitos farmacos
hoje utilizados foram desenvolvidos a partir de diferentes fontes naturais, e por meio do avanco
tecnoldgico e cientifico, foi possivel compreender o mecanismo de acdo das substancias
biologicamente ativas, como também avaliar os efeitos toxicos (SIMOES et al., 2017). As
especiarias estdo incluidas neste grupo, e apesar de serem amplamente utilizadas como
condimentos, possuem diversos compostos que contém propriedades farmacologicas, entre elas

as espécies de Allium sativum, Coriandrum sativum e Anethum graveolens.

2.1.1 Allium sativum

O género Allium € constituido por cerca de 600 a 700 espécies. Dentre as espécies mais
conhecidas e estudadas, estdo o alho (Allium sativum), a cebola (Allium cepa), o alho-por6
(Allium ampeloprasum var. Porrum), a cebolinha (Allium schoenoprasum) e a chalota (Allium
ascalonicum) (POOJARY et al., 2017). Alguns estudos relataram uma associacdo entre a
reducdo da incidéncia de cancer do trato gastrointestinal e de mama com o consumo de vegetais
da espécie Allium (NICASTRO et al., 2015; POURZAND et al., 2016). Também foi verificada a
diminuicdo do risco de doencgas cardiovasculares (SALJOUGHIAN et al., 2017) e diversas outras
propriedades bioldgicas, entre elas, antimicrobiana, antioxidante, antiviral, antiprotozoéria, anti-
inflamatdria, antiasmatica e inibidora de enzimas (urease xantina oxidase) (BISEN; EMERALD,
2016; NILE et al., 2017; WANG et al., 2013).

As espécies do género Allium possuem metabolitos secundarios que contém atomos de
enxofre e sdo denominados de organossulfurados. As atividades bioativas comentadas
anteriormente sdo atribuidas principalmente a essas substancias, as quais sdo biossintetizadas
guando o tecido vegetal € danificado. Apds o dano no tecido, sulfoxidos de cisteina (compostos
ndo volateis armazenados no citoplasma quando as células estdo intactas) interagem com a

enzima alinase piridoxal-5-fosfato, produzindo &cidos sulfinicos, substancias quimicamente
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instaveis que podem ser convertidas a outros compostos sulfurosos, como os tiossulfinatos, os
quais podem sofrer rearranjos e produzir ampla variedade de compostos derivados de enxofre,
entre eles sulfetos de alila, dissulfeto de dipropila, sulfeto de dipropila e tetrassulfeto de dialila.
(LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2015; POOJARY et al., 2017). Na Figura 1, estdo ilustradas
as estruturas quimicas de alguns compostos organossulfurados

Dentre os tiossulfinatos presentes no alho, a alicina corresponde a 70 a 80% do total; em
razdo disso, é a substancia responsavel pelo odor caracteristico do bulbo, que também é um
indicador de qualidade, j& que essa substancia ndo € sintetizada no alho em sua forma intacta.
Além da alicina, outros compostos organossulfurados também séo encontrados em diferentes
espécies de Allium, como metina (cebola, alho-pord), propina (chalotas) e isoalinina (cebolas e
chalotas). Diversos fatores influenciam a composic¢do quimica e o teor dos compostos bioativos
entre as espécies, entre eles a variabilidade genética, fatores ambientais, as condi¢bes de cultivo
(irrigacéo, fertilizacdo) e também as condigdes pos-colheita (RAMIREZ et al., 2017; PUTNIK et
al., 2019).

Figura 1 — Estruturas quimicas de compostos organossulfurados.
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Fonte: Autor, 2021.

Em relacéo a atividade antimicrobiana, ainda ndo foi totalmente elucidado o mecanismo
de acdo, mas sabe-se que a alicina e seus derivados inativam enzimas tidlicas dos
microrganismos. 1sso ocorre devido a rapida conversdo em dissulfetos de alila, que altera o
aminoacido L-cisteina (MARCHESE et al., 2016). Essa atividade foi confirmada em diversos
estudos contra bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos (BEHBAHANI; FOOLADI,
2018; PETROPOULOS et al., 2018; SNOUSSI et al., 2016).
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2.1.2 Coriandrum sativum

Coriandrum sativum é uma erva mediterranea pertencente a familia Apiaceae. E uma
planta conhecida popularmente como coentro ou salsa chinesa (Figura 2), amplamente utilizada
na culinéria como especiaria por suas propriedades sensoriais e aromatizantes. Em muitos paises,
o coentro é utilizado na medicina tradicional para o tratamento de diversas enfermidades, entre
elas a ansiedade e a insonia (GASTON et al., 2016; WEI et al., 2019).

Figura 2 — Aspecto geral da espécie Coriandrum sativum.

Fonte: Barbara Cordovan.

Os fitoquimicos presentes em todas as partes da planta (sementes, caules e folhas) sdo
responsaveis por suas propriedades bioldgicas. Foi relatado que o OE da semente de coentro
possui atividade antimicrobiana (BAZARGANI; ROHLOFF, 2016; LASRAM et al., 2019), anti-
inflamatdria, analgésica e antinociceptiva (TAHERIAN; VAFAEI;, AMERI, 2012) e efeito
sedativo (GASTON et al., 2016) tendo-se o linalol (Figura 3 a) como o principal constituinte.
Nas folhas, o constituinte majoritario encontrado é o cis-2-decenal (Figura 3 b) (WEI et al.,
2019).

Figura 3 — Estruturas quimicas do Linalol (a) e cis- 2-decenal (b).
OH

| b\/w\
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Fonte: Autor, 2021.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/apiaceae
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A variagdo dos compostos em diferentes partes da planta ocorre durante o seu
crescimento. A composicdo quimica das folhas € semelhante a do caule na fase de plantula,
contendo substancias volateis com odor doce e herbaceo; isso explica por que a populacéo
asiatica utiliza as mudas de coentro como tempero. Nos estagios finais da floracdo, é observado
um aumento dos niveis de cis-2-decenal (composto com odor irritante). Durante a maturacéo dos
frutos, ha uma diminuicdo dos teores de ésteres monoterpénicos e um aumento nos niveis de
alcool monoterpénico e linanol, indicando que ha uma conversdo de substancias durante o
crescimento da planta (WEI et al., 2019).

2.1.3 Anethum graveolens

Anethum graveolens é uma erva aromatica pertencente a familia Apiaceae, conhecida
popularmente como endro. E uma planta originaria do sudoeste da Asia e da Europa, amplamente
utilizada na culinaria e na medicina tradicional. As folhas sdo empregadas em sopas, saladas,
carnes e as sementes em cha e paes (AL-SHEDDI et al., 2019; NAIDU et al., 2016). Algumas
pesquisas relataram que o OE ou o extrato do endro (sementes ou folhas) podem ser utilizados no
tratamento de cancer de Gtero (TARIQ et al., 2017), diabetes (GOODARZI et al., 2016) e no
controle de fungos deteriorantes (TIAN et al., 2011). Também foram mencionados que 0s
fitoquimicos presentes no extrato possuem efeitos hepatoprotetores, podendo ser uma possivel
alternativa como um farmaco para o tratamento de carcinoma hepatocelular (MOHAMMED et
al., 2018).

A composicdo quimica dos metabdlitos secundarios é fortemente influenciada pelas
condigdes ambientais de cultivo, bem como a idade e o desenvolvimento da planta. Por isso é
encontrada na literatura uma diferenca na concentracdo e composi¢do quimica dos OEs da
semente de endro (Figura 4 a), tendo-se a carvona (Figura 4 b), limoneno, a-felandreno, p-
cimeno e dilapiole como os principais constituintes (MANZUOERH et al., 2019; AL-SHEDDI
etal., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/apiaceae
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/alpha-phellandrene
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Figura 4 — Sementes de Anethum graveolens (a); Estrutura quimica da Carvona (b).

(a) (b)

Fonte: Autor, 2021.

3.0 Metabolismo secundario das plantas

A utilizacdo de fontes naturais pelo homem é relatada desde a antiguidade. A busca na
natureza para atender as suas necessidades basicas é registrada por diversos povos, entre eles
gregos, romanos e chineses. Com o desenvolvimento da medicina tradicional, foi possivel o
entendimento do mecanismo de a¢do e o principio ativo das plantas consideradas medicinais.
Dessa forma, muitas substancias quimicas foram identificadas (CRAGG; NEWMAN, 2013).
Esses compostos biologicamente ativos sdo sintetizados por rotas metabdlicas especificas,
oriundas do metabolismo secundario. O metabolismo primario é responsavel pela sintese de
moléculas essenciais para o desenvolvimento da planta. Os metabodlitos secundarios sdo
compostos que, na maioria das vezes, possuem baixo peso molecular e apresentam importantes
funcBes na vida das plantas (PATRA et al., 2013).

Os metabdlitos secundarios sdo subdivididos em grupos, constituidos por estruturas
complexas que conferem suas propriedades bioldgicas. Apesar de ndo participar efetivamente do
crescimento da planta, desempenham funcGes essenciais para sua sobrevivéncia, uma vez que sua
sintese estd associada com as condigdes ambientais de cultivo e fatores como estresse hidrico,
irradiagBes ultravioletas, assim como o ataque de patdégenos podem estimular a sua producéo.
Dessa maneira, a atuacdo desses metabdlitos consiste em proteger as plantas do ataque de
herbivoros e patogenos, contribuindo também para a cor e 0 aroma e, muitas vezes, participam do
processo de polinizagdo (SALAM; QUAVE, 2018).
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Os metabdlitos secundéarios sdo originarios do metabolismo da glicose por meio das vias
do &cido chiquimico e do acetato (Figura 5). O &cido chiquimico é o precursor dos compostos que
apresentam anel aromatico na sua estrutura, como fenilpropanoides, cumarinas, ligninas, taninos
hidrossoluveis e alguns alcaloides. Ja pela via do acetato, sdo gerados os terpenos, terpenoides e
seus derivados. Existem alguns metabolitos que derivam de ambos 0s precursores, como € caso

dos flavonoides, antraquinonas e taninos condensados (SIMOES et al., 2017).



Figura 5 — Esquema das rotas metabdlicas responsaveis pela sintese dos metabdlitos secundérios.
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4.0 Oleos essenciais

Entre os compostos de origem natural que possuem significativa atividade bioldgica,
destacam-se 0s Oleos essenciais (OEs), conjunto de substancias quimicas que estdo sendo
amplamente estudadas como alternativa aos produtos quimicos sintéticos. Esses compostos levam
estudiosos e pesquisadores a busca incansante por novos produtos que possam ser empregados
como protétipos para novos medicamentos.

Os OEs sdo metabdlitos secundarios sintetizados naturalmente pelas plantas. Geralmente
sdo extraidos por arraste com vapor d’agua ou por hidrodestilacdo, mas também podem ser
obtidos por meio da espremedura de pericarpos de frutos citricos. Podem ser produzidos por
todos os Orgaos da planta, entre eles: botdes florais, flores, folhas, caule, galhos, raizes e cascas,
sendo armazenados em células secretoras ou tricomas glandulares. Apresenta como principal
caracteristica a volatilidade. Por essa razdo, também s&o chamados de 6leos volateis ou esséncias.
Sao poucos sollveis em agua e solGveis em solventes organicos e a maioria deles possui
densidade menor que a da agua. Sdo liquidos, raramente coloridos e instaveis na presenca de luz,
calor, umidade e metais (SIMOES et al., 2017).

Os OEs podem conter cerca de 20 a 60 substancias em diferentes concentracdes,
geralmente caracterizado por dois ou trés compostos que representam entre 20 a 70% da
concentracdo total, denominados de componentes majoritarios. A atividade biol6gica dos 6leos
pode ser atribuida a acdo desses constituintes, assim como 0 sinergismo entre 0S outros
componentes. Os terpenos e fenilpropanoides constituem basicamente a composi¢do quimica dos
6leos essenciais, formados a partir do acetato (terpenos) e acido chiquimico (fenilpropanoides)
(Figura 05) (BAKKALI et al., 2008).

Os terpenos sdo a maior classe dos metabolitos secundarios sintetizados por organismos
vivos, apresentando maior diversidade estrutural, quimica e funcional. A maioria desses
compostos é encontrada nas plantas, alguns deles atuando na fisiologia na forma de horménio
vegetal (giberelina, brassinoesteroides) e, por essa razdo, sdo definidos como metabolitos
primarios. No entanto, a maior parte deles € sintetizada por rotas metabdlicas especificas, restrita
a uma determinada espécie vegetal e, por isso, sdo definidos como metabdlitos secundarios
(especializados). Nessa categoria, incluem os terpenos volateis representados por monoterpenos e

sesquiterpenos, que desempenham fungbes relevantes na planta, entre elas a defesa contra
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herbivoros e patdgenos e a atracdo de polinizadores (PICHERSKY; RAGUSO, 2018; ZHOU;
PICHERSKY, 2020).

Apesar da complexidade, todos os terpenos sdo sintetizados a partir do isopentenil
pirofosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Existem duas vias responsaveis
pela formacdo desses intermediarios, sendo elas: a via do mevalonato realizada no citoplasma e
no reticulo endoplasmatico e via DXPS, que ocorre nos plastidios (ZHOU; PICHERSKY, 2020).
Na Figura 6, encontra-se descrita a formacéo do IPP pela via do mevalonato a partir da molécula
de acetil-CoA.

Figura 6 — Biossintese do isopentenil pirofosfato (Continua).
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Figura 6 — Biossintese do isopentenil pirofosfato (Conclus&o).
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Além das plantas, a maioria das bactérias Gram-negativas, cianobactérias e algas verdes
também sdo capazes de sintetizar terpenos pela via DXPS. A formacdo do IPP por essa via é
iniciada com a reacdo do piruvato e o gliceraldeido-3-fosfato, dando origem ao 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato e posteriormente, ao 2-C-metil-Deritritol-4-fosfato, que em seguida,
transforma-o em IPP (Figura 7) (VRANOVA; COMAN; GRUISSEM, 2013; BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2015).

Figura 7 — Biossintese do isopentenil difosfato pela via DXPS.
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As classes dos terpenos sdo formadas inicialmente pela juncdo de duas moléculas de
isopreno (C5), o que leva a formacdo dos monoterpenos (C10). Essa ligacdo ocorre pela reacdo
eletrolitica das unidades de IPP e DMAPP, formando o geranil pirofosfato (GPP, C10). O GPP
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pode se ligar a outra molécula de IPP e formar o farnesil pirofosfato (FPP, C15), intermediario
dos sesquiterpenos. A adicdo de outra molécula de IPP leva a formagdo do geranil geranil
pirofosfato (GGPP, C20), precursor dos diterpenos (Figura 8). Assim, a juncdo de repetidas
moléculas de IPP pode formar compostos com estruturas mais complexas, como triterpenos
(C30) e tetraterpenos (C40) (SIMOES et al., 2017).

Figura 8 — Biossintese dos terpenos.
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Os fenilpropanoides sdo uma classe de substancias constituidas por uma estrutura central
composta por um grupo fenil ligado a trés 4&tomos de carbono (Figura 9). Derivado da biossintese
do &cido chiquimico, é considerado um intermediario para outras vias bioquimicas, como a
formacdo de ligninas, suberinas, cumarinas, acido salicilico e a chalcona (estrutura basica dos
flavonoides). A diversidade desses compostos confere aos fenilpropanoides uma ampla gama de
funcOes nas plantas, atuando na pigmentacdo e, associada a isso, na atracdo de polinizadores,
protecdo UV, suporte estrutural, bem como respostas a estresses bidticos e abidticos
(VANHOLME; EL HOUARI; BOERJAN, 2019).

Figura 9 — Unidade bésica de fenilpropanoides.
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Fonte: Autor, 2020.

O 4cido chiquimico é formado por uma série de reagdes enzimaticas que convertem dois
intermediarios da via glicolitica (fosfoenopiruvato) e da pentose fosfato (eritrose-4-fosfato) em
acido corismico, o precursor de aminoacidos aromaticos como a fenilalamina e a tirosina. Por
meio da enzima fenilalamina aménia liase (PAL), ocorre a eliminacdo da molécula de amonia,
formando os &cidos cindmico e p-cumarico (WIDHALM; DUDAREVA, 2015). A Figura 10

ilustra 0 esquema da biossintese dos fenilpropanoides a partir do acido chiquimico.


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1674205214000136?via%3Dihub#!

Figura 10 — Biossintese dos fenilpropanoides a partir do &cido chiquimico.
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4.1 Atividades Bioldgicas dos Oleos Essenciais

4.1.2 Atividade Bactericida

Os OEs sdo antimicrobianos de fonte naturais encontrados em diversas plantas e
apresentam atividade bioldgica sobre amplo espectro de microrganismos, incluindo patogénicos e
deteriorantes. Rao, Chen e Mcclements (2019) citam que a atividade antimicrobiana de um OE
estad relacionada aos seus constituintes quimicos, principalmente os majoritarios e as interacdes
com 0s outros componentes. Entre os compostos que apresentam alta atividade antimicrobiana,
destacam-se o eugenol (derivado dos fenilpropanoides), o timol e o carvacrol (monoterpenos com
caracteristicas fenolicas). A atividade desses constituintes esta associada ao seu grupo hidroxila
livre, que permite a troca de préton e, consequentemente, a ruptura da membrana bacteriana,
como também a presenca do anel benzeno, que facilita a deslocalizac&o de elétrons.

As interagdes da combinacdo de diferentes OEs ou dos constituintes quimicos podem
produzir efeitos aditivos, sinérgicos, antagénicos ou indiferentes. Considera-se aditivo quando os
efeitos combinados sdo iguais a soma dos individuais. Quando o efeito combinado entre as
substancias é superior aos efeitos individuais, é chamado de sinergismo. Contrariamente, 0
antagonismo é verificado quando o efeito em conjunto é inferior ao aplicado individualmente, e
aquele em que ha auséncia da interacdo é chamado de efeito indiferente. Em vista disso, 0s
efeitos da acdo antimicrobiana tém influéncia de alguns fatores, entre eles o tipo de OE, do
microrganismo e o método utilizado para avaliacdo (TARIQ et al., 2019).

Embora ndo exista um teste padronizado para avaliar a atividade antimicrobiana de OEs,
muitos pesquisadores empregam o0s métodos da CLSI (Instituto de PadrBes Clinicos e
Laboratoriais) para analisar o efeito inibitorio ou bactericida. A Concentracdo Minima Inibitoria
(CMI) é utilizada para definir qual a menor concentracdo da substancia que inibe o crescimento
do microrganismo teste, da mesma forma que a Concentracdo Minima Bactericida (CMB) ¢
empregada para determinar a menor concentragdo que causa a morte do microrganismo. Entre os
métodos in vitro geralmente empregados, incluem difusdo em disco, dilui¢do e time-kill (RAO;
CHEN; MCCLEMENTS, 2019).

O efeito antimicrobiano dos OEs foi investigado ao longo dos anos sobre uma ampla

gama de microrganismos. No entanto, 0 mecanismo de ac¢do ainda néo foi totalmente elucidado,
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mas sabe-se que a concentracdo e a composi¢do quimica do OE sdo os principais fatores que
influenciam na inibicdo ou morte microbiana. A atividade antibacteriana de um OE pode ter mais
gue um mecanismo de ac¢do, uma vez que 0s constituintes possuem diferentes alvos celulares, o
que torna dificil prever a suscetibilidade dos microrganismos. No entanto, sabe-se que 0s
principais alvos celulares sdo a parede celular, a membrana do citoplasma e as proteinas da
membrana (Figura 11) (BURT, 2004; SIROLI et al., 2015).

Figura 11 — Mecanismos de acdo dos 6leos essenciais.
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Fonte: Pateiro et al., 2021.

Baseado na propriedade lipofilica dos OEs, foram propostos alguns mecanismos para
compreender a acdo antimicrobiana. Baseando-se nessas pesquisas, observou-se que os OEs tém
a capacidade de penetrar a membrana externa e a membrana citoplasmatica das bactérias,

tornando a celula mais permeavel. Também foi verificada a reducdo da Forca Proton Motiva
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(FPM) e consequentemente, a sintese de ATP (adenosina trifosfato). A FPM é gerada por meio
das reacOGes de transporte de elétrons, formada pela juncdo do potencial eletroquimico e o
gradiente de pH. Aliado a isso, observou-se a liberacdo dos constituintes intracelulares,
resultando na morte celular (Figura 11) (MADIGAN et al., 2016; BHAVANIRAMYA et al.,
2019).

As células microbianas desenvolvem mecanismos de autodefesa quando expostas a
concentragcdes baixas ou subletais de OEs. A resposta adaptativa depende principalmente da
espécie e, dentre as estratégias realizadas, incluem a alteracdo da saturacdo de &cidos graxos, bem
como o comprimento da cadeia de carbono, a posicao de ramificagéo, a isomerizagao cis/trans e a
conversdo de acidos graxos insaturados em ciclopropanos (DI PASQUA et al., 2007; SIROLI et
al., 2015).

As bactérias Gram-negativas naturalmente sao mais resistentes a acdo dos OEs devido a
presenca de uma membrana externa na parede celular. Além de ndo conter essa membrana, as
bactérias Gram-positivas também ndo possuem periplasma, fluido similar a um gel que contém
enzimas de degradacdo e proteinas de transporte. Entretanto, sdo mais resistentes aos danos
mecanicos, pois contém muitas camadas de peptideoglicana e acidos teicoicos. Apesar disso, a
membrana externa das Gram-negativas € composta por lipopolissacarideos, lipoproteinas e
fosfolipidios, o que permite desenvolver alguns mecanismos de defesa contra antibioticos, entre
eles a penicilina. Dessa forma, o mecanismo de acdo de OEs em bactérias Gram-negativa é
diferente do que em bactérias Gram-positivas (NAZZARO et al., 2013; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017). A Figura 12 ilustra a estrutura da parede celular bacteriana.

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) representam um grande problema de satde
publica em todo 0 mundo (AL-MOHAITHEF et al.,2020). Hoffmann et al. (2017) relataram que
as ITA causaram 600 milhGes de doencas e 420.000 mortes no mundo durante o0 ano de 2010.
Riley (2020) e Scallan et al. (2011) mostram que, de acordo com o Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC), as DTA sdo consideradas as principais causas de doengas nos
Estados Unidos, onde foram registrados cerca de 9,4 milhdes de casos, aproximadamente 60.000
hospitalizacGes e 1400 oObitos. Em escala global, as DTA sdo comparaveis com as principais

doencas infecciosas, entre elas a AIDS, tuberculose e malaria (HAVELAAR et al., 2015).
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Figura 12 — Estrutura da parede celular bacteriana.
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A ingestdo de alimentos e &gua contaminados com agentes biolégicos € uma das
principais causas de DTA. Esse grupo € representado por virus, parasitas e, especialmente,
bactérias, as quais atuam diretamente no organismo ou pela producdo de toxinas. Staphylococcus
aureus e Escherichia coli sdo incluidos entre os principais patdégenos transmitidos por alimentos
(RILEY, 2020; ZHAO et al., 2017).

Staphylococcus aureus € wuma bactéria Gram-positiva, anaerébia facultativa,
quimiorganotrofica, ndo maével e ndo formadora de esporos. Desenvolve-se em uma ampla faixa
de pH, temperatura, concentracdo de cloreto de sédio (NaCl) e também em ambientes com baixa
atividade de agua (aw). Essas caracteristicas permitem a sobrevivéncia em locais especificos,
como na pele e nas mucosas nasais, e também em alguns alimentos, como leite, vegetais in
natura, produtos de panificacdo, carneos e lacteos (SCHELIN et al., 2011).

Cepas de S. aureus multirresistentes foram detectadas em sistemas de producéo leiteira,
devido ao uso indiscriminado de antibidticos na pecuaria, inclusive a cepa de S. aureus resistente
a meticilina (MRSA). Para os ruminantes leiteiros, S. aureus ¢ um agente etioldgico da mastite,
uma inflamacéo nas glandulas mamarias que causa problemas de saude e perdas econémicas.
Apesar de a meticilina ndo ser utilizada para o tratamento de mastite, é relatado que MRSA
podem causar infecgdes intramamarias em decorréncia do contato dos humanos com os animais
contaminados e vice-versa. Quando esses microrganismos causam a mastite subclinica, o leite
pode ser contaminado, sem ocasionar nenhuma alteracéo das caracteristicas sensoriais do produto
(CARUSO et al., 2016; BASANISI et al., 2017; ANGELIDIS et al., 2020; O’DEA et al., 2020).
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Além da capacidade de adquirir resisténcia aos antimicrobianos, algumas cepas da espécie
S. aureus também apresentam o potencial de produzir toxinas que afetam o trato gastrointestinal,
denominadas de enterotoxinas. Fetsch et al., (2014) citam que a intoxicacao alimentar é causada
pela ingestdo de alimentos com a toxina pré-formada. Provavelmente, esses alimentos foram
contaminados pelo manuseio e armazenamento inadequados. Entre as diversas enterotoxinas
produzidas, as cincos responsaveis por 95% dos casos de intoxica¢do alimentar sdo as dos tipos
A, B, C, D e E, sendo o sorotipo A a principal causa (CAI et al., 2020). Jay (2005) relata que a
viruléncia das cepas de S. aureus esteja relacionada com a producdo da enzima coagulase e
termonuclease (Tnase), por isso, sdo conhecidas como bactérias coagulases positivas.

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia das
Enterobacteriaceae. S0 microrganismos caracterizados morfologicamente como bastonetes
retos que se locomovem devido a presenca de flagelos peritriqueos. Apresentam metabolismo
anaerdbio facultativo e sem a formacdo de esporos. E considerado um microrganismo entérico
encontrado naturalmente no trato intestinal de animais de sangue quente. Por essa maneira, a
presenca de E. coli nos alimentos e na agua é um indicativo de mas condicdes higiénicas (SHIN;
WHON; BAE, 2015, AIJUKA; BUYS, 2019).

S&o poucas linhagens de E. coli que sdo potenciais patdgenos transmitidos por alimentos.
No entanto, algumas linhagens sdo consideradas patégenos intestinais e sdo capazes de produzir
enterotoxinas. Sao divididas em quatro grupos de viruléncia, classificadas de acordo com a
infeccdo e a producdo de toxina, sendo elas: enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatogénica (EPEC) e enterotoxigénica (ETEC). O sintoma mais comum da infeccdo em
todos os grupos é o surgimento de diarreias, e no caso da EHEC e EIEC, podem apresentar
diarreia sanguinolenta. Todas s@o produtoras de enterotoxinas, com excecdo da EPEC. Dentre 0s
alimentos normalmente contaminados por E. coli, destacam-se principalmente as carnes mal
cozidas, vegetais folhosos, frutas frescas, derivados lacteos e a agua (MADIGAN et al., 2016).

A resisténcia microbiana na area medica, veterinaria e na agricultura, vem estimulando o
desenvolvimento de farmacos e agroquimicos provenientes de fontes naturais. Assim, algumas
pesquisas sdo direcionadas no estudo de microrganismos capazes de produzir substancias
antimicrobianas, denominadas de antibi6ticos. No entanto, a utilizagdo desses agentes € limitada
devido a sua toxicidade. O cientista Paul Ehrlich, pioneiro em estudos com farmacos

antimicrobianos, desenvolveu um conceito sobre a toxicidade seletiva de produtos naturais, 0s
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quais deveriam inibir ou eliminar microrganismos patogénicos sem ocasionar efeitos adversos no
hospedeiro. A penicilina é um exemplo de antibiotico natural produzido pelo fungo Penicillium
chrysogenum. A descoberta da penicilina marca o inicio da producdo em larga escala de
antibidticos com utilidade clinica. Atualmente, varios derivados foram desenvolvidos para
aumentar a eficiéncia e constituem uma classe de antibiéticos denominados de B-lactamicos
(MADIGAN et al., 2016).

Alguns microrganismos adquirem resisténcia a antibidticos devido a sintese de genes que
originam mutacGes aleatorias. A disseminacdo desses genes ocorre por transferéncia génica
horizontal, por processos de conjugacdo, transducdo e transformacdo. Uma vez adquirida, as
mutacdes sdo transmitidas por reproducdo e a progénie passa a conter as caracteristicas genéticas
dos microrganismos parentais. A alta taxa de reproducdo favorece que toda a populagédo
bacteriana em um curto periodo de tempo passe a ter resisténcia ao novo antibiotico
(LERMINIAUX; CAMERON, 2019; WU et al., 2020).

As células bacterianas, além de conter cromossomos, possuem pequenas moléculas de
DNA de fita dupla, que sdo autorreplicantes e circulares. Essas moléculas sdo denominadas de
plasmideos. Embora os plasmideos ndo sejam essenciais para 0 crescimento bacteriano, em
certas condi¢bes ambientais, 0s genes transportados conferem a sobrevivéncia e o
desenvolvimento das células. Uma vez transportados, esses genes podem codificar proteinas que
aumentam a patogenicidade de uma bactéria, como em algumas cepas de Escherichia coli e
também na producdo de toxinas, incluindo a toxina esfoliativa de Staphylococcus aureus e a
neurotoxina de Clostridium tetani. A resisténcia de antibidticos, metais pesados e a producdo de
toxina de um microrganismo sao atribuidos pelo plasmideo denominado de fator R. Normalmente
os fatores R contém dois grupos de genes, sendo eles: o fator de transferéncia de resisténcia
(FTR) e determinante-r. O FTR contém genes para a replicacdo do plasmideo e conjugacdo; ja o
determinante-r € responsavel por codificar enzimas que inativam os antibiéticos (TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2017; LERMINIAUX; CAMERON, 2019; WANG et al., 2020a).

O mecanismo de resisténcia bacteriana € atribuido pela estrutura da celula e as vias
metabdlicas. Em vista disso, os farmacos antimicrobianos sdo classificados de acordo com seu
mecanismo de acdo, estrutura molecular e espectro da acdo antimicrobiana. Algumas bactérias
tém a capacidade de produzir enzimas que modificam e inativam grupos de antibidticos, como as

B-lactamases, conferindo resisténcia para as penicilinas, cefalosporinas e os carbapenémicos. As
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bactérias Gram-negativas naturalmente sdo mais resistentes, pois possuem uma membrana
externa. Esse grupo de bactéria também possui a capacidade de expelir antibidticos, agindo como
bombas de efluxo. Esse mecanismo confere resisténcia principalmente aos antibioticos do tipo
sintese proteica, como aos grupos de aminoglicosideos, tetraciclinas e macrolideos. E importante
salientar que é esse mecanismo pelo qual Staphylococcus aureus € resistente a meticilina (MRSA
— Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) (PEREZ et al., 2020; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017). Na Figura 13, estdo representados os mecanismos de resisténcia bacteriana

comentado anteriormente.

Figura 13 — Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibioticos.
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Fonte: Claetal., 2021.

Nos ultimos anos, a resisténcia microbiana tornou-se um problema de satde publica e
seguranca alimentar. Estima-se que, em 2050, o numero de mortes por infecgdes bacterianas
exceda as de cancer. Segundo uma lista publicada em 2017 pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), existe onze especies de bactérias consideradas ameagas a saude humana, entre elas
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, resistentes a vancomicina e carbapenémico,
respectivamente. Em vista disso, estudos devem ser realizados a fim de investigar o mecanismo
de acdo de produtos antimicrobianos em bactérias de interesse clinico e alimentar (O’NEILL,
2014; TACCONELLI; MAGRINI, 2017).
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4.1.3 Atividade Fungicida

O mecanismo de acdo da atividade antifungica dos OEs esta baseado principalmente na
inibicdo da sintese do ergosterol. O ergosterol € o principal esterol das membranas celulares de
fungos, o qual é responsavel por manter a fluidez da membrana, o crescimento celular e a
permeabilidade catibnica (NURIKA; EASTWOOD; BARKER, 2018). Esta presente em duas
formas, a livre e a esterificada, sendo que a quantidade de cada forma varia de acordo com a
espeécie fangica. O ergosterol livre é sintetizado com o objetivo de manter a integridade celular e
contribuir para varias funcgdes fisioldgicas. J& o esterificado tem a funcéo de fornecer ergosterol,
uma vez que é uma forma de armazenamento inerte de esterdis (YUAN et al., 2007). Dessa
forma, a inibicdo da via biossintética do ergosterol € um dos mecanismos de acdo de agentes
antifangicos. Também foi observado que os OEs tém o efeito de inibir enzimas, entre elas a
ATPase, o que resulta na diminuicdo dos niveis de ATP intracelular e nas fungdes metabdlicas.
Além disso, foi verificada a inibicdo das enzimas succinato desidrogenase e malato
desidrogenase, ambas participam do ciclo do &cido citrico. Enzimas envolvidas na sintese de
micotoxinas também sdo inibidas pelos OEs, devido ao controle da expressdo de genes
biossintéticos (HU et al., 2017). Alguns desses mecanismos foram avaliados no estudo de
Brand&o et al., 2020, cujos autores confirmaram que o OE Eremanthus erythropappus foi capaz
de inibir a biossintese do ergosterol e causar danos a integridade da membrana celular fingica de
trés espécies de Aspergillus, bem como foi capaz de inibir a producéo da ocratoxina A.

Os fungos sdo microrganismos eucariontes, heterotréficos, multicelulares (filamentosos)
ou unicelulares (leveduras), aerdbicos ou anaerdbicos facultativos, com reproducdo sexuada ou
assexuada e nutricdo por absorcdo de matéria organica presente no ambiente. Os fungos
filamentosos sdo conhecidos por bolores e sdo capazes de formar micélios, os quais séo
constituidos por filamentos de hifas. Dependendo do crescimento, o micélio pode ser visivel em
alguns alimentos, como no péo e em algumas frutas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

4.1.3.1 Micotoxinas

Apesar de poucas espécies de fungos causarem doencas, existem algumas linhagens

produtoras de micotoxinas, metabdlitos secundarios tdxicos que sdo produzidos sob certas
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condicBes climaticas (CHEN et al., 2016). Esses metabolitos ndo apresentam uma funcéo
estabelecida no metabolismo e normalmente sdo sintetizados quando os fungos atingem a
maturidade. Sdo moléculas organicas que contém estruturas que variam de anéis heterociclicos
simples a conjugados. Cientificamente, ja foi publicada a presenca de mais de 400 micotoxinas,
produzidas por mais de 100 fungos, sendo a contaminagédo propriamente dita ocorrendo de duas
formas distintas: a primeira considerada como direta, é caracterizada quando os alimentos ou a
racao sdo contaminados com o fungo toxigénico e com a subsequente producdo da micotoxina, ja
para a forma indireta, os alimentos ou a racdo foram anteriormente contaminados com o fungo
toxigénico, e mesmo apds a sua morte, as micotoxinas estdo presentes no produto final (LUO;
LIU; LI, 2018; ROCHA et al., 2014).

Entre as micotoxinas que podem contaminar os produtos agricolas estdo as aflatoxinas,
ocratoxinas, fumonisinas, patulina, zearalenona e tricotecenos (LUO; LIU; LI, 2018). Na
literatura, sdo relatados que os principais efeitos adversos a salude humana e dos animais
ocasionados pelas micotoxinas sdo a carcinogenicidade, mutagenicidade, neurotoxicidade,
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, efeitos estrogénicos e imunossupressores (CHEN et al., 2016;
ROCHA et al., 2014). A manifestacdo da doenca ird depender do tipo de micotoxina, da
concentracdo e a frequéncia da exposicao (aguda ou crdnica), bem como o sexo, a idade e a satde
do individuo. A toxicidade aguda é caracterizada por uma resposta toxica rapida, enquanto a
toxicidade cronica ocorre pela longa exposicdo a baixas doses do agente, tendo-se como
consequéncia efeitos geralmente irreversiveis e canceres (RUYCK et al., 2015).

A estrutura quimica da maioria das micotoxinas permite a conversdo dessas substancias
em compostos lipossoliveis, o que facilita uma melhor absor¢do do local de exposicdo (trato
gastrointestinal ou respiratério) até a corrente sanguinea, onde pode ser distribuida por todo o
corpo e atingir diferentes 6rgdos. A medida que as micotoxinas entram nas células humanas e de
animais, ha uma grande tendéncia de atingir o genoma celular, causando uma alteracdo na
sequéncia de nucleotideos, o que possibilita 0 desenvolvimento de cancer, ja que esse defeito ira
ser transcrito e traduzido (ADAM et al., 2017). O quadro 1 ilustra a classificacdo das micotoxinas
pelo programa de avaliagdo de monografias da IARC (International Agency for Research on

Cancer).
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Quadro 1- Classificacdo das micotoxinas quanto a sua carcinogenicidade.

Classificacao Micotoxina
Grupo 1 Aflatoxinas
(AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 e AFM1)
Grupo 2B Ocratoxina (OTA)
Fumonisina (FB1 e FB2)
Grupo 3 Tricoteceno, Zearalenona e Patulina

Legenda: Grupo 1: Cancerigeno para 0s seres humanos; Grupo 2: Possivelmente cancerigeno para os seres
humanos; Grupo 3: Nao classificavel quanto a sua carcinogenicidade para os seres humanos. Fonte:
Claeys et al., 2020.

A ocratoxina A é uma micotoxina produzida pelo género Aspergillus, principalmente
pelas espécies A. carbonarius e A. ochareus. O fungo A. carbonarius é pertencente a se¢do Nigri,
caracterizado por conter conideos pretos, com uma temperatura 6tima de crescimento em torno
de 32 a 35 °C. Diversos produtos vegetais podem ser contaminados por essa espécie, entre elas o
cacau, café, amendoim, especiarias, uva e vinhos. A cultura da uva e seus derivados sao
considerados as principais fontes de contaminacéo de ocratoxina A por essa espécie (IOANNIDS
et al., 2015). J& o fungo A. ochareus é pertencente a secdo Circumdati, com uma temperatura
Otima de crescimento em torno de 30°C, tendo-se o café uma das culturas mais susceptiveis a
contaminacéo de A. ochareus e producdo de ocratoxina A (DAS NEVES et al., 2020; REZENDE
etal., 2013).

4.1.4 Radicais Livres e Atividade Antioxidante

As reacOes de oxidacdo e redugdo estdo presentes naturalmente em organismos Vvivos e
nos alimentos. Em processos fisiologicos, o equilibrio redox é necessario para manter o
funcionamento celular normal (MENG et al., 2017). Durante o metabolismo aerobico, ocorre a
formacdo de espécies altamente reativas, denominadas de radicais livres. Esses intermediarios
possuem deficiéncia eletronica e tem a capacidade de abstrair elétron de outra molécula, o que
eventualmente ocasiona uma sequéncia de reacdes oxidativas. Apesar de serem essenciais para o
metabolismo de organismos vivos, em excesso, 0s radicais livres podem interagir com
macromoléculas e contribuir para o desenvolvimento de doengas, como o cancer, doencas

neurodegenerativas e o envelhecimento (LIU, 2020). O estresse oxidativo é caracterizado pelo
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desequilibrio entre a producdo de radicais livres e os mecanismos antioxidantes (PENA-
BAUTISTA et al., 2019).

O excesso de radicais livres também causa efeitos negativos para a industria de alimentos,
uma vez que essas espécies reagem com acidos graxos insaturados causando a oxidacgéo lipidica.
Essa reacdo reduz a qualidade nutricional e sensorial dos alimentos, como tambeém leva a
formacdo de compostos prejudiciais a saude, como o malonaldeido (LORENZO et al., 2014).

De acordo com a composicéo, os radicais livres podem ser classificados como organicos
ou inorganicos, dependendo de qual elemento os elétrons desemparelhados estejam centrados.
Aqueles ligados ao oxigénio sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo
elas: o anion superoxido (O2), hidroxila (OH’), alcoxila (RO’) e peroxila (ROO’). Também
podem formar as espécies reativas de nitrogénio (ERN), entre elas o 6xido nitrico (NO-) e
radicais centrados de enxofre, como o sulfanilo (HS-) (WANG et al., 2020b).

O antioxidante pode ser definido como uma substancia, que quando em baixas
concentragOes, é capaz de inibir a oxidagdo de um substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). Séo agentes quimicos ou enzimaticos que neutralizam ou evitam a formacdo dos radicais
livres. Séo classificados de acordo com sua funcao (sequestradores de radicais livres e de agentes
oxidantes ndo radicalares; substancias que inibem a formacdo de compostos oxidantes; agentes
quelantes de metais de transicdo e substancias capazes de estimular a producéo de antioxidantes
enddgenos), com a polaridade (hidrossoltvel e lipossoltvel) e com a fonte (enddgena e exdgena).
O mecanismo da capacidade antioxidante esta baseado na transferéncia de &tomos de hidrogénios
ou de elétrons, bem como a acdo quelante com os metais de transicdo (GRANATO et al., 2018).
Em vista disso, a eficiéncia de um antioxidante depende da sua estrutura quimica, como o nimero
e a posicdo dos grupamentos hidroxilas, que estdo ligados ao anel benzeno e a posicdo dos
substituintes em relacdo aos grupos hidroxilas (GE et al., 2020).

Entre as principais enzimas antioxidantes, estdo a superéxido dismutase, catalase e a
glutationa peroxidase. Além dessas enzimas, 0s antioxidantes também sdo encontrados nos
vegetais e em plantas, como os compostos fendlicos (pelargonidina), carotenoides (licopeno) e
nas vitaminas E (a-Tocoferol) e C (&cido ascorbico), sendo conhecidos como antioxidantes
naturais (Figura 14) (GONUL et al., 2016; GRANATO et al., 2018).
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Figura 14 — Estruturas quimicas dos antioxidantes naturais.
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Os grupos hidroxilas ligados ao anel aromatico e/ou hidrogénios alilicos, bem como a
deslocalizacdo eletrdnica oriundas das duplas ligacGes, possibilitam a atividade dos antioxidantes
naturais (FIDELIS et al., 2018; ZIELINSKI, et al., 2014). Essas caracteristicas também estdo
presentes nos constituintes quimicos dos 6éleos essenciais, como o eugenol, timol e carvacrol. A
importancia do desenvolvimento de antioxidantes a partir de fontes naturais é explicada, devido
aos resultados dos estudos toxicologicos e do efeito carcinogénico in vivo dos antioxidantes
sintéticos amplamente empregados pela inddstria. Entre essas substancias, destacam-se: butil-
hidroxi-anisol (BHA), 2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT), tert-butilhidroquinona (TBHQ) e
galato de propila (PG) (DA CRUZ et al., 2019; YANG et al., 2018; ESKANDANI;
HAMISHEHKAR; DOLATABADI, 2014). Na figura 15 estdo ilustradas as estruturas quimicas

dos respectivos antioxidantes sintéticos.
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Figura 15 — Estruturas quimicas dos antioxidantes sintéticos.

OH  CHj CH; OH CHj
CHs
CH,
O—CH,
BHA BHT
OH CHs OH
CHj HO
CH,
o\/\
HO CH,
OH CH,
TBHQ Galato de propila

Fonte: Autor, 2020.

Existem diversas técnicas para avaliar a atividade antioxidante in vitro. Entre esses
métodos, destacam-se aqueles capazes de neutralizar radicais (ABTS, DPPH e hidroxila) e inibir
a peroxidacdo lipidica de um substrato (espécies reativas do &cido tiobarbitirico (TBARS),
sistema B-caroteno/acido linoleico e lipossomas). Dependendo da metodologia, uma substancia
pode ou ndo apresentar atividade, em razdo da complexidade dos processos de oxidagdo. Um
método isolado ndo é capaz de fornecer um perfil antioxidante completo de uma espécie vegetal e
de seus constituintes (NILE et al., 2017). Para os OEs, a insolubilidade em agua e as estruturas
quimicas dos seus constituintes sdo os fatores que influenciam na escolha do método. Os
principais ensaios colorimétricos empregados estdo citados abaixo.

A neutralizacdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) ocorre por meio da
transferéncia de atomos de hidrogénios ou elétrons da substancia antioxidante para o radical.
Nessa reacdo, ha uma mudanca de coloragédo (purpura ao amarelo) devido a reducdo do radical
(SCHAICH; TIAN; XIE, 2015). A estabilizacdo do radical ABTS (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) também ocorre através da doacdo de atomos de hidrogénios, formando um complexo
esverdeado na presenca de perssulfato de potassio (RE et al., 1999).

Além desses métodos, a determinacdo da atividade antioxidante tambeém pode ser
realizada pela capacidade de complexacdo de metais, como ocorre no teste do fosfomolibdénio, o

qual fundamenta-se na reducdo do molibdénio (VI) a molibdénio (V) na presenca de uma


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S175646461500047X#!
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S175646461500047X#!
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S175646461500047X#!

48

substancia antioxidante. Em meio &cido, essa reacdo forma um complexo de coloragéo verde
entre fosfato e molibdénio (V) e podem ser determinados por espectrofotometria a 695 nm, de
forma que o aumento dos valores de absorbancia indica altas atividades antioxidantes (PRIETO,;
PINEDA; AGUILAR, 1999).

Existem alguns métodos utilizados para inibir a oxidacdo de um substrato lipidico. A
peroxidacgdo lipidica € um processo caracterizado pela interacdo entre as espécies reativas de
oxigénio com acidos graxos insaturados, o que eventualmente ocasiona a formacdo de compostos
altamente reativos. Esse processo ocorre por meio de reacdes em cadeia em trés etapas
sucessivas, sendo elas a iniciacdo, propagacéo e terminacdo. Os radicais livres formados na etapa
de iniciacdo reagem com outras moléculas, formando radicais lipidicos. Essas substancias reagem
com o oxigénio, formando radicais hidroxilas (propagacdo), os quais atacam as moléculas de
acidos graxos, formando hidroperéxidos lipidicos. A decomposicdo desses ultimos compostos
formam intermediarios que s&o prejudiciais a salude e causa a reducdo da qualidade nutricional e
sensorial nos alimentos (finalizagdo) (REED, 2011; FARHOOSH, 2020).

O écido tiobarbitarico (TBARS) reage com moléculas de malonaldeido (produtos da
decomposicdo dos hidroperdxidos, formados ap6s o ataque na porcdo lipidica da gema de ovo),
formando um complexo de coloragdo rosea que pode ser quantificado a 535 nm (GHANI et al.,
2017). Outro teste também utilizado é o sistema [-caroteno/acido linoleico, por meio desse
método, é possivel avaliar a capacidade de uma substancia em proteger a oxidag¢ao do B-caroteno,
uma vez que, na auséncia de um antioxidante, a cor alaranjada é rapidamente degradada em
consequéncia do ataque dos radicais livres nas insaturagdes da molécula do B-caroteno. Esses
radicais sdo formados pela perda de um préton de um grupo metileno do acido linoleico (ALVES
et al., 2010). O ensaio de lipossoma por sua vez, é utilizado como um método para avaliar a
atividade antioxidante devido a sua semelhanca com a membrana bioldgica, em vista disso, tem-
se como objetivo avaliar a capacidade do OE em adentrar nessa membrana e atuar como
antioxidante (Reparar os danos oxidativos). Isso ocorre devido a capacidade de encapsulagéo e a
permeabilidade seletiva dos lipossomas, 0s quais sdo vesiculas nanométricas rodeadas por
camadas de fosfolipidios (WANG; ZHU; NIE, 2021).
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4.1.5 Atividade Anticolinesterasica

Nas vias colinérgicas dos sistemas nervoso central e periférico, a acelticolinesterase
(AchE) e a enzima responsavel por catalisar a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (Ach)
(Figura 16). A Ach tem como funcdo a propagagdo do impulso elétrico de um neurénio a outro.
Dessa forma, a AchE atua diretamente na transmissao dos impulsos nervosos. Sabe-se que a
inibicdo da AchE é um dos alvos para o tratamento de doencas neurodegenerativas, como a de
Alzheimer e Parkinson, isso porque os inibidores impedem a degradacdo da Ach, assim, hd o
aumento do nivel e a duracdo do neurotransmissor na fenda sindptica, intensificando a

neurotransmissdo colinérgica (BARBOSA et al., 2020).

Figura 16 — Hidrdlise da acetilcolina catalisada pela enzima acetilcolinesterase.
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Fonte: Autor, 2021.

As substancias que possuem a capacidade de inibir a AchE sdo conhecidas como
anticolinesterasicas e sdo utilizadas em casos com baixos niveis de Ach. No entanto, deve haver
um equilibrio entre enzima e neurotransmissor, uma vez que o acumulo de Ach também pode
levar ao aparecimento de algumas patologias, entre elas as doencgas neurais. Isso pode ser
explicado devido a superestimulagdo dos receptores desse neurotransmissor nas sinapses. Além
disso, a intoxicacdo causada por pesticidas pertencentes as classes dos carbamatos e
organofosforados também € gerada pela inibi¢cdo da AchE e tem-se como tratamento o uso de
reativadores dessa enzima. Para os invertebrados, a inibi¢cdo da AchE gera o acumulo de Ach em
niveis toxicos, ocasionando a morte. Diante disso, ha um crescente interesse pela avaliacdo de
compostos que apresentam atividades de inibicdo ou reativacdo da AchE (ARAUJO; SANTOS;
GONGALVES, 2016; KHAN et al., 2018).

Para evitar a degradacdo da acetilcolina e aumentar a neurotransmissédo colinérgica, estdo

sendo avaliados metabolitos secundarios de plantas como possiveis inibidores da
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acetilcolinesterase. Isso porque os farmacos que sao utilizados podem apresentar efeitos adversos,
como hepatotoxicidade, disturbios gastrointestinais, insénia, fadiga, sincope e bradicardia. Os
OEs tém se mostrado como uma importante fonte de substancias bioativas, que podem ser
utilizados para diminuir o risco de doencas, incluindo o Alzheimer. Sugere-se que a inibi¢cdo da
acetilcolinesterase ocorre porque os constituintes dos OEs séo capazes de interagir com o sitio
ativo da enzima. Dessa forma, o neurotransmissor permanece ativo por um periodo maior na

fenda sinaptica, melhorando assim, a transmisséo colinérgica (DE OLIVEIRA et al., 2019).
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3.CONCLUSAO

O constituinte majoritario quantificado do Oleo essencial de Allium sativum foi o
trissulfeto dialila. Esse 6leo essencial foi eficiente no controle do crescimento dos fungos
micotoxigénicos, como também foi capaz de diminuir a atividade da enzima acetilcolinesterase,
podendo ser considerado um agente nas formulagcdes de sanitizantes, farmacos e agroquimicos.
No caso dos Oleos essenciais de Coriandrum sativum e Anethum graveolens, os constituintes
majoritarios identificados e quantificados foram o linalol e a carvona, respectivamente. Ambos 0s
Oleos apresentaram efeitos antimicrobianos, e nos ensaios antioxidantes, das espécies reativas do
acido tiobarbitarico e na reducdo do complexo fosfomolibdénio, o 6leo essencial de C. sativum
obteve o melhor resultado. Assim, estudos in vivo devem ser realizados, para comprovar tais

propriedades bioldgicas, como também utilizar novas tecnologias, entre elas a nanotecnologia.
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CHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF THE
ESSENTIAL OILS FROM Allium sativum, Coriandrum sativum AND Anethum graveolens

ABSTRACT

Essential oils have received much attention because they contain a variety of terpene and
phenylpropanoid compounds that are responsible for their biological activities. The objectives of
this work were to analyze the chemical composition, evaluate the antioxidant, anticholinesterase
and biological activities of the essential oils from Allium sativum (garlic), Coriandrum sativum
(coriander) and Anethum graveolens (dill) against the bacteria Escherichia coli and
Staphylococcus aureus and against the fungi Aspergillus carbonarius and Aspergillus ochraceus
The essential oils were extracted using the hydrodistillation technique and characterized by GC-
MS and GC-FID. The principal constituents found were linalool, carvone and diallyl trisulfide in
the essential oils from coriander (CEO), dill (EEO) and garlic (AEO), respectively. CEO and
EEO were observed to be the most efficient in controlling bacterial growth, and the growth of
both fungi was completely inhibited by the essential oil from AEO at all the concentrations
tested. For CEO and EEO, a dose-dependent relationship with the concentrations was observed
for the antifungal activity. A decrease in acetylcholinesterase activity in the presence of AEO was
observed, but no activities were observed in the antioxidant assays. Satisfactory results in the
antioxidant assay using thiobarbituric acid (ICso) (8.02 pug mL™) and in the reduction of the
phosphomolybdenum complex (0.025 nm) were only observed with the CEO. The AEO shows
promise for the development of sanitizers, drugs and agrochemicals.

Keywords: Natural sources, bioactive compounds, spices.

1. INTRODUCTION

Interest in natural sources as alternatives to synthetic chemical products has increased
significantly, especially with respect to the essential oils (EOs). The constituents present in EOs
include mainly the terpene and phenylpropanoid classes, whose bioactivity depends on the
structural configurations of the molecules.?

Since ancient times, garlic (Allium sativum) has been used worldwide in gastronomy and
traditional medicine.? Its biological properties are mainly attributed to organosulfur compounds
that belong to the thiosulfinate class. However, because of their high instabilities, new
compounds rearrange to give rise to a wide variety of sulfur-derived substances, including diallyl
disulfide, diallyl sulfide, diallyl trisulfide, methyl allyl trisulfide and diallyl tetrasulfide. The

number of sulfur atoms influences the biological potential.®>* Nicastro et al® and Pourzand®



63

reported an association between the decrease in the incidence of cancer of the gastrointestinal
tract and breast cancer with the consumption of vegetables of the Allium species. Teixeira et al’
observed that biodegradable films incorporated with garlic EO exhibited antioxidant and
antimicrobial activities. Garcia-Diez et al® used garlic EO in the manufacture of cured sausage
and observed a significant reduction in some food-borne pathogens, such as Salmonella spp,
Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus.

In addition to garlic, two spices from the Apiaceae family are known for their
pharmacological properties, namely coriander (Coriandrum sativum) and dill (Anethum
graveolens). Linalool is the main constituent of the EO extracted from the coriander seeds. It is
considered to be responsible for the biological effects. This effect can be explained by the
presence of a hydroxyl group, which makes it chemically reactive.® Duarte et al'® found that
coriander EO and linalool were active against Campylobacter bacteria and also interfered with
quorum sensing and biofilm formation. Furthermore, it was proven by Das et al'! that the
nanoencapsulated EO possessed antifungal, antiaflatoxigenic and antioxidant activity, as well as
being able to inhibit an afflatoxin precursor. Chen et al*?> found important pharmacological
properties for the EO from dill, including the ability to induce apoptosis in Candida albicans.
Teneva et al*® reported that the inclusion of the dill EO increased the shelf life of mayonnaise by
inhibiting food microorganisms. Among the main constituents of dill EO reported in the literature
are carvone, limonene, apiole, thymol and a-pinene.°

The use of EOs, which are generally considered safe, is being considered as an alternative
for the development of food additives and agrochemicals because some of these products contain
compounds that are toxic for humans, animals and the environment. The use of EOs also reduces
the risks of selecting insects and microorganisms resistant to synthetic products. Therefore, the
application of EOs can lead to a more sustainable agricultural practice as well as guarantee food
security.'®1"13 Therefore, the EOs of Allium sativum, Coriandrum sativum and Anethum
graveolens were characterized, their antimicrobial activities against pathogenic bacteria and
mycotoxigenic fungi, their antioxidant capacities and their effects on acetylcholinesterase activity

were determined.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Raw material: extraction and chemical characterization of EOs

The dried plant materials were purchased from the local market in the city of Lavras,
Minas Gerais, Brazil. The seeds of the Coriandrum sativum L. (coriander) and Anethum
graveolens (dill) and the dehydrated bulbs of Allium sativum (garlic) were used.

The extraction of EOs was performed by the hydrodistillation technique using a modified
Clevenger apparatus, with an extraction period of two hours.'® The hydrolate was centrifuged at
9.69 for fifteen minutes, separated with a Pasteur micropipette and placed in an amber glass flask
under refrigeration at 4 °C.

The identification of the constituents was performed by gas chromatography using a
Shimadzu chromatograph (Model QP 2010 Plus) coupled to a mass spectrometer (GC-MS) and
the quantative analyses were performed using a Shimadzu gas chromatograph (Model GC-2010)
equipped with a flame ionization detector (FID) The experimental conditions described by
Ferreira et al'® were followed. The constituents were identified by comparing the retention
indexes with those in the literature Adams? using two NIST107 equipment libraries and the

NIST21, by which the mass spectra obtained can be compared with those existing in the libraries.

2.2 Evaluation of antimicrobial activity

The evaluation of antimicrobial activity was performed at the Laboratory of Mycotoxins
and Food Mycology of the Department of Food Science (DCA) at UFLA. Two species of
pathogenic bacteria Escherichia coli (ATCC-EPEP 055) and Staphylococcus aureus (ATCC-—
13565) and two species of mycotoxigenic fungi, Aspergillus carbonarius (CCDCA 10507) and
Aspergillus ochraceus (CCDCA 10490), were used. The microbial species were acquired from
the UFLA DCA Microorganisms Culture Collection.

2.2.1 Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal

Concentration (MBC) and antimicrobial activity by disc diffusion
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The bacterial strains were reactivated from standard strains in Brain Heart Infusion (BHI)
nutrient broth at 37 °C for 24 hours. After growth, the inoculum was transferred to microtubes
(Epperdorf type) with 40% glycerol and kept at freezing temperature. The BHI nutrient broth
was used for bacterial subculture and incubated at 37 °C for 24 hours.?

The broth microdilution technique was used CLSI (2015)?! to determine the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC). Initially, a 100 uL mL™ stock solution of the essential oil was
prepared using 0.5% Tween 80 (w/v). A 300 uL aliquot of this dilution was transferred to the
first wells; the other wells contained 150 puL of Muller-Hinton medium. Serial dilutions were
performed to yield concentrations of 50; 25; 12.5; 6.25; 3.125; 1.565; 0.781 and 0.391 pl ml™.
Microdilutions were performed in triplicate. The inoculum was diluted in sterile saline solution
(0.9%) until a turbidity corresponding to 0.5 on the McFarland scale (1 to 2 x 108 CFU mL™) was
reached and standardized by spectrophotometry with absorbance values between 0.08 to 0.1.
Subsequently, 10 pL of this inoculum was added to the wells. For the negative control, the
bacterial suspension was not added; a sterile control of the culture medium (without the bacteria
and without the EQO) was used. For the positive control, the suspension was inoculated into wells
containing the culture medium and Tween 80 (0.5%), but without the EO. The microplates were
sealed and incubated at 37 °C for 24 hours. After this period, 20 pL of 0.01% (m/v) resazurin dye
was added, and the mixture was observed for 2 hours to detect the change in color of the dye
from blue to pink, which indicated that the bacterial metabolism was active.

In the determination of MBC, 10 uL aliquots were removed from each of the wells of the
previous analysis and transferred to Petri dishes containing Muller-Hinton agar. Plates were
incubated at 37 °C for 24 hours.

The solid medium disk diffusion test was also performed. After the inoculum was
standardized at 0.5 on the McFarland scale (1 to 2 x 108 CFU mL™), 100 uL were added to the
surface of the Petri dish containing Muller-Hinton agar and, with the aid of a sterile swab, the
suspension was spread until a uniform smear was obtained. After drying the inoculum, 5-mm-
diameter filter paper discs were applied, impregnated with 10 pL of pure EO and diluted with
Tween 80 at concentrations of 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81 and 3.90 uL mL™. The
plates were incubated in a BOD at 37 °C for 24 hours and measurements of the diameters of

inhibition halos were performed. Analyses were performed in triplicate.??
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2.2.2 Effect of EOs on mycelial growth of mycotoxigenic fungi

The inhibitory effect of EOs on the mycelial growth of filamentous fungi was evaluated
according to the method of Caetano et al?®. The fungi were kept on paper discs at -80 °C and
reactivated in Malt Extract Agar (MEA) culture medium with the composition (g/L): malt extract
(20), peptone (0.1), glucose (20) and agar (15). Plates were incubated at 25 °C for 7 days. The
inoculum was prepared using a Neubauer chamber and standardized to 10® spores/mL. Volumes
of 30, 20, 10, 5 and 2.5 pL of the EO were added to Petri dishes (15 cm) containing 10 mL of
CYA culture medium (Czapeck Yeast Agar) and YES (Yeast Extract Sucrose Agar) for the fungi
A. carbonarius and A. ochraceus, respectively, to yield the final concentrations of 3000, 2000,
1000, 500 and 250 pLL™. Then, 10 pL of the standardized spore suspension was inoculated.
Plates containing only the culture medium and the fungus were also prepared. The plates were

incubated at 25 °C for seven days in a BOD. All the analyses were performed in triplicate.

2.3 In vitro antioxidant capacity

The in vitro antioxidant capacity (AOX) was evaluated by the neutralization of ABTS
[2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)] and  DPPH  (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) free radicals, as well as by the reduction of phosphomolybdenum and the
inhibition of lipid peroxidation as measured by the thiobarbituric acid reactive species assays
(TBARS), the B-carotene/linoleic acid system and liposomes utilizing the methods described in
the literature 242526272829 The EQ was diluted in ethanol to yield the final concentrations of 500,
250, 200, 150, 100, 50, 25, 15, 2.5 and 1 pg mL™. The concentrations 2000; 1000; 500; 250; 125;
62.5 and 31.25 pg mL* were utilized only for the liposome and TBARS tests. BHT was used as a
standard for all the analyses. Absorbance measurements were performed on a UV/Vis
spectrophotometer (Shimadzu UV-160 1 PC).

2.4 Effect of EOs on acetylcholinesterase enzyme activity

The effect of EOs on the activity of acetylcholinesterase was evaluated using the method
of Ellman et al.®* The analysis consists of monitoring the rate of formation of 5-thio-2-
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nitrobenzoate. This compound is formed by reacting Ellman's Reagent (5,5-dithiobis-2-
nitrobenzoic acid or its ionic form) with thiocholine.

The procedure consisted of adding 2970 pL of buffer Tris-HCI pH 8 (50 mmol L) and 25
UL of acetylcholinesterase solution (1000 U mL™*; type VI-S) from Electrophorus electricus. The
mixture was incubated at 37 °C for 5 minutes. Then, 25 pL of the sample (EO diluted in ethanol
at concentrations of 100; 50; 10; 5; 1.0; 0.50 and 0.25 pug mL™), 100 pL of Ellman's reagent (10
mmol L) and 80 pL of acetylcholine iodide solution (0.02 mol L) were added. The mixture
was incubated at 37 °C for 15 minutes, and the absorbance at 412 nm was measured. Carvacrol

was used as a standard for comparison.

2.5 Statistical analysis

The effects of the EOs on fungal growth were expressed as percentage inhibition of the
colony growth in each treatment relative to the control [(%) = (dcontrol — Gtreatment/dcontro1) *100]. The
treatments were arranged in a 5x3 factorial scheme (Concentration x OE) and subjected to
analysis of variance (one-way ANOVA). The means were compared by the Tukey's post hoc test

with a significance level of 5% (p < 0.05) using the Sisvar software version 5.6.%!

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Chemical characterization of the essential oils

The results obtained from the chemical characterization of the EOs from coriander (CEO),
dill (EEO) and garlic (AEO) are shown in Table 1. The principal constituent identified in the
CEO was linalool (93.277%). In the EEO, five constituents were identified, with carvone the
highest concentration (83.038%). In the case of AEO, five major constituents were also

quantified, with diallyl trisulfide (75.126%) being the principal constituent.
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Table 1- Chemical compositions of EOs from C. sativum, A. graveolens and A. sativum

Coriandrum sativum

Constituents RT (min) Rltab Rlcal N.Area (%)

Linalool 12.246 1095 1100  93.277

Camphor 14.267 1141 1147  2.931

v- Terpinene 10.600 1054 1057 2.218

a-Tujene 6.457 924 933 1.001

p-Cymene 9.335 1020 1023  0.573

Total 100.000
Anethum graveolens

Constituents RT (min) Rltab Rlcal N.Area (%)

Carvone 18.451 1239 1243  83.038

Limonene 9.526 1024 1028 12.626

Apiole (NI) 33.918 1677 1616  4.337*

Total 100.000

Allium sativum

Constituents RT (min) Rltab Rlcal N.Area (%)

Diallyl. trisulfide 20.947 - 1300 75.126

Diallyl. tetrasulfide 11.431 - 1078  19.506

Allyl methyl trisulfide 13.872 - 1138  5.299

Diallyl sulphide 4.647 - 856 0.034

Methyl 2-propenyl Disulfide 5971 - 916 0.019

Total 99.984

RT: Retention time; Rlwp: Literature retention index; Rl Calculated retention index; N. Area:
Normalization of the area; *Confirmed by the Kovats index; -: Quantified but not identified.

Investigations by El-sayed et al®? indicated that diallyl trisulfide was the principal
constituent of the AEO obtained from different cultivars, ranging from 45.76 to 58.53%. Later
Esmaeili et al*® found diallyl trisulfide (33.47%) as the principal compound in the AEO, followed
by diallyl tetrasulfide (19.77%). The results obtained in this study are in agreement with the

aforementioned authors in relation to chemical composition; however, the concentrations
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(75.13% diallyl trisulfide and 19.51% diallyl tetrasulfide) differ from those reported in the
literature (Figure 1). These organosulfur compounds are formed after the decomposition of
thiosulfinates, which are highly unstable and rearrange to form a wide variety of sulfur-
containing substances that are responsible for the characteristic aroma of garlic and its biological

properties.>34

Figure 1 — Chemical structures of diallyl trisulfide (a) and diallyl tetrasulfide (b).

/\/S\S/S\/\ /\/S\S/S\S/\/
@) (b)

Bazargani and Rohloff %, Lasram et al®® and Micic et al®’ characterized more than 30
constituents in CEO. In the present study, only five compounds were identified, namely linalool
(93.28%), camphor (2.93%), y-terpinene (2.22%), a-tujene (1.00%) and p-cymene (0.57%). The
first three compounds were present in the aforementioned studies, and, although linalool was the
principal constituent, there was a difference in concentration (56.79%; 72.34% and 64.04%,
respectively). This fact can be explained by the difference in geographic and climatic conditions
in the growing region because the coriander seeds were obtained in Iran®®, Tunisia® and Serbia®'.
The interaction between the plant and the environment affects the synthesis of secondary
metabolites because environmental factors influence the metabolic route and, consequently, the
production of different phytochemicals.®®

Linalool is a monoterpene (Figure 2) that is synthesized via mevalonate from isopentenyl
diphosphate (IPP) and its isomer dimethylallyl diphosphate (DMAPP). This compound is
responsible for the biological properties and economic value of the EO. The presence of a
hydroxyl group and double bonds makes linalool chemically more reactive and soluble in water
than aliphatic monoterpenes, as well as allowing some secondary transformations to occur,
including oxidation. The oxidative metabolism can cause changes in the chemical structure of the

derived compounds and modify their chemical properties and their economic use.®
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Figure 2 — Chemical structure of linalool.
OH

Previous studies that characterized the EO of dill seeds produced results different from
those found in this study, both in relation to the identity of some constituents and to their
concentrations. Researching the EO of dill seeds, Kazemi** found that the principal constituents
were thymol (20.07%), limonene (16.31%), a-pinene (8.65%) and carvacrol (8.34%). Karimi et
al®®, in turn, found apiole (46.10%), carvone (40.51%) and limonene (3.66%). However, Weisany
et al® evaluated the antifungal potential of the EEO and identified fifteen constituents. Carvone
was the principal constituent (87.91%), followed by limonene (3.13%). These compounds are
similar to those found in this study, but with different concentrations (83.04 and 12.63%,
respectively). Carvones (Figure 3) are cyclic unsaturated ketones belonging to the class of
oxygenated monoterpenes that have proven biological properties, including the ability to induce

apoptosis of skin cancer cells.*°

Figure 3 — Chemical structure of carvone.

O

/:\

3.2 Antimicrobial activity

3.2.1 Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) by the disk diffusion method
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Significant antibacterial activities were observed for the CEO and EEO, whose MIC and
MBC values ranged from 6.25 to 12.50 uL mL™, respectively (Table 2). For the AEO, the results
ranged from 25.00 to 50.00 pL mL* (E. coli) and from 12.50 to 25 uL mL™* (S. aureus). Previous
research developed by Arasu et al*' and by Ghazanfari et al*? had already demonstrated the
antibacterial potential of these EOs, including these same bacteria. It was observed that the MIC
and MBC values for AEO were higher for E. coli bacteria. This observation can be explained
because Gram-negative bacteria are naturally more resistant to the action of EOs because of the
presence of an outer membrane in the cell wall, unlike Gram-positive bacteria, which have a
single thick layer of peptidoglycan.*® Mallet et al** observed no inhibitory effect by AEO on the
bacterium Pseudomonas aeruginosa, which is also Gram-negative. EOs are lipophilic substances
and, therefore, have the ability to interact with cell membrane lipids to increase the permeability
of the bacterial cell. This effect causes a reduction in the Proton Motive Force, in the synthesis of
ATP and in the release of intracellular constituents.*® Rao, Chen and Mcclements*® mention that
the antimicrobial activity of an EO is related to its chemical constituents, mainly those present in
highest concentration, and interactions with other components. Terpenoids with polar functional
groups are known to have such activity. Bhavaniramya et al*> mentioned that carvone is capable
of disrupting the structures of the cell's outer membranes. Park et al*’ inferred that linalool causes
damage to the cell wall, inhibits enzymatic activity and interrupts the translation of certain
regulatory genes. In the case of sulfur compounds, Rouf et al> mentioned that there is an

interaction of thiol groups with pathogen proteins, which causes structural change.

Table 2 — Minimum Inhibitory Concentration (UL mL?) and Minimum Bactericidal
Concentration (UL mL™?) of the essential oils from C. sativum, A. graveolens and A. sativum
against the E. coli and S. aureus bacteria.

C. sativum A. graveolens A. sativum
Bacteria Difusion Difusion Difusion
indisk MIC MBC indisk MIC MBC indisk MIC MBC
(mm) (mm) (mm)
E. coli NI 6.25 12.50 NI 6.25 12.50 NI 25.00 50.00
S. aureus 81+178 6.25 1250 20%x10 6.25 1250 *x 1250 25.00

NI (No inhibition)
** Inibition
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No formation of an inhibition halo was observed for the E. coli bacteria in the presence
of the three EOs tested (Table 2). On the contrary, the AEO completely inhibited the growth of S.
aureus; for the CEO and EEO, the diameters of the inhibition halos were 8.1+1.78 mm and
2.0£1.0 mm, respectively. For Rao, Chen and Mcclements*, the antimicrobial activity is
classified according to the zone of inhibition, which can be defined as strong (> 20 mm),
moderate (> 12 mm < 20 mm) and weak (< 12 mm). Thus, weak inhibitory activity was observed
for the CEO and EEO. It is important to emphasize that no inhibition was observed for the EOs
diluted in Tween 80.

3.2.2 Inhibitory effect of EOs on mycelial growth of mycotoxigenic fungi

Mycelial growth of mycotoxigenic Aspergillus fungi was inhibited by CEO and EEO in a
dose-dependent manner (Table 3). The growth of the fungi A. carbonarius and A. ochraceus was
completely inhibited by the AEO at all the tested concentrations. This EO was considered to be
the most effective in the control of the two fungi. It was found that A. ochraceus was the fungus
most resistant to CEO and EEO (Figure 4). There was no inhibition of fungal growth by the CEO
at 1000 uL mL™, and a statistical difference was observed at higher concentrations. Nevertheless,
the inhibition of growth of A. carbonarius was greater than that of A. ochraceus. Greater
inhibition by EEO than by CEO was observed for both fungi. The inhibition of growth of A.
carbonarius was observed up to a concentration of 500 uL mL™, whereas a 75.79% decrease in
growth rate at the same concentration was observed for A. ochraceus (Table 3). When they
studied the activity of coriander essential oil, Das et al'! reported that the EO completely
inhibited the growth of some fungal species, including the Aspergillus genus, at concentrations
lower than those found in this study, but no tests were performed with A. carbonarius and A.

ochraceus.
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Table 3 — Percent inhibition of the mycelial growth of Aspergillus carbonarius e Aspergillus
ochraceus by the EOs from C. sativum, A. graveolens and A. sativum

Concentration Percent of inhibition of mycelial growth

(UL mLY) C. sativum A. graveolens A. sativum

3000 100.00 Aa 100.00 Aa  100.00 Aa

Aspergillus 2000 100.00 Aa 100.00 Aa  100.00 Aa
carbonarius 1000 76.90 Bb 100.00 Aa  100.00 Aa
500 25.30 Bc 100.00 Aa  100.00 Aa

250 9.63 Cd 79.51 Bb  100.00 Aa

3000 100.00 Aa 100.00 Aa  100.00 Aa

Aspergillus 2000 28.92 Bb 100.00 Aa  100.00 Aa
ochraceus 1000 NI Cc 73.49 Bb  100.00 Aa
500 NI Cc 75.79 Bb  100.00 Aa

250 NI Cc 38.98 Cb  100.00 Aa

Means followed by the same lower case (column) and uppercase (row) letter do not differ by the Tukey
test (5% probability). NI: No inhibition

The resistance of A. ochraceus was greater than that of A. carbonarius, due to the
difference in the chemical constituents of the EOs. Lasram et al®? showed the carvone had greater
antifungal activity than linalool, this explain why OEE was more effective in controlling fungal
growth than OEC.

As mentioned above, the antimicrobial activity of EOs can be attributed to their fat-soluble
character, and it is suggested that the antifungal effect of EOs is based on membrane rupture by
inhibiting ergosterol biosynthesis, which causes the leakage of cytoplasmic content and generates
an internal cellular imbalance with a change in the functioning of the organelles. This statement
was proven in the study by Das et al*!, who evaluated the antifungal effect of CEO, as well as by
Kujur, Kumar and Prakash*®, who elucidated the mechanism of action of the EO from Eugenia
caryphyllata. In the study by Branddo et al*®, the authors confirmed the antifungal and
antimycotoxigenic effect of the essential oil from Eremanthus erythropappus against three
different Aspergillus species, including A. carbonarius and A. ochraceus. They demonstrated that
the inclusion of the EO inhibited ergosterol biosynthesis and damage the integrity of the fungal

cell membrane.
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Figure 4 — Inhibition of the mycelial growth of Aspergillus carbonarius (A) and Aspergillus
ochraceus (B) by the EOs from C. sativum, A. graveolens and A. sativum

Fungal
Control

3000 2000 1000
pL mL1 pL mL! pL mL1

Legend: A: AEO; B: EEO; C: CEO
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3.3 Effect of EOs on acetylcholinesterase enzyme activity

The results obtained regarding the effect of the concentration of EOs on the enzymatic
activity are shown in Figure 5. No significant decrease in AChE activity was observed with the
application of the CEO and EEO, even at the highest concentrations (ICso >100 pg mL™). There
are significant differences in the chemical structures of the constituents of EOs that could
influence the interactions and enzyme inhibition. Barbosa et al*®® reported that EOs composed
mainly of sesquiterpenes have a greater inhibitory effect than those composed of monoterpenes.
This fact can be explained by the synergistic interactions that occur in these compounds.
However, Lopez and Pascual-Villalobos®! inferred that some monoterpenes are considered to be
strong inhibitors, such as 1,8-cineole. High concentrations of linalool and carvone are necessary
for strong inhibition of AChE to occur, and greater inhibition by carvone is observed than by
linalool because of its conjugated double bond.

Using a molecular approach, Barbosa et al*®® inferred that the main constituents of EOs
interact with AChE through Van der Waals bonds and hydrophobic interactions. Such binding
was considered exergonic, reversible and competitive and because of these characteristics; the
action of other substances is possible. The inhibitory activity itself occurs through the bonds
between the compounds of the EOs with the enzyme's amino acids. In the case of those EOs that
contain organosulfur compounds, such as AEOQ, the interaction can occur between sulfur and

oxygen atoms, forming m-sulfur interactions and hydrogen bonds, respectively.>?

Figure 5 — Effect of EO concentration on acetylcholinesterase enzyme activity.
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AEO was efficient in decreasing AChE activity. The 1Cso (9.67 pg mL™) did not differ
statistically from that of the carvacrol standard (ICso 12.53 pug mL™). Baluchnejadmojarad et al®®
evaluated the anticholinesterase activity of S-allyl cysteine, which is an organosulfur compound
found in garlic extracts, and observed that there was a decrease in AChE activity, which could
have improved cognitive impairment. Rocchetti et al®* also reported that extracts obtained from
different species of the genus Allium have the ability to inhibit AChE activity. In cases of
poisoning caused by agrochemicals or toxic metals, activation of the AChE enzyme is necessary.
Previous studies by Pari and Murugavel®® obtained promising results in the activation of AChE
by diallyl tetrasulfide. The authors suggested that this compound was able to reduce the oxidative
stress induced by cadmium. There must be a balance between enzyme and neurotransmitter

because AChE is a key enzyme in behavioral processes.

3.4 In vitro antioxidant activity of EOs (AOX)

There are many techniques for determining the AOX of a substance. Among the
colorimetric assays, those involving the capture of free radicals (ABTS, DPPH), the complexing
of metals (phosphomolybdenum) and the inhibition of lipid oxidation [reactive species of
thiobarbituric acid (TBARS), B-carotene/linoleic acid system and liposomes) are the most
common. Depending on the method employed, a substance might or might not have activity,
depending on the complexity of the oxidation processes. An isolated method is not able to
provide a complete antioxidant profile of a plant species and its constituents.>® Specifically, in the
case of EOs, the insolubility in water and the chemical structures of their constituents are factors
that directly influence the choice of method.

No AOX was observed in the colorimetric assays with AEO. Garlic is considered to be a
potent antioxidant, but its action is indirect. The constituents of garlic are responsible for
activating factor 2, which is related to the activation of antioxidant and detoxifying enzymes,
such as glutathione, superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase and heme 1-
oxygenase. Therefore, the levels of mitochondrial damage caused by reactive oxygen species
decrease.’” In the case of allicin, which is a reactive sulfur-containing substance, the redox
reaction occurs through disulfide bonds between the thiol groups and glutathione or proteins that

contain cysteine. %8 Thus, no results were observed for the AEO in conventional assays because
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such compounds act on living systems by activating antioxidant enzymes. In the study by Mallet
et al®® the authors also found that the AEO did not affect the presence of AOX by the DPPH
radical capture method.

The principal compounds in EOs that have high AOX values usually possess phenolic
characteristics, such as clove EO, which contains mainly eugenol. These substances are able to
stabilize free radicals through the transfer of hydrogen atoms or electrons. In the absence of these
constituents, a low or non-existent activity is verified, as was reported by Ferreira et al.® The
results of the ABTS assay shown in Figure 6A corroborate these statements, because the BHT
standard presented a dose-dependent relationship; that is, the antioxidant activity was
proportional to the sample concentration (1Cso 3.30 pg mL™). On the other hand, no activity was
observed for EEO and CEO, whose I1Cso were >500 and 7387 pg mL™, respectively. This
behavior was also verified in the DPPH assay, and it is in agreement with the study by Silva et
al.%% The chemical structure of carvone (principal constituent) does not allow it to react by such a
mechanism. In addition to the radical-scavenging methods, no AOX was observed for EEO in the

other assays, except for phosphomolybdenum.
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Figure 6 —Antioxidant capacity of EOs in three colorimetric assays. A: ABTS (ug mL?); B:
TBARS (ug mL™); C: Phosphomolybdenum (Abs nm).
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An ICso of 8.02 ug mL* for the inhibition of the formation of species reactive to
thiobarbituric acid was observed with CEO (Figure 6B). This value was lower than that found for
BHT, for which an 1Cso of 229.31 pg mL™ was observed. Lipid oxidation is a chain reaction in
which free radicals interact with unsaturated fatty acids to form a multitude of compounds,
including malonaldehyde, which is responsible for imparting strange flavors and odors to foods,
in addition to being a marker of oxidative damage in physiological systems. Malonaldehyde
reacts with thiobarbituric acid to form a pink colored complex, so it is possible to determine
whether an antioxidant substance is able to protect lipids against oxidation in the TBARS test. ¢
In the case of CEO, whose principal compound identified was linalool, this activity can be
attributed to the chemical structure of the monoterpene, which has double bonds and reduced
functional groups that are susceptible to oxidation,®? unlike carvone, the principal constituent

identified in the EEO. In the study of Devasagayam; Moldy; Ramasarma®, the authors inferred
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that functional groups such as ketones can interfere in the assay because they can react with
thiobarbituric acid.

Another test used to assess the ability of EOs to inhibit lipid peroxidation was that of 3-
carotene/linoleic acid. It is a test with conditions similar to those found in the food industry
because it is performed in an emulsion. The capacity of the EO to protect the B-carotene system
was evaluated.’® However, the results were not as significant as in the TBARS method, where an
ICso of 446.23 pug mL™ was observed for the CEO. Regarding BHT, the ICso values were 0.69 ug
mLL. In the liposome assay, no activity was observed for either EO, with ICsp >2000 pg mL™.
An 1Cso of 258.30 pug mL™, was observed for the BHT standard. Liposomes are strongly affected
by the incorporation of EOs, as was observed in the study by Allaw et al®*, and this incorporation
can influence the test result.

Metal complexation is also one of the mechanisms by which oxidation can be controlled
because the metal ions catalyze this reaction and also participate in the formation of reactive
oxygen species. The phosphomolybdenum assay is often used to determine the total antioxidant
activity by evaluating the chelating capacity of a substance.®® In this study, it was observed that
the CEO and EEO were efficient in reducing the phosphomolybdenum complex. The absorbance
values were higher than those of the BHT standard. The greater the slope of the straight line, the
greater the reducing effect of the molecule (Figure 6.C). Anthocyanins and some constituents of
EOs are considered to be potent antioxidants. They are able to donate electrons or hydrogen
atoms to free radicals or transition metals because they are stabilized by resonance structures that
provide a certain stability to the radical formed.%® In the study by Pavlic et al%, the authors
inferred that the EO from peppermint exhibited antioxidant activity as a result of the high
concentration of terpenoids, including compounds with alcohol functional groups.

Thus, the EO constituents are responsible for conferring AOX; this effect was isolated,
synergistic or antagonistic. The methods used have different mechanisms of action, so the activity
of an EO might be observed in a certain method and not seen in other tests, as was the case in this
study.



80

4. CONCLUSION

The greatest activity in controlling the growth of the fungi Aspergillus carbonarius and
Aspergillus ochraceus and in inhibiting the activity of the acetylcholinesterase enzyme was
observed for the essential oil from Allium sativum. This oil is being considered as an agent in the
formulations of sanitizers, drugs and agrochemicals. Antimicrobial effects were also observed for
the essential oils from Coriandrum sativum and Anethum graveolens. A satisfactory result in the
antioxidant test of reactive species with thiobarbituric acid was only obtained with C. sativum.
Thus, in vivo studies must be performed to demonstrate such biological properties in food
systems, as well as using new technologies such as nanotechnology to preserve and release

essential oils in a controlled manner.
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