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RESUMO

A espécie Juniperus communis L. (Zimbro) é conhecida como uma planta rica em
flavonoides e compostos fenolicos. Devido as suas caracteristicas aromética e
antibacteriana, as bagas do zimbro sdo usadas na producéo do gin e no tratamento
de patologias, respectivamente. O objetivo deste trabalho € correlacionar a atividade
antioxidante, teor de fendis totais e atividade antimicrobiana da Juniperus communis
L. da literatura com extratos do fruto obtidos dos produtos comerciais. As amostras de
J. communis obtidas na forma de frutos (bagas), foram moidas em agua, com a
finalidade de evitar perdas, obtendo melhor eficiéncia. A atividade antioxidante foi
determinada pelo método do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1- picril-hidrazil
(DPPH) e os fendis totais foram quantificados pelo método Folin-Ciocalteu. Os valores
de ICso para a atividade antioxidante variaram de 85,16 pug-mL™ para os extratos
obtidos com o uso do solvente etanol apds acetato de etila (PC6) das bagas de Juniperus
communis até 786,14 ygmL-! para o extrato (PC4). Os valores de fendis totais variaram
de 11,74 mg-EAG-g ! para o extrato em etanol apos acetato (PC4) a 74,21 mg-EAG-g
-1 para o extrato em acetato de etila (PC9); ambos os extratos sdo dos produtos
comerciais. Os extratos etandlicos e em acetato de etila foram os mais ativos e
apresentaram maior potencial antioxidante. A atividade antimicrobiana foi avaliada
frente a bactéria Gram negativa Escherichia coli), controle Gentamicina de 100 pgmL-
. Bactérias Gram positiva ( Bacillus subtilis), controle Tetracilina de 40 ygmL? e
fungos C. albicans e C. glabrata ambos para loprox 400 ygmL™ e anfatarecina
250ugmL™t através do método de microdiluicido em caldo. O extrato etandico (PC3)
apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias (—E. coli), com valores de
CIM = CBM= 125 pgmL*e (Bacillus subtilis); CIM = 62,25 pgmL*e CBM = 125 pgmL-
1, ja nas amostras do extrato extraido com solvente acetato de etila (PC8) adquirida
em Graos a Granel e (PC7) adquirida em Brotas, ocorreu atividade somente para a
bactéria Bacillus subtilis; CIM = 62,50 pgmL™! para ambas; ja em relagdo ao CBM, no
PC9 ndo teve efeito, ja na amostra do PC7 o valor do CBM foi de 250 pgmL™. As
amostras extraidas com hexano (PC10) e (PC12) apresentaram atividade
antibacteriana somente para B. subtilis; no PC10, CIM = 31,25 ugmL* e CBM = 500
ugmL1, ja no PC12 teve como CIM o valor de 125 ygmL~*e CBM = 500 pgmL™. As
bagas da espécie J. communis possuem atividades antioxidante, antibacteriana e
aroma peculiar que lhe condicionam varias propriedades na area farmacéutica e
alimenticia, que implica diretamente beneficios para a sociedade.

Palavras-chave: Caryocedrus. Fitoquimica. Metabdlitos.



ABSTRACT

The Juniperus species communis L. (Juniper) is known as a plant rich in flavonoids
and phenolic compounds. Due to its aromatic and antibacterial characteristics, juniper
berries are used in the production of gin and in the treatment of pathologies,
respectively. The objective of this work is to correlate the antioxidant activity, total
phenol content and antimicrobial activity of Juniperus communis L. from the literature
with fruit extracts obtained of commercial products. The J. communis samples obtained
in the form of fruits (berries) were ground in water, in order to avoid losses, obtaining
better efficiency. Antioxidant activity was determined by the free radical scavenging
method 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) and total phenols were quantified by the
Folin-Ciocalteu method . IC 5o values for antioxidant activity ranged from 85.16 pgmL -
L for extracts obtained with the use of ethanol solvent after ethyl acetate (PC6) from
Juniperus berries communis up to 786.14 ug-mL - for the extract (PC4). Total phenol
values ranged from 11.74 mg-EAG-g ! for the ethanol extract after acetate (PC4) at
74.21 mg-EAG-g ! for the ethyl acetate extract ( PC9 ) ; both extracts are from the
commercial products. The ethanolic and ethyl acetate extracts were the most active
and had the highest antioxidant potential. The antimicrobial activity was evaluated
against Gram negative bacteria Escherichia coli ), control Gentamicin 100 pgmL *;
Gram positive bacteria ( Bacillus subtilis ), control Tetracillin 40 pgmL - and fungi C.
albicans and C. glabrata both for loprox 400 ygmL ~tand anfatarecin 250ugmL ~! using
the broth microdilution method. The ethanol extract (PC3) showed antimicrobial activity
against bacteria (— E. coli ), with MIC values = MBC= 125 ugmL - e ( Bacillus subtilis
); MIC = 62.25 pgmL “tand MBC = 125 ugmL 1, whereas in extract samples extracted
with ethyl acetate solvent ( PC8) acquired in Grains a Bulk and (PC7) acquired in
Brotas, there was activity only for Bacillus bacteria subtilis ; MIC = 62.50 pgmL - for
both; in relation to CBM, in PC9 it had no effect, in the PC7 sample the value of CBM
was 250 pgmL 1. Samples extracted with hexane (PC10) and (PC12) showed
antibacterial activity only for B. subtilis ; in PC10, MIC = 31.25 pgmL -tand MBC = 500
pugmL -1, while in PC12 the MIC value was 125 pgmL “*and MBC = 500 pgmL 1. The
berries of the J. communis species have antioxidant, antibacterial activities and a
peculiar aroma that determine several properties in the pharmaceutical and food areas,
which directly imply benefits for society.

Key words: Caryocedrus . Phytochemistry. Metabolites.
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1 INTRODUCAO

Segundo Olech e outros (2020), o género Juniperus L. (Cupressaceae) consiste
em cerca de 50-67 espécies, dependendo da classificacdo taxondmica, e inclui mais
de 220 cultivares.

O Juniperus communis é um arbusto ou arvore conifera dioica, polinizada pelo
vento. As fémeas produzem anualmente cones carnudos, esféricos e semelhantes a
frutos de aproximadamente 6,5 mm de didmetro que levam 2 ou 3 anos para
amadurecer (GRUWEZ et al., 2014). Juniperus é um dos géneros mais diversos de
coniferas, algumas espécies sdo encontradas no nivel do mar (J. virginiana var.
silicicola, J. taxifolia var. lutchuensis, J. procumbens). O calcario € o substrato
preferido de muitas espécies dessa arvore; outras menores, consideradas arbustos,
crescem em dunas de areia e arenito e variam de desertos (J. californica, J.
osterosperma) a pantanos (J. communis var. charlottensis) no arquipélago Haida

Gwaii, na Columbia Britanica, antigas llhas da Rainha Carlota (ADAM, 2014).

Da planta do juniperus podemos obter diversos constituintes quimicos; entre
estes, os compostos fendélicos sdo os que tém maior predominancia. A maioria dos
fendlicos que fazem parte da composicdo dos metabdlitos secundarios das plantas de
J. communis L, conhecida como zimbro, sdo: acido hidroxicinamico: acido quinico,
acido cumarico e o &cido 5-O-cafeoilquinico; &cido hidroxibenzoico: &cido
protocatécnico; flavan-3-ols: catequina e epicatequina; flavandis: quercetina,
guercetina-3-O-rutinoside e flavonas: apigenina, luteolina, amentoflavona,
naringenina e seus derivados (GONCALVES et al., 2022).

Os o6leos de J. communis sao utilizados na aromaterapia, perfumaria e bebidas
alcoolicas como gin, conforme relata Zheljazkov e outros (2018). O 6leo de zimbro
possui uma ampla gama de atividades farmacolégicas, como propriedades diuréticas,
antissépticas, carminativas, estomacais, antirreumaticas e tem sido tradicionalmente
usado para cistite, flatuléncia e célica. Além disso, tem sido aplicado topicamente para

dores reumaticas nas articulacdes ou musculos (FILIPOWICZ et al., 2003).

Em Tras os Montes, regido localizada no norte de Portugal, as bagas de zimbro

séo tradicionalmente utilizadas como condimentos em pratos de carne de caca,
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conferindo-lhe um sabor e aroma peculiares. Essa especiaria também é utilizada na

fabricac&o do gin e na aromatizacdo de bebidas tradicionais (BACEM, 2018).

Desde tempos antigos o homem utilizava Frutas, Legumes, Ervas, Agua e
Argila para cuidar de seus males. Mesmo na atualidade, em que a tecnologia médica
mostra-se capaz de realizacfes extraordinarias, muitas pessoas continuam adeptas
da medicina natural por descobrir nela o meio ideal para recuperar a saude do corpo

mantendo o equilibrio orgénico (SILVA 2003).

Essa pesquisa € justificada pela relevancia das informacdes que podem ser
obtidas, pela contribuicdo para a ciéncia e pelo potencial impacto positivo na saude
publica e nas industrias farmacéuticas e de alimentos funcionais. Os resultados podem
abrir caminho para o desenvolvimento de novas terapias ou suplementos naturais,

beneficiando a sociedade como um todo.

Com essa pesquisa, busca-se fornecer informacdes relevantes sobre a
gualidade e potencial biolégico dos produtos comerciais da J. communis L., assim
como sua possivel aplicacao terapéutica ou nutricional. Além disso, a correlacdo com
dados da literatura contribuira para a validacdo dos resultados e enriquecimento do
conhecimento cientifico sobre as propriedades medicinais e nutricionais dessa planta.
Os resultados obtidos poderédo ter aplicacbes em industrias farmacéuticas e de
alimentos funcionais, bem como proporcionar uma base para o desenvolvimento de

novos produtos naturais com beneficios a saude.

A LITERATURA

2.1 PLANTAS ALIMENTICIAS

O Brasil é rico em diversidade de espécies frutiferas e hortalicas nativas,
especialmente na Amazdnia. A biodiversidade do Pais € gigantesca, devemos incluir
também a diversidade floristica (fitodiversidade) com potencial alimenticio, que é
pouca conhecida e que se faz presente na base da agricultura nacional ou mesmo
regional. A maioria das ervas espontaneas, conhecida popularmente como daninhas,

sdo espécies com grande importancia ecolégica e econdmica, algumas delas sao
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alimenticias. Em prol da busca de alimentos saudaveis, de origens conhecidas e que
contribuam para conservacédo ambiental, os paradigmas e tabus alimentares precisam
ser repensados (KINUPP, 2019).

Na alimentacdo, o zimbro é utilizado como condimento, pois, por ser uma
especiaria com sabor, cor e aroma caracteristico, confere ao alimento gosto peculiar,
podendo interferir até na cor do alimento ap0s a preparacédo. Essa especiaria pode
ser usada de forma isolada ou até mesmo misturada a outras especiarias para atender
a diferentes gostos. A especiaria mais importante na composi¢éo do gin € o zimbro
(Juniperus communis L.), que confere um sabor caracteristico e Unico; para uma
bebida alcoodlica ser denominada gin, tem que ter o zimbro na sua constituicdo, mesmo
guando forem acrescentados aromatizantes ou substancias diversas mudando sua
caracteristica inicial, essas alteracdes ndo mudam a sua nomenclatura, ou seja, sua

raiz, sua esséncia continuara sendo chamada de gin (BUCK, 2020).

O zimbro também pode ser adicionado a cerveja proporcionando um sabor
diferenciado e com caracteristicas peculiares; neste caso, ele entra para agregar valor
ao produto (COSTANTIN, 2022).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS

Algumas espécies de plantas ja eram utilizadas pela civilizagédo antiga para fins
medicinais, para prevencao, tratamento e cura de doencas. Esta pratica medicinal é a
mais antiga da humanidade. O uso de plantas medicinais, por muitos anos, mostrou
gue determinadas plantas apresentam substancias potencialmente perigosas
(RODRIGUES et al., 2011).

Os metabdlitos secundarios em plantas sofrem interferéncia direta do ambiente
do qual fazem parte, representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente
no seu entorno, portanto, sua sintese € frequentemente afetada por condi¢cdes
ambientais; as alteracdes sofridas séo resultantes de um conjunto de processos, entre
eles temos o bioquimico, fisioldgico e o ecoldgico. Fatores como sazonalidade; indice
pluviométrico, temperatura e altitude. As altera¢Bes citadas anteriormente levam a
variagcbes no metabolismo das plantas, gerando quantidades de metabdlitos totais

diferentes, assim como suas proporcdes na mistura (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Desde a antiguidade as civilizacbes perceberam a existéncia de plantas
dotadas de maior ou menor poder de toxicidade ao lado das plantas comestiveis que,
ao serem experimentadas no combate as doencas, revelaram certo potencial curativo,
embora empiricamente. Essas informagdes inicialmente eram transmitidas oralmente
as geracoes posteriores, pois nesse periodo ainda nao existia a escrita; a partir do
surgimento da escrita, as informacdes eram guardadas como um acervo de muito
valor (CUNHA, 2003).

Registros de estudos relacionados a plantas medicinais misturam-se com a
prépria historia da humanidade, desde a origem da cultura ocidental com as obras do
“Pai da Medicina”, Hipécrates (460-360 a.C.), até a atualidade através dos estudos de
potencializacdo da producdo de compostos bioativos com o uso da engenharia
metabolica (NETO, 2005).

O papiro de Ebers, que representa o primeiro tratado médico do Egito
conhecido do século XVI antes da era cristd, tinha em sua escrita textos destinados
ao tratamento de doencas internas e indicacbes sobre a composicdo dos
medicamentos a serem utilizados. A medicina egipcia tinha como base para
tratamentos das enfermidades a magia e a religido; no entanto, € sabido que ja eram
utilizados o sene, o zimbro, as sementes do linho, o funcho, o ricino e outras diversas
plantas. Além das civilizacdes egipcias, a chinesa e a hindu tinham varios livros em

que ha referéncia a numerosos farmacos (CUNHA, 2003).

Os povos helénicos ganham destaque no que se refere a contribuicdo das
civilizagbes mais recentes; esses povos receberam dos persas muitos produtos
orientais. Grandes médicos faziam parte destes povos; HipoOcrates, Galeno e
Teofrasto deixaram descricdes botanicas muito precisas e detalhadas, descrevendo
efeitos toxicos e propriedades medicinais. Além destes, quem depois se destaca
nesse mesmo campo é Dioscoérides; ao seguir com o0s exércitos de Roma pela
Peninsula Ibérica, no Norte de Africa e na Siria, recolhia muitas informacdes sobre
plantas, resultando no tratado “De Matéria Médica”, o qual representa um marco
historico, aprendizado de numerosos farmacos, muitos destes sdo usados na
atualidade; nesse tratado consta registro de cerca de 600 produtos, ndo s6 vegetal,

como também animal e mineral. No século XVI, os Jesuitas foram 0s responsaveis
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pela divulgacdo dos medicamentos de origem vegetal usados pelos indigenas do
Brasil (CUNHA, 2003).

A utilizacao de plantas com fins medicinais pela populacdo em geral ndo tem
data conhecida, no entanto ndo resta duvida de que esse conhecimento surgiu de
forma empirica, sem carater cientifico, foi baseado nos saberes locais historicamente
legitimados e repassados de geracdo em geracdo. O consumo desses remeédios
tornou-se um habito de consumo mundial, talvez somente por estar associada a busca
pela saude ou pelo poder econémico da populacdo, ou ambos os fatores. O uso das
plantas medicinais por grande parte da populacdo ndo significa que sua
potencialidade terapéutica seja comprovada e aceita no ambito da comunidade
cientifica. Cuidados tém que ser tomados no uso dessas plantas medicinais, pois
podem causar intoxicacao, agravando a saude do individuo. S&o muitas as variaveis
gue devem ser levadas em consideracao, como o desconhecimento de suas possiveis
interacdes no organismo, seja com 0s medicamentos alopaticos, seja pela mistura

indevida de varias plantas, ou de sua toxicidade (FIGARO et al., 2022).

O Boldo, por sua vez, € uma das plantas mais citadas em estudos
etnobotanicos. No entanto, existe caréncia de informacdes sobre a sua efetiva funcéo
na atividade gastroprotetora (BATTISTON et al., 2015).

Outrossim, a cultura de usar o alho como remédio € uma das mais antigas que
se conhece. O cultivo do alho vem desde a antiguidade, o produto € visto por grande
parte da populacdo como remédio e, para outros, como condimento, devido as suas
propriedades aromaticas e de sabor (OLIVA, 2017).

O uso de plantas medicinais deve seguir os mesmos cuidados dos
medicamentos utilizados na medicina tradicional. Os riscos para a saude do ser
humano sdo grandes quando essas plantas sdo consumidas indevidamente,
principalmente por mulheres gravidas, podendo provocar o aborto; entre elas
encontram-se alho (Allium sativum), aloe (Aloe ferox), angélica (Angelica
archangelica), arnica (Arnica montana), canfora (Cinnamomum canphora), confrei
(Symphitum officinalis), eucalipto (Eucaliptus globulus), alecrim (Rosmarinus
officinalis), gengibre (Zengiber officinalis) e sene (Cassia angustifolia e Cassia
acutifolia) (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005) (Quadro 1).
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Quadro 1- Efeitos adversos que podem ocorrer pelo uso de plantas medicinais

Nome popular

Espécie

Efeitos adversos

Constituintes

(toxicidade) responsaveis
Alho Allium sativum (Liliaceae) Nauseas, vomitos, Compostos a base de
dermatite por contato enxofre
Aloe Aloe ferox (Liliaceae) Desconforto Antraquinonas
abdominal
Angélica Angelica archangelica Fotodermatite Furanocumarinas
(Umbelliferae)
Anis Pimpinella anisum Dermatite por Anetol
(Umbelliferae) contato
Boldo Peumus boldo Irritacdo renal Oleo essencial
(Monimiaceae) (ascaridol)
Capsicum Capsicum annum Alveolite alérgica Capsaicinéides
(Solanaceae)
Céssia Cinnamomum cassia Reacdes alérgicas Cinamaldeido
(Lauraceae)
Confrei Symphytum officinale Hepatotoxicidade Alcaléides pirrolizidinicos

(Boraginaceae)

Dente-de-ledo

Taraxacum officinale

Reacdes alérgicas

Lactonas

(Composite) por contato sesquiterpénicas
Erva-de-Séo- Hypericum perforatum Fotodermatite Hipericina
Joéo (Guttiferae)
Guaiacum Guaiacum officinale Dermatite por Resina
(Zygophyllaceae) contato
Mate llex paraguaiensis Distarbios hepéticos Xantinas
(Aquifoliaceae)
Sene Cassia angustifolia Desconforto Antraquinonas

(Leguminoseae)

abdominal, perda de

eletrolitos e agua

Fonte: VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005.
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Novas opcBes de condimentos naturais tém surgido, objetivando
principalmente a redug&o do consumo de sal. As plantas condimentares vém sendo
uma Otima opcdo para estimular habitos alimentares saudaveis, elas possuem
compostos farmacologicamente ativos, tais quais: terpenos, compostos fendlicos e
flavonoides. Essas espécies, além de aromaticas, caracteristica que lhe confere a
palatabilidade, realcando propriedades sensoriais nos alimentos (flavor), possuem
também caracteristicas antimicrobianas e antioxidantes (MENDES, 2015).

O uso da natureza pela populacéo, para fins terapéuticos, teve inicio no Brasil
pelas comunidades indigenas, transferido posteriormente aos portugueses, a partir
dai difundido até os dias atuais, principalmente por causa da implantacdo da Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude
(SUS), com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Medicamentos Fitoterapicos,
e a Portaria n. 886 de 2010, do Ministério da Saude (MS) (DUARTE, 2006).

A procura por grande parte da populagdo por remédios que ndo provoguem
efeitos colaterais para problemas como insénia, artrite, dores de cabeca, ansiedade e
depressao vem crescendo; a partir dai, surge o interesse das pessoas por remeédios
fitoterapicos, que se baseiam no uso de extratos naturais ou componentes ativos para

promocéo da saude e aliviar enfermidades (CRAIG, 1999).

Ha muitos anos as plantas vém sendo utilizadas pelos seres humanos para
diversas finalidades; seja na manutencéo da saude, melhorando a qualidade de vida,
seja como especiarias para temperos e bebidas, como também na producdo de
cosmeéticos, corantes e medicamentos. Muitas drogas ocidentais foram originadas de
extratos vegetais; temos como exemplos a reserpina, medicamento que é utilizado
amplamente no tratamento da hipertensao arterial, extraida da planta Rauwolfia
serpentina; Salix alba, obtido da casca do salgueiro, para ajudar a suavizar a febre
(CRAIG, 1999).

A cultura de uso de ervas medicinais € um saber bastante empregado em nossa
vida, sendo denominada de praticas complementares. Apesar das ervas medicinais ja
estarem presente na cultura popular brasileira (TEIXEIRA; NOGUEIRA, 2005).
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As ervas eram utilizadas desde a antiguidade para dar sabor aos alimentos, na
maioria delas esse sabor advém dos ingredientes aromaticos em seus oOleos
essenciais e oleorresinas. Ha ervas que ofertam mais de uma fung¢do na culinaria,
temos como exemplo o acafrdo e a paprica, que, além do sabor, ddo cor aos
alimentos. O termo ervas tem significados diferentes quando se trata da medicina

herbal e na botanica. Na medicina herbal,

O termo ervas é usado para se referir ndo apenas a plantas herbaceas, mas
também a cascas; raizes; folhas; sementes; flores e frutos de &rvores,
arbustos e trepadeiras lenhosas; e extratos dos mesmos que séo valorizados
por suas qualidades salgadas, aromaticas ou medicinais. (CRAIG, 1999, p.
491).

Aprofundamento em pesquisas e a utilizagcdo de compostos terapéuticos de
origem vegetal dever&o ter uma elevagéo significativa na demanda dos mercados

nacionais e internacionais (NETO, 2005).

2.3 ZIMBRO (Juniperus)

O género Juniperus é composto por aproximadamente 75 espécies em 3
secdes: secao Caryocedrus; secao Juniperus com 14 espécies (quadro 2), sendo 12
no hemisfério oriental e uma espécie J. communis, nas regides da América do Norte,
Asia e Europa, que ficam mais proximas do Polo Norte (Figura 1), frutos (pinha) de
sementes azuis ou vermelhos, muitas vezes com 3 sementes; secdo Sabina com
aproximadamente 61 espécies distribuidas nos hemisférios oriental e ocidental,
apresentam cones de 1 a 13 sementes, azul, vermelho-cobre, rosa ou marrom (ADAM,
2014).

7

A secdo Caryocedrus é composta exclusivamente pela espécie conhecida
como Juniperus drupacea, sendo esta a Unica representante do género Arceuthos na
familia Cupressaceae. Embora semelhante a secéo Juniperus, ela se diferencia pela
presenca de cones pedunculados maiores com sementes fundidas e folhas mais
largas. J. drupacea é uma arvore que pode atingir de 10 a 20 metros de altura e é

nativa da regido do Mediterraneo. Suas folhas sao similares a agulhas, organizadas
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em espirais de trés, com cada folha medindo entre 15 e 25 mm de comprimento. O
fruto tem formato globosamente ovalado, inicialmente-esverdeado, e ao amadurecer

adquire tonalidades azul-violeta a marrom. (AKINCI, 2004).

Figura 1- Distribuicdes da secédo Juniperus (sombreamento cinza) e da secdo Caryocedrus
(sombreamento preto)

l = Junlperus section Caryocedrus

]

\._ . : 28 Juniperus section Juniperus

& £ -

Fonte: Adams (2014).

Quadro 2 - Género Juniperus (76 espécies, 32 variedades e 8 formas)

Secao Caryocedrus (1 espécie)

J. drupécea

Secéo Juniperus: (14 espécies, 9 variedades)
J. brevifolia J. jackii
J. cedrus J. macrocarpa
J. communis L. J. maderensis
var. communis, var. charlottensis, J. mairei

var. depessa, var. hemisphaerica, var.
kamchatkensis var. kelleyi, var.
megistocarpa, var. nipponica e var. saxatilis
(hemisfério oriental)



J. deltoides
var. spilinanus
J. formosana
J. brevifolia

J. cedrus

J. communis L.

var. communis, var. charlottensis,
var. depessa, var. hemisphaerica, var.

kamchatkensis var. kelleyi, var.

megistocarpa, var. nipponica e var. saxatilis

(hemisfério oriental)

J. navicularis

J. oxycedrus (= var. badia)
J. rigida

var. rigida e var. conferta
J. taxifolia

var. lutchuensis

J. jackii

Secdo Sabina: (61 espécies, 23 variedades e 8 formas)

J. angosturana
J. arizonica

J. ashei

J. californica

forma luterana

J. coahuilensis
J. comitana

J. deppeana

var. deppeana (forma elongata,

forma sperryi e forma zacatacensis)

var. gamboana, var. patoniana e var.

robusta
J. durangensis
var. topiensis
J. flaccida
J. grandis
J. carinata
J. convallium
forma pendula
J. coxii
J. fargesii
J. indica

var. caespitosa

J. jaliscana
J. martinezii
J. monosperma
J. monticola

forma monticola, forma compacta e

forma orizabensis

J. occidentalis
forma corbetii
J. osteosperma

J. ovata

J. pinchotti

. poblana

. saltillensis

. standleyi

. zanonii

. prewalskii

. psendosabina
. recurva

. rushfortbiana

[ o o N rl ar}

. saltuaria
J. squamata

forma squamata
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J. komarovii

J. morrisonicola
J. pingii

var. miebei

J. excelsa

J. foetidissima
J. polycarpos
var. polycarpos
var. turcomanica
J. chinensis L.
var. chinensis
var. sargenti

var. procumbens

J. davurica

var. arenaria e var. mongolensis
J. erectopatens

J. microsperma

J. barbadensis L.

var. lucayana

J. bermudiana L.

J. blancoi

var. blancoi, var. huchuentensis e
var. mucronata

J. gracilior
var. gracilior, var. ekmanii,

var. saxicola e var. urbaniana

Fonte: Traduzido e adaptado de Adam (2014).
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var. wilsonii
J. tibetica

J. uncinata

J. procera

J. serauschanica
J. thurifera L.
var. thurifera
var. africana

J. phoenicea L.
J. sabina L.

J. semiglobosa

var. semiglobosa, var. jarkendensis e

var. talassica

J. tsukusiensis
var. tsukusiensis e var. taiwanensis

J. turbinata

J. horizontalis
J. maritima

J. scopulorum
J. virginiana L.

var. virginiana e var. silicicola

A secdo Juniperus é separada geograficamente pela sua morfologia do fruto

(pinha) e sementes. Todas essas espécies de se¢des Caryocedrus e Juniperus tém o
formato das folhas fina e pontiaguda (ADAMS, 2014) (Figuta 2).

Os tipos de folhas das diversas espécies se resumem em trés tipos:
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Figura 2 - Tipos de folhas da Juniperus
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Fonte: Adams (2014).

Nas folhas de J. drupécea, as escamas de folhas visiveis no cone de sementes,
fixacdo das folhas de formato fina e pontiaguda ao caule é bem visivel (Figura 2, A).
As folhas de J. communis var. communis, apresentam formato fino e pontiagudo, no
caule ocorre uma sutil separacdo das folhas (Figura 2, B); j& as folhas de J.
bermudiana sdo formadas por pequenas folhas opostas agrupadas em tufos
individuais, dando uma aparéncia de “cadeamento de contas” (Figura 2, C) (ADAMS,
2014).

Os zimbros que possuem folhas verdadeiramente serrilhadas tiveram origem
no hemisfério ocidental; outros juniperus podem ser confundidos, devido a sua
aparéncia. Para resolver esse impasse, nada melhor que o uso do sequenciamento
de DNA. Foi postulado que os zimbros serrados e semiaridos migraram do hemisfério
oriental para o oeste através da North American Land Bridge (NALB) (ADAMS, 1998).
O Landbridge norte-americano teve grande importancia na migragao boreotropical,
que explica a hibridizacao entre linhagens geograficamente distantes no clado (JIANG
et al., 2019). Apesar de o calcério ser o substrato preferido para muitas espécies de
Juniperus, outros tdxons se desenvolvem em dunas de areia, granito, arenito e variam
de desertos a pantanos (ADAMS, 2014).

2.3.1 Juniperus communis

O Juniperus communis L., denominado também de zimbro, zimbro ando,
junipero ou junipero—azul, é um arbusto abundante da familia das Cupressaceas,
sendo uma das plantas que as sementes nao estao no interior do fruto, apresenta
ampla distribuicéo nas regies que inclui o Norte da Africa, Europa e Asia (BACEM,
2018).
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O zimbro é uma especiaria muito usada em algumas culinarias do Hemisfério
Norte. Essa especiaria proporciona sabor e aroma ao gin, destilado muito consumido
pelos brasileiros. As bagas de junipero, como também é conhecido, tém aroma citrico.
Mas ndo é s6 em bebidas que sdo utilizados, em paises como Portugal essa
especiaria entra como tempero principal das carnes. Aqui no Brasil essa especiaria
pode ser adquirida madura e seca, apresentam grande durabilidade, no entanto
tendem a perder o aroma a partir de 02 anos. O zimbro tem poucas calorias, mas
apresenta em sua composicdo compostos bioativos como: flavonoides e polifendis,
ajudam na saude do nosso organismo (THOMAS; EL-BARGHATHI; POLWART,
2007).

As espécies britanicas séo divididas em duas subespécies principais. A
subespécie communis, que varia de um formato de arbusto expandido a uma arvore
ereta; essa caracteristica depende do tipo de solo. As arvores com formato ereto
geralmente nascem em solos calcarios no sul da Inglaterra e em vérios solos nas
terras altas escocesas, ja as subespécies nana, com formato de arbusto, sdo restritas
a pantanos, a regides rochosas e matagais montanhosos. Apesar de serem bastante
resistentes, 0s impactos ambientais podem estar causando danos a essa espécie; em
lugares no noroeste da Escoécia, onde deveriam estar presentes, devido as
caracteristicas do habitat, ndo sdo encontradas (McGOWAN et al., 2009). As duas
subespécies sdo resistentes a seca e ao gelo, ou seja, suportam temperaturas
extremas, mas nao resistem ao fogo, que é natural. Uma terceira subespécie,
hemisphaerica, encontrada principalmente nas montanhas do sul da Europa, tem duas
pequenas populacbes em falésias maritimas no Reino Unido (THOMAS; EL-

BARGHATHI; POLWART, 2007).

A subespécie prostrada Juniperus communis nana (zimbro ando) ocorre em
areas remotas com clima oceanico frio. Os impactos ambientais e a deposicéo de
nitrogénio podem afetar a dindmica das populacdes dessa subespécie (McGOWAN et
al., 2009).

Entre as espécies de Juniperus, a Juniperus communis e suas variacdes sao
as mais invasivas, essa espécie é bastante atrativa para passaros, devido a
suculéncia de seus cones de semente. E considerada erva invasora na Hungria e

Europa Central, assim como na América do Norte, onde esta presente a espécie
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Juniperus cummunis, variacdo depressa. A variedade morfolégica desta espécie é
bastante elevada, pois ocorreram diversas mutacdes, favorecendo o surgimento de
sementes e folhas diversificadas (ADAMS, 2014). H4 muito tempo que sdo conhecidos
os beneficios das diversas plantas dessa espécie, e 0 seu uso esta descrito para o
tratamento das mais variadas doencas, desde constipacfes, patologias a nivel

gastrico, ginecologico e até dermatoldgico (ANJOS, 2017).

2.4 PRODUQAO DE BEBIDAS

Estudos sobre bebidas e comidas vém ganhando espaco nos diversos campos
da ciéncia, partindo do consentimento de que o gosto alimentar ndo é constituido
exclusivamente a partir das suas propriedades nutricionais, transcende esse aspecto,
constitui-se como elemento cultural e histérico, mantendo seus padrdes alimentares
ou alterados na propria dinamica social das localidades (CALDEIRA; FAVA, 2016).

Diversos estudos epidemioldgicos desenvolvidos nas Ultimas décadas indicam
gue pode ocorrer reducéo de enfermidades relacionadas ao estresse oxidativo com o
consumo de vegetais e bebidas ricas em antioxidantes naturais. Na atualidade, as
bebidas a base de plantas vém sendo consumidas por muitas pessoas, seja pelo estilo
de vida, seja por questbes alimentares ou até mesmo por crengas religiosas. Devido
a sua diversidade, o Brasil apresenta um grande potencial no cenario mundial na
producédo dessas bebidas (GIADA, 2014).

O zimbro (Juniperus communis L.) é conhecido como uma planta rica em
flavonoides e compostos fendlicos. Devido a sua caracteristica aromatica, as bagas
do zimbro séao a principal especiaria utilizada na producéo do gin (NUNES; ANJOS;
CALDEIRA, 2012). O significado do nome da bebida tem sua origem do latim
juniperus, sofrendo transformacéo para jenever ou genever na Holanda; ja na Franca
€ chamada de genievre e na Espanha € conhecida como ginebra. Os ingleses
acabaram abreviando 0 nome para gin; 0s portugueses utilizam a grafia gim, ou seja,
€ bastante comum encontrar as duas grafias (gin e gim) na literatura e no comércio.
O gin possui uma graduacdo alcodlica elevada, a legislacao brasileira estipula uma

faixa do teor alcodlico do gim de 35% a 54% de alcool em volume (AMARANTE, 2016).
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Sem zimbro na composicdo ndo existe o gin, no entanto, o zimbro também é
muito utilizado na producédo de outras bebidas alcodlicas espirituosas, fornecendo
aroma especifico. Em Portugal, na Serra da Estrela, regido considerada turistica, o0s
destilados contendo zimbro sédo bastante apreciados, fazem parte da sua cultura
(NUNES; ANJOS; CALDEIRA, 2012).

O zimbro também pode ser adicionado na producdo de bebidas fermentadas,
como por exemplo a cerveja, com 0 objetivo de produzir um aroma e sabor
diferenciado. O aumento da produgéo de cervejas artesanais vem proporcionando
inovacfes para sua elaboracdo; como a fabricacdo normalmente é realizada em
pequena escala, possibilita o desenvolvimento de cervejas diferenciadas para
consumidores cada vez mais exigentes. Desse contexto surge a adicdo das bagas do
zimbro (Juniperus communis) na fabricagédo da cerveja, promovendo como resultado
um sabor e aroma caracteristico (COSTANTIN, 2022).

O século XXI esta experimentando o renascimento do gin. Esse fenbmeno teve
inicio no Mediterraneo, como ponto central na Espanha, propagou-se em um primeiro
momento para Portugal e para a Grécia, logo depois para o resto do mundo. O que
propiciou a ocorréncia desse fenémeno foi o surgimento de releituras da bebida gin-
tbnica, composta principalmente por gin, dgua tdnica e bastante gelo temperado com
bitters, sendo misturado também com frutas, ervas e diversas outras especiarias
(AMARANTE, 2016).

2.5 PERFIL QUIMICO DO ZIMBRO

O Juniperus communis é utilizado como planta medicinal por varias culturas, a
sua madeira é muito duravel, tem grande valor no mercado devido a sua cor
caracteristica, seu aroma e suas propriedades antimicrobianas. Os 6leos de zimbro
sdo utilizados na aromaterapia, perfumaria e bebidas alcodlicas como gin,
(ZHELJAZKOQV et al., 2018).

O oleo de zimbro possui uma ampla gama de atividades farmacologicas, devido
as suas propriedades diuréticas, antissépticas, carminativas, estomacais e
antirreumaticas e tem sido tradicionalmente usado para cistite, flatuléncia e colica.
Além disso, tem sido aplicado topicamente para dores reumaticas nas articulacées ou
musculos (FILIPOWICZ et al., 2003).



25

As diversas espécies de Juniperus communis L. sdo compostas por uma série
de metabdlitos secundarios que sdo produzidos pelas plantas, com a finalidade de
promover o metabolismo celular regular, além de promoverem protecao contra fatores
bidticos e abidticos. As substancias fitoquimicas sao as principais responsaveis pelas
caracteristicas relacionadas a aroma e cor, ou seja, propriedades organolépticas das
plantas; podem ser divididos em trés grupos principais: Lipidios (Carotendides e
Clorofilas); compostos fendlicos e os Compostos Orgéanicos Volateis (COV). Fatores
como: idade da planta, grau de maturacgdo, técnicas de cultivo, localizacdo geogréfica
entre outros, levam a alteragcdes na composi¢ado quantitativa e qualitativa das plantas
independente do gendtipo (GONCALVES et al., 2022).

A andlise fitoquimica consiste em determinar os constituintes quimicos das
espécies vegetais ou conhecer grupos de metabdlitos secundarios relevantes da
espécie em estudo (SILVA; MIRANDA; CONCEICAOQ, 2010).

Entre os fitoquimicos, os compostos fendlicos (flavonoides) sdo os que tém
maior predominancia na natureza; tém como principal caracteristica a acidez, ou seja,
sdo fendlicos acidos, exemplos: acidos hidroxicindmico e hidroxibenzéico. Os
flavondides podem ser subdidivididos em isoflavonas, coumestanos, antocianidinas,
flavan-3-0is, flavanonas, flavanonois, flavonas ou flavonois, a identificacdo do
flavondide depende exclusivamente da sua estrutura. No entanto, na composicao de
todas as estruturas esta presente pelo menos um anel fenélico ligado a um ou mais
grupos de hidroxila. Mediante essas -caracteristicas, os compostos fendlicos
apresentam uma grande capacidade de eliminar radicais livres e espécies reativas,
assim como quelar metais, por consequéncia a neutralizacdo do estresse oxidativo
(GONCALVES et al., 2022).

Os flavonoides s&o oriundos de uma rota biossintética mista. Eles séo
biossintetizados a partir da condensacéo de uma unidade de 4-hidroxicinamoil-CoA
originada do caminho chiquimato com trés unidades de malonil-CoA integrantes da
rota do acetato, e assim sédo formadas as chalconas sob acdo da enzima chalcona
sintase (figura 3). A partir da chalcona, todos os demais derivados dos flavondides séo
formados (DEWICK, 2002).
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Figura 3 - Biogénese dos flavondides isolados

OH
O
1 .
= COSCoh ?‘CDJ‘-\ O . SCoA
HOOCCH.C (
+ \K — - 0
HO O
4-hidroxicinamoil-CoA 3 x malonil-CoA

OoH O OH 0)
flavanona i
chalcona
SAM
OCH; OCH;
HO R4
—h.
licolisacao
. . Ry=GlciRha
OH © OH O
iIsosakuranatina naoponcirnna

Fonte: autoria prépria.

Entre os grupos de compostos presentes no nosso cotidiano, os fendlicos
sobressaem, mesmo nao sendo percebidos, muito do odor, sabor e coloracdo dos
diversos vegetais se devem as substancias pertencentes a esse grupo. Os compostos
fendlicos, além de serem atrativos para 0 homem, sdo também para outros animais,
0s quais sao seduzidos para polinizacdo ou disseminacéo de sementes (VIZZOTTO,;
KROLOW; WEBER, 2010).

Enfatizando os compostos fendlicos encontrados na espécie J. communis L.
(Quadro 3), seus niveis dependem do gendtipo, parte da planta, origem, idade e
solvente utilizado para extrair os compostos fenolicos e realizar os estudos, mas, de
uma forma geral, aumentam com latitude e idade da planta. Bagas de J. communis L.

(var. communis) foram submetidas a diferentes concentracbes de o0zobnio e
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tratamentos de tempo. Verificou -se que tratamento com concentracfes de 0zodnio de
100 e 130 g/m? por 30 minutos resultou em aproximadamente o dobro do contelido
fendlico 15,47 e 12,91 mg equivalente de catequina por g de peso seco (dw). Por
consequéncia disso, ocorreu o aumento de suas capacidades antioxidantes. A maioria
dos fendlicos que fazem parte da composicdo dos metabdlitos secundarios das
plantas de J. communis L. sdo: acidos hidroxicinamico (acido quinico , acido cumarico
e 0 &cido 5-O-cafeoilquinico; &cidos hidroxibenzadico (acido protocatécnico); flavan-3-
Ols (catequina e epicatequina ; flavandis (quercetina, quercetina-3-O-rutinoside);
flavonas (apigenina, luteolina, amentoflavona , naringenina e seus derivados)
(GONCALVES et al., 2022).

A depender do gendtipo da J. communis L. e de sua origem, os niveis de 4cidos
hidroxicindmicos presentes nas folhas variam bastante. Esse acido apresenta
efeitos anti-inflamatoérios, antimicrobianos e antioxidantes. Devido a esse potencial
biologico, pode atenuar o desenvolvimento de muitas doencas crénicas. Os acidos
hidroxibenzoicos também foram encontrados nas folhas de J. communis L., no
entanto o conteddo total foi baixo, foram encontrados somente nos extratos
metandlicos (80% metanol, v/v) de J. communis var. laxa e var. saxatilis. Apesar
desses acidos também apresentarem propriedades antimicrobianas e antioxidantes,
sdo0 menos eficientes que os hidroxicinamicos, devido a auséncia do grupo CH=CH,
COOH e a ligacdo dupla entre carbonos da cadeia principal (GONCALVES et al.,
2022) (Quadro 3).

Os flavan-3-0is e os seus derivados estruturais, as proantocianidinas ou
taninos condensados, sao polifendis e fazem parte do grupo dos principais compostos
fendlicos encontrados nos alimentos, sdo formados por um nudcleo flavanico que é
constituido por dois anéis aromaticos (A e B) e por um anel heterociclico piranico C,
cujo qual se encontra ligado a um grupo hidroxil na posicao 3 (GRIS et al., 2010)
(Figura 4).

Figura 4 - Estrutura da flavan-3-ol
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Fonte: autoria prépria.

Entre os flavan-3-0is, a catequina foi a mais abundante nas folhas, J. communis
L. foi encontrada com uma quantidade significativa nos extratos metanolicos (80%
metanol, v/v) de J. communis var. laxa e var. saxatilis e var. communis. A catequina
apresenta diversos beneficios para a saude, além das citadas propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatorias, ela também apresenta as
propriedades antiparasitarias, antivirais, antiproliferativas, cardioprotetoras e
neuroprotetoras (Quadro 3) (GONCALVES et al., 2022).

Os flavonodis sdo compostos que se caracterizam pela presenca de uma
insaturacdo no anel heterociclico e um grupamento hidroxila na posicao 3 (CRIS et
al., 2010) (Figura 5).

Figura 5 - Estrutura quimica base dos flavonois

Fonte: autoria propria.

Os compostos mais abundantes da subclasse dos flavonois foram aglicona de
guercetina e seus derivados. Esse composto, além de apresentar as propriedades
antimicrobianas e  anti-inflamatoérias, apresenta  também  propriedades
antiproliferativas e pro-apoptoticas (capacidade de uma substancia ou molécula de
promover ou induzir a morte celular programada, conhecida como apoptose). As
flavonas estdo presentes também nas folhas de J. communis L., tendo como
destaque a apigenina em extratos etanolicos (50% etanol, v/v) e amentoflavona em
extratos metandlicos (80% metanol, v/v) de var. saxatilis. Ainda que as flavonas sejam
menos eficazes quando se refere a reducdo dos radicais livres e dos niveis de
espécies reativas devido a auséncia do grupo hidroxila no carbono 3, elas apresentam
efeitos antimicrobianos, antioxidantes e anticancerigenos, além de regular o

metabolismo lipidico. As antocianinas sé@o bastante eficientes no sequestro de
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radicais livres como também apresentam propriedades anti-inflamatorias (Quadro 3)
(GONCALVES et al., 2022). Antocianinas ndo estdo presentes nas folhas de J.
communis, no entanto, em suas bagas foram encontradas algumas, nos extratos

etandlicos (30% etanol, v/v).

As sementes e frutos do Juniperus contém: d-a-pineno, canfeno (1), pectinas,
acido glicdlico, acido malico (2), acido formico (3), acido acético, ciclohexitol, terpeno
(4), proteinas, acucares fermentaveis, cera, goma, acido ascorbico (5), dihidrojuneno,
B-pineno, hidrocarboneto-juneno, cadineno e canfora (GONCALVES et al., 2022)
(Figura 6).

Figura 6 - Estrutura dos principais constituintes quimicos presentes nas bagas de Juniperus

HO HO

§

OH 0

1) (3)

o

(4) OH

(2)

Fonte: autoria propria.

O oleo de bagas de Juniperus contém: elevada quantidade de hidrocarbonetos
monoterpénicos, tais quais: 5,0% S-pineno (6-1); 51,4% a-pineno (6-2); 5,8% sabineno
(7-1); 8,3% mirceno e 5,1% limoneno (7-2) (BAIS, 2014) (Figura 7).
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Figura 7 - Estrutura dos principais constituintes quimicos presentes no 6leo de bagas de Juniperus

(6-1)

)

(6-2)

(7-1)

(7-2)

Quadro 3 - Teor total de fendlicos, flavonoides, das bagas de Juniperus communis L

(100%, viv)

Origem Ex Compostos Teor de Referéncias
fenolicos totais flavonoides
((ng EAG L) (mg)
Hidroetandlico
Yozgat, Turquia Bagas madura: Bagas madura: (ORHAN et
(etanol 80%, vIv) 11,92/Bagas 2,56/Bagas al, 2011)
verde:130,92 verde: 17,57
Hidroetandlico Bagas madura: Bagas madura:
4,36 7,05
(etanol 80%, v/v)
Norte — Leste Hidroetandlico (FEJER et al,
2020)
Slovakia (etanol 70%, v/v) Bagas
madura:6,87-42,23
Melbourne, Hidroetanolico Bagas madura: (TANG et al.
Austrélia 2,25 2020)
(etanol 30%, v/v) Bagas madura:
9,08
(HARRIS et
al,2014)
Quebec, Canada Hidroetandlico Bagas madura:
99,20
(etanol 80%, v/v)
Serre de Estrela, Metandlico Bagas madura: (LUIS et al,
Portugal 44,70 2011)
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Agr, Turquia Metandlico Bagas madura: (MICELI et al,
59,17 2009)
(100%, viv)
Ancara, Turquia Metandlico Bagas (MICELI et al,
madura:17,64 2009)
(100%, Vviv)
Colinas Pitesti Hidroetanolico Bagas madura: Bagas madura: (FIERASCU,
Roménia 0,19 51,09 2018)
(etanol 50%, v/v)
Yozgat, Turquia Hidroetandlico Bagas madura: (ORHAN et
21,00 al, 2014)
(etanol 80%, v/v)
N&o especificado Montanha Sara no Cloroférmico 189,82
Sul da Sérvia
N&ao especificado Montanha Sara no Etandlico 189,82
Sul da Sérvia
(ZIVI'C et al,
2019)
N&ao especificado Montanha Sara no Acetato de etila 144,21
Sul da Sérvia

Fonte: Traduzido pelo autor, adaptado de Gongalves e outros (2022).

2.6 METODO ANALITICO DPPH PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que, em baixas
concentracdes, retarda ou previne a oxidacao do substrato (HALLIWELL et al., 1995).
Os antioxidantes sao divididos em: primarios, que agem interrompendo a sequéncia
da reacdo através da doacdo de hidrogénio ou elétrons aos radicais livres,
transformando-os em produtos com estabilidade termodindmica ou até mesmo
reagindo com os radicais livres formando um complexo lipidio-antioxidante, podendo
esse complexo reagir com outro radical livre; secundérios, que interferem
diretamente nas etapas de iniciacdo da autoxidacédo, com o retardamento da reacao
utilizando para isso diversos mecanismos, um deles € o de complexacdo de metais
(SOUSA et al., 2007).
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O desequilibrio entre a geracéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), causa
0 estresse oxidativo como O2, H202, e OH, junto as espécies reativas de nitrogénio
(ERN), e as protecfes antioxidantes. Os antioxidantes enddégenos, 0s quais estédo
envolvidos nos mecanismos de protecdo contra os radicais livres, incluindo compostos
como albumina e metalotioneinas ou enzimas (superoxido dismutase, catalase) ndo
podem garantir a defesa do organismo contra as EROs, surgindo a necessidade de
antioxidantes exdgenos. Os antioxidantes exdgenos oriundos de fontes naturais como
plantas (flavonéides, polifendis, carotendides, vitaminas) ou minerais (selénio, zinco,
manganés) podem extrair os radicais livres, bloqueando as implicacdes adversas
causados pelas EROs na forma de oxidacao de lipidios, proteinas e nucleotideos
(FLIEGER, 2020).

Diversas pesquisas feitas ratificam a importancia dos antioxidantes fendlicos de
cereais, frutas e vegetais na reducdo significativa da incidéncia de doencas crénicas
e degenerativas nas pessoas que tiveram dietas cujo foco foi a ingestdo desses
alimentos. Mediante o0s resultados obtidos, pesquisas por antioxidantes vém
aumentando no passar dos anos. Os compostos mais comuns que possuem atividade
antioxidante integram o grupo de fendis, acidos fendlicos e seus derivados,
flavonoides, tocoferdis, fosfolipidios, aminoacidos, &cido fitico, acido ascérbico,
pigmentos e esterdis. No grande grupo dos compostos fendlicos, os flavonoides e os
acidos fendlicos sdo os que mais se destacam e sdo considerados os antioxidantes
fendlicos mais comuns de fontes naturais. Estas substancias apresentam-se
amplamente distribuidas no reino vegetal; sdo, dessa maneira, encontradas em todas
as frutas e outros vegetais (KARAKAYA, 2004).

Com o objetivo de proporcionar aos consumidores alimentos com qualidade
satisfatoria, antioxidantes sao adicionados aos alimentos industrializados, com a
finalidade de minimizar os efeitos da oxidagdo destes durante o processo de
armazenamento. Diversas pesquisas estdo sendo feitas a procura de novos
compostos antioxidantes, seja de substancias isoladas de produtos naturais, seja
obtida de fontes sintéticas (ALVES, 2010) (Quadro 4).

Embora muitos antioxidantes possam reagir rapidamente com o radical hidroxil,
gue é um radical livre prejudicial ao organismo, moléculas biol6gicas mais abundantes

também tém a capacidade de reagir rapidamente com esse radical, tornando dificil
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para um antioxidante sequestra-lo de forma efetiva. Além disso, é importante
considerar onde os radicais livres sado produzidos e se o antioxidante é capaz de
alcancga-los. Por exemplo, a vitamina C é um antioxidante eficaz contra radicais
hidrofilicos, mas possui uma eficacia limitada contra radicais lipofilicos. Outro fator
determinante para a atividade antioxidante de substancias naturais é a sua
solubilidade. Substancias polares sdo mais efetivas em grandes quantidades de 6leo,
onde podem se acumular na interface entre o ar e o 6leo ou em micelas reversas,
locais propicios para as reacdes de oxidacéo lipidica devido a alta concentracao de
oxigénio. Por outro lado, antioxidantes ndo polares sdo mais efetivos em emulsdes,
pois sdo retidos nas goticulas de 6leo ou acumulados na interface entre o dleo e a
agua, onde ocorre a interacdo com substancias pré-oxidantes presentes na fase
agquosa, como metais de transicdo. Essa observacédo de que antioxidantes lipofilicos
sdo mais eficazes em alimentos com alta concentracdo de agua, enguanto
antioxidantes polares sdo mais efetivos em 6leo, é conhecida como "paradoxo
antioxidante"(ALVES, 2010).

Quadro 4 - Estrutura e propriedade dos antioxidantes sintéticos e naturais mais utilizados

ANTIOXIDANTE ESTRUTURA NATUREZA CINETICA CARATER
OCH,

BHA (2,3-terc-
butil-4-

hidroxianisol) sintética lenta lipofilico
OH
OH
BHT (2,6-diterc-
butil-p-creso) sintética enta ipofilco
OH
OH
TBHQ  (terc-
butil-

hidroquinona)
OH sintética lenta lipofilico
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propila

Acido galico

HO ‘ O
Quercentina

OH

a - tocoferol

acido ascorbico e
isoascorbico

Fonte: Produzida pelo autor, adaptada de Alves (2010).

HO

HO

HO

(o}

o
(o]
(o)
i OH
OH
o OH
HO 1 OH
OH
(o]
OH
o

0\/\/

(o}

OH
(o]

H

H

sintética

sintética

natural

natural

natural

ambos

intermediar
ia

rapida

rapida

rapida

intermediar
ia

rapida

34

hidro e
lipofilico

hidro e

lipofilico

hidrofilico

lipofilico

lipofilico

hidrofilico

A capacidade de eliminar os radicais livres € um fator importante na

propriedade antioxidante. O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) € um radical de nitrogénio
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organico, estavel, de cor violeta, que possui absor¢cdo na faixa de 515-520 nm, é
amplamente utilizado para este processo como antioxidante fitoquimico (ENNAJAR et
al., 2009).

O DPPH caracteriza-se como um radical livre estavel em virtude da
deslocalizacdo do elétron sobressalente sobre a molécula como um todo, devido a
essa ocorréncia, nao ocorre a dimerizacdo dessa molécula, que € comum acontecer
na maioria dos outros radicais livres. A deslocalizacao origina também a cor violeta
intensa, com absorgcédo em solucao de etanol a cerca de 520 nm. Ao misturar a solucao
de DPPH com uma substancia que pode doar um atomo de hidrogénio, da origem a
forma reduzida com perda da cor violeta, mudando para coloracdo amarela (KEDARE
E SINGH, 2011).

O método baseado na eliminagao de radical livre DPPH- (Figura 8) € uma das
técnicas que estd sendo mais utilizada para descobrir a capacidade antioxidante de
compostos. Essa molécula tem como principal caracteristica um radical organico livre
estavel que, na auséncia de luz, apresenta uma boa estabilidade, além de ter facil
aplicabilidade. Esse método tem ampla utilizacdo nos estudos de avaliacdo
antioxidante de substancias de um modo geral. No entanto, para caracterizar um
composto completamente, faz-se necessario o uso de outros métodos de analise
(OLIVEIRA, 2009).

Figura 8 - Mecanismos de reagao entre o radical DPPH+ e um antioxidante através da transferéncia de
um atomo de hidrogénio

NO,

DPPH. DPPH-H

Fonte: autoria propria.
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2.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A dificuldade da populacdo em acessar o servico do SUS tem levado ao
aumento do uso de produtos naturais como remédio, observa-se que a constancia
dessa pratica se deve também, muita das vezes da eficacia e da cultura popular e ao
modo de compreender salde e constituir relagbes sociais e com a natureza
(RICARDO; STOTZ, 2009).

Pesquisadores tém se concentrado nas pesquisas de extratos vegetais como
potenciais agentes antimicrobianos, pois, apresentam menores toxicidade e impacto
ambiental e maior eficiéncia contra a resisténcia de micro-organismo patogénicos
(BONA, 2014).

Os agentes antimicrobianos existentes (antibiéticos), apresentam alta toxidade
e podem ficar obsoletos, devido ao surgimento de patégenos resistentes, ou seja,
microrganismos como bactérias, virus, parasitas e fungos que evoluem e se tornam
imunes as drogas as quais eram vulneraveis anteriormente, dai a necessidade de

obtencao de novas substancias antimicrobianas e antifingicas (NETO et al., 2020),

O numero de pessoas no mundo infectadas por fungos e bactérias vem
aumentando, tendo como consequéncia a elevacao do indice de mortalidade e dos
custos de tratamento. As bactérias sdo as principais responsaveis pelas infeccdes
causadas nos individuos, cepas resistentes vém surgindo, enfatizando as das

espécies Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (NETO et al., 2020).

Muitas bactérias sdo capazes de produzir uma diversidade de substancias in
vitro que incluem toxinas, enzimas bacterioliticas, subprodutos de via metabdlica
(acidos organicos e peréxido de hidrogénio) e bacteriocinas que podem ser inibidoras
tanto para tais culturas, quanto para outras bactérias (TAGG; DAJANI;
WANNAMAKER, 1976).

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de um extrato ou de um composto puro. Os mais comuns s&o:
difusdo em disco e diluicAo em caldo ou agar. Para determinar valores de CIM
(Concentracéo Inibitoria Minima), o mais indicado € a utilizacdo do método de diluicao,
pois ele d& uma estimativa da concentragdo do antimicrobiano testado no caldo
nutriente; serve para medir quantitativamente a atividade antimicrobiana. A CIM é

definida como concentracdo de antimicrobiano necessaria para inibir o crescimento


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/agar-dilution
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visivel bacteriano; quanto menor o CIM, mais eficiente € o agente antimicrobiano

ensaiado; geralmente é expresso em pgmL~* ou mgL? (BALOUIRI et al., 2016).

Além da CIM, foi também analisada a CBM (Concentracdo Bactericida
Minimo), definida como a menor concentragdo que ndo possibilitou o crescimento de
bactéria no caldo nutriente (DUARTE et al., 2003).

O procedimento do método de diluicdo do caldo envolve a microdiluicdo em
placas de 96 pocos com volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL, que sao
inoculados com um inéculo microbiano preparado no mesmo meio apoés diluicdo de
suspensao microbiana padronizada e ajustada a escala de McFarland 0,5 (BALOUIRI
et al., 2016.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Determinar as atividades antimicrobiana, antioxidante e o teor de fendis
totais de extratos do fruto obtidos de produtos comerciais da Juniperus
communis L.

e Correlacionar as atividades antimicrobiana, antioxidante e o teor de
fendis totais da Juniperus communis L. da literatura com extratos do fruto
obtidos dos produtos comerciais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter os extratos das bagas da Juniperus communis L. dos produtos
comerciais;
Determinar a atividade antioxidante e teor de fendis totais dos extratos;
Analisar a atividade antimicrobiana dos extratos frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, bem como fungos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS
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Neste estudo foram utilizadas quatro amostras diferentes dos frutos Juniperus
communis L. Duas delas foram obtidas em lojas de produtos naturais (uma no bairro
de Brotas e a outra na loja Graos a Granel no Shopping Paralela), e a quarta, na loja
on-line das Americanas. Inicialmente, 200g do fruto foram moidos utilizando o
multiprocessador caseiro Philips Walita PowerChop 750W. Foram preparadas duas
amostras com 30g dos produtos comerciais 1, 2 e 3; em seguida foram maceradas
diretamente em etanol (extrato etandlico 1), enquanto que outras 30g passaram por
maceracdes sucessivas em hexano, acetado de etila e etanol (extrato etandlico 2).
Apos 5 dias em repouso foi feita a filtragem, utilizando um papel filtro, e o liquido obtido
foi coletado em um baldo de fundo redondo; esse processo foi repetido para cada

produto comercial.

A extracao por maceracao com etanol (etandlico 1) foi em duplicata e a extracao
com hexano, acetato de etila e etanol (1 vez) (etandlico 2). Foram obtidos trés extratos

de cada amostra, totalizando doze extratos (Quadro 5).

Os solventes foram removidos sob pressao reduzida a 40°C utilizando um
evaporador rotativo (4000 Laborota echo, Alemanha). As amostras permaneceram na
capela a temperatura ambiente (25°C) até a completa evaporacéo de todo o solvente

residual, com os extratos completamente secos.

4.2. Determinagao da atividade antioxidante dos extratos

A curva de calibracdo das amostras foi construida a partir dos valores da
absorbancia a 515 nm de todas as solu¢des, medidas em cubetas de vidro com
percurso 6ptico de 1 cm e tendo como “branco” o metanol. As medidas de absorbéancia

foram efetuadas em triplicata e em intervalos de 1 minuto entre cada leitura.

As curvas de consumo de DPPH das fracdes (apéndice B) foram feitas pela
adicdo de 500 uL de DPPH para todas as amostras; ja a quantidade de metanol e da
solugdo dos extratos tiveram variacdo, sendo que o volume final para solucdo
reacional foi igual para todas (1000 uL), com concentragbes finais das amostras
variando de 10 a 1000 yg mLt. O meio reacional era mantido em abrigo da luz por 30
minutos, e a sua absorbancia foi medida em 515 nm num leitor de microplacas
(VersaMax™, EUA).
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Quadro 5 - Extratos obtidos por cada amostra e suas respectivas siglas

Amostra Solvente Sigla
Hexano PC11
Produto comercial Brotas ]
acetato de etila PC9
etanol (extrato etandlico 1) PC1
etanol (extrato etandlico 2) PC4
Hexano PC12
Produto comercial Americanas )
acetato de etila PC8
etanol (extrato etandlico 1) PC3
etanol (extrato etandlico 2) PC5
Hexano PC10
Produto comercial Graos a Granel ]
acetato de etila PC7
etanol (extrato etandlico 1) PC2
etanol (extrato etandlico 2) PC6

Fonte: autoria prépria

4.2 METODO ANALITICO DPPH PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

Os extratos foram aferidos em termos de doacé&o de hidrogénio usando o radical

estavel DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil), que apresenta a coloracdo roxa a
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temperatura ambiente (SILVA et al., 2005). Inicialmente, 500 uL de DPPH. A
absorbancia foi medida a 515 nm apo6s 30 minutos de reacédo. Utilizou-se solucdo de
DPPH (1,0 mL; 120 mmolL™ e metanol (1,0 mL) como branco (usado para corrigir
gualquer interferéncia causada pela solucéo de referéncia ou pelo solvente utilizado

no experimento).

Os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados foram expressos
como IC50 ou Concentracao Inibitéria de 50%, que € um parametro usado em testes
de atividade antioxidante para avaliar a eficAcia de um determinado composto na
neutralizacao de radicais livres. O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) € um radical livre

comumente utilizado nesses testes.

4.3 DETERMINAQAO DE FENOIS TOTAIS

O método utilizado para quantificacdo dos compostos fendlicos € baseado na
reacao desses compostos com um reagente colorimétrico que permite a medicédo na
parte visivel do espectro. Neste trabalho foi utilizado o ensaio de Folin-Ciocalteu, o
qgual depende da transferéncia de elétrons em meio basico de compostos fendlicos
para complexos de acido fosfomolibdico/fosfotingstico, resultando complexos de
coloracdo azul que sdo determinados espectroscopicamente (AINSWORTH;
GILLESPIE, 2007). Inicialmente, 100 pL do extrato (2 mg-mL1) foram misturados com
50 pL de reagente fenol de Folin-Ciocalteu e 750 uL de agua. Apés um minuto, 100
WL de solugao de carbonato de sédio (Na2COs, 15% p/v) foram adicionados a mistura,
atingindo um volume final de 1000 yL. A mistura reacional foi mantida no escuro
durante 120 minutos. Apds esse tempo, a absorbancia foi lida a 725 nm (VersaMax ™
32 Microplate Reader, EUA). A curva padrao de acido gélico foi utilizada para calcular

o conteudo fendlico total nos extratos, e os resultados foram expressos em mg-EAG-g
-1

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada como concentracdo
inibitéria minima (CIM) utilizando o ensaio microdiluicdo em caldo em placas de 96
pocos, conforme descrito por Balouiri (2016). A atividade antimicrobiana dos extratos

foi avaliada frente a Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC
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6538), Escherichia coli (ATCC 94863), Pseudomonas aeruginosa (CCT 0090),
Candida albicans (ATCC 18804) e Candida glabrata (CCT0728). As culturas foram
obtidas da Fundacdo André Tosello, Campinas- Sao Paulo. O caldo Nutriente
(Acumedia, EUA) e o extrato de malte (Acumedia, EUA) foram utilizados como meio
de cultura para o crescimento de bactérias e fungos, respectivamente. Gentamicina
(faixa de concentragdo no final do experimento: 0,19-25 ugmL™) foi usada como
controle para bactérias Gram negativas e Tetracilina (faixa de concentracdo no final
do experimento: 0,08—10 ugmL™ para bactérias Gram positivas. Os extratos foram
dissolvidos em 20% de DMSO (v/v). Inserir a faixa de concentracéo testada para os

controles positivos fungos.

Na fileira A na placa de Elisa, adicionou-se em triplicata, 100 uL de cada
solugcéo estoque das amostras testadas (amostra 1 — colunas 1,2,3; amostra 2 —
colunas 4,5,6; amostra 3 — colunas 7,8,9), além de 100 pL do controle (antibiético) na
coluna 10 e de 100 pL da mistura da solucao do diluente na fileira 11. A fileira 12 foi
utilizada como controle foi feita a diluicdo seriada, a concentracdo dos extratos variou

de 3,91 a 500 yg-mL™, no final do experimento.

As placas de 96 pocos foram incubadas a 36°C (24 h) e 26°C (72 h) para
crescimento bacteriano em incubadora BOD (QUIMIS, Q315M15) e dos fungos,
incubadora (TECNAL, TE-371, respectivamente. A CIM (concentracdo inibitoria
minima) foi determinada através do surgimento de turbidez nos pocos. Todas as
andlises foram realizadas em triplicas. A CIM foi determinada pela auséncia de
turbidez nos pocos. Os extratos foram considerados ativos quando inibiram o
crescimento microbiano em concentragdes inferiores ou iguais a 500 ygmL~ . Dos
pocos que mostraram a auséncia de turbidez, cerca de 10 uL do conteudo foram
inoculados em caldo nutriente solido para avaliar a Concentracdo Bactericida Minima
(CBM), concentragdo mais baixa de um agente bactericida, apds incubacdo das

placas nas mesmas condi¢cdes empregadas para determinag¢ao do CIM
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5 RESULTADOS
5.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Nesse estudo, a atividade antioxidante foi expressa em ICso. ApOs obtencéo da
equacao da reta (y = ax+ b) calculou-se a ICso (concentracao da amostra/padrao capaz
de inibir em 50% o radical DPPH) (DE SOUSA, 2015).

A equacéo da curva de calibracdo do DPPH obtida para os extratos PC1, PC4,
PC6, PC7, PC8 e PC9 foi y = 0,0097X — 0,026, onde y = absorbancia (sinal analitico);
a = coeficiente de inclinacdo da curva e b = coeficiente linear) e o coeficiente de

correlagdo R? = 0,9915 (Figura 9).

Figura 9 - Curva de calibragcdo DPPH
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Fonte: autoria propria

A equacéao da curva de calibracdo do DPPH obtida para os extratos PC2, PC3
e PC5 foi C = 0,0045A - 0,0121 e o coeficiente de correlacdo R? = 0,9938. As duas

curvas de calibracéo obtidas exibiram boa correlacado linear (Apéndice B).

Devido a possiveis erros sistematicos, os valores da absorbancia de alguns
extratos foram discrepantes, sendo preciso refazer as amostras destes, assim como

os procedimentos de leitura e construcdo de uma nova curva de calibracao.

A atividade antioxidante (ICso) dos extratos extraidos com solvente etanol
variou de 136,17 pug-mL?! para PC2 até 688,10 ug.mL?* para o extrato PC3. Dos

extratos extraidos com solvente etanol pds-acetato variou de 85,16 ug-mL* para o
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extrato PC6 até 786,14 ug.mL? para o extrato PC4. Dos extratos extraidos com
solvente acetato, variou de 414,17 ygmL* para o extrato PC9 até 761,93 ygmL* Os
Os extratos PC10, PC11 e PC12 ndo apresentaram atividade (ICso> 1000 pg mL=)
(Tabela 1).

No gréfico da figura 9, pode-se observar que 0s extratos que tiveram maiores
valores no ICso, ou seja, apresentaram uma baixa agcdo na eliminagdo de radicais
livres, foram os extratos PC3 (688,10 uygmL™1), (786,14 ugmL?) e PC7 (761,93 ugmL-
1); j& o extrato que apresentou menor valor no ICso foi o PC6 (85,16 ug.mLt), sendo o
mais eficiente na eliminacdo de radicais livres. A curva de concentracdo versus
absorbancia do extrato PC6 exibiu boa correlacdo linear com coeficiente de

determinacgdo R? de 0,99.

5.2 QUANTIFICAQAO DE FENOIS TOTAIS

A equacdo da curva de calibracédo do acido galico para as amostras PC4, PC5,
PC6, PC7 e PC8 foi y = 0,0135x + 0,0093, onde y = absorbancia (sinal analitico); a =
coeficiente de inclinacéo da curva e b = coeficiente linear) e o coeficiente de correlacéo
R? = 0,9957 (Figura 10).

Figura 10 - Curva de calibracdo Acido galico
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A equacdo da curva de calibragédo do acido galico para as amostras PC1, PC2,
PC3 foi C = 0,0373A + 0,0127 e o coeficiente de correlacdo R? = 0,9967 (Apéndice B).
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Na quantificacdo dos fendis totais de uma forma geral, trés extratos obtidos das
bagas de J. communis apresentaram. Ja 0s que apresentaram 0S menores valores
foram: PC4 (11,74 mgEAG.g), PC2 (15,95 mgEAG.g?!) e PC5 (27,05 mgEAG.g™Y)
(Tabela 1).

O extrato com maior valor de fendlicos totais foi o PC9, com o valor de 74,21
mMgEAG.g?, com um desvio padrédo de 2,26, seguidos dos extratos PC1, com um valor
de 70,77 mgEAG.g%, desvio padrédo de 1,78, e PC3, com um valor de 58,31 mgEAG.g-
1, desvio padrao de 5,53 (Tabela 1).

Os extratos PC1, PC3 e PC9, apesar de ndo apresentarem atividade
antioxidante satisfatoria, obtiveram uma boa quantificacdo de fendlicos totais.
Portanto, apesar dos compostos fendlicos influenciarem o potencial antioxidante dos
extratos, outros metabdlitos também estao contribuindo para a atividade antioxidante

dos extratos das bagas de J. communis.

Tabela 1 - Valores de IC50 e Quantidade dos compostos fenélicos nos extratos

Origem Cédigo Solvente DPPH Fendlicos totais

(mgEAG.g™Y)

Brotas PC1 Etanol 582,33 + 11,99 70,77 + 1,78

Graos a Granel PC2 Etanol 136,17 + 56,24 15,95 + 0,54

Americanas PC3 Etanol 688,10 + 143,73 58,31 + 5,53

Brotas PC4 Etanol apos 786,14 + 14,33 11,74 + 1,61
Acetato

Graos a Granel PC5 Etanol ap6s 163,36 + 7,36 19,52 + 2,67
Acetato

Americanas PC6 Etanol ap6s 85,16 + 42,58 27,05+ 2,11
Acetato

Brotas PC7 Acetato 761,93 + 17,32 26,54 + 2,62

Graos a Granel PC8 Acetato 419,92 + 31,53 24,46 + 1,13

Americanas PC9 Acetato 414,17 + 75,02 74,21 + 2,26

Fonte: autoria propria
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5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Analisando a atividade antibacteriana dos extratos da J. communis dos
produtos comerciais, apenas o0 extrato PC3 apresentou atividade tanto
bacteriostatica e bactericida frente a Gram negativa Escherichia coli), (CIM = CBM =
125 ugmL?! (Tabela 3).

Em relacdo ao efeito contra bactérias Gram positivas, os extratos PC3, PC7,
PC8, PC10 e PC12 foram seletivos para B. subtilis, com CIMs na faixa de 125 a 31,5
pugmLt. Adicionalmente, todos foram também bactericidas contra B. subtilis com
CBMs na faixa de 500 a 125 pgmL*, com excecéo de PC7.

De um modo geral, pode-se observar que as amostras de extratos foram
seletivas para as bactérias, ja que nenhum dos fungos (C. albicans e C. glabrata) foi

sensivel nas condi¢Bes experimentais empregadas.

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana dos extratos das bagas da J. communis L. (Valores CIM e CBM
em pg mL?)

Ec Bs

Amostras

CIM CBM CIM CBM
PC3 125 125 62,50 125
PC7 se Na 62,50 Se
PC8 se Na 62,50 250
PC10 se Na 31,25 500
PC12 se Na 125 500
Tetraciclina 0,08 0,08
Gentamicina 1,56 1,56

Fonte: autoria propria
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Se.: sem efeito na maior concentragédo testada (500 pugmL?); Na: nédo aplica;
PC1 a PC12 = extratos das bagas da J. communis L.; bactérias Gram negativa (;
bactérias Gram positiva (). Antibiéticos: Gentamicina (100 pgmL?) para Gram-
negativas Escherichia coli (Ec) e tetracilina (40 ugmL*) para bactéria Gram positiva

Bacillus subtilis (Bs).

6 DISCUSSAO

Os resultados das analises quimicas foram obtidos a partir de diferentes
amostras (Brotas, Gréaos a Granel, Americanas) usando diferentes solventes (Etanol
e Acetato). Os parametros analisados foram a capacidade antioxidante medida pelo
ensaio DPPH e a quantidade de fendlicos totais expressos em miligramas de

equivalentes de acido galico por grama (MgEAG.g™1).

A discusséo desses dados abordou trés pontos principais:

1. Comparagéo entre origens: Ao comparar as amostras de Brotas, Graos a
Granel e Americanas em relacdo aos parametros DPPH e Fendlicos totais,
observou-se que os extratos obtidos em Brotas apresentaram maior atividade
antioxidante, evidenciada pelos maiores valores de ICso. Entretanto, a
guantidade de fendis totais mostrou-se variavel, dependendo do tipo de
solvente utilizado.

2. Efeito do solvente: Foi observado que a utilizacdo de diferentes solventes
(Etanol e Acetato) pode afetar os resultados das andlises. Houve uma
significativa variacdo nos valores obtidos, possivelmente devido ao uso de
diferentes lotes da amostra, visto que estas foram adquiridas em periodos
distintos.

3. Comparacéo dentro da mesma origem: Ao observar as linhas com a mesma
origem (por exemplo, Brotas), foi possivel comparar como os valores de DPPH
e Fendlicos totais variam quando diferentes protocolos de extracdo séo usados

(Etanol e Acetato).
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O presente estudo evidenciou que a J. communis pode ser uma fonte promissora
de compostos antioxidantes, conforme demonstrado pelas atividades observadas nos
extratos das bagas da planta e seus produtos comerciais. Entre esses extratos, 0s
mais eficientes em atividade antioxidante foram os PC6, PC2 e PC1, em ordem

crescente.

Particularmente, a amostra que utilizou etanol apds acetato mostrou-se a mais
eficiente para a extracdo de compostos antioxidantes, seguida pelas amostras que

utilizaram etanol como solvente de extragéo.

Esses resultados destacam o potencial da J. communis como uma fonte valiosa
de antioxidantes naturais, o que pode ter implicacbes positivas na industria de
alimentos funcionais e de suplementos. Além disso, a abordagem sequencial de
extracdo com solventes pode ser uma estratégia eficaz para otimizar a obtencao
desses compostos antioxidantes a partir das bagas da planta e de seus produtos
comerciais. Essas descobertas contribuem para o conhecimento sobre os beneficios
potenciais dessa planta na promoc¢do da saude e incentivam pesquisas futuras para
explorar ainda mais suas aplicacfes na area da saude e nutricdo.

Na quantificacdo dos fendis totais, os extratos PC9, PC3 e PC1 obtidos das
bagas de J. communis dos produtos comerciais, foram 0s que apresentaram 0S
maiores valores, variando de 58,31 #5,53 a 74,21 + 2,26 mgEAG.g™*.

Essa analise dos dados permitiu obter informacdes valiosas sobre as diferencas
entre as amostras provenientes de diferentes origens, os efeitos dos solventes na
atividade antioxidante e nos fendlicos totais, e ainda, como as variagbes nos
protocolos de extracdo podem influenciar os resultados dentro da mesma origem.

Os extratos das bagas de J. communis L. foram testados quanto a sua
capacidade de inibir o crescimento (CIM) e matar (CBM) as bactérias ou fungos

testados (Ec e Bs).

Na amostra PC3, tanto a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) quanto a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram de 125 pgmL?! para os
microrganismos testados (Ec e Bs). Esse valor esta em conformidade com os dados
relatados na literatura. I1sso indica que essa amostra apresentou uma forte atividade

antimicrobiana contra esses microrganismos, inibindo seu crescimento em
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concentracfes relativamente baixas e causando a morte bacteriana a essa mesma
concentracdo. Para as amostras PC7, PC8, PC10 e PC12, observa-se alguma
variagao nos valores de CIM e CBM para os diferentes microrganismos testados. Isso
pode indicar que a atividade antimicrobiana dessas amostras varia dependendo do

tipo de microrganismo.

Os valores de CIM e CBM para a tetraciclina e gentamicina também estao
listados na tabela. Esses sdo antibidticos amplamente utilizados e bem conhecidos
por sua atividade antimicrobiana. Comparando os valores das amostras de Juniperus
communis L. com os dos antibioticos, podemos avaliar se os extratos de bagas
apresentam atividade antimicrobiana comparavel ou potencialmente mais eficaz

contra 0s microrganismos testados.

No entanto, para uma analise mais completa e conclusiva, € necessario
considerar a interpretacdo dos resultados estatisticamente e analisar a relevancia
biolégica e clinica da atividade antimicrobiana observada em relacao as aplicacdes
préaticas potenciais, bem como a seguranca e toxicidade dos extratos testados. Além
disso, outras informac¢fes importantes, como as condi¢cdes experimentais e detalhes
do método utilizado, também devem ser consideradas para uma avaliacdo completa

dos resultados.

Para inibir a formacéo de radicais livres, a industria de produtos alimenticios
utiliza antioxidantes sintéticos; no entanto, a preocupacdo com o0 consumidor vem
levando ao aumento de pesquisa em busca de antioxidantes naturais. Os extratos de
plantas costumam exibir uma notavel capacidade de doacéo de prétons de hidrogénio
(H), o que os torna antioxidantes altamente eficazes. Essa propriedade é atribuida a
presenca de acidos fendlicos, diterpenos fendlicos e 6leos volateis. (BREWER, 2011).

Os compostos oxidantes também podem ter origem endbgena. Os
antioxidantes tém a capacidade de estabilizar ou até mesmo desativar os radicais
livres antes que ataquem as células. Dentre as diversas categorias de substancia
antioxidantes naturais, os compostos fendlicos tém se destacado (SOUSA et. al.,
2007).
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Em resultados nos testes in vitro obtidos na literatura, no que diz respeito ao
DPPH, o extrato etandlico das bagas da J. communis exibiu um valor de 1,42 pug mL"
1, referente ao ICso. Além disso, o0 extrato com acetato de etila revelou valor de ICso de
106,44 pgmL™?. Os extratos metandlicos das bagas mostraram a capacidade de
sequestrar DPPH-« (ICso variando entre 6,86 e 13,66 ugL') (GONCALVES et al., 2022).
Em outra literatura, a atividade antioxidante dos extratos etanolico, acetato de etila e
metanodlico das bagas da J. communis tiveram valores de ICso de 548,5 pgmL™, 642
pugmL?t e 664 pgmL?, respectivamente (ENNAJAR, 2009).

Na literatura, a quantidade de fendlicos totais nas bagas da J. communis variou
de 52 + 1 a 217 + 2 mgEAG.g! de material seco; Enquanto para antocianinas, foi
obtida nas bagas a quantidade por extrato de acetato de etila (373 + 13 mg EAG.g*
de material seco) (ENNAJAR, 2009).

Os extratos metandlicos das bagas da J. communis demonstraram capacidade
de inibir o crescimento de 11 dos 23 isolados de fungos testados, incluindo o C.
albicans, bem como 57 isolados de 178 estirpes de 24 espécies de bactérias, tais
como Bacillus substilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus. Esses resultados sugerem que o extrato metandlico da espécie J. communis
tem compostos com atividade antibacteriana e anticandida que podem ser utilizados
como agentes antimicrobianos na terapéutica das doencas infecciosas (ANJOS,
2017).

Extratos fendlicos das bagas da variagdo communis e variacdo saxatilis
mostraram que, embora a variagdo communis exibisse maior quantidade de fenélicos
totais, a CIM foi menor para a variagdo saxatilis contra S. aureus (156,25 pgmL?) e B.
subtilis (156,25 pgmL?), em comparagdo com variacdo communis (S. aureus (156,25
ug/mL) e B. subtilis (321,5 ugmL?) (GONCALVES et al., 2022).

7 CONCLUSAO

Utilizando procedimentos ja descrito na literatura foi possivel obter os extratos das

bagas de J. communis, com a utilizacdo dos solventes etanol, acetato de etila e hexano o que
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permitiu verificar diferencas na quantificacao referente ao ICso € compostos fendlicos totais,
assim como na atividade antimicrobiana e fungicida.

A partir das analises verificou-se que o extrato que apresentou melhor atividade
antioxidante, com menor valor de ICso, foi 0 PC6 (85,16 ugmL?), o que determina melhor
eficiéncia na eliminacéo de radicais livres. J& 0s extratos que apresentaram maiores teores

de fendis totais foram: PC9 (74,21 mgEAG.g')), PC3 (70,77 mgEAG.g') e PC1 (58,31
mgEAG.g?).

Considerando a analise da atividade antimicrobiana e fungica observou - se
gue, dos extratos da J. communis dos produtos comerciais, apenas o0 extrato PC3
apresentou atividade tanto bacteriostatica como bactericida frente a Gram negativa
Escherichia coli), (CIM = CBM = 125 ugmL' Os extratos PC3, PC7, PC8, PC10 e
PC12 foram seletivos para as Gram positivas B. subtilis, com CIMs na faixa de 125 a
31,5 ygmL* e também bactericidas contra B. subtilis com CBMs na faixa de 500 a 125
ugmL?, com excecdo do PC7. Nenhuma das outras bactérias testadas apresentou
efeito, assim como os fungos.

A obtencgéo dos resultados contribui significativamente para o aprofundamento
do conhecimento acerca das bagas do zimbro, indicando que seu emprego como

condimento pode ser vantajoso em termos de qualidade e seguranca alimentar.
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APENDICE A — Tabelas complementares atividade antioxidante — DPPH

AMOSTRAS CONC EXTRATO METANOL = DPPH (uL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 MEDIA BRANCO ABS FINAL
(HL) (ML)
1 0,20 100 400 500 0,384 0,423 0,42 0,409 0,053 0,356
PeL 2 0,30 150 350 500 0,348 0,352 0,356 0,352 0,053 0,299
3 0,40 200 300 500 0,258 0,276 0,255 0,263 0,053 0,21
4 0,50 250 250 500 0,185 0,197 0,194 0,192 0,053 0,139
AMOSTRAS CONC EXTRATO METANOL  DPPH (uL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 MEDIA BRANCO ABS FINAL
(ML) (HL)
1 0,10 50 450 500 0,246 0,285 0,304 0,278 0,053 0,225
PC2 2 0,20 100 400 500 0,234 0,242 0,253 0,243 0,053 0,190
3 0,25 125 375 500 0,210 0,223 0,199 0,211 0,053 0,158
4 0,40 200 300 500 0,129 0,142 0,152 0,141 0,053 0,088
AMOSTRAS CONC EXTRATO METANOL | DPPH (uL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 MEDIA BRANCO ABS FINAL
(uL) (ML)
PC3 1 0,40 200 300 500 0,134 0,142 0,149 0,142 0,053 0,089
2 0,60 300 200 500 0,118 0,109 0,130 0,119 0,053 0,066
3 0,80 400 100 500 0,105 0,092 0,097 0,098 0,053 0,045
4 1,00 500 0 500 0,083 0,090 0,075 0,083 0,053 0,030
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AMOSTRAS CONC EXTRATO METANOL = DPPH (uL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 MEDIA BRANCO ABS FINAL
(HL) (ML)
1 0,64 320 180 500 0,264 0,289 0,288 0,28 0,053 0,235
pCa 2 0,68 340 160 500 0,243 0,231 0,245 0,24 0,053 0,195
3 0,72 360 140 500 0,187 0,204 0,203 0,198 0,053 0,153
4 0,76 380 120 500 0,166 0,166 0,161 0,164 0,053 0,119
AMOSTRAS CONC EXTRATO METANOL = DPPH (uL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 MEDIA BRANCO ABS FINAL
(HL) (ML)
1 0,05 25 475 500 0,371 0,326 0,346 0,348 0,053 0,295
Pes 2 0,10 50 450 500 0,318 0,322 0,312 0,317 0,053 0,264
3 0,15 75 425 500 0,238 0,260 0,271 0,256 0,053 0,203
4 0,35 175 325 500 0,100 0,087 0,087 0,091 0,053 0,038
AMOSTRAS CONC EXTRATO METANOL | DPPH (uL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 MEDIA BRANCO ABS FINAL
(L) (ML)
1 0,10 50 450 500 0,247 0,277 0,205 0,243 0,053 0,190
Pee 2 0,20 100 400 500 0,187 0,217 0,205 0,203 0,053 0,150
3 0,30 150 350 500 0,129 0,149 0,133 0,137 0,053 0,084
4 0,40 200 300 500 0,076 0,079 0,080 0,078 0,053 0,025




AMOSTRAS CONC EXTRATO METANOL DPPH (uL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 MEDIA BRANCO ABS FINAL

(HL) (ML)
1 0,20 100 400 500 0,173 0,17 0,163 0,312 0,053 0,259
Pe7 2 0,30 150 350 500 0,142 0,134 0,144 0,24 0,053 0,187
3 0,40 200 300 500 0,117 0,117 0,089 0,175 0,053 0,121
4 0,50 250 250 500 0,107 0,108 0,091 0,102 0,053 0,049
AMOSTRAS CONC EXTRATO METANOL DPPH (uL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 MEDIA BRANCO ABS FINAL
(ML) (ML)
1 0,10 50 450 500 0,426 0,462 0,458 0,049 0,053 0,396
PCe 2 0,20 100 400 500 0,443 0,368 0,355 0,389 0,053 0,336
3 0,30 150 350 500 0,342 0,368 0,355 0,355 0,053 0,302
4 0,40 200 300 500 0,288 0,281 0,288 0,286 0,053 0,233
5 0,50 250 250 500 0,241 0,248 0,244 0,244 0,053 0,191
AMOSTRAS CONC EXTRATO METANOL DPPH (uL) ABS 1 ABS 2 ABS 3 MEDIA BRANCO ABS FINAL
(HL) (HL)
1 0,10 50 450 500 0,434 0,453 0,463 0,450 0,053 0,397
Peo 2 0,15 75 425 500 0,381 0,383 0,464 0,409 0,053 0,356
3 0,30 150 350 500 0,259 0,198 0,233 0,230 0,053 0,177
4 0,35 175 325 500 0,187 0,192 0,198 0,192 0,053 0,139

Fonte: autoria propria



APENDICE B — Curvas de calibracdo do DPPH e consumo &cido galico
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B - Curva de calibragdo do DPPH para os extratos PC2, PC3 e PC6.
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APENDICE C — Consumo de DPPH das amostras
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Fonte: autoria propria



APENDICE D — Tabela complementar compostos fendlicos

Desvio e Erro Padrao

EXT ABS1 ABS2 ABS3 MEDIA  DESV.P. C.VARIAGCAO ERRO

(uL) ABS % PADRAO
10 | 0,064 0,073 0,065 0,067 0,005 7,326 0,003
Pt 50 | 0316 0317 0,334 0,322 0,010 3,138 0,006
100 | 0556 0,534 0532 0,541 0,013 2,463 0,008
10 | 0,067 0,073 0,070 0,070 0,003 4,286 0,002
ez 50 | 0,081 0082 0,087 0,083 0,003 3,857 0,002
100 | 0,128 0,131 0,136 0,132 0,004 3,069 0,002
10 | 0,061 0,073 0,067 0,067 0,006 8,955 0,003
Pes 50 | 0,196 0214 0,195 0,202 0,011 5,302 0,006
100 = 0,471 0,472 0,400 0,448 0,041 9,222 0,024
Pea 100 | 0,032 | 0,024 0,026 0,027 0,004 15,420 0,002
200 0,038 0,039 0,046 0,041 0,004 10,631 0,003
Pes 100 = 0,055 0,059 0,055 0,056 0,002 4,124 0,001
200 0,076 0,087 0,084 0,082 0,006 6,934 0,003
Pee 100 | 0,048 0,047 0,051 0,049 0,002 4,248 0,001
200 0,060 0,070 0,056 0,062 0,007 11,631 0,004
et 100 | 0,042 0,046 0,040 0,043 0,003 7,105 0,002
200 | 0,076 0,072 0,078 0,075 0,003 4,073 0,002
Pes 100 | 0,095 0,102 = 0,096 0,098 0,004 3,863 0,002
200 0,211 0215 0,203 0,210 0,006 2,910 0,004
10 | 0,069 0,060 0,065 0,065 0,005 6,973 0,003
Peo 50 0,104 0,102 0,110 0,105 0,004 3,953 0,002
100 | 0,227 0,216 0,189 0,211 0,020 9,282 0,011

Fonte: autoria prépria
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APENDICE E — Faixas de concentracdes testadas dos extratos e antibioticos no final do experimento de microdiluicdo em caldo

Diluente

DMSO
Antibidtico  pntibiético  antibiético  Antibidtico
zAmost"r:lr : Awa P(1 Amosfmpcz Amosfm PC3 l r Gentamicina  Tetraciclina Loprox Anfotericina
000ug B SOl 100ugmt’  40ugmt’ 400ugmL™* 250ugmt™

500ugml* C A G y () ( ( ( ( ( OO 25ugmi 10ugmI*  100ugml® 62,50pgm"*

250 B OO OOOOOODOODD s 5 50 g
2 CO OO OO0O0OOOOODD s 2,50 25 15,63
20 DO O O OO0O0OOOOO0D 2 1,25 12,50 7,80
31,251 EQOOOQO (; OO OOOO0 156 0,63 6.25 3,90
15,63 FOOOO

()(:( O OO0 o 031 3,15 1,95
7,81 G C, C)‘ (,‘ Q ( ) ( ) (,) () C) () 0,39 0,16 1,57 0,97
3,91 HCOO@OOOOOOOOOH 0,08 0,79 0,49

Fonte: autoria prépria



