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RESUMO

O Foeniculum vulgare Mill. subsp. vul-
gare é uma planta espontinea da regido
mediterrinea, pertencente a familia Apia-
ceae. O seu dleo essencial, principalmente
o dos frutos secos, € amplamente utilizado
nas indudstrias alimentar, farmacéutica,
cosmética e perfumaria.

Neste trabalho, pretendeu-se avaliar a
actividade antimicrobiana do dleo essen-
cial dos frutos verdes e das folhas da varie-
dade de funcho doce colhido no Alentejo,
na regido de Evora, e relacionar essa acti-
vidade com a respectiva composi¢do qui-
mica.

A extraccdo dos Oleos essenciais foi
efectuada por hidrodestilacio e a sua andli-
se foi feita por GC-FID e GC-MS. No 6leo
das folhas foram identificados como com-
ponentes maioritarios os fenilpropandides
anetol, fenchona e estragol e o monoterpe-
no o-felandreno, enquanto que o 6leo dos
frutos apresentou como constituintes pre-
dominantes anetol e fenchona.

A actividade antimicrobiana dos 6leos
foi avaliada face as estirpes Staphylococ-
cus aureus, Escherichia coli, Saccharomy-
ces spp., Fusarium oxysporum e Penicil-
lium sp.. Os Oleos essenciais apresentaram

actividade antimicrobiana contra S. aureus,
Saccharomyces spp. e Fusarium oxyspo-
rum.

ABSTRACT

Foeniculum vulgare Mill. ssp. vulgare is
a spontaneous plant of Mediterranean re-
gion that belongs to the Apiaceae family.
Its essential oil is used as additives in food,
pharmaceutical, cosmetic and perfume in-
dustries mainly that one obtained from
dried seeds.

The main goal of this work were to
evaluate the antimicrobial activity of es-
sential oils obtained from fresh leaves and
unripe seeds of sweet fennel, collected in
Evora-Alentejo, in face of their chemical
composition.

The extraction of the essentials oils was
made by hydrodistillation. Chemical analy-
ses were carried out by GC-FID and GC-
MS. Phenylpropanoides anethole, fen-
chone, estragole and the monoterpene o-
phellandrene were the most abundant
compounds of leaves essential oil. Seeds
essential oil showed as main components
anethole and fenchone.
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Antimicrobial activities were tested
against the strains Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Saccharomyces spp.,
Fusarium oxysporum and Penicillium sp..

Seed and leaves essential oils showed
antimicrobial activity against S. aureus
Saccharomyces spp. and Fusarium ox-
ysporum.

INTRODUCAO

O Foeniculum vulgare Miller ssp. vulga-
re var dulce (Miller) Thellung, denomina-
do vulgarmente por funcho doce ou erva
doce, pertence a familia das Apidceas
(Farmacopeia Portuguesa VII, 2002). Dis-
tingue-se do funcho amargo pelo sabor
doce e anisado das folhas e frutos e pela
colorag¢@o verde claro ou castanho amare-
lado dos frutos. E uma planta espontinea
da regido mediterrinea, Norte de Africa e
Oeste da Asia. A sua utilizagio remonta
aos tempos da antiga Grécia e Roma, nio
sO pelas propriedades terapéuticas que lhe
sdo atribuidas como também pelas suas
propriedades  aromdticas  (Font-Quer,
1993). Na inddstria alimentar € utilizada
toda a planta. No entanto, actualmente, o
produto com maior utilizagdo € o O6leo
essencial do fruto seco, o qual tem uma
vasta aplicacdo nas industrias farmacéuti-
ca, cosmética e de perfumaria.

Segundo a Farmacopeia Portuguesa VII
(2002), o funcho doce (planta seca) deve
apresentar um teor minimo de 20mL/Kg de
Oleo essencial e deve conter, no minimo,
80% de anetol, para ser utilizado como
farmaco. Entre as principais propriedades
farmacéuticas atribuidas ao 6leo do fruto
do funcho doce destacam-se a acgdo car-
minativa e eupéptica, nas célicas abdomi-
nais, expectorante e anti-espasmddica, na
bronquite e asma, e ainda a acgdo anti-
inflamatoria, diurética e anti-séptica (Bilia

et al., 2002; Proenca-da-Cunha et al.,
2003). Os frutos sdo, ainda, usados na
medicina tradicional no tratamento da dis-
menorreia, possivelmente devido as pro-
priedades anti-espasmédicas do seu 6leo
essencial (Ostad et al., 2001).

Existem poucas referéncias na literatura
relativamente ao 6leo essencial extraido
das folhas e dos frutos verdes (Roque &
Proenga-da-Cunha, 1989; Ruberto et al.,
2000), pelo que o presente estudo foi con-
duzido de modo a determinar a composi-
¢do quimica dos dleos da planta verde por
GC/FID e GC/MS e avaliar as respectivas
actividades antimicrobianas.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As folhas e frutos da planta em estudo
foram colhidos em Marco de 2004, na
Herdade da Mitra, Evora. Previamente 2
extraccdo do Oleo essencial, o material
vegetal foi mantido ao abrigo da luz, em
ambiente seco e arejado, durante 3 dias.

Isolamento do 6leo essencial

Ap6s a fragmentacdo das folhas e frutos,
os respectivos Oleos essenciais foram
extraidos por hidrodestilacio num aparelho
tipo Clevenger, durante 2 horas, de acordo
com a Farmacopeia Portuguesa (2002). Os
6leos essenciais obtidos foram conservados
a4 °C até analise cromatografica.

Cromatografia gasosa

Os 6leos essenciais foram analisados por
GC/FID num cromatégrafo Hewlett Pac-
kard 5890, series II, equipado com uma
coluna polar SupelcowaxTM10 (30 m x
0,25 mm di., 0,25 mm espessura de filme).
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Programa de temperatura do forno: 70 °C
(3 min), 70-220 °C (3 °C/min), 220 °C (10
min); temperatura do injector e do detector:
250 °C; gas de arraste: Hélio 0,6 mL/min.
Razao de split: 1:50. A quantifica¢do dos
componentes foi determinada pelo método
de normalizag@o interna com base na area
dos picos sem correccdo de factor de res-
posta. As andlises por GC/MS foram efec-
tuadas num cromatégrafo TermoFinnigan,
com injector automdtico, modelo Al 3000,
utilizando-se pardmetros do GC idénticos
aos acima referidos e, ainda, como tempe-
ratura da interface: 250 °C; temperatura da
fonte do MS: 230 °C; detector tipo quadru-
polo; energia de ionizacdo: 70 eV.

As andlises de cada uma das amostras
dos 6leos, 6leo essencial das folhas e dleo
essencial dos frutos, foram efectuadas em
triplicado.

A identificacdo dos componentes foi fei-
ta por comparagdo dos indices de reten¢do,
calculados em relacdo a uma série de n-
alcanos de Cg-Cyy, e dos respectivos espec-
tros de massa com espectros obtidos com
compostos de referéncia ou publicados na
literatura (Adams, 1995).

Actividade antimicrobiana

A actividade antimicrobiana dos 6leos
foi determinada pelo método de difusdo em
meio sélido. A actividade antibacteriana
foi estudada para os dleos das folhas e fru-
tos face as estirpes de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Nos estudos de
actividade antifiingica utilizaram-se duas
estirpes de leveduras Saccaharomyces
spp., S. cerevisiae var. cerevisae € S. cere-
visiae var. chevalieri e duas estirpes de
fungos filamentosos: Fusarium oxyospo-
rum e Penicillium sp..

As culturas microbianas foram mantidas
a 4 °C em rampas de crescimento contendo
NA (Nutriente Agar - Merck), YEP (Yeast

Extract Peptone Agar - Sigma) e PDA
(Potato Dextrose Agar - Merck), respecti-
vamente, para bactérias, leveduras e fungos
filamentosos.

Os estudos de actividade antimicromi-
crobiana foram efectuados em placas de
Petri contendo meio de gelose-sangue
(BioMérieux) para as estirpes bacterianas,
YEP para as leveduras e PDA para os fun-
gos filamentosos. Prepararam-se indculos
de cada um dos microrganismos em solu-
¢do de NaCl 0,9% (p/p) de modo a obter
suspensdes com turbidez correspondente a
0,5 na escala de McFarland para as bacté-
rias e leveduras e suspensdes contendo 10°
ufcmL”' para os fungos filamentosos
(NCCLS, 1997, NCCLS, 1998; Duru et al.,
2004). Cada uma das placas foi inoculada a
superficie, por espalhamento, com 200 UL
da suspensdo do microrganismo corres-
pondente e conservada a 4 °C durante 1h.
Posteriormente, foram aplicados sobre os
meios, discos de papel de filtro estéreis
com 6mm de didmetro que foram impreg-
nados com 5 puL de cada um dos dleos
essenciais. As placas foram incubadas a
37 °C/24h, para cultura das bactérias, a
28 °C/24h, para cultura das leveduras e a
28 °C durante 4 dias para cultura dos fun-
gos filamentosos. Os ensaios de actividade
antimicrobiana foram efectuados em tripli-
cado. Como controlos especificos foram
usados discos impregnados, respectiva-
mente, com gentamicina (10 pg) e cefalo-
tina (30 png), para as estirpes de S. aureus e
E. coli e nistatina (200 U), para as estirpes
fungicas (Karaman et al., 2001).

Os resultados da actividade antibacteria-
na foram submetidos a andlise pelo Teste ¢
de Student para comparacdo entre os 6leos
testados e os controlos. Valores com P<
0,05 foram considerados significativos. A
andlise estatistica foi efectuada por SPSS
13.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 6leos essenciais obtidos apresentaram
cor levemente amarelada e odor caracteris-
tico, sendo o rendimento da extrac¢do de
3,4% (v/p), para o 6leo do fruto, e de 0,9%
(v/p), para o dleo da folha.

A composicao percentual dos 6leos esta
indicada no Quadro 1. Ambos os dleos
apresentaram como componentes maioritd-
rios o anetol (folha 47,8% e fruto 60,7%), a
fenchona (folha 12,6% e fruto 22,8%) e o
estragol (folha 10,0% e fruto 3,5%) (Figura
1). O 6leo da folha apresentou ainda uma
quantidade aprecidvel de o-felandreno
(9,4%) ao contrario do 6leo do fruto no
qual este composto foi minoritario (1,0%),
assim como o mirceno (1,1%) e o a-pineno
(0,9%). Como componentes minoritarios
do dleo da folha, encontraram-se o sabine-
no (2,2%), o 1,8-cineol (1,6%), o B-pineno
(1,3%) e o mirceno (1,2%).

QUADRO 1 - Composicao quimica dos
oleos essenciais do Foeniculum vulgare Mill.

Componentes Folha Fruto verde
(% area)

o-Pineno 0,7+0,0 09 +0,1
B-Pineno 1,3+0,1 0,3+0,0
Sabineno 22+0,1 0,2+0,0
Mirceno 1,2+0,0 1,1 +£0,2
o-Felandreno 94 +0,2 1,0 +0,1
Limoneno 52+0,2 59+0,2
1,8-Cineol 1,6 0,1 0,7 +0,1
v-Terpineno 1,0£0,0 0,6 £0,1
Fenchona 12,6 +0,3 228 +04
Estragol 10,0 £0,2 3,5+0,1
Anetol 47,8 £0,3 60,7 +0,3

Nota: Os valores representam a média de 3 repli-
cados + desvio padrdo para cada um dos 6leos.

O polimorfismo quimico do funcho esta
relacionado com a grande variabilidade da
composi¢do quimica do seu 6leo essencial,
sendo a relagdo entre a quantidade de estra-
gol e anetol utilizada por alguns autores
como critério na classificacdo da planta.

Face aos resultados que obtivemos e tendo
em conta Muckensturm et al. (1997), poder-
se-4 concluir que a planta em estudo perten-
ce a subsp. vulgare var dulce.

Os oleos essenciais encontram-se fre-
quentemente referidos na literatura como
sendo produtos com actividade antimicro-
biana, actividade esta também referida para
alguns dos tipos de compostos que 0s cons-
tituem, nomeadamente os fenilpropandides,
grupo onde se inclui, entre outros, o anetol
(Pauli, 2001).

Dado que a literatura refere poucos estu-
dos sobre a actividade antibacteriana e anti-
fingica do 6leo essencial do funcho obtido
da planta verde (Ruberto et al., 2000; Tino-
co et al., 2005) e como os dleos estudados
neste trabalho apresentaram elevado teor de
anetol (fruto 60,7% e folha 47,8%), proce-
deu-se ao estudo do efeito destes Oleos
sobre o desenvolvimento de estirpes bacte-
rianas Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, de leveduras Saccharomyces spp. e de
fungos filamentosos Fusarium oxysporum e
Penicillium sp..

Os resultados da actividade antibacteriana
estdo representados no Quadro 2. Estes
resultados mostram que o 6leo essencial da
folha apresentou actividade antibacteriana
da mesma ordem de grandeza que o antibid-
tico controlo gentamicina, para S. aureus e
actividade antibacteriana inferior a cefaloti-
na no estudo efectuado com E. coli. O 6leo
do fruto apresentou um halo de inibicdo
superior ao observado com a gentamicina
face a S. aureus (P<0,05) e inferior ao obti-
do com a cefalotina para E. coli (P<0,05).
Estes resultados estdo de acordo com os
resultados obtidos num estudo efectuado por
Ruberto et al. (2000), no qual também foi
observada actividade do dleo do funcho
comum face as estirpes de S. aureus e de E.
coli.

A actividade antifingica manifestada
pelos 6leos do funcho foi semelhante a do
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Figura 1 — Estrutura quimica dos principais componentes dos 6leos essenciais do Foeniculum vulgare

QUADRO 2 - Actividade antimicrobiana dos 6leos essenciais da folha e fruto verde do Foenicu-

lum vulgare Mill

Microrganismos S. aureus . . .E.' coli

Diametro da zona de inibi¢do em mm (24h)
Oleo folha 8,1+0,3 ns 77402 *
Oleo fruto 92402 i 8,0+0,1 *
Anetol 9,0+0,3 * nd *
Estragol 8,7+0,2 * 9,1+0,1 *
Fenchona 7,1+0,1 * nd *
Cefalotina - ———- 12,1 £0,2
Gentamicina 7,9%0,1 --- ———-

nd — ndo detectado;

controlo nistatina, provocando inibigdo
total das estirpes Saccharomyces spp..
Face a Fusarium oxysporum observaram-
se halos de inibi¢do de 7,0 + 0,2 mm, tanto
para os 6leos como para a nistatina. Para
Penicillium sp., os 6leos em estudo produ-
ziram halos de inibi¢do de 9,0 + 0,1 mm, os
quais foram manifestamente inferiores aos
que se obtiveram com a nistatina usada
como controlo (20,9 + 0,8 mm).

No Quadro 2, podemos também obser-
var os resultados obtidos com 0s compo-
nentes maioritarios puros dos 6leos estu-
dados: estragol, anetol e fenchona. O
estragol e o anetol apresentaram activida-
de antibacteriana frente a S. aureus da
mesma ordem de grandeza que a obtida
com o dleo do fruto e superior a do con-
trolo gentamicina (P<0,05). No entanto,

--- — ndo testado; ns — nao significativo;

*P<0,05

face a estirpe de E. coli., nem o anetol,
nem a fenchona apresentaram actividade
detectdvel, enquanto que o estragol pro-
duziu um halo de inibi¢do superior ao
observado com os 6leos, mas inferior ao
do controlo cefalotina (P<0,05).

CONCLUSOES

Face aos resultados apresentados neste
trabalho, poder-se-a concluir que os dleos
essenciais da folha e do fruto verde de
funcho doce possuem actividade contra S.
aureus e Saccharomyces spp.. No 6leo do
fruto, essa actividade foi superior a mani-
festada pela gentamicina (P<0,05) e idén-
tica a actividade observada com a nistati-
na, antimicrobianos tipicos usados neste



ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO DO Foeniculum vulgare MILLER 453

trabalho como controlos positivos. As
actividades observadas foram semelhantes
as manifestadas pelos componentes maio-
ritarios anetol, estragol, quando usados
individualmente frente a S. aureus e Sac-
charomyces spp.. Além disso, os 6leos
evidenciaram actividade semelhante a
produzida pela nistatina face a Fusarium
oxysporum e actividade inferior a dos con-
trolos cefalotina e nistatina frente as estir-
pes de E. coli e Penicillium sp.. Apesar de
na literatura se encontrarem estudos que
indicam que alguns compostos puros iso-
lados de 6leos volateis, incluindo o anetol,
apresentam  actividade antimicrobiana
(Curtis et al., 1996; De et al, 2002), ape-
nas o estragol apresentou actividade anti-
microbiana evidente em todos o0s ensaios
em que os Oleos foram activos, pelo que
muito provavelmente, entre os componen-
tes maioritarios do 6leo essencial serd o
estragol aquele que dard um maior contri-
buto para a actividade do 6leo essencial
do Foeniculum vulgare.
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