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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo extrair e caracterizar 6leos essenciais de plantas
secas da familia Lamiaceae, obtidas comercialmente, bem como avaliar a atividade
antioxidante dos mesmos. As extracdes dos 0leos essenciais de alfavaca, alecrim, horteld,
manjericdo, orégano e salvia foram realizadas por hidrodestilacdo empregando o aparelho
de Clevenger modificado por um periodo de duas horas. A identificacdo dos constituintes
quimicos dos 6leos essenciais foi realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas e quantificados por cromatografia em fase gasosa acoplada a
detector de ionizag&o de chamas. A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelos
testes DPPH e S-caroteno. No teste de DPPH incubaram-se tubos de ensaio contendo 2,7
mL de solucéo etandlica de DPPH (40 mg mL™?) e 0,3 pL das amostras diluidas em etanol
nas concentragdes de 1 a 500 pg mL™, por um periodo de 60 minutos. Apds este periodo
foram realizadas as leituras da absorbancia em espectrofotdometro a 515 nm. No ensaio de
S-caroteno foi preparado uma emulséo e pipetaram-se aliquotas de 2,7 mL desta emulsdo
em tubos de ensaio contendo 0,3 pL dos 6leos essenciais nas concentrac@es de 1 a 500
ug mL™L. A leitura da absorbancia foi realizada imediatamente em espectrofotémetro a
470 nm e, em seguida, os tubos foram incubados por um periodo de 60 minutos a 50 °C
para a reacdao de oxidacdo. Apos, realizou-se a leitura da absorbancia novamente. Para
fins de comparacdo foi utilizado o BHT como controle positivo nas mesmas
concentracdes utilizadas para os 6leos essenciais. Como resultados o 6leo essencial que
apresentou melhor rendimento em base livre de umidade foi o de alecrim (1,17%),
seguido pelo 6leo de hortela (0,98%). Os constituintes majoritarios encontrados para o0s
6leos essenciais foram elimicina (alfavaca), 1,8-cineol e canfora (alecrim), canfora e
canfeno (sélvia), carvona e pulegona (horteld), hidrato de trans-sabineno, terpinen-4-ol e
carvacrol (orégano) e estragol (manjericdo). Nos testes para avaliar a atividade
antioxidante dos 6leos essenciais foi possivel observar que o 6leo de alfavaca apresentou
uma melhor resposta de poder antioxidante frente ao teste DPPH com um ICso de 4,89,
enquanto no teste de branqueamento S-caroteno os 6leos essenciais de alecrim, alfavaca
e salvia apresentaram uma melhor atividade e resultados semelhantes com ICso de 0,17;
0,38 e 0,48, respectivamente. Com isso, conclui-se que os 0leos essenciais apresentaram

maior atividade antioxidante pelo teste de branqueamento S-caroteno.

Palavras chave: DPPH. Oleos volateis. Constituintes quimicos.
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1 Introducéo

Os oleos essenciais possuem diversas aplicabilidades principalmente nos
seguimentos industriais, pois apresentam varias propriedades como antioxidante,
antibacteriana, antifungica, antisséptica, anti-inflamatorias, antitumorais e repelente. Nas
indUstrias alimenticias, em virtude de antioxidantes sintéticos como o hidroxitolueno
butilado (BHT), causarem algum prejuizo quando consumidos, varias pesquisas realizam
testes com Gleos essenciais para avaliar seu potencial antioxidante e inseri-los como uma
alternativa natural na conservacédo dos alimentos.

Os antioxidantes surgiram como uma forma de diminuir o problema das reacdes
de oxidacdo que também sdo muito importantes, uma vez que, Sdo responsaveis pela
sintese de varios produtos bioldgicos, porém, durante essas reacdes ocorrem a formacao
de radicais livres, intermediarios muito reativos e prejudiciais quando estdo em
desequilibrio. Na industria, o excesso de radicais livres provoca deterioracdo de produtos
levando a grandes perdas econémicas.

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais € atribuida aos seus constituintes
quimicos derivados de fenilpropandides e terpenoides com caracteristicas fendlicas, que
apresentam em suas estruturas elétrons ou &tomos de hidrogénio disponiveis para doagédo
aos radicais livres. Os Oleos essenciais sdo sintetizados pelas plantas por meio do
metabolismo secundario, podem ser obtidos por diversos 6rgaos da planta dependendo da
familia. Os 6leos das plantas da familia Lamiaceae sdo apontados como 0s que
apresentam constituintes quimicos com significativo poder antioxidante, podendo ser
uma alternativa aos antioxidantes sintéticos.

As plantas da familia Lamiaceae como a horteld, alfavaca, alecrim, orégano,
manjericdo e salvia sdo intensamente utilizadas na culinaria brasileira, o que leva a
estuda-las e utilizad-las como antioxidantes naturais, se apresentarem um potencial
antioxidante promissor. E importante realizar mais testes antioxidantes além dos testes de
DPPH e f-caroteno, uma vez que ha varios mecanismos envolvidos neste processo,
porém esses dois sdo muito relevantes para dar inicio ao estudo da atividade antioxidante
dos oleos, pois eles tratam e avaliam o basico para um composto apresentar potencial
antioxidante.

Mediante ao exposto, o presente trabalho, teve como objetivos: extrair e
caracterizar os 0leos essenciais das plantas de alfavaca, alecrim salvia, horteld, orégano e

manjericdo, espécies da familia Lamiaceae, bem como avaliar a atividade antioxidante
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por meio dos métodos de sequestro de radicais livres DPPH e branqueamento do /-

caroteno.

2 Referencial Teorico
2.1 Oleos Essenciais

Segundo a ISO (International Standard Organization) os Oleos essenciais sdo
definidos como os “produtos obtidos de partes de plantas através de destilagdo por arraste
com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por prensagem dos pericarpos de frutos
citricos” (SIMOES et al., 2017).

De acordo com Simdes et al (2017), os 6leos essenciais séo uma mistura complexa
que podem ser chamados de Gleos volateis, etéreos ou esséncias. Tais denominacdes
provém de suas caracteristicas fisico-quimicas, como a de serem geralmente liquidos de
aparéncia oleosa, volatéis, em geral apresentam aroma agradavel e intenso e sdo sollveis
em solventes organicos apolares. Além dessas caracteristicas, eles sdo normalmente
incolores ou ligeiramente amarelados, com excec¢do dos 6leos de camomila e mil folhas,
que apresentam altos teores de azulenos; sdo pouco estaveis na presenca de luz, calor,
umidade e metais; a maioria possui indice de refracdo e sdo opticamente ativos.

A estrutura quimica dos constituintes dos 6leos essenciais é formada basicamente
por carbono, oxigénio e hidrogénio, variando em relacdo a funcdo organica, como
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois,
ésteres, éteres, Oxidos, entre outros. Os 6leos essenciais podem conter aproximadamente
entre 20-60 componentes em diferentes concentracGes, sendo geralmente caracterizados
por um, dois ou trés com concentracBes elevadas (compostos majoritarios), outros em
proporcdes menores (compostos minoritarios) e alguns em concentragdes minimas
(tracos). Podem ser sintetizados por todos os 6rgdos das plantas, entre eles, botbes florais,
flores, folhas, caule, galhos finos, sementes, frutos, raizes e cascas, e sdo estocados em
células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares
(BAKKALI et al., 2008; SIMOES et al., 2017).

Os oleos essenciais possuem propriedades biologicas diversificadas, tendo a
capacidade de atuar como agentes antioxidantes, inseticidas, alelopaticos, antissépticos,
antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatérios, espasmoliticos, dentre
outros. Na natureza, os 0leos essenciais possuem um importante papel no sistema de
defesa quimica das plantas frente a predadores (BAKKALI et al., 2008). Assim, os 6leos

essenciais estdo sendo cada vez mais explorados pelos diferentes seguimentos industriais,
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destacando-se na industria alimenticia, na conservacao e incremento de aroma e sabor
dos alimentos, na industria farmacéutica, por apresentarem propriedades farmacologicas;
e na industria de cosméticos, atuando como matéria-prima para sabonetes, cremes e
perfumes (EL ASBAHANI et al., 2015).

Existem varios métodos de extracdo para os 6leos essenciais como a destilacéo
por arraste a vapor, extracdo de fluido supercritico com COg, a hidrodestilacdo, métodos
que utilizam solventes organicos, forno micro-ondas, enfloragdo, dentre outros
(TEIXEIRA, 2013). A hidrodestilacdo e o arraste a vapor sao as técnicas mais empregadas
e utilizadas em laboratdrio. Estes métodos compreendem em se obter o 6leo essencial por
meio da volatilizagcdo dos constituintes dos vegetais, no qual se utiliza o aparelho de
Clevenger modificado (SIMOES et al., 2017).

2.1.1 Biossintese dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais sdo constituidos de fenilpropanoides e terpenos, obtidos a
partir do metabolismo da glicose (Figura 1). Esses compostos sdo derivados,
principalmente de duas vias, a do chiquimato para formacdo fenilpropanoides e a do
acetato (rota do mevalonato ou do 5 - fosfato de 1 - deoxi - D - xilulose (DXPS)) dando
origem aos terpenos, terpenoides e seus derivados.

Figura 1: Metabolismo da Glicose
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Os fenilpropandides sdo formados por meio do &cido chiquimico que, por sua vez
sdo originados da condensacao aldolica de fosfoenopiruvato e eritrose-4-fosfato. Quando
formado, o &cido chiquimico reage com uma molécula de fosfoenolpiruvato, gerando o
acido corismico, que é responsavel pela sintese de aminoécidos aromaticos (fenilalanina
e a tirosina). Esses aminoacidos por meio da perda de uma molécula de amonia, dédo
origem aos acidos cinamicos e p-cumarico, respectivamente. Os acidos cinamicos e p-
cumarico, por sua vez, sofrem inimeras reacfes de reducdo enzimética, formando
propenilbenzenos e/ou alilbenzenos, que sé&o oxidados com degradagdo das cadeias
laterais e ciclizagdo a fenilpropanoides (SIMOES et al., 2017). A ilustragdo do mecanismo
simplificado da formacdo dos fenilpropandides por meio do acido chiquimico pode ser

observada na Figura 2.

Figura 2: Mecanismo simplificado da formag&o dos fenilpropanoides

Q, OH
acido chiquimico

HO OH

OH

..‘_

R = acido cindmico
T R = OH acido p-cumarico

R

Reducao Oxidacao ‘ Reducao Ciclizagao

¢ P |
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Fonte: Simdes et al. (2017)

Os compostos terpénicos sdo biossintetizados a partir das moléculas fosforiladas
e ativas isopentenil difosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil difosfato (DMAPP). A

sintese para a formagéo dos intermediarios basicos (IPP e DMAPP), ocorre por meio de
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duas vias independentes localizadas em compartimentos intracelulares separados, no
citosol, o IPP é formado por meio da via do mevalonato através da condensacao do acetil-
CoA (Figura 3) e nos plastidios formado por meio do piruvato e gliceraldeido 3-fosfato
por meio do fosfato de metileritritol, sequindo a via do DXPS (Figura 4) (SIMOES et al.,
2017). Os terpenos séo classificados pela quantidade de unidades isoprénicas, uma Unica
unidade é conhecida como hemiterpenos, quando dois isoprenos se juntam ocorre a
formacdo dos monoterpenos (10 dtomos de carbonos), ja a juncdo de trés unidades
isoprénicas origina os sesquiterpenos (15 atomos de carbonos), e assim por diante
(SIMOES et al., 2017)

Figura 3: Biossintese dos terpenos pela via do mevalonato
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Figura 4: Biossintesse dos terpenos pela via do DXPS
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2.2 Espécies vegetais (Familia Lamiaceae)

A familia Lamiaceae representam a sexta maior familia de plantas, que consistem
em aproximadamente 200 géneros e mais de 7.000 espécies. Sdo plantas com aroma
normalmente intenso e agradavel, suas espécies de ervas e arbustos sdo comuns em
regibes do mediterrdneo e em areas subtropicais, tendo uma exce¢do em regides polares
mais frias (BEKUT et al., 2018). Dados da literatura descritos por De Oliveira et al.
(2021), citam-que os Oleos essenciais estdo presentes nas folhas, flores, frutos ou
sementes das espécies vegetais, e apresentam papel fundamental no sistema de defesa
dessas plantas.

A familia Lamiaceae é conhecida por sua riqueza de espécies possuidoras de
propriedades medicinais com forte historico de uso desde tempos remotos, além de ser
bastante conhecida pelo alto teor de 6leo essencial, que por sua vez apresenta uma riqueza
em compostos como fenilpropandides e terpendides. Estas classes sdo de grande interesse
devido as suas atividades biolégicas (ABDELHALIM; HANRAHAN, 2021).

Pressupde-se que existam de 150 a 200 espécies de plantas que podem produzir
6leo essencial, sendo abundantes em angiospermas dicotiledéneas incluindo a familia de

Pinaceae, Lamiaceae, Compositae, Lauraceae, Myrtaceae e Umbelliferaceae (KUSUMA


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/plant-specie
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e MAHFUD., 2018). Entre estas destaca-se a familia Lamiaceae que possui constituintes
quimicos com grande poder antioxidante em seus Gleos essenciais.

As plantas que obtém oOleos essenciais sdo diferenciadas pela ocorréncia de
estruturas morfologicas especificas que secretam e armazenam o 6leo, sendo a construgéo
da anatomia microscépica caracteristica para as espécies de determinado género ou para
uma familia em especifico, de forma que ela auxilia na identificacdo de determinada
espécie vegetal. Entre as estruturas secretoras especializadas, destacam-se as células
oleiferas, como aquelas em espécies de Zingiberaceae, Lauraceae e Piperaceae. Também
podem ocorrer em estruturas de depdsito intracelulares, que por vezes podem ser
visualizadas a olho nu, como no caso das bolsas lisigenas de espécies de Rutaceae e das
bolsas esquizégenas, que ocorrem em representantes de Apiaceae e Myrtaceae. Os 0leos
volateis também podem ocorrer em estruturas localizadas entre a cuticula e a membrana
celular, como tricomas e escamas glandulares das familias Asteraceae e Lamiaceae
(SIMOES et al., 2017).

As plantas da familia Lamiaceae sdo reconhecidas por suas folhas opostas e
onduladas; flores bilaterais e simétricas com cinco pétalas e cinco sépalas unidas. Na
maioria das vezes, sao identificadas por seus odores distintos e, por isso sao amplamente
utilizadas na culinaria, perfumaria, medicina popular e alternativa (SANTOS et al., 2015).
Apresentam também atividades antioxidante, antimicrobiana, antifngica, antitumoral,
expectorante, calminativa, entre outras (CALDAS et al., 2011; MILEVSKAYA et al.,
2017). Os principais constituintes quimicos presentes nos Oleos dessas espécies sao
terpenos e terpendides, dentre eles mentol, mentona, piperitona, pulegona, linalol, neral,
timol, 1,8-cineol, terpineno, carvacrol e cariofileno (GIATROPOULOS et al., 2018).

2.2.1 Alecrim

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma erva aromatica da familia Lamiaceae,
amplamente cultivada em muitas regides do mundo e especialmente na regido
mediterranea. E um arbusto perene de 0,5 a2 m, com o caule lenhoso e coberto com casca
acinzentada, dividido em muitos ramos tetragonais. As folhas sdo duras, estreitas e
verdes. As flores, azul-claro ou lilas claro, agrupam-se em densos cachos axilares ou
terminais (Figura 5). As folhas frescas e secas sdo muito utilizadas na cozinha tradicional
mediterranica como aditivo. Geralmente apresentam um sabor amargo e adstringente, que

complementa uma grande variedade de alimentos (DIASS et al., 2021).
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Estudos de Xylia et al. (2022), revelaram diversas propriedades desta erva,
incluindo atividades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias, anticancerigenas,
antidepressivas e neuroprotetoras, bem como sua capacidade de ter efeitos positivos na
memoria. Os extratos das plantas de alecrim estdo sendo cada vez mais utilizados na
industria alimenticia, devido as suas propriedades antioxidantes, uma vez que elas
previnem a oxidacdo lipidica e garante melhores caracteristicas organolépticas aos
produtos.

Em trabalho realizado por Upadhayay et al. (2021), o 6leo essencial do alecrim
apresentou propriedades antibacterianas e citotoxicas. Sendo os 0leos essenciais ricos em
constituintes quimicos como 1,8-cineol, a-pineno, linalol, mircenol, canfora, borneol,
terpinen-4-ol, a-terpineol, verbinone, piperitone e A-pineno. Estas espécies também
oferecem  propriedades antimutagénicas, antiinflamatérias, hipoglicemiantes,
hipolipidémicas, hipotensoras, antiateroscleroticas, antitromboticas, hepatoprotetoras e
hipocolesterolémicas, devido a presenca de metabdlitos secundarios.

A composi¢do quimica do dleo essencial pode apresentar variagdo devido a fatores
ambientais e de manejo das plantas, bem como da forma de extracdo e armazenamento,
que podem influenciar nas suas atividades (NASCIMENTO et al., 2007).

Figura 5: Aspecto geral de uma planta de alecrim

Fonte: Oliveira (2017).
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2.2.2 Orégano

O orégano (Origanum vulgare L), (Figura 6), € uma erva perene pertencente a
familia Lamiaceae que cresce espontaneamente em florestas, substratos calcarios,
arbustos, pastagens rochosas das planicies e serras baixas, sendo utilizado na medicina
popular, cosmética e conservacdo de alimentos (EL KHARRAF et al., 2021).

Existem distintas quantidades de compostos que constituem o 6leo essencial de
orégano, como hidrocarbonetos monoterpénicos (a-pineno, A-pineno, p-cimeno),
sesquiterpenos (p-cariofileno), linalol, terpinen-4-ol e fenois (carvacrol e timol). O
carvacrol é o principal componente do 6leo essencial de orégano representando cerca de
68% na sua composicdo (SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015).

Os oOleos essenciais do orégano apresentam mono e sesquiterpendides como
principais classes quimicas de metabdlitos secundarios. Na maioria 0s monoterpenoides
fendlicos como timol e carvacrol que constituem até 70% do 6leo total. Além do mais, y -
terpineno e p-cimeno foram detectados em quantidades apreciaveis que garantem as
atividades bioldgicas dos 06leos essenciais (KHAN et al., 2018)

Pesquisas de Morshedloo et al. (2018), citam que ha muito tempo e atualmente o
orégano ¢é e foi utilizado como erva medicinal em preparagdes etnofarmacoldgicas para
tratar diversas doencas, como tosse convulsiva, distdrbios digestivos, problemas
menstruais, bronquite, asma e frequentemente como expectorante, estimulante,
antioxidante, anti-inflamatério e antimicrobiano, além de apresentarem muitas outras

aplicagfes medicinais.



https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/oregano
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2.2.3 Manjericao

A espécie Ocimum basilicum L. pertencente a familia Lamiaceae, € uma planta
herbacea, anual ou perene, bastante ramificada, aromatica e perfumada. Conhecida
vulgarmente como manjericdo, essa especie atinge uma altura de 0,5 a 1 metro (Figura7)
Possui haste reta com muitas folhas carnosas, ovaladas, sem pélos e de cor verde-
brilhante, suas flores sdo brancas ou avermelhadas (FAVORITO et al., 2011; GRANDI,
2014).

O género Ocimum coletivamente chamado de manjericdo € muito apreciado
devido a sua diversidade. Existe relatos que na India, cerca de 30 espécies so
encontradas, incluindo ervas e arbustos. Também é difundido na distribuicdo de areas
tropicais e subtropicais da Africa, Asia, América Central e do Sul (KUMAR e LAL,
2021). E subespontaneo em todo o Brasil. Na medicina popular é utilizado na cura de
feridas; tuberculose pulmonar; gripe e resfriado; infecgcdes de boca e garganta; espasmos
e queda de cabelo nas formas de cataplasma, xarope, banho, decoc¢do e infuséo,
respectivamente. E considerado poderoso antisséptico, carminativo, digestivo, inseticida
e analgésico (MILITAO; FURLAN, 2014)

No comércio, na industria alimenticia e farmacoldgica, 0 manjericdo € utilizado
na preparacdo de fitoterapicos, como condimentos em molhos e temperos, fornecendo
aromas nos pratos culinarios do dia a dia. O 6leo essencial da espécie Ocimum basilicum
L. pode ser extraido de folhas e apices que possuem inflorescéncias, sendo que 0s
principais constituintes sdo eugenol, estragol, linalol, lineol, alcanfor, cineol, pineno,
carvacrol e timol. O Oleo apresenta propriedades antioxidantes, antimicrobianas,
inseticidas e repelentes (FAVORITO et al., 2011; MILITAO; FURLAN, 2014).

Figura 7: Aspecto geral de uma planta de manjericéo

Fonte: Kumar e Lal (2021).
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2.2.4 Horteld

As plantas chamadas de horteld, pertencem a familia Lamiaceae (Figura 8), elas
sdo classificadas dentro do género Mentha. L, que inclui cerca de vinte e cinco espécies
amplamente distribuidas em regides de temperatura moderada da Africa do Sul, América
do Norte, Eurasia e Australia (NAZEM et al., 2019). E uma erva perene que cresce de 30
a 100 cm de altura, e suas espécies variam consideravelmente em forma, tamanho e
dimensbes das folhas, mas geralmente as folhas de horteld ttm de 5 a 9 cm de
comprimento, de 1,5 a 3 cm de largura e pontas pontiagudas como uma lanca (ALSARAF
etal., 2021).

A horteld é considerada uma cultura industrial pelo fato de ter amplo uso do seu
6leo essencial em produtos farmacéuticos, alimenticios, bebidas, confeitaria,
cosmetologia e produtos de higiene como no creme dental e desodorizante bucal. O cheiro
pungente caracteristico e o odor aromatico do 6leo essencial de horteld sdo atribuidos a
presenca de carvona em sua constituicdo (ALSARAF et al., 2021).

Tafrihi et al. (2021), destacam que a composic¢ao quimica dos extratos do género
Mentha foram revisadas e relacionadas com suas varias atividades bioldgicas, os autores
relataram que a Mentha spicata L. apresenta diversos metabolitos secundarios, entre eles
alcaldides, compostos fenodlicos (taninos, acidos fendlicos, flavondides e seus
glicosideos), terpendides, resinas, cumarinas e esterdides. Sendo a atividade anti-
inflamatdria e antioxidante da Mentha spicata conferida aos altos teores de compostos
fenolicos ndo volateis destacando os flavonoides (L1 e TIAN., 2018).

De acordo com Chrysargyris et al. (2017), os constituintes quimicos mais
encontrados no 6leo essencial de horteld sdo carvona, limoneno e 1,8-cineol. Shahbazi
(2015), por sua vez, encontrou carvona (78,76%), limoneno (11,50%), dihidrocarveol
(1,43%), além de compostos minoritarios como constituintes quimicos para o 6leo de
horteld. Recentemente, Shahsavarpour et al. (2017), estudando o 6leo essencial de hortela,
obtiveram como constituintes majoritarios carvona (45,96 %), pulegona (13,89%) e
limoneno (12,81%). Ferreira (2018) encontrou como constituintes majoritarios do 6leo
de Mentha Spicata a carvona, o dihidrocarveol, o trans-carveol e o 1,8-cineol. Sendo a
carvona considerada o constituinte majoritario da espécie Mentha Spicata.

A horteld e uma espécie vegetal amplamente cultivada para fazer infusdes, tinturas
ou para tratamento de diferentes doencas e disturbios, como colica intestinal, distirbios
hepéticos, gastrite, ictericia e dor de cabeca (JURIC et al., 2021, MAHENDRAN e
RAHMAN, 2020).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/perennials
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/toothpaste
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/spearmint-oil
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/carvone
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Figura 8: Aspecto geral de uma planta de hortela

Fonte: Sigrist (2013).

2.2.5 Alfavaca

A espécie Ocimum gratissimum L. pertence a familia Lamiaceae e € conhecida
popularmente como alfavaca (Figura 9). Originaria da Asia é comumente encontrada em
regibes tropicais e quentes, na Africa, india, Europa, América Central e Sul. Sua
ocorréncia é subespontanea em todo o Brasil, principalmente na regido Nordeste.
Morfologicamente, a alfavaca & um subarbusto aroméatico com até 2 metros de altura, suas
folhas apresentam caracteristicas ovais lanceoladas, suas flores sdo pequenas de
coloracdo lilases ou brancas (GRANDI, 2014).

Na medicina popular, a planta € utilizada na forma de infusdo, xarope, maceracéo
ou emplasto contra gripes, resfriados e febres. Indicada também como emoliente,
expectorante, sudorifero, antisséptico bucal, contra frieiras e doencas de pele, entre
outros. Além das propriedades farmacoldgicas, a alfavaca é utilizada na culinaria como
tempero e considerada um excelente condimento (GRANDI, 2014; OLIVEIRA et al.,
2016).

Esta planta é considerada como importante fonte de dleos essenciais usados
principalmente nas industrias para a producdo de farmacos, perfumes e cosméticos,
consequéncia do seu cheiro forte e aromatico. Os principais constituintes do dleo
essencial da alfavaca ja encontrados e citados na literatura séo eugenol, 1,8-cineol, timol,
estragol, linalol e canfora. Estes constituintes quimicos conferem a esse 6leo essencial
propriedades antioxidante, antifingica, antibacteriana, antiparasitaria, antiproliferativa
(BRASIL, 2015; OLIVEIRA et al., 2016; KHAN et al., 2018). O eugenol ¢é considerado
0 composto majoritario desse 6leo essencial e € empregado na industria farmacéutica em

produtos odontologicos, por apresentar propriedades antissépticas e analgésicas. Esta
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substancia também ¢é utilizada em formulacdo de xaropes para tratar bronquite e tosse
(CRUZ; BEZERRA, 2017).
Figura 9: Aspecto geral de uma planta de alfavaca

Fonte: Casali (2010).

2.2.6 Sélvia

A espécie Salvia officinalis L. (Figura 10), pertencente a familia Lamiaceae €
conhecida popularmente como como salva, salva-das-boticas e salva-dos-jardins. E um
arbusto perene e nativo das areas do Mediterraneo e do Oriente Médio. Suas plantas
apresentam habito de crescimento herbaceo ou arbustivo muito ramificado, de pequeno
porte, medindo entre 50 a 80 cm, com florescimento entre 0s meses de agosto e dezembro
(LORENZI e MATQOS 2002). Suas folhas apresentam caracteristicas de coloragdo verde-
acinzentadas, geralmente sdo ovais-lanceoladas e largas, e flores agrupadas em espiga
(CORREA et al. 2003).

A salvia é considerada uma planta medicinal comumente utilizada para o
tratamento de diversas doencas e distirbios, como depressao, obesidade, diabetes, lGpus,
deméncia, cancer e doencas cardiacas (BPUROVIC et al., 2022).

Os principais compostos presentes nos O6leos de salvia sdo o0s
monoterpenos tujenos (tanto a-tujenos quanto f-tujenos), borneol e eucaliptol (1,8-
cineol), com a ocorréncia dos sesquiterpenos a-cariofileno (humuleno) e g-cariofileno
(GHORBANI e ESMAEILIZADEH., 2017). Esses constituintes quimicos sao
responsaveis pelas atividades biologicas como antioxidante, antimicrobiana,
antivirulenta, antiparasitaria, inseticida, dentre outras (RADIVOJAC et al., 2020).

A salvia tem sido amplamente estudada e reconhecida por sua capacidade

antioxidante relacionada aos seus compostos fenolicos. Povh e Ono (2008), destacaram
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que os constituintes antioxidantes da salvia sdo carnosol, rosmadial, acido carnosinico,
rosmanol e epirosmanol, também encontrados nos 6leos de alecrim, e sendo indicados

como componentes que apresentam propriedades antioxidantes.

Fonte: Reis (2020).

2.3 Atividade Antioxidante

Os radicais livres sdo espécies quimicas que apresentam um ou mais elétrons
desemparelhados. Sdo intermédios de reacGes quimicas muito reativos. Estes por sua vez
causam danos oxidativos nas células e tecidos, e estdo relacionados com a citologia de
varias doencas, tais como as degenerativas como 0 cancer, a aterosclerose e cardiopatias.

Quando existe um desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes tem-se
danos celulares, conhecido como estresse oxidativo. Desta forma, a utilizacdo de
elementos antioxidantes na alimentacdo e em bebidas pode combater os radicais livres.
Varios compostos presentes em plantas possuem esta atividade, como as vitaminas (a-
tocoferol, p-caroteno, acido ascorbico), clorofilina, curcumina, flavonoides e também
alguns Gleos essenciais (BIANCHI; ANTUNES, 1999; RUBERTO; BARATTA, 2000).
Os 6leos essenciais, vem ganhando destaque em pesquisas pelo fato de apresentarem
atividades bioldgicas, destacando a antifungica, antimicrobiana e antioxidante, além de
serem uma alternativa natural a produtos sintéticos (MIRANDA et al., 2014).

Existem diferentes métodos para avaliagdo da atividade antioxidante de um composto,
entre eles destacam-se os métodos de sequestro de radicais DPPH e branqueamento de f3-
caroteno. A avaliacdo antioxidante pelo método de sequestro DPPH consiste em avaliar
a reducdo do radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH) a 1-1-difenil-2-
picrilhidrazina, com perda de sua coloracdo purpura como indicativo do potencial de
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antioxidante da espécie avaliada. A reacdo € monitorada espectrofotometricamente no
comprimento de onda de 515 nm. A reducdo do DPPH acontece pela transferéncia de
elétrons por parte do composto antioxidante avaliado ou pela via de transferéncia de um
atomo de hidrogénio (Figura 11) (OLIVEIRA et al. 2016).

Figura 11: Mecanismo de reducdo de DPPH

N

Fonte: Oliveira (2015).

De acordo com Duarte-Almeida (2006), o ensaio de branqueamento de S-caroteno
avalia a capacidade da amostra ou composto em proteger o substrato lipidico (#-caroteno)
da oxidacdo. Este é avaliado por medidas espectrofotométricas da descoloracdo
(oxidacdao) do p-caroteno devido ao ataque de radicais resultantes da oxidacao do acido
linoleico por espécies reativas de oxigénio que estavam presentes no meio. Quando nao
ha substancias antioxidantes no meio ele perde sua coloracao alaranjada.

Existe varios estudos sobre a atividade antioxidante dos 6leos essenciais. Kumar et al
(2019), realizaram testes antioxidante de espécies Asteraceae e Lamiaceae e obtiveram
resultados satisfatorios. O dleo essencial de N. ciliaris apresentou atividade maxima de
estabilizacdo dos radicais livres DPPH e os 6leos de N. leucophylla, E. annuus e E.
mucronatus apresentaram capacidade antioxidante préxima ao BHT seguido por C.
umbrosa, N. clarkei e E. karwinskianus. Os resultados promissores da atividade
antioxidantes dos Oleos essenciais destas espécies estdo relacionados aos compostos
ativos como fenilpropanoides e terpenoides, presentes nos 6leos destas plantas.

Ferreira et al. (2019), estudaram os 6leos essenciais de horteld, cravo-da-india,
orégano e candeia e verificaram que o 6leo de cravo-da-india e orégano em conjunto com
seus constituintes majoritarios eugenol e carvacrol, apresentaram atividade antioxidante

frente aos ensaios colorimétricos de estabilizacdo de radicais DPPH e hidroxila, protecéo
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do sistema p-caroteno, além de se mostrarem potentes agentes redutores no ensaio de
poder redutor. O 6leo de hortela apresentou ter efeito quelante frente os ions ferro (11) e
0 6leo de candeia ndo apresentou atividade.

Andrade et al. (2012), estudaram os Oleos essenciais de Cymbopogon nardus,
Cinnamomum zeylanicum e Zingiber officinale, e verificaram que estes 6leos essenciais
apresentaram atividade antioxidante pelo teste de branqueamento f-caroteno, porém pelo
teste de DPPH apenas C. nardus apresentou atividade antioxidante. Para os autores, isto
ocorreu porque esse teste € improprio para substancias lipofilicas, devido a baixa
solubilidade do 6leo nas condicOes de analise.

Miranda et al. (2014) estudaram a composi¢do quimica dos 6leos essenciais
extraidos de folhas frescas de tomilho, capim-lim&o, alfavaca e manjericdo, e avaliaram
a sua atividade antioxidante pelos métodos de sequestro de radicais DPPH e pela inibicédo
da oxidacdo do sistema de branqueamento f-caroteno. A atividade dos 6leos foi analisada
frente a atividade dos padrdes dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais das
plantas em estudo, que foram: timol, citral, eugenol e linalol, respectivamente. Os autores
encontraram resultados satisfatorios para as amostras de eugenol e do 6leo essencial de
alfavaca. Eles perceberam que os 6leos essenciais e seus respectivos padrdes se agrupam
devido a similaridade quanto as quantidades de fenilpropandides e monoterpenos.

Miranda et al (2016), extraindo dleos essenciais das folhas frescas das espécies C.
bonariensis, P. hysterophorus, T. diversifolia, A. polystachya, H. coronarium e de B.
dracunculifolia, verificaram uma predominancia de monoterpenoides nos 0leos
essenciais de C. bonariensis, T. diversifolia, H. coronarium e B. dracunculifolia e
predominancia de sesquiterpenoides nos 6leos de P. hysterophorus e A. polystachya. Na
avaliacdo do sequestro do radical DPPH os 0Oleos essenciais de todas as espécies ndo
apresentaram atividade, e no teste de branqueamento f-caroteno, apenas 0s Oleos
essenciais de C. bonariensis, P. hysterophorus, A. polystachya, e B. dracunculifolia
apresentaram Clsp superiores & maior concentragdo avaliada (250 pug mL™). Segundo os
autores os resultados ndo promissores podem ter sido pelo fato dos constituintes
majoritarios dos 6leos avaliados, ndo serem compostos fendlicos ou que contém atomos
de hidrogénio na posicéo alilica e/ou posic¢des benzilicas.

Ferreira et al. (2019), citam que alguns 0leos essenciais nao apresentam atividade
frente aos testes DPPH e ensaio de branqueamento f-caroteno. Para os autores, isso é
atribuido por varios fatores como a metodologia utilizada, a dificuldade de solubilizacéo

e a estrutura quimica dos constituintes dos 6leos, onde o ultimo é o fator que mais



25

influéncia na atividade antioxidante, pois a estrutura quimica do constituinte majoritario

do 6leo essencial esté diretamente ligada & determinag&o da atividade do mesmo.

3 Material e métodos
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Quimica Organica - Oleos

Essenciais do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras.

3.1 Obtencao do material vegetal

Os materiais vegetais estudados foram, alecrim, alfavaca, orégano, manjericéo,
horteld e salvia, adquiridos na forma de plantas secas em estabelecimentos comerciais das
cidades de Lavras e Belo Horizonte, ambas situadas no estado de Minas Gerais — Brasil.

3.2 Extracdo do 6leo essencial

Os Oleos essenciais das espécies da familia estudada foram obtidos por
hidrodestilagdo, utilizando um aparelho de Clevenger modificado acoplado a um baldo
de fundo redondo de 1 L, de acordo com a metodologia descrita por Brasil (2010).

Aproximadamente 70 g do material vegetal das espécies alecrim, orégano,
manjericdo, horteld e sélvia, com excec¢do da alfavaca (30 g), foram adicionados em baldo
de fundo redondo com cerca de 500 mL de &gua. O processo de destilacdo foi realizado
por um periodo de 2 horas, para a obtencdo do hidrolato. Decorrido esse tempo, 0 6leo
essencial foi separado do hidrolato por centrifugacdo, utilizando uma centrifuga de
cruzeta horizontal (FANEM, 206-R) a 9,6 G por 15 min. O 6leo foi retirado com o auxilio
de uma pipeta de Pasteur, acondicionado em frasco de vidro, armazenado ao abrigo de
luz e calor. O processo de extracdo foi realizado em triplicata, para determinacdo do

rendimento de extracao.

3.3 Determinacao da umidade e do rendimento do 6leo essencial

A umidade de cada material vegetal foi determinada utilizando o sistema de Dean
e Stark, que se baseia no principio da imiscibilidade de solventes (cicloexano e agua), no
qual, foram pesados cerca de 5 g de material vegetal, juntamente com 80 mL de
cicloexano. Apds 2 horas, 0 volume de agua presente no material vegetal foi quantificado.
A determinacdo da umidade foi realizada em triplicata seguindo a metodologia descrita

por Pimentel et al. (2006). O rendimento da extragdo do 0leo essencial de cada planta foi
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determinado em porcentagem de peso/peso (%p/p) em Base Livre de Umidade (BLU),

utilizando a Equagéo 1:

100 x peso do 6leo
Pesp da amostra—(peso da amostra x umidade) Equagao 1
5

2R =

3.4 Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais

A caracterizagdo e quantificacdo quimica dos dleos essenciais foi realizada no
Centro de Andlises e Prospec¢do Quimica — CAPQ, no Departamento de Quimica da
UFLA. Os constituintes quimicos dos o6leos essenciais foram identificados por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM- Shimadzu,
QP5050A) utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com fase
ligada a DB5 (0,25 um de espessura). O gas de arraste utilizado foi He a um fluxo de 1,18
mL min™ a 210 °C. A temperatura iniciou-se em 60 °C, seguida de um aumento de 3 °C
até 240 °C; posteriormente, a 10 °C, até chegar em 300 °C, a qual permaneceu constante
por 7 min. A temperatura do injetor foi de 220 °C e a do detector (ou interface) de 240
°C. Foram injetados 0,1 pL de amostra, diluida em hexano a uma taxa de parti¢ao de
1:100. Na avaliacdo quantitativa, utilizou-se um cromatdgrafo gasoso (Shimadzu CG —
17A) equipado com detector por ionizacdo de chamas (FID). Os parametros
experimentais de analise foram os mesmos utilizados na identificacdo por CG/EM, com
temperatura do detector de 300 °C. Os constituintes foram identificados comparando os
indices de retencdo calculados pela equagdo de Van Den Dool e Kratz (1963), levando
em consideracdo a relacdo da série homologa de alcanos (nCg- nC1s) e com extrapolagédo
para C19 € C20, com 0s indices de retencdo da literatura, segundo Adams (2017) e duas
bibliotecas do equipamento NIST107 e NIST2. Estas bibliotecas possibilitaram a
comparacdo dos espectros obtidos com os existentes.

3.5 — Atividade Antioxidante: Diluicdo das amostras

Para os testes antioxidantes de DPPH e branqueamento de B-caroteno os 0leos
essenciais de alecrim, orégano, manjericdo, horteld, alfavaca e salvia foram diluidos em
etanol nas concentragdes de 1; 2,5; 15; 25; 50; 100; 150; 200; 250; 500 pug mL™.
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3.5.1 — Atividade Antioxidante: Sequestro de radicais livres DPPH

A avaliacdo do sequestro de radicais livres DPPH foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Teixeira et al (2013), com algumas adaptacdes. Preparou-se uma
solucéo etandlica de DPPH na concentracdo de 40 mg L™ e mantida ao abrigo de luz.
Posteriormente a preparacdo da solucdo de DPPH, foram adicionados a tubos de ensaio
0,3 mL de amostra nas concentragdes de 1; 2,5; 15; 25; 50; 100; 150; 200; 250; 500 pg
mL* seguido da adic&o de 2,7 mL da solugdo de DPPH. Paralelamente, foram preparados
o controle e o branco. O controle foi preparado pela adicdo de 0,3 pL de etanol e 2,7 mL
de solucédo de DPPH, e o branco, pela adi¢édo de 2,7 mL de etanol e 0,3 pL da solucgéo de
6leo essencial na maior concentracdo. As misturas foram mantidas ao abrigo de luz por
60 min; apds esse periodo, foram realizadas leituras de absorbancia em espectrofotdmetro
UV/ Vis (Shimadzu UV-160 1 PC) a 515 nm.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi calculada seguindo a

Equacao 2:

% AA = 1 - Aamostra y 11y

controle

Equacéo 2

Onde:

Aamostra = absorbancia da solugdo contendo todos os reagentes

Acontrole = absorbancia do controle.

O ICso (concentracdo minima inibitoria necessaria para estabilizar 50% dos
radicais DPPH) foi determinado a partir da equacdo da curva de %AA versus
concentracao.

O antioxidante sintético BHT foi usado como padrdo de comparacao e as analises

realizadas em trés repetigdes.

3.5.2 — Atividade Antioxidante: Ensaio de branqueamento g-caroteno

O ensaio de branqueamento p-caroteno foi realizado seguindo a metodologia de
Kulisic et al. (2004) com algumas adaptacdes. Em um baldo de fundo redondo com
volume de 250 mL preparou-se uma emulsdo com 0,0030 g de S-caroteno, 0,2000 g de
acido linoleico, 1,000 g de Tween 20 e 15 mL de cloroformio. Posteriormente ao preparo
desta emulsao, ela foi rota-evaporada por 60 min a 50 °C, para eliminacédo do cloroférmio.

Ao residuo, foram adicionados 500 mL de agua destilada saturada em oxigénio.
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O ensaio foi realizado com quatro repeticdes, onde foram adicionados aos tubos
de ensaio 2,7 mL da emulsdo e 0,3 uL dos 6leos essenciais nas concentragdes de 1; 2,5;
15; 25; 50; 100; 150; 200; 250; 500 pg mL™. Simultaneamente foram preparados o
controle e o branco. O controle continha 0,3 puL de etanol e 2,7 mL de solugdo de B-
caroteno, e o branco 2,7 mL de etanol e 0,3 pL da solucdo de 6leo essencial na maior
concentragdo. Posteriormente, foram realizadas leituras em espectrofotdmetro UV/Vis
(Shimadzu UV160 1 PC) a 470 nm no tempo inicial (t = 0) e, ap6s 60 minutos de
incubacdo, a 50 °C na auséncia de luz. Apos todos os resultados da absorbancia a

porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi calculada seguindo a Equacéo 3:

%AA = [- —((Af:)(:) _ZLZJ x100  Equacio 3
Onde:
Ao: absorbéancia no inicio da incubacdo, com a amostra;
A:: absorbéancia depois de 60 minutos, com amostra;
Aoo: absorbancia no inicio da incubagéo, sem a amostra;
Aot: absorbancia depois de 60 minutos, sem amostra.
O ICs foi determinado a partir da equacao da curva de %AA versus concentragéo.

O antioxidante sintético BHT foi tomado como padrdo de comparagéo.

3.6 Andlise estatistica

O delineamento experimental para os testes antioxidantes realizados foi
inteiramente casualizado, utilizando o programa Sisvar para comparagdo das médias por
meio do teste Scott-Knott (FERREIRA et al., 2011).

As médias da atividade antioxidante para os 6leos essenciais foram comparadas
pelo teste Scott-Knott com 5% de significancia em um esquema fatorial (7 x 10), sendo
sete amostras de 6leos essenciais (alecrim, orégano, manjericao, horteld, alfavaca, salvia
e um controle o BHT) e dez concentragdes (1; 2,5; 15; 25; 50; 100; 150; 200; 250 e 500

ug mL 1), com trés repeticGes.
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4 Resultados e Discussao
4.1 Rendimento dos 6leos essenciais
Os resultados obtidos para o teor de umidade (%) e rendimento em base livre de

umidade (%p/p BLU) dos 6leos essenciais em estudo, estdo apresentados na Tabela 1:

Tabela 1 — Rendimento dos 6leos essenciais em base livre de umidade

Oleo Essencial Teor de umidade (%) Rendimento (%p/p BLU)
Alecrim 7,97 1,17
Orégano 6,36 0,87
Manjericao 6,92 0,50
Hortela 6,93 0,98
Alfavaca 6,95 0,37
Salvia 7,94 0,88

Fonte: Do autor (2022)

Pelos dados da Tabela 1 percebe-se que apesar dos 0leos essenciais serem obtidos
das plantas secas ainda hd uma certa porcentagem de &gua, uma vez que os teores de
umidade variaram entre 6,36% e 7,97%. Rosado et al. (2011), destacaram que 0 processo
de secagem ndo esgota totalmente a 4gua da planta, mas retarda e interrompe muitas
reacOes enzimaticas que continuam mesmo apos a colheita.

Apesar das plantas secas ainda apresentarem um teor de agua ele esta abaixo de
10%, pois de acordo com Rosado et al (2011), valores acima de 10% favorecem o
desenvolvimento de fungos e bactérias, o que acaba possibilitando a atividade hidrolitica
de diversas enzimas além de influenciar o principio ativo das plantas. Da mesma forma
gue a secagem em uma temperatura ndo monitorada pode interferir no principio ativo
também.

Em relacdo ao rendimento em base livre de umidade o dleo que obteve maior
rendimento foi o de alecrim seguido a ordem horteld, salvia, orégano, manjericdo e
alfavaca. Spadi et al. (2021) avaliando o rendimento dos Gleos essenciais de alecrim
obtiveram uma média de (0,64%). Ferreira (2018), estudando os Oleos essenciais de
horteld e orégano obteve um rendimento de (0,34% e 1.31%), respectivamente, valor que
diverge um pouco do presente estudo. Teixeira (2013), estudando o 6leo essencial de

folhas frescas de Mentha spicata L. obteve um rendimento de 0,15% valor relativamente
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inferior ao obtido neste estudo, fato que pode estar relacionado a época de coleta das
plantas.

Farhat et al. (2016), buscando avaliar o rendimento e a composic¢do quimica dos
Oleos essenciais da salvia em diferentes estadios fenologicos e com duas origens
diferentes encontraram valores de um minimo de (0,92 e 0,96%) coletado na fase
vegetativa para um maximo de (1,45 e 1,49%) obtido na fase de floragdo, que diminuiu
para (1,11 e 1,04%) no decorrer da frutificagdo. Os autores salientaram que durante a fase
de floracdo, as plantas podem produzir quantidades consideraveis de 6leos essenciais para
atrair mais polinizadores, no qual justifica o maior rendimento durante a floracdo. Embora
o rendimento da salvia no presente estudo seja inferior ao dos autores o valor ndo diverge
muito dos rendimentos que os autores obtiveram na fase vegetativa.

Branddo et al. (2020), estudando os Oleos essenciais de folhas frescas de
manjericado e alfavaca coletadas na parte da manha obtiveram um rendimento de 2,27% e
3,42%, respectivamente, valores relativamente superiores, ao do presente estudo, esse
fato pode ser explicado porque o processo de secagem é capaz de reduzir o rendimento.
Cruz e Bezerra (2017) estudando o 6leo essencial das folhas frescas de alfavaca coletadas
em Fortaleza em dias ensolarados no periodo da tarde, encontraram um rendimento entre
0,25 a 0,54%. Miranda et al. (2015) estudando o 6leo essencial das folhas frescas de
manjericio coletadas em Lavras obtiveram um rendimento de 1,4%. E notério que se as
plantas forem coletadas com sol quente o rendimento se torna baixo, da mesma forma se
elas passarem pelo processo de secagem o rendimento também é reduzido.

Nota-se que embora as espécies sejam da mesma familia o rendimento varia,
esse fato pode estar relacionado a capacidade geneticamente de uma planta em produzir
ou ndo metabdlitos secundarios. Também podem ser atribuidas as diferencas na época
de colheita, tipo de solo, clima da regido, tempo de secagem e umidade relativa do ar no
dia da colheita (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

4.2 Caracterizagdo Quimica

Os resultados obtidos da caracterizacdo quimica das espécies em estudos estdo
apresentados na Tabela 2. Os componentes majoritarios estdo representados na Figura
12:
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Tabela 2 - Composicao quimica dos 6leos essenciais de algumas espécies da familia

Lamiaceae
% area

IRcal IR Constituintes Af Ac S H O M
1431 1432 Trans - « - bergamoteno 1,64
1494 1500 Biciclogermacreno 1,38
1283 1284 Acetato de bornila 1,66
1383 1387 p—bourboneno 0,63
950 946 Canfeno 2,89 14,75
1147 1141 Canfora 18,79 52,26 1,70 4,13
1290 1298 Carvacrol 12,78
1244 1239 Carvona 71,50
1581 1582 Oxido de cariofileno 5,35 1,35
1375 1374 - Copaeno 1,14
1024 1020 p - cimeno 0,10 0,33 3,66
1547 1555 Elemicina 83,43
1032 1026 1,8-Cineol 58,32 8,26 2,70 7,61
1398 1403 Metil —eugenol 5,61
1419 1440 Cis - f — farneseno 171
1480 1484 Germacreno D 0,77
1454 1452 o - Humuleno 1,61
1172 1155 Isoborneol 7,93 4,56
1028 1024 Limoneno 0,19 214 0,01 0,97
1098 1095 Linalol 0,01 243
1247 1254 Acetato de linalila 1,50
1124 1118 Cis - 2 - mentenol 1,27
1174 1167 Mentol 1,80
1155 1148 Mentona 4,04
1198 1195 Estragol 75,19
987 988  Mirceno 0,18 0,14
1032 1044 Trans - S - Ocimeno 0,05
1030 1025 p - felandreno 0,58
933 932 «-pineno 8,53 8,44 0,33
978 974  p-pineno 0,73 352 043
1141 1139 Hidrato de cis-pineno 0,65
1237 1233 Pulegona 16,76
971 969  Sabineno 2,23
1069 1065 Hidrato de cis-sabineno 3,03
1101 1098 Hidrato de trans-sabineno 28,07
1488 1489 - Selineno 3,57
1576 1577 Espatulenol 5,88
1180 1174 Terpinen-4-ol 0,61 0,52 27,83 1,01
1016 1014 o - Terpineno 0,16
1056 1054 y- Terpineno 10,73
1194 1186 o - Terpineol 1,89 1,82
1085 1086 Terpinoleno 0,89
924 921  Tricicleno 0,43
925 924 - Tujeno 0,31 0,23
1593 1592 Viridiflorol 1,59

Total 100 99,98 99,99 99,26 100 100

Af - alfavaca; Ac — alecrim; S — sélvia; H — horteld; O — orégano e M — manjericdo. RI ¢ — Indice de

retenco calculado; IRy — Indice de retencéo tabelado; * N&o confirmado pelo indice de Kovats.

Fonte: Do autor (2022)
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O oleo de alfavaca apresentou seis constituintes no qual o majoritario foi a
elimicina (83,43%). Brand&o et al. (2020), estudaram o 6leo essencial de O. gratissimum
(Alfavaca) e obtiveram como constituintes majoritarios eugenol (79,04%), (Z)-f-ocimeno
(14,60%) e germacreno D (5,04%). Kumar et al. (2019) estudaram varias variedades
de O. gratissimum da india e observaram que o dleo continha o fenilpropandide eugenol
(38,6 — 79,2%), 0 (Z)-p-ocimeno (10 — 29,6%) e germacreno D (1,6 — 8,1%). Estes dados
divergem daqueles encontrados neste estudo, sendo que o cis-f-ocimeno foi encontrado
como constituinte minoritario.

O oleo de alecrim apresentou dez constituintes, onde os majoritarios foram o
eucaliptol (58,32%) e a canfora (18,79%). De Fatima et al. (2020), realizaram uma revisdo
sistematica sobre a aromaterapia de Rosmarinus officinalis L. e encontraram 0s
compostos quimicos a-pineno, canfora e 1,8-cineol. Jiang et al. (2011) estudaram a
composigdo quimica do 6leo de alecrim e encontraram 1,8-cineol (26,54%) e a-pineno
(20,14%) como constituintes majoritarios, constituintes que corroboram com o0s deste
trabalho, porém o a-pineno foi encontrado como constituinte minoritario.

O o6leo da salvia apresentou quatorze constituintes, sendo os majoritarios a canfora
(52,26%) e o canfeno (14,75%). Estudos de Durovic et al (2022) mostraram que o
procedimento de extracdo dos 6leos essenciais pode influenciar significativamente a
composicdo quimica, comportamento térmico e atividade biologica dos 6éleos
essenciais. Apesar dos autores terem encontrado como composto majoritario o
viridiflorol em todas amostras o conteldo e a presenga/auséncia dos compostos
minoritarios foi diferente. Além do viridiflorol, varios outros compostos como 1,8-cineol
(eucaliptol), a- e S-tujonas, canfora, borneol e verticilo foram encontrados. O viridiflorol
também foi encontrado no presente trabalho, mas em concentracdo minima.

O dleo de horteld apresentou nove constituintes, sendo 0s majoritarios a carvona
(71,50%) e a pulegona (16,76%). A carvona € uma cetona terpénica e pertence a classe
dos monoterpenos oxigenados. Estes compostos sdo derivados da Via DXPS, uma vez
que essa favorece principalmente a formagdo de monoterpenos e diterpenos, ocorrendo
nos plastidios das plantas (DUDAREVA et al., 2005). Shahsavarpour et al. (2017),
estudando o dleo essencial de horteld, obtiveram como constituintes majoritarios carvona
(45,96 %), pulegona (13,89%) e limoneno (12,81%) em valores inferiores aos
encontrados para o 6leo essencial no presente estudo. O limoneno também foi

caracterizado no presente estudo, porém em concentragao traco.


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/camphor
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O oleo de orégano apresentou como constituintes majoritarios 0s monoterpenos
oxigenados, hidrato de trans-sabineno (28,07%), o terpinen-4-ol (27,83%) e o carvacrol
(12,78%). Ferreira et al. (2019) obtiveram como componentes majoritarios para o 6leo de
orégano os monoterpenos terpinen-4-ol (22,94%), hidrato de trans - sabineno (20,56%),
carvacrol (15,64%) e vy-terpineno (10,58%). Estudos de Giannoulis et al. (2020)
encontraram p-cimeno, y-terpineno, timol e carvacrol em inflorescéncias secas e folhas
secas do orégano.

O constituinte majoritario encontrado para o 6leo de manjericdo foi o estragol
(75,19%). Branddo et al. (2022) encontraram como constituintes majoritarios do
Manjericdo o linalol, o 1,8-cineol e a canfora. Anteriormente, estudos de Gokge et al.
(2021), encontraram como constituintes o linalol (24,69%) como principal constituinte,
juntamente com o éster metilico do acido cinamico (19,14%) e o 1,8-cineol (13,11%).
Em outro estudo, a composic¢do quimica do 0leo essencial de manjericdo foi o estragol
(93,20%), linalol (2,81%) e cineol (0,57%) (Volpe et al. 2018). Estes dados corroboram
com o componente principal encontrado no presente estudo. As diferentes composigdes
dos Oleos essenciais sdo em razdo das diferentes caracteristicas geogréaficas, tipo de
colheita e temperatura de secagem (ROSADO et al, 2011).

Figura 12: Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais.
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Elemicina 1.8-Cineol Canfora Canfeno Carv ona
H
T OH
(0]
OH
Hidrato de
Pulegona trans-Sabineno Terpinen-4-ol  Carvacrol Estragol

Fonte: Do autor (2022)
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Na constituicdo quimica dos 0leos essenciais existe uma maior predominancia de
monoterpenos oxigenados como o carvacrol, terpinen-4-ol, hidrato de trans-sabineno, a
carvona, a canfora, a pulegona. Tem-se também o isoborneol, a mentona, 0 mentol que
se apresentaram como constituintes minoritarios ou em concentracéo traco.

O oleo essencial de orégano apresentou uma grande variedade quimica com 22
componentes e o0 dleo de alfavaca foi o que apresentou uma menor variedade quimica
com 6 constituintes quimicos.

Os oleos de salvia e alecrim apresentam uma maior similaridade quimica sendo
que 9 constituintes que estavam presentes no 6leo de alecrim também estava presente no
6leo de sélvia.

A cénfora, 0 p-cimeno, o eucaliptol, o limoneno, « — pineno, f-cimeno, terminen-
4-ol podem ser considerados marcadores da familia Lamiaceae, pois eles estavam
presentes na constituicdo quimica da maioria dos 0leos.

Em relacdo a composicdo dos Oleos essenciais estudados os resultados sdo
divergentes aos estudos de outros autores, o que nos mostra a influéncia dos fatores
edafoclimaticos na sintese de metabolitos secundarios, como clima, composi¢éo do solo,
disponibilidade hidrica, ataque de patdgenos, estacdo do ano (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

4.3 Atividade antioxidante
Os dados das atividades antioxidantes dos 6leos essenciais em estudo, estdo
apresentados nos graficos da Figura 13, eles apresentam um comportamento efeito dose

dependente e crescimento exponencial.
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Figura 13 — Potencial antioxidante dos 0leos essenciais avaliados pelos ensaios de (A)

estabilizacdo de radicais DPPH e (B) branqueamento de S-caroteno.
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Fonte: Do autor (2022)

Os valores ICsp estdo apresentados na Tabela 3, onde observa-se que o antioxidante
BHT e o 6leo essencial de alfavaca ndo diferem entre si (p < 0,05) e apresentam maior
atividade estabilizadora de radical DPPH, seguidos dos Gleos essenciais de alecrim,
orégano e manjericdo. Os Oleos essenciais de horteld e salvia apresentaram baixa
atividade antioxidantes, com ICsp acima de 500 pug mL™. J4 para o ensaio de
branqueamento de fS-caroteno todos os 0leos apresentaram maior atividade protetora do
qgue o antioxidante BHT. Baseando-se nestes dados, os Oleos essenciais de alecrim,
alfavaca e salvia ndo diferem significativamente entre si (p < 0,05) e apresentam menor
ICso, seguidos dos 6leos essenciais de orégano, manjericdo e hortela que também néo
apresentam diferenca significativa entre si ao nivel de 5% de probabilidade. Como o 6leo
de alecrim e de salvia apresentaram praticamente 0s mesmos constituintes quimicos eles

apresentaram uma atividade parecida no teste de branqueamento /S-caroteno.
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Tabela 3: Porcentagem de atividade antioxidante dos 6leos essenciais

ICsopug mL*

Amostra DPPH S-caroteno
BHT 9,25+ 0.18a 7.68£0.41c
Alecrim 38,94 + 10.65b 0.17+0.17a
Orégano 58,32 + 6.94c 1.29 + 0.55b
Manjericdo 187,98 + 19.78d 1.40 £ 0.78b
Hortela > 500 1.71 £ 0.46b
Alfavaca 4.89 + 0.51a 0.38 + 0.03a
Salvia > 500 0.48 £ 0.16a

As médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas ndo diferem entre si pelo teste Scott-
knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

A razdo do 6leo essencial de alfavaca apresentar uma melhor atividade no teste de
sequestro de radicais DPPH, semelhante ao BHT esta diretamente relacionada com o
constituinte quimico presente no seu 6leo a elimicina (83,43%), um fenilpropanoide que
apresenta uma estrutura que doa elétrons, e por compreender uma porcentagem
significativa deste composto em seu 6leo. Da mesma forma os 6leos essenciais de orégano
e manjericio também possuem constituintes com essa capacidade. O carvacrol
constituinte do éleo de orégano pode doar o hidrogénio da hidroxila também. Os dleos
essenciais de horteld e salvia apresentaram baixa atividade antioxidante por néo
apresentarem constituintes com essa capacidade doadora de elétrons e protons.

De acordo com Teixeira et al. (2014), a reatividade de constituintes de 6leos
essenciais em reacdes de estabilizacdo de radicais por doagdo de elétrons ou atomo de
hidrogénio segue a seguinte ordem: fenilpropanoides, terpendides com caracteristicas
fenolicas, alcoois e terpenos (mono e sesquiterpenos hidrocarbonetos).

Os 6leos essenciais apresentaram de moderada a baixa atividade para o teste de
DPPH em razdo dos seus constituintes quimicos majoritarios conterem poucos

compostos com estruturas fenolicas e doadoras de hidrogénio (Figura 14).
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Figura 14: Reacdo de estabilizacdo de radicais DPPH por doacgédo de atomos de
hidrogénio

{H3C)4C- C(CH3)5 N——H (H3C)5C
+ +
NO — OzN NO,
= 2
\L | CH,
2
BHT
NO, NO,
DPFH* DPFH
Solugio violeta Solugio amarela

Fonte: Adaptado de Ferreira (2018)

De acordo com Amorati et al (2013), deve-se ter um cuidado ao falar que a
propriedade antioxidante dos 6leos essenciais é simplesmente a de um componente
caracteristico, porém, a consideracdo de sua composi¢do pode permitir uma previsao
aproximada do potencial antioxidante: bom comportamento antioxidante pode ser
esperado de Oleos essenciais com um grande contetdo em fendlicos e um conteddo
modesto em terpenos insaturados; protecdo ainda maior pode ocorrer quando o 6leo
contém grandes quantidades de monoterpenos fendlicos e boas quantidades de
componentes do tipo ciclohexadieno (por exemplo, y-terpineno). Oleos com pouco ou
nenhum conteddo em componentes fenolicos e do tipo ciclohexadieno provavelmente
oferecem pouca ou nenhuma protecao quando misturados com gorduras comestiveis.

Observando os resultados e comparando o teste de S-caroteno com o de DPPH
neste experimento, é notério uma melhor atividade no teste de S-caroteno, resultados
que corroboram com os encontrados por Andrade et al. (2013), Ferreira et al. (2019),
Miranda et al. (2016).

De acordo com Ferreiraetal. (2019), embora os compostos fendlicos apresentem
uma potente acdo antioxidante com o teste de branqueamento f-caroteno, ainda ndo ha
um esclarecimento com relagdo ao seu mecanismo in vivo. Sabe-se que também ha
antioxidantes que podem atuar como interruptores de cadeia na iniciagao e propagacao
de reacOes oxidativas, protegendo substratos lipidicos, sendo eles denominados de
antioxidantes indiretos.

No mecanismo proposto por Ferreira (2018), temos uma peroxidacdo lipidica
onde é possivel observar uma reacdo de iniciacdo pela perda de elétrons na forma de H

CHs

BHT*

C(CH3)4
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por acao de luz, calor e/ou oxigénio molecular, bem como o processo de propagacao de
cadeia. A alta reatividade dos radicais gerados na iniciacdo faz com que haja rapida
deterioracdo de substratos lipidicos, como o g-caroteno (Figura 15). No entanto, é
possivel observar, tanto na figura como nos resultados, que a presenca de um
antioxidante desvia 0 mecanismo da reacdo, no sentido de proteger e prolongar a vida
atil do substrato. Os Oleos de salvia e horteld em estudo apresentaram essas

caracteristicas.

Figura 15: Mecanismo antioxidante do teste de branqueamento S-caroteno
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5 Concluséo

O oleo essencial de alecrim apresentou um rendimento de 1,17% em base livre de
umidade, seguido pelo dleo de hortelda (0,98%), salvia (0,88%), orégano (0,87%),
manjericdo (0,50%) e por ultimo a alfavaca com rendimento de (0,37%). Os constituintes
majoritarios encontrados para o 6leos essenciais foram elimicina (alfavaca), eucaliptol e
canfora (alecrim), canfora e canfeno (sélvia), carvona e pulegona (horteld), hidrato de
trans-sabineno, terpinen-4-ol e carvacrol (orégano) e estragol (manjeric&o).

A comparacdo das atividades antioxidantes dos 0leos essenciais pelos testes de
sequestro de radicais DPPH e teste de branqueamento f-caroteno mostrou um
comportamento antioxidante maior pelo teste de S-caroteno, sendo atribuido ao fato dos
constituintes apresentarem compostos fenolicos. Sendo que para o teste de sequestro de
radicais DPPH o Gleo de alfavaca apresentou um comportamento semelhante ao BHT
com um ICsp de 4,89 pg ml, seguido pelo dleo de alecrim, orégano e manjericéo. E os
dleos de horteld e salvia apresentaram uma concentragdo superior a 500 pg ml™. Ja para
0 teste de p-caroteno todos os 0Oleos apresentaram um comportamento melhor que o
antioxidante sintético BHT, em que os 6leos de alecrim, alfavaca e salvia apresentaram
um comportamento semellhante com ICso de 0,17; 0,38 e 0,48 g ml, respectivamente,
seguido pelos 6leos de orégano, manjericdo e horteld que também apresentaram um

comportamento semelhante.
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