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RESUMO

Os processos oxidativos e as espécies reativas de oxigénio sdao responsdveis por intimeras
patologias, além de perdas econdmicas nas inddstrias alimenticias e cosméticas. E crescente o
numero de aditivos quimicos, medicamentos e suplementos a base de substancias antioxidantes,
que retardam ou inibem tais processos, por serem capazes de estabilizar ou inibir a formacao
de radicais livres. Os antioxidantes mais utilizados sdo os sintéticos butil hidroxianisol (BHA),
2,6-ditertbutil-4-hidroxitolueno (BHT) e galato de propila (PQ); além desses, a industria faz
uso do 4cido ascérbico e a-tocoferol. Entretanto, a busca por maior qualidade de vida, tem
impulsionado as pesquisas no sentido de substituir ou associar os sintéticos aos produtos de
origem natural. Existem varios compostos de origem natural que apresentam as caracteristicas
requeridas de um bom antioxidante, destacando-se entre eles os compostos fendlicos, taninos,
alcaloides, antocianinas e os Oleos essenciais. Os 6leos essenciais, metabolitos secundarios,
produzidos pelas plantas, tém atraido a atenc@o devido a sua complexa constitui¢io quimica,
podendo atuar na estabilizacdo de radicais livres ou na sua inibi¢do. No presente trabalho, teve-
se como objetivos extrair e caracterizar quimicamente os 6leos essenciais de cravo-da-india,
orégano, horteld e candeia, bem como avaliar a atividade antioxidante dos mesmos e de seus
constituintes majoritarios, eugenol, carvacrol, carvona e 0-bisabolol, respectivamente,
utilizando métodos de analise colorimétrico, eletroanalitico e tedrico. Os Oleos essenciais foram
extraidos por hidrodestilacao utilizando-se um aparelho de Clevenger modificado, por um
periodo de duas horas. Os 6leos essenciais foram identificados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas e quantificados por cromatografia gasosa acoplada a
detector de ionizagdo de chamas. A avaliacdo colorimétrica da atividade antioxidante foi
realizada mediante os ensaios de estabilizacdo de radicais DPPH, prote¢do do sistema [3-
caroteno/4cido linoleico, sequestro de radicais hidroxila e poder redutor em relacio a fons Fe™.
A técnica de voltametria ciclica foi utilizada para avaliar o comportamento eletroquimico das
amostras € o seu efeito quelante sobre ions Fe*?, tendo carbono vitreo como eletrodo de
trabalho, fio de platina como auxiliar e Ag/ AgCl como eletrodo de referéncia. As avaliacdes
foram realizadas em meio de tampao fosfato (pH 7,4) e sulfato de sédio (pH 5,0) como
eletrélitos, respectivamente. A entalpia de dissociacdo da ligacdo OH foi calculada, apds a
otimizacdo das estruturas pelo método DFT/wB97X-D. Foram realizados célculos de
frequéncia para obten¢do dos valores de entalpia padrdo e corre¢des de energia no ponto zero.
A entalpia de solvatacao foi obtida a partir do ciclo termodinamico. Foi possivel observar que
os Oleos essenciais de cravo-da-india e orégano, juntamente com seus majoritarios eugenol e
carvacrol, apresentaram respostas antioxidantes semelhantes aos sintéticos, acido ascorbico e
BHT, sendo que eugenol e o 6leo essencial de cravo exibiram melhores resultados que carvacrol
e Oleo de orégano. Os demais Oleos e seus majoritdrios ndo apresentaram caracteristicas de
moléculas antioxidantes. De toda a avaliac@o, pode-se concluir que o eugenol € uma molécula
promissora para a substituicdo ou associagdo com os antioxidantes utilizados no mercado.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Peroxidacgdo lipidica. Syzygium Aromaticum. Origanun
Vulgare L. Mentha spicata L. Eremanthus erythropappus.



ABSTRACT

Oxidative processes and reactive oxygen species are responsible for numerous pathologies and
economic losses in the food and cosmetic industries. The number of chemical additives, drugs
and supplements based on antioxidants, which slow or inhibit such processes, are increasing
because they are capable of stabilizing or inhibiting the formation of free radicals. The most
widely used antioxidants are the synthetic butyl hydroxyanisole (BHA), 2,6-di-tert-butyl-4-
hydroxytoluene (BHT) and propyl gallate (PQ). In addition, the industry also uses ascorbic acid
and a-tocopherol. However, the quest for a better quality of life has driven research to replace
or associate synthetic products with products of natural origin. There are several compounds of
natural origin that have the characteristics required of a good antioxidant, among them phenolic
compounds, tannins, alkaloids, anthocyanins and essential oils. Essential oils, secondary
metabolites produced by plants, have attracted attention because of their complex chemical
compositions, and they can act in the stabilization or inhibition of free radicals. The objective
of the present work was to extract and characterize the essential oils from clove, oregano,
spearmint and candeia, as well as to evaluate the antioxidant activities of these oils and their
major constituents: eugenol, carvacrol, carvone and a-bisabolol, respectively, using
colorimetric, electroanalytical and theoretical methods. The essential oils were extracted by
hydrodistillation using a modified Clevenger apparatus for a period of two hours. They were
identified and quantified by gas chromatography coupled to a mass spectrometer and a flame
ionization detector. The colorimetric evaluation of the antioxidant activity was accomplished
by means of the stabilization of DPPH radicals, protection of the B-carotene/linoleic acid
system, sequestration of hydroxyl radicals and reducing power in relation to Fe** ions. The
cyclic voltammetry technique was used to evaluate the electrochemical behavior of the samples
and their chelating effect on Fe*? ions. Vitreous carbon was used as the working electrode,
platinum wire as the auxiliary electrode and Ag/AgCl as the reference electrode. The
evaluations were performed in phosphate buffer (pH 7.4) and sodium sulfate (pH 5.0) as
supportive electrolytes, respectively. The enthalpy of dissociation of the OH bond was
calculated after the optimization of the structures by the DFT/oB97X-D method. Frequency
calculations were performed to obtain standard enthalpy values and zero point energy
corrections. The enthalpy of solvation was obtained from the thermodynamic cycle. The
essential oils of clove and orégano, along with their principal eugenol and carvacrol
components, presented antioxidant responses similar to those of the synthetic products, ascorbic
acid and BHT. Eugenol and the essential oil from clove yielded better results than those
carvacrol and oil of oregano. The other oils and their principal components did not present
antioxidante characteristics. Eugenol was shown to be a promising molecule for substitution or
association with the antioxidants used in the market.

Keywords: Oxidative stress., Lipid peroxidation, Syzygium Aromaticum, Origanun vulgare L.,
Mentha spicata L., Eremanthus erythropappus.
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1 INTRODUCAO

Reacdes de oxidac@o sdo comuns na natureza, nos organismos vivos € nos produtos
sintéticos e industrializados. Sdo de extrema importancia no processo de sintese de muitos
produtos biologicamente ativos na producdo de energia, de macromoléculas e na regulacdo do
metabolismo animal e vegetal. Durante as reacdes de oxida¢do, hd formagdo de intermediarios
conhecidos como radicais livres.

Radicais livres apresentam alta reatividade devido a uma deficiéncia eletronica. O fato
de reagirem prontamente faz com que essas moléculas sejam essenciais para o bom
funcionamento do organismo vivo. Sdo muitas as acdes exercidas ou favorecidas por radicais
livres, destacando-se o fato de serem sinalizadores de muitas reacdes bioldgicas, participarem
ativamente da produc¢ao de energia na forma de ATP, atuarem no sistema imunolégico durante
processos infecciosos. Apesar de serem normais ao metabolismo e de possuirem efeitos
benéficos, os radicais livres sdo indesejdveis e combatidos, pois em excesso reagem com
macromoléculas, danificando-as e contribuindo para o desenvolvimento de muitas
enfermidades, além de causar a deterioracdo de muitos produtos industriais.

Nos organismos vivos, os radicais livres produzidos sdo eliminados pelo sistema de
defesa antioxidante que impede lesdes celulares por meio da neutralizacdo desses radicais e da
reparagdo dos possiveis danos causados a célula. O excesso de radicais livres ou a deficiéncia
no sistema de defesa antioxidante leva o organismo a um estado de estresse oxidativo em que
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio interagem com biomoléculas, provocando varios
danos, que vao desde lesdes celulares, necrose até a morte celular. Esses danos contribuem para
o desenvolvimento de vdrias patologias, como cancer, aterosclerose e doencas
neurodegenerativas, além de contribuir no processo de envelhecimento.

Na industria, o excesso de radicais livres leva a deterioracdo de muitos produtos e a
grandes perdas econdmicas. Por esse motivo, a industria também utiliza um sistema de defesa
antioxidante quando adicionam a seus produtos agentes antioxidantes que neutralizam os
radicais livres formados pela exposi¢do dos produtos a luz, ao oxigénio do ar e ao calor. Os
antioxidantes mais utilizados pela industria sao os sintéticos butil-hidroxi-anisol (BHA), 2,6-
di-tertbutil-4-hidroxitolueno (BHT), tertbutil-hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (PG).

A toxicidade dos antioxidantes sintéticos tem impulsionado a pesquisa para a descoberta
de novos agentes antioxidantes de origem natural. Uma das fontes para essa descoberta sdo os

6leos essenciais, metabolitos secundarios produzidos pelas plantas e obtidos por destilagio por
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arraste a vapor ou expressdo dos pericarpos de frutos citricos, que apresentam intimeras
atividades bioldgicas, entre elas, a atividade antioxidante.

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais € atribuida aos seus constituintes quimicos
derivados de fenilpropanoides e terpenoides com caracteristicas fendlicas, que apresentam em
suas estruturas elétrons ou dtomos de hidrogénio disponiveis para doacdo aos radicais livres.
Muitas espécies vegetais possuem 6leos essenciais ricos nesse tipo de composto, como o cravo-
da-india (Syzygium Aromaticum) e o orégano (Origanun Vulgare L.), que possuem comprovada
capacidade antioxidante. Além dessas espécies, pode-se citar o 6leo essencial de hortela
(Mentha spicata L.) e de candeia (Eremanthus erythropappus), espécies que, de acordo com a
literatura, podem exibir alguma atividade por serem constituidas de sesquiterpenos oxigenados.

A determinacdo da atividade antioxidante ndo pode ser representada por um unico teste,
uma vez que varios mecanismos estdo envolvidos em tal processo. Dessa forma, diversas
metodologias de andlise sao utilizadas durante os estudos, e cada vez mais novas metodologias
tém sido desenvolvidas a fim de elucidar e compreender a capacidade antioxidante total de
vdarias espécies quimicas. Entre os métodos utilizados, citam-se os colorimétricos, que sdo
classicos e se utilizam da variac@o na resposta de absorbancia do sistema na presenca de um
agente antioxidante. Por envolver transferéncia de elétrons ou dtomos de hidrogénio, a
capacidade antioxidante também tem sido avaliada por técnicas eletroquimicas, como a
voltametria ciclica, que avalia a capacidade da substincia em sofrer processos redoxes. Outra
forma de se avaliar tal caracteristica € por meio da quimica computacional, em que
empregando-se cdlculos tedricos e parametros fisico-quimicos, € possivel inferir sobre a
facilidade na doacdo de atomos de hidrogénio e/ou elétrons com base na estabilidade dos
radicais formados apds o processo.

No presente trabalho, teve-se como objetivos: extrair e caracterizar os 6leos essenciais
de cravo-da-india, orégano, hortela e candeia, bem como avaliar a atividade antioxidante por
meio de métodos colorimétricos, eletroanaliticos e tedricos dos 6leos essenciais, juntamente

com seus constituintes majoritarios eugenol, carvacrol, carvona e a-bisabolol.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Processos Oxidativos: Acao de Radicais Livres

Reacdes de oxidacao e reducdo estdo presentes em toda parte, nos organismos animais
ou vegetais, nos alimentos e nos diversos materiais utilizados no cotidiano. Essas reacdes fazem
parte da vida e sdo extremamente importantes em processos fisiologicos. Durante o
desenvolvimento de tais reacdes, ocorre a formacgdo de espécies indispensaveis; porém, muitas
vezes indesejadveis, que sdo denominadas radicais livres.

Radicais livres sdo dtomos ou espécies altamente reativas, devido a sua deficiéncia
eletronica e ao desemparelhamento de elétrons na camada de valéncia. Em geral, a formacao
de radicais livres ocorre da interacdo de certas moléculas com o oxigénio. No corpo humano,
reacOes fisioldgicas que ocorrem em aerobiose, como a respiracdo celular, na mitocondria sdo
as grandes responsdveis pela geracao dessas espécies. Além da mitocOndria, radicais livres
podem ser formados em membranas celulares e no citosol. Existem outras fontes internas de
geracdo dessas espécies, como a enzima xantina oxidase, as organelas peroxissomas, os
processos inflamatérios e de fagocitose e os caminhos de araquidonato (sintese de acido
araquidonico). Fontes externas também contribuem para sua formagao, entre elas destacam-se
o exercicio fisico, fumaga de cigarro, poluentes ambientais, radiacdo, drogas/medicamentos,
ions metdlicos, pesticidas, solventes industriais e 0zonio (BARBOSA et al., 2010; FERREIRA;
ABREU, 2007; LOBO et al., 2010; RAHMAN, 2007).

Quando em quantidade controlada, os radicais livres efetuam um importante papel nas
reacOes bioldgicas em animais. Sdo sinalizadores de reagdes, que atuam na transferéncia de
elétrons. Auxiliam na produc¢do de energia, na forma de ATP, pela cadeia transportadora de
elétrons, na fertilizacdo de 6vulos, na ativacdo de genes e no mecanismo de defesa em processos
de infeccdo (BARBOSA et al., 2010).

Em tecidos vegetais, a enzima lipoxigenase catalisa a adi¢ao de oxigénio a 4cidos graxos
polinsaturados, levando a formagao de hidroperéxidos. A ag@o dessa enzima estd associada a
importantes processos fisioldgicos, como biossintese de compostos regulatdrios, crescimento e
desenvolvimento da planta, germinacdo de sementes e resposta a ferimentos. Essa enzima
também é extremamente importante durante o desenvolvimento de aromas em vegetais.
Entretanto, a lipoxigenase catalisa oxidagdes lipidicas em alimentos, principalmente em
sementes oleaginosas, levando-os a deterioracdo. Em animais, a lipoxigenase atua na oxidacao

de 4cidos graxos, tendo o &cido araquidonico como principal substrato, contribui para a
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formacdo de vérios componentes regulatérios, como leucotrienos e lipoxinas. As lipoxigenases
do sistema animal atuam em processos inflamatdrios € como agentes imunoldgicos por meio
da formagao de espécies radicalares (BATISTA et al., 2002; ROSAHL, 1996).

Apesar de serem essenciais ao metabolismo vegetal e animal, os radicais livres, quando
em excesso, reagem com moléculas importantes como lipideos de membranas, proteinas e dcido
desoxirribonucleicos (DNA). Em animais, a interacao dos radicais livres com essas moléculas,
contribui para o desenvolvimento de diversas patologias como cancer, doencgas
cardiovasculares, aterosclerose, hipertensao, lesdo por isquemia/reperfusao, diabetes mellitus,
doencas neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson) e artrite reumatoide, atuam também no
processo de envelhecimento (FERREIRA; ABREU, 2007; LOBO et al., 2010; MCCORD,
2000; RAHMAN, 2007).

Além de efeitos maléficos a satde, os radicais livres contribuem para grandes perdas
econOmicas na industria de alimentos, uma vez que essas espécies sao responsaveis por reacoes
de rancificacdo e consequente deterioracdo de alimentos ricos em lipideos. A oxidagdo lipidica
causa alteracdes na cor, sabor, aroma e consisténcia dos alimentos, além de diminuir o valor
nutricional dos mesmos e contribuir para formacdo de compostos prejudiciais a saidde

(WOMENI et al., 2016).

2.2 Mecanismo de Formacao de Radicais Livres

Radicais livres sao formados durante rea¢des de oxidagdo e reducao, e na maioria dos
casos, sua formacgdo se inicia com os radicais provenientes do metabolismo do oxigénio
molecular, dando origem as espécies reativas de oxigénio (ERO), ou por meio do metabolismo
do nitrogénio formando as espécies reativas de nitrogénio (ERN) (APRIOKU, 2013;
FERREIRA; ABREU, 2007).

Durante o metabolismo, o oxigénio molecular sofre reducao tetravalente para formacao
de moléculas de dgua. Entretanto, no decorrer dessa reacdo, ha a formacao de intermedidrios
radicalares, como o anion superéxido (Oy’), hidroperdxidos (O>H-) e hidroxila (OH-). Ocorre
também a formacado de peréxido de hidrogénio (H20.), que apesar de nao ser um radical livre,
participa de reagdes que levam a formacdo de radicais hidroxila por meio de interagcdes com
metais de transi¢do, como ferro e cobre (APRIOKU, 2013). O peréxido de hidrogénio consegue

atravessar membranas, e interage com proteinas exibindo alta toxicidade a célula (FERREIRA;
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MATSUBARA, 1997). A reducdo tetravalente do oxigénio molecular, bem como a formagao

dos intermedidrios, esté ilustrada na Figura 1.

Figura 1 - Reducio tetravalente do oxigénio molecular

0, + le —— %‘ (Superdxido)
ﬁz' + H' —— HO} (Hidroper6xido)

HO," + H" — > H,;0,  (Perdxido de Hidrogénio)
H,0, + 1€ > OH® + OH (Hidroxila)
OH'+ OH + 2H" + le ——> 2H,0

0, + 4H " +4¢ — - 2 H,0 (Reagao Global)

Fonte: Adaptado de Ferreira e Matsubara (1997)

Entre os intermedidrios radicalares, o radical hidroxila é o mais reativo, pois se combina
rapidamente com metais ou outros radicais, inativa proteinas e enzimas, além de iniciar a
peroxidacdo lipidica em dcidos graxos de membrana. Quando produzido préoximo ao DNA, esse
radical pode levar a alteracOes nas bases purinicas e pirimidinicas, causando inativacdo ou
mutacdo na molécula do DNA. O radical hidroperéxido € o segundo mais reativo e contribui
para a destrui¢do de membranas bioldgicas. O superéxido nao é um radical muito reativo, mas
apresenta elevada toxicidade para a célula, estando associado a lesdes bioldgicas secunddrias
(MCCORD, 2000). Apesar das ERO serem mediadoras de vérias patologias, sua formacao nem
sempre € prejudicial, pois durante infec¢des bacterianas essas espécies sao produzidas para
destruir microrganismos (APRIOKU, 2013; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Ao longo dos anos, estudos tém demostrado que a a¢do nociva das ERO ¢ catalisada por
metais como cobre e ferro, sendo o ferro mais importante nesse contexto, por ser o metal mais
abundante e o que mais contribui na catdlise das oxidacdes de biomoléculas (APRIOKU, 2013;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997; KELL; PRETORIUS, 2014). A interagdo do ferro com o

oxigénio molecular e com as ERO estd apresentada na Figura 2.
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Figura 2 - Interacio do fon Fe*? com oxigénio molecular

2
Fe™™ + 0,

Fe'” 4+ 03

20 + 2H" —> 2H,0, + 0,

2H,0, + Fe'> — > Fe** | OH° 4+ OH"

Fonte: Ferreira; Matsubara (1997).

A catélise de danos oxidativos por metais pode ser evidenciada no traumatismo
craniencefélico, quando hd liberacao de ferro intracelular devido a incapacidade de ligagdo Fe-
proteina e/ou deficiéncia de enzimas antioxidantes. Isso pode levar a formagao de espécies
reativas de oxigénio e ampliar os riscos de lesdo pds-trauma. Lesdes com sangramento e
consequente liberacdo de hemoglobina e ferro também favorecem a formacao dessas espécies,
como em casos de tumores e na artrite reumatoide (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; KELL;
PRETORIUS, 2014).

As espécies reativas de nitrogénio (ERN) constituem outro grupo importante de radicais
livres. Dentro desse grupo, o 6xido nitrico (NO-) € a principal espécie envolvida em processos
como neurotransmissdo, regulacio da pressdo sanguinea, mecanismos de defesa e regulacao da
resposta imunoldgica. O 6xido nitrico é formado em tecidos bioldgicos durante o metabolismo
da arginina a citrulina. Durante processos inflamatérios, reage com anions superéxidos para a
formacdo do anion peroxinitrilo (ONOQ"), que atua como potente agente oxidante, provocando
quebras de DNA e peroxidacdes lipidicas. O excesso dessas espécies contribui para a

nitrosilac@o de proteinas e sua consequente perda de fun¢do (FERREIRA; ABREU, 2007).
2.3 Peroxidacao Lipidica

Peroxidacdo lipidica € um processo, pelo qual radicais livres ou espécies ndo radicalares
atacam lipidios, 6leos ou acidos graxos polinsaturados, gerando novos tipos de radicais como
produto da degradacdo desses compostos. Esse processo ocorre tanto nos organismos vivos
como nos alimentos e é desencadeado quando hd um excesso de radicais livres.

A peroxidacdo lipidica constitui um problema para a industria alimenticia, uma vez que
desencadeia a deterioracio de alimentos nos diversos processos industriais, como
armazenamento, processamento e tratamento térmico de matérias-primas e no armazenamento

de produtos finais. Favorece a diminui¢do da qualidade e da vida de prateleira dos alimentos,



21

além de formar compostos que causam efeitos negativos no sabor, odor e no valor nutricional
(HAJJI et al., 2010). No organismo humano, a peroxidagao lipidica favorece o aparecimento de
disfungdes e patologias; dependendo do nivel, desencadeiam morte celular e necroses
(AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; YIN; XU; PORTER, 2011).

O processo de peroxidagdo lipidica nos alimentos € no corpo humano ocorre por meio
de reacdes radicalares que se desenvolvem em cadeias por trés etapas, sendo elas: inicializagao,

propagacdo e terminacdo. As etapas que regem esse processo estdo ilustradas na Figura 3.

Figura 3 - Etapas da peroxidagdo lipidica
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Fonte: Adaptado de Duki¢ et al. (2012)

Existem vadrios fatores que contribuem para a iniciacdo da peroxidacdo lipidica, entre
eles, citam-se a radiagdo UV e ionizante, o oxigénio e a poluicdo do ar. Em organismos vivos,
a etapa de inicializacdo também envolve enzimas e coenzimas, além do extravasamento de
elétrons na cadeia transportadora de elétrons. De forma geral, essa etapa da peroxidacao lipidica
envolve a formacdo de radicais livres ou espécies ndo radicalares, como o H>O», fendmeno que

¢ geralmente iniciado pela acdo das espécies reativas de oxigénio, mais especificamente os
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radicais hidroxila (OH™) e hidroperéxido (O.H') (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014;
DUKIC et al., 2012; YIN; XU; PORTER, 2011).

Uma vez formados, os radicais livres capturam hidrogénio alilico, formando radicais
lipidicos (L) que reagem com outras moléculas, dando origem a novos radicais. Assim, o
radical lipidico formado na iniciagdo dé origem a etapa de propagacdo, uma vez que tende a
reagir com o oxigénio molecular, formando radical peroxila (LOO), que ataca outras moléculas
de acidos graxos, originando hidroperéxidos lipidicos (LOOH), além de outros radicais. Uma
vez iniciadas, as reag¢des de peroxidagao lipidica desencadeiam-se dando origem a muitas outras
espécies radicalares, que se combinam na etapa de finalizacdo formando varios compostos
hidrocarbonetos, aldeidos, dlcoois, cetonas voléteis e polimeros lipidicos, alguns dos quais sdo
prejudiciais a satide (DUKIC et al., 2012; LOBO et al., 2010; RAHMAN, 2007; YIN; XU;
PORTER, 2011).

Apesar de o radical hidroxila ser considerado como o grande responsavel pelo processo
de peroxidacio, esse também pode ser catalisado por fons Fe*2, que convertem hidroperéxidos
(LOOH) em espécies altamente reativas, como alcoxilas (LO-) e peroxilas (LOQO"), iniciadores

de reagdes de ramificacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

2.4 Sistema de Defesa Antioxidante

A defesa antioxidante controla os niveis de radicais livres, eliminando-os ou impedindo
sua formacdo, minimizando os danos provocados pela acdo deletéria dessas espécies. Os
agentes de defesa sdo chamados de antioxidantes, ou seja, sdo espécies quimicas ou enzimaticas
que reagem com os radicais livres, neutralizando-os e impedindo a oxidacdo de outras
moléculas.

Os antioxidantes possuem origem enddgena e exdgena e sdo classificados como
enzimaticos e nao enzimaticos. O mecanismo de defesa endégeno é aquele controlado por
enzimas, como a superoxido dismutase, que elimina radicais superdxidos, catalase e a
glutationa peroxidase, que controlam niveis de peréxido de hidrogénio e consequentemente
contribuem para a diminui¢do dos niveis de radicais hidroxila. Além das enzimas, o sistema
enddgeno também conta com outras biomoléculas, que participam da defesa ndo enzimatica,
como as vitaminas E (a-Tocoferol) e C (4cido ascérbico) e a pré-vitamina A (B-Caroteno).
Alguns carotenoides, como o licopeno, luteina e zeaxantina, também atuam como antioxidantes

nio enzimaticos. Por serem cofatores de enzimas, minerais como zinco, cobre, selénio e
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magnésio também sdo de extrema importancia no controle de radicais livres (BARBOSA et al.,
2010; FERREIRA; ABREU, 2007; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; MCCORD, 2000).

Os antioxidantes nao enzimaticos fazem parte da dieta e sdo classificados como
exogenos. Frutas, legumes, vegetais, plantas aromadticas e medicinais sdo fontes naturais dessas
substancias. Compostos fendlicos (flavondis, flavonas, flavanois, flavanonas, antocianidinas,
isoflavonoides), taninos, resveratrol e estibenos; compostos nitrogenados (derivados da
clorofila, indoles, aminodcidos e aminas) e compostos organossulforados (isotiocianatos e
compostos de enxofre alilicos) estdo entre os metabolitos vegetais mais potentes no combate a
radicais livres e atuam como antioxidantes naturais (FERREIRA; ABREU, 2007).

Existem também os antioxidantes de origem sintética encontrados em medicamentos,
que possuem grupamentos -SH em suas estruturas. Nesse grupo, destacam-se as
mercaptopropionilglicinas e N-acetilcisteina (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A industria alimenticia e cosmética, para evitar desperdicios, adiciona em seus produtos
uma grande variedade de agentes antioxidantes de origem sintética, a fim de aumentar a vida
de prateleira e manter por maior tempo possivel a integridade dos produtos. Dentre os
antioxidantes sintéticos mais utilizados, estdo o butil hidroxianisol (BHA), o 2,6-ditertbutil-4-
hidroxitolueno (BHT), o tertbutilhidroquinona (TBHQ) e o galato de propila (PG) (ANDRADE
etal., 2012).

Antioxidantes ndo enzimaticos, naturais ou sintéticos, atuam neutralizando radicais
livres pela doacao de prétons ou elétrons, inibindo, assim, as reagdes em cadeia, impedindo o
ataque dos radicais sobre lipidios, aminodcidos de proteinas, dcidos graxos e as bases do DNA.
Também atuam na reparacao de lesdes, removendo danos no DNA e reconstruindo membranas
(BIANCHI; ANTUNES, 1999; MIRANDA et al., 2016). A estrutura quimica dessas espécies
permite a doacdo de um préton ou de elétrons ao radical, de forma que os novos radicais
formados nao promovam ou propagem as reacdes de oxidacdo, pois sdo estabilizados por
estruturas de ressondncia, decorrente da deslocalizacdo eletronica (SANTIAGO et al., 2016;
MIRANDA et al., 2016). Na Figura 4, estdo ilustradas as estruturas quimicas de trés tipos de

antioxidantes.
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Figura 4 -Estrutura quimica dos antioxidantes ndo enziméticos (a), naturais (b) e sintéticos (c)
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Fonte: Do autor (2018)

Apesar da diversidade, a estrutura quimica dos antioxidantes possui certas
similaridades, como a deslocalizacdo eletronica proveniente de duplas ligagdes conjugadas,
grupamentos hidroxila ligados a anéis arométicos e/ou hidrogénios alilicos. A importancia
dessas espécies no controle de radicais livres tem impulsionado a pesquisa, no sentido da
descoberta e sintese de novos agentes antioxidantes para as industrias farmacéuticas,
cosméticas e alimenticias, que apresentem menor toxicidade ao ser humano, uma vez que os
antioxidantes sintéticos mais utilizados (BHA e BHT) tém apresentado certa toxicidade,
podendo contribuir para o desenvolvimento de carcinomas. O uso desses antioxidantes ja é
restrito em muitos paises e busca-se a substituicdo ou associacdo desses com produtos de origem
natural (ANDRADE et al., 2012; DORMAN et al.,, 2000; RAMALHO; JORGE, 2006;
RUBERTO; BARATTA, 2000; TENORE et al., 2011).



25

2.5 Oleos Essenciais

Dentre os produtos de origem natural que possuem promissora atividade antioxidante,
destacam-se os 6leos essenciais, substancias conhecidas e utilizadas desde a idade média e que,
até os dias de hoje, despertam grande interesse por parte da comunidade cientifica e industrial
(BAKKALI et al., 2008).

Oleos essenciais sio metabélitos secundérios obtidos de partes de plantas por meio de
arraste com vapor d’ dgua, assim como expressao dos pericarpos de frutos citricos. Possuem
dificil classificacdo quimica, pois sdo formados de uma mistura complexa de substancias
voléteis, lipofilicas, usualmente odoriferas e liquidas. Sdo chamados de 6leos voléteis, 6leos
etéreos ou esséncias. Sua principal caracteristica € a volatilidade, diferindo dos 6leos fixos e de
misturas de substancias lipidicas, obtidas de sementes. A maioria dos 6leos essenciais possuem
aroma agraddvel e intenso, apresentam baixa solubilidade em dgua, mas sdo soliveis em
solventes organicos, como éter, designando-os éleos etéreos (SIMOES et al., 2007).

Geralmente, possuem sabor acre (4cido) e picante, sdo incolores ou amarelados quando
recentemente extraidos, com excecdo do 6leo de camomila, que possui coloragao azul devido
ao alto teor de azulenos. A maioria deles possui densidade menor que a da 4gua, com exce¢do
de dleos ricos em eugenol, cuja densidade € maior. Os 6leos essenciais ndo sao muito estaveis
na presenca de luz, calor, umidade e metais, por esse motivo sdo facilmente degradados, de
forma que o processo de armazenamento € de extrema importancia para a manutenc¢ao de todas
as suas propriedades quimicas e biolégicas (GUIMARAES et al., 2008; SIMOES et al., 2007).

De acordo com Teixeira (2016), os constituintes dos Oleos essenciais variam de
hidrocarbonetos terpénicos, dlcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
entre outros. Esses constituintes sdo encontrados como uma mistura que varia em quantidade e
qualidade, sendo que um ou mais compostos apresentam-se em maior concentragdo e sio
denominados majoritdrios; existem também os minoritdrios € os presentes em baixissimas
concentracoes, que sdo conhecidos como tragos.

Os 6leos essenciais podem ser produzidos em todos os 6rgdos da planta, sdo geralmente
encontrados e extraidos de flores, folhas, caules, sementes, frutos, raizes ou rizomas. Sdo
armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas
glandulares. Uma vez produzidos, auxiliam a planta na sua adaptacdo ao meio, protegendo-a

contra perda de 4gua, aumento de temperatura, ataques de microrganismos e patégenos. Atuam
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também na atracio de polinizadores e como repelentes contra insetos e herbivoros (BAKKALI
et al., 2008; SANTIAGO et al., 2016).

Quanto a ocorréncia vegetal, os 6leos essenciais sao encontrados em maior propor¢ao
em angiospermas dicotiledoneas, nas familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae,
Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae, Rutaceae, entre outras. Sao moderadamente encontrados
em angiospermas monocotiledoneas, com excec¢do de gramineos e zingiberdceos, e raramente
encontrados em gimnospermas (SIMOES et al., 2007).

Os dleos essenciais sao constituidos basicamente de terpenos e fenilpropanoides, os
quais sdao formados a partir do metabolismo da glicose (FIGURA 5) pela via do chiquimato
(fenilpropanoides) e pela via do acetato (rota do mevalonato ou do 5-fosfato de 1-deoxi-D-

xilulose (DXPS)), originando terpenos, terpenoides e seus derivados.

Figura 5 -Metabolismo da glicose, vias do chiquimato e acetato
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Fonte: Simdes et al. (2007)

Os compostos terpénicos ocorrem em uma grande variedade nos dleos essenciais de
espécies vegetais e compreendem uma classe de metabdlitos secunddrios com uma grande
variedade estrutural. Embora sejam extraordinariamente diversos, todos sao biossintetizados a
partir do isopentenil difosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil difosfato (DMAPP). Existem duas
vias independentes de sintese envolvidas na formagdo dos intermedidrios bdsicos (IPP e

DMAPP), localizadas em compartimentos intracelulares separados. No citossol, o IPP ¢é
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derivado da via do mevalonato pela condensacgdo de acetil-CoA, ao passo que nos plastidios, o
IPP € formado a partir de piruvato e gliceraldeido 3-fosfato através do fosfato de metileritritol,
seguindo a via do DXPS (DUDAREVA et al., 2005; SIMOES et al., 2007). Na Figura 6,
encontra-se 0 mecanismo completo da formacao de isoprenil difosfato (IPP) e seu isdmero
(DMAPP) pela via do mevalonato, partindo de trés moléculas de acetil-CoA, dando origem ao
acido mevaldnico, que € fosforilado em vdrias etapas consecutivas para a formacado dos

precursores basicos dos terpenos (DEWICK, 2009; TEIXEIRA, 2016).

Figura 6- Mecanismo de formacdo das unidades isoprénicas ativas, dimetilalil difosfato
(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), pela via do mevalonato. (Continua)
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Figura 6- Mecanismo de formacdo das unidades isoprénicas ativas, dimetilalil difosfato
(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), pela via do mevalonato. (Conclusao)
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A formacao dos intermedidrios de terpenos pela via do DXPS foi elucidada em
bactérias, algas verdes e nos plastidios das plantas superiores. Por essa via, o piruvato e o D-
gliceraldeido-3-fosfato formam o 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato, que da origem ao 2-C-metil-D-
eritritol-4P (MEP). Em seguida, sucessivas reacdes levam a formagao do isopentenil difosfato
(IPP) e o dimetilalil difosfato (DMAPP), conforme mostrado na Figura 7 (DEWICK, 2009).

Os terpenos sdo formados pela combinagcdo de seus intermedidrios bdsicos e sdo

classificados pelo nimero de unidade isoprénica que possuem. A condensacido das unidades
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isoprénicas IPP e DMAPP leva a formac¢@o dos mais variados constituintes quimicos dos 6leos
essenciais.

Figura 7- Mecanismo de formacdo das unidades isoprénicas ativas, dimetilalil difosfato

(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), pela via da 1-deoxi-D-xilulose-5 fosfato
(DXPS). (Continua)
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Figura 7- Mecanismo de formacdo das unidades isoprénicas ativas, dimetilalil difosfato
(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), pela via da 1-deoxi-D-xilulose-5 fosfato
(DXPS). (Conclusao)
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Moléculas formadas por uma unidade isoprénica sdo denominadas hemiterpenos. A
juncdo de dois isoprenos leva a formacdo dos monoterpenos (10 dtomos de carbonos), que

representam cerca de 90% da composi¢do dos 6leos essenciais. Sao moléculas apolares e que
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interagem com membranas de microrganismos, cujas atividades bioldgicas s@o atribuidas a essa
interacdo. Quando trés unidades isoprénicas se juntam, ha formacdo de sesquiterpenos (15
atomos de carbonos). Existem ainda os diterpenos que sdo formados de quatro unidades do
isopreno e possuem 20 dtomos de carbono. A jun¢do de isoprenos fornece outras classes de
compostos que podem chegar até “n” unidades, como os poli-isoprenos (BAKKALI et al., 2008;
SIMOES et al., 2007). Com relag@o aos 6leos essenciais, altamente voldteis, classes com mais
de 15 atomos de carbonos nio sdo muito comuns.

Os monoterpenos com 10 dtomos de carbono sdo formados da reacdo de adicdo
eletrolitica de unidades de IPP e DMAPP, pela acdo da enzima prenil-transferase, forma o
intermedidrio geranil difosfato (GPP, C10), que condensa com outra unidade IPP, fornecendo
o farnesil difosfato (FPP, C15), precursor dos sesquiterpenos. Por tltimo, a jun¢ao de FPP com

outra unidade de IPP leva a producgdo de geranilgeranila difosfato (GGPP, C20), precursor dos
diterpenos (FIGURA 8) (DEWICK, 2009).

Figura 8 - Formacdo dos precursores terpénicos pela condensacdo cabeca-cauda dos
precursores basicos dos terpenos IPP e DMAPP
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Os fenilpropanoides sdo formados a partir do dcido chiquimico que, por sua vez, é
formado da condensagdo alddlica de fosfoenopiruvato e eritrose-4-fosfato. Uma vez formado,
o 4cido chiquimico reage com uma molécula de fosfoenolpiruvato, gerando o acido corismico,
que € responsdvel pela sintese de aminodcidos aromaticos, como a fenilalanina e a tirosina, que
por meio da perda de uma molécula de amodnia, ddo origem aos acidos cindmicos e p-cumarico,
respectivamente. Os dcidos cindmicos e p-cumadrico, por sua vez, sofrem indmeras reagoes de
reducdo enzimadtica, formando propenilbenzenos e/ou alilbenzenos, que sdao oxidados com
degradacdo das cadeias laterais e ciclizagdo a fenilpropanoides (SIMOES et al., 2007). A Figura
9 ilustra o mecanismo simplificado da formacdo de fenilpropanoides a partir do &4cido
chiquimico.

Figura 9- Formacao de compostos fenilpropanoides
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2.5.1 Oleos Essenciais e Suas Aplicacées de Mercado

De acordo com Bakkali et al. (2008), sdo conhecidos cerca de 3000 6leos essenciais,
dos quais 300 sao comercialmente importantes, especialmente para as industrias farmacéutica,

agronOmica, alimentar, sanitdria, cosmética e de perfumaria. Os 6leos essenciais constituem
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matéria-prima para a industria de perfumaria, produtos de limpeza e industria alimenticia.
Alguns dos seus componentes sdo utilizados em perfumes, produtos de maquiagem e em
produtos sanitdrios. Sdo empregados na odontologia, na agricultura, como conservantes e
aditivos alimentares e como medicamentos naturais. Sao utilizados também em aromaterapia,
em massagens como misturas com 6leo vegetal ou em banhos, sendo descritos como produtos
com grande potencial terapéutico e farmacoldgico (BAKKALI et al., 2008; MACHADO;
FERNANDES JUNIOR, 2011).

Segundo Souza et al. (2010), os maiores consumidores de dleos essenciais no mundo,
sdo os EUA, a Unido Europeia, tendo a Franca como o pais lider em importacdes, o Japao ao
lado do Reino Unido, Alemanha, Suica, Irlanda, China, Cingapura e Espanha.

O mercado de 6leos essenciais no Brasil atingiu seu auge em 1973, com produgdo de
6.300 toneladas por ano. Nesse periodo, o pais era o maior produtor de 6leos do mundo,
exportando dleos de pau-rosa, sassafrds e menta. O desenvolvimento da industria de 6leos
essenciais foi impulsionado pela falta de matéria ap6s a Segunda Guerra Mundial. Entretanto a
falta de manejo do solo e a exploragdo desenfreada dos recursos naturais contribuiram para que
o pais passasse de maior exportador de 6leos essenciais para importador do produto (BIZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009). Atualmente, o pais € o maior exportador de 6leos essenciais de
laranja, subproduto da industria de sucos, com aproximadamente US$ 472 milhdes, ficando
atras dos EUA e do Reino Unido (CONTRADE, 2016).

O mercado de 6leos essenciais no Brasil ainda pode evoluir, pois o pais possui industrias
produtoras de 6leos essenciais, como a Raros, Dierberger, Duas Rodas e Bioesséncia, que
utilizam 6leos essenciais em seus produtos e desenvolvem parcerias com centros de pesquisa,
algumas dessas industrias extraem o 6leo utilizado, outras os obtém de importacdes e apenas 0s
processam. A industria Brasileira de 6leos essenciais tem potencial para crescimento, mas
carece de manutencdo no padrdo de qualidade dos 6leos, de representatividade nacional e

internacional e de investimentos governamentais em pesquisas.

2.5.2 Atividade Antioxidante dos Oleos Essenciais

Os dleos essenciais tém se tornado foco de pesquisas devido as suas propriedades
bioldgicas, em especial, antifungica, antioxidante e antibacteriana. Os 6leos essenciais e seus
constituintes tém ganhado destaque devido a sua posi¢do como produto natural e grande

aceitacdo pelos consumidores. De fato, estudos tém relatado suas propriedades antioxidantes,
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referindo-os como potenciais substitutos para os antioxidantes sintéticos e, em alguns casos,
sugerindo-os para uma aplicacdo direta em alimentos, lavouras, produtos farmacéuticos e
cosméticos (ANDRADE et al., 2012; MIRANDA et al., 2014)

Existem varios estudos que ressaltam as propriedades antioxidantes dos o6leos
essenciais.

Algumas espécies de plantas possuem componentes quimicos que apresentam alta
atividade antioxidante em seus Oleos essenciais. Entre essas espécies, Cao et al. (2009)
destacam as propriedades da erva-cidreira, alecrim, tomilho, orégano, cravinho, salvia, e
manjericdo. De acordo com os autores, a acdo antioxidante dessas espécies € mais forte do que
a dos antioxidantes sintéticos utilizados na industria. Os autores mostraram em seu trabalho a
atividade antioxidante do Oleo essencial de Miletus chinensis, uma espécie amplamente
utilizada na medicina tradicional chinesa. Os constituintes majoritarios encontrados no 6leo
essencial foram carvacrol, acetato de carvacrila e p-cimeno. Em todos os métodos testados, o
Oleo essencial apresentou promissora atividade antioxidante, que foi atribuida a presenca de
carvacrol (monoterpeno oxigenado com caracteristicas fendlicas), como um dos constituintes
majoritario do dleo essencial.

Conforti et al. (2009), estudando a atividade antioxidante de espécies (Stachys) da
familia Lameaceae, obtiveram resultados de atividade antioxidante promissoras para os 6leos
essenciais. Os Oleos essenciais de S. palustris, S. cretica e S. Hydrophila foram os que
apresentaram maior atividade. Foi possivel observar que os 6leos essenciais dessas espécies sao
formados por compostos carbonilicos, compostos fendlicos, sesquiterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos sesquiterpenos.

Guimaries et al. (2011) encontraram moderada atividade antioxidante no 6leo essencial
de capim-limao e do seu constituinte majoritdrio citral, utilizando metodologia de redugao do
radical 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), devido a dificuldade desses compostos de
doarem dtomos de hidrogénio ao radical. Todavia, os autores obtiveram resultados expressivos
na avaliacdo da atividade antioxidante pelo sistema f-caroteno/4cido linoleico. De acordo com
os autores, a significativa atividade do 6leo por esse método ocorre pela presenca de grupos
alddlicos (CHO) nas estruturas dos compostos, conferindo a eles moderada solubilidade, que
permite menor diluicdo na fase aquosa da emulsdo, ficando em maior concentragdo na fase
lipidica.

Andrade et al. (2012) estudaram O6leos essenciais de trés espécies, citronela

(Cymbopogon nardus), canela (Cinnamomum zeylanicum) e gengibre (Zingiber officinale), e
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encontraram considerdvel atividade antioxidante pelo método de B-caroteno/4cido linoleico
para as espécies C. nardus, Z. officinale e C. zeylannicum. Porém, no teste com DPPH apenas
C. nardus apresentou atividade antioxidante. De acordo com os autores esse teste € improprio
para substancias lipofilicas, devido a baixa solubilidade do 6leo nas condi¢des de andlise.

Teixeira et al. (2012), estudando a atividade antioxidante de 6leos essenciais de folhas
frescas e secas de Citrumelo swingle, pelos métodos B-caroteno/4cido linoleico e radical estdvel
DPPH, encontraram baixa atividade antioxidante, sendo maior no primeiro método em relacao
ao segundo, em que a atividade foi dependente das concentra¢des analisadas. Os autores
explicaram o comportamento do 6leo com base em sua constituicio quimica; para eles, os
compostos majoritarios (limoneno e mirceno) ndo possuem facilidade de doar atomos de
hidrogénio ao radical DPPH.

Abozid e El-Sayed (2013) estudaram o efeito do 6leo essencial e do extrato de cravo, in
vitro e in vivo, na protecdo de figado e rins de ratos tratados com peréxido de hidrogenio. Os
autores observaram que tanto o 6leo essencial como o extrato de cravo protegeram os figados
e rins dos ratos contra a peroxidagao lipidica.

Miranda et al. (2014) estudaram a composi¢do quimica dos 6leos essenciais extraidos
de folhas frescas de tomilho, capim-limdo, alfavaca e manjericdo, e determinaram a sua
atividade antioxidante pelos métodos de sequestro de radicais DPPH e pela inibi¢do da oxidagdo
do sistema f-caroteno/4cido linoleico. A atividade dos 6leos foi avaliada frente a atividade dos
padrées dos constituintes majoritarios dos referidos dleos essenciais timol, citral, eugenol e
linalol. Os autores encontraram resultados expressivos para as amostras de eugenol e do 6leo
essencial de alfavaca. Eles observaram que os 6leos essenciais e seus respectivos padrdes se
agrupam devido a similaridade quanto as quantidades de fenilpropanoides e monoterpenos.

O género Mentha, da familia Lamiaceae, também apresenta alta atividade antioxidante;
em geral, as espécies que apresentam maior atividade nesse género possuem carvacrol e timol
como constituintes majoritarios de seus 6leos essenciais (FIALOVA et al., 2014).

Miranda et al. (2016) estudaram a atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas de
Coniza bonariensis, Parthenium hysterophorus, Tithonia diversifolia, Ambrosiaol ystachya,
Hedychium coronarium e Baccharis dracunculifolia, em relagdo a inibi¢cdo da oxidagao de
sistema B-caroteno/4cido linoleico e na estabiliza¢do do radical DPPH. Os autores verificaram
que os 6leos estudados ndo apresentaram concentragdo inibitdria (Clso) significativa nos ensaios

de sequestro de radicais DPPH, sendo que, os Oleos essenciais de C. bonariensis, P.
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hysterophorus, A. polystachya, e B. dracunculifolia apresentaram Clso superiores a maior
concentracao avaliada.

Daniel et al. (2016) utilizaram o 6leo essencial de eugenol como sedativo na dgua de
transporte de peixes e observaram que o uso de 6leos essenciais na d4gua de transporte contribuiu
para retardar a degradagdo de produtos primérios da oxidacao lipidica.

O género Lippia também € alvo de muitos estudos em relacdo a atividade antioxidante
de seus 6leos essenciais. Os Oleos essenciais das espécies pertencentes a esses géneros sao
constituidos basicamente por citral, carvona, limoneno, entre outros monoterpenos oxigenados.
Esses constituintes sdo considerados como os responsdveis pelas atividades antioxidantes do
género (TREVISAN et al., 2016).

E possivel perceber mediante as pesquisas sobre atividade antioxidante de 6leos
essenciais que determinados 6leos podem ou ndo apresentar atividade, dependendo da
metodologia utilizada. Diversos fatores estdo associados a esse fendmeno, dentre eles
destacam-se a dificuldade de solubilizacdo e a estrutura quimica dos constituintes do 6leo,
sendo esse ultimo o fator mais expressivo na determinagao do tipo de atividade. Como os 6leos
essenciais sdo constituidos de fenilpropanoides ou monoterpenos oxigenados, as diversas
determinagdes da atividade antioxidante de Oleos essenciais mostram que a atividade esta

diretamente relacionada com a estrutura quimica do constituinte majoritario do 6leo essencial.

2.5.3 Constituintes Quimicos de Oleos Essenciais de Importancia Farmacologica e

Industrial

Entre os constituintes majoritirios de Oleos essenciais que apresentam atividade
antioxidante, destacam-se os derivados de fenilpropanoides (eugenol), de terpenoides com
caracteristicas fendlicas (carvacrol e timol). A estrutura quimica desses constituintes esta

apresentada na Figura 10.

Figura 10 - Estrutura quimica do Carvacrol, Timol e Eugenol
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Fonte: Do autor (2018)
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Os constituintes carvacrol e timol sdo isémeros, e, em geral, aparecem juntos nos 6leos
essenciais, alternando-se como constituintes majoritarios. Existem espécies cujo constituinte
majoritario é o timol que, quando coletadas em outras regides, podem apresentar carvacrol
como majoritario. Um exemplo dessa variagdo ocorre com a espécie Lippia sidoides, que no
trabalho de Guimardes et al. (2014), apresentou como constituintes majoritdrios carvacrol
(26,44%) e eucaliptol (22,63%). No entanto, de acordo com os autores, grande parte dos estudos
realizados com plantas desta mesma espécie na regido nordeste do Brasil, demonstram a
presenca do timol como constituinte majoritario de seus 6leos essenciais. Essas divergéncias
foram explicadas por Gobbo-Neto e Lopes (2007); de acordo com os autores, a composi¢ao
quimica de 6leos essenciais depende de uma série de fatores, entre eles destacam-se os fatores
climéticos, de solo e a regido de coleta.

O carvacrol, juntamente com seu isdmero timol, é o constituinte majoritario do 6leo
essencial de muitas espécies, como orégano (Origanun Vulgare L.), tomilho (Thymus
vulgarisL.), manjericdo (Ocimum Basilicum), alecrim-pimenta (Lippia sidoides), entre outras
(BORGES et al., 2012; GUIMARAES et al., 2014; MIRANDA et al., 2014). As atividades
bioldgicas dos 6leos essenciais dessas espécies sdo atribuidas a esses constituintes, que possuem
acdo antisséptica, antibacteriana, antifingica, antioxidante e muitas outras que ainda t€ém sido
estudadas (BERTINI et al., 2005).

O eugenol, derivado dos fenilpropanoides, é largamente utilizado em odontologia por
seus efeitos anestésicos e analgésicos e atividades germicida, antimicrobiana, antioxidante anti-
inflamatoria e cicatrizante. Possui efeitos medicinais para o tratamento de nduseas, flatuléncias,
indigestdo e diarreia. Entretanto, em altas concentracdes, o eugenol apresenta certa
citotoxicidade, podendo causar lesdes na pele e em membranas biolégicas (MARKOWITZ et
al., 1992; SILVESTRI et al., 2010; YOO et al., 2005). O eugenol pode ser encontrado no 6leo
essencial de algumas espécies como o cravo-da-india (Syzygium Aromaticum, também
conhecida como Eugenia caryophyllata Thunb), alfavaca (Ocimum gratissimum L.) e pimenta
da Jamaica (Pimenta dioica) (BORGES et al., 2012; de OLIVEIRA et al., 2009).

Os derivados de terpenos e terpenoides também podem apresentar muitas atividades
bioldgicas, entre eles destacam-se a carvona e o a-bisabolol (FIGURA 11), que podem ser
encontrados em plantas de grande uso popular, como a horteld (Mentha Spicata), a camomila

(Matricaria chamomilla L.) e candeia (Eremanthus erythropappus).
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Figura 11 - Estrutura quimica dos terpenoides Carvona e a-bisabolol
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Fonte: Do autor (2018)

A carvona encontrada nos o6leos essenciais é o enantidmero (L)-Carvona e é o
constituinte majoritirio de mais de 50% dos 6leos essenciais de hortela (Mentha Spicata),
variedade que nao possui mentol. A (L)-carvona é uma cetona terp€nica e possui aroma
caracteristico de hortela. Apesar de ser um composto de origem natural, pode ser biossintetizada
a partir do limoneno, prética que vem se tornando comum devido a importancia desse composto
para a industria, uma vez que a carvona € utilizada como aromatizante e flavorizante na
inddstria de alimentos e agente modificador de fragrancia. Além dessas aplicacdes, estudos
também demonstram que esse constituinte possui atividades antimicrobiana e antioxidante,
atividade inseticida contra insetos como Aedes aegypti e suas larvas (GOVINDARAJAN et al.,
2012; MURUGANATHAN; SRINIVASAN, 2016; SHAHBAZI, 2015; SNOUSSI et al., 2015).
Muruganathan e Srinivasan (2016) mostram também que quando esse € utilizado na dieta de
ratos diabéticos, auxilia no metabolismo de carboidratos, melhorando o funcionamento das
enzimas responsaveis pela regulacdo dos niveis de glicose no sangue.

Além da hortelda (Mentha spicata), a carvona pode ser encontrada em outras espécies de
menta, como Mentha longifolia, Mentha suaveolens E., Mentha viridis L., Mentha haplocalyx
B., em alcardvia (Carumcarvi L. Umbelliferae) e outras espécies (MURUGANATHAN;
SRINIVARAN, 2016; SHAHBAZI, 2015; SNOUSSI et al., 2015).

Outro derivado terpenoide de grande importancia para a inddstria cosmética e
farmacéutica € o a-bisabolol, utilizado em produtos de higiene infantil e para peles sensiveis.
Esse composto estd presente em formulagdes de cremes, 6leos bronzeadores, protetores solares,
locdes pods-sol, pds-barba, poés-depilacdo e pastas dentais. O a-bisabolol é um alcool
sesquiterpénico insaturado, constituinte quimico abundante nos 6leos essenciais de camomila
(Matricaria chamomilla), candeia (Eremanthus erythropappus), sandalo indiano (Santalum
album L.) entre outros (GHASEMI et al., 2016; SANTOS et al., 2015; SINGH et al., 2011; SU
et al., 2015). Ele tem substituido o azuleno nas formula¢des cosméticas, devido as suas

atividades anti-inflamatdria, antimicrobiana e cicatrizante, além de sua maior estabilidade
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frente ao azuleno e também pelo fato de o oa-bisabolol ndo modificar a coloragdao das

formulac¢des, como o azuleno (SPIEGEL, 2012).

2.6 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

O cravo-da-india, pertencente a familia Myrtaceae, conhecido cientificamente como
Syzygium aromaticum, (sindnimo: Eugenia caryophyllata Thunb) é uma planta arbdrea de
origem asidtica. Nativa da Indonésia e cultivada em muitos pafses tropicais, como Africa e
Brasil (FIGURA 12). No sul da Bahia, o cultivo dessa espécie € considerado como atividade de
agricultura familiar, com mais de 3.000 propriedades e uma drea de cultivo estimada em
8.500 hectares exibindo uma producdo anual de 2.200 toneladas de cravo seco (AFFONSO et
al., 2012; COSTA et al., 2011; de OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 12- Aspecto geral da espécie Syzygium Aromaticum

Fonte: Kewscience (2018)

Desde a antiguidade, o cravo-da-india € uma especiaria muito apreciada ndo apenas por
seu sabor picante e aroma caracteristico, mas por apresentar propriedades terapéuticas. Suas
propriedades terapéuticas foram exploradas entre os egipcios como um tonico para fortalecer
os trabalhadores nas piramides e os chineses também utilizavam a planta para mascarar o hélito
na presenga do imperador. A espécie € largamente utilizada na culindria, o cha dos botdes florais

também € de uso popular por seu efeito carminativo, estimulante das funcdes digestivas,
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podendo ser utilizado também em tratamentos respiratorios e de transtornos alimentares
(AFFONSO et al., 2012; COSTA et al., 2011).

A espécie € explorada principalmente para extracio industrial do dleo essencial obtido
a partir dos botdes florais, folhas e outras partes da planta, sendo que as atividades bioldgicas
do cravo-da-india sdo atribuidas a seu 6leo essencial, que € constituido basicamente de eugenol,
acetil-eugenol, chavicol e 4-alilfenol (GRANDI, 2014). Pesquisas de da SILVA e
RODRIGUES (2014) e SILVESTRI et al. (2010) mostraram que os extratos de cravo-da-india
inibem microrganismos, como Escherichia coli e outras bactérias durante a armazenagem de
sucos, leites e chas. Apesar de suas potencialidades, o uso do 6leo essencial contendo eugenol,
extraido do cravo-da-india, ainda € limitado devido a preocupagdo, por parte dos Orgaos
fiscalizadores, com a toxicidade e a concentracdo segura para uso. Entretanto, o composto puro

¢ liberado para utiliza¢do em produtos farmacéuticos e alimenticios.

2.7 Oregano (Origanun vulgare L.)

O orégano é uma planta herbacea da familia Lamiaceae que cresce principalmente na
Europa, norte da Africa e Asia, podendo ser cultivada a altitudes de 500 a 3600 m ao longo das
bordas de estradas, nas encostas, matas e pastagens (HAN et al., 2017). O aspecto geral da

planta encontra-se na Figura 13.

Figura 13- Aspecto geral de Origanun vulgare L.

Origanun vulgare L, comumente conhecido como orégano, ¢ uma das mais famosas e
ecomonicamente importantes ervas culindrias do mundo. E conhecido popularmente por

manjerona-selvagem, manjerona-rasteira e manjerona-baiana (GRANDI, 2014;
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MORSHEDLOO et al., 2017). E uma espécie tipica utilizada tradicionalmente para aromatizar
alimentos, como pizza, carnes, salsichas, saladas, guisados, molhos e sopas. O efeito
aromatizante de oréganos € atribuido as substancias arométicas de seu 6leo essencial, rico em
carvacrol e/ou timol, terpineno, p-cimeno, linalol, terpinen-4-ol e hidrato de sabineno,
substancias que conferem aroma e sabor a especiaria (YAN et al., 2016).

Além da culindria, o orégano ¢ utilizado na medicina popular como carminativo,
expectorante, atuando no combate de bronquite e asma, estimulante, tdnico, antiviral e
antifingico, antirreumatico, entre outros. Pode ser utilizado na forma de infusdo, decocto, pd,
xarope ou pomada. Embora diferentes compostos quimicos, como flavonoéides, glicésideos
fendlicos, resinas, esterdis e taninos, tenham sido isolados de orégano, apenas o 6leo essencial
€ considerado comercialmente importante exibindo vasta gama de propiredades bioldgicas, de
forma que esse € utilizado em todo o mundo como matéria-prima para produtos medicinais.
Pesquisas recentes indicam que o 6leo essencial dessa espécie € um promissor substituito dos
antioxidantes sintéticos utilizados na industria, devido ao seu alto potencial antioxidante nos

testes in vitro (MORSHEDLOO et al., 2017; HAN et al., 2017; YAN et al., 2016).

2.8 Hortela (Mentha spicata L.)

O género Mentha pertence a familia Lamiaceae e é conhecido por sua grande variedade
de espécies e hibridos (FIGURA 14). Se distribuem-se desde a Europa, Africa, Austrélia até a
América do Norte. E constituido de planta herbdceas, rizomatosas e perenes que crescem de 40
a 130 cm de altura, com grande variacao morfolégica (KEDIA et al., 2014).

Seu sabor e aroma refrescantes, fazem com que o género Mentha seja largamente
utilizado como agentes aromatizantes na indudstria alimenticia e cosmética. Na medicina
popular, suas propriedades anti-inflamatéria, antiemética, sudorifera, antiespasmddica e
analgésica contribuem para que sejam utilizadas no tratamento de ndusea, bronquite,
flatuléncia, anorexia, colite ulcerativa e problemas hepaticos. As espécies de Mentha sdo
populares tanto na medicina como na culindria. Sao tradicionalmente usados na forma de chas
contra desconforto gastrointestinal, dor no estdbmago e no peito e sintomas de indigestdao

(BARROS et al., 2015; MAHBOUBI, 2017).
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Figura 14- Aspecto geral de Mentha spicata L.

Fonte: Flora (2018) e Amazon (2018)

O nome horteld é dado a especie Mentha spicata, que é nativa da Africa, Asia temperada
e Europa, e conhecida por possuir carvona e limoneno como constituintes mais abundantes de
seus Oleos essenciais, sendo que o constituinte carvona € responsdvel pelo cheiro distintivo da
espécie e por suas atividades bioldgicas. Durante séculos, M. spicata tem sido usada como
planta medicinal contra doengas gastrointestinais e respiratdrias, mau-hdlito e caspa e como
agentes carminativos, antiespasmodicos, diuréticos e sedativos (JARADAT et al.,, 2016;
MAHBOUBI, 2017)

O ¢leo essencial de horteld é um agente aromatizante em gomas de mascar, cosméticos
e dentifricos. Sua composicdo quimica varia conforme a regido e condi¢des de coleta, de modo
que diferentes quimiotipos ja foram notificados para o 6leo essencial de M. spicata, incluindo

0 quimiotipo rico em carvona, linalol e L-menthona (MAHBOUBI, 2017).

2.9 Candeia (Eremanthus erythropappus M.)

Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish, comumente conhecido como candeia, é
uma espécie arvorborea, neotropical, pertencente a familia Asteraceae, cujo género é composto
por pelo menos 18 espécies, que ocorrem com grandes populagdes em campos abertos e pastagens.
Na forma nativa, encontra-se em altitudes de cerca de 1.000 metros em areas de cambisol e
litosol, com afloramentos rochosos (FIGURA 15) (de PADUA; BRANDAO; de CARVALHO,
2016; MORI et al., 2009).
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Figura 15- Aspecto geral de Eremanthus erythropappus M.

Fonte: Scolforo et al. (2018)

A candeia ocorre na América do Sul, podendo ser encontrada no nordeste da Argentina,
norte e leste do Paraguai e no Brasil. E considerada uma arvore brasileira, pois € caracteristica
de biomas, como a Mata Atlantica e Cerrado, estendendo-se desde o Centro-Oeste até o Sudeste
do Brasil. Essas drvores crescem para formar regides florestais densas e com baixa diversidade.
Sua madeira € resistente ao ataque de cupins e bactérias, sendo, por isso, muito utilizada como
moirdes, esteios, caibros, postes, tacos e vigas (CAMOLESI et al.,, 2010; QUEIROZ;
CAJAIBA, 2016; GALDINO et al.,, 2006). O interesse comercial nesta espécie cresceu
substancialmente nos ultimos anos devido a grande quantidade de a-bisabolol, sesquiterpenos
de grande importancia para a industria, obtidos a partir da extracdo do dleo essencial do cerne
da candeia, podendo ser considerada como uma fonte natural para a obtencdo desse constituinte

quimico (QUEIROZ; CAJAIBA, 2016).

2. 10 Avaliacao da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante € um termo genérico e complexo, de forma que nao pode ser
representada por um tunico teste, pois varios mecanismos quimicos estdo envolvidos nesse
fendmeno. Cerca de vinte testes antioxidantes sdo relatados e conhecidos, e cada vez mais,
novas metodologias tém sido criadas, a fim de elucidar e compreender a capacidade
antioxidante total de vdrias espécies quimicas. Assim, testes complementares precisam ser
realizados para obter um resultado representativo de toda a atividade antioxidante de uma
determinada molécula (CANABADY-ROCHELLE et al., 2018).

O retardamento nas reacdes oxidativas por a¢do de outros compostos foi observado pela

primeira vez em 1797, por Claude Berthollet, mas s foi esclarecido por Humphry Davy, em
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1817, de maneira que, os antioxidantes passaram a ser classificados em primarios, sinergistas,
removedores de oxigénio, biolégicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos. Os primérios
removem ou inativam radicais livres, por meio da doag¢do de dtomos de hidrogénio a essas
moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia. Os sinergistas possuem pouca ou nenhuma
atividade antioxidante, mas podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando
usados em combinacdo adequada com eles. Os removedores de oxigénio atuam capturando o
oxigénio presente no meio, tornando-os indisponiveis para atuarem como propagadores da
autoxidacdo. Os bioldgicos compreendem a classe das enzimas, que controlam os niveis de
radicais em sistemas bioldgicos e alimenticios. Os agentes quelantes complexam {ons
metélicos, principalmente cobre e ferro, impedindo que eles catalisem oxidagdes lipidicas. Por
ultimo, os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém sido
amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles estdo vdrias proteinas
hidrolisadas, flavonoides e dleos essenciais (RAMALHO; JORGE, 2006).

Apesar da classificacdo de antioxidante ser extensa, trés atividades principais descrevem
o poder antioxidante sdo elas a eliminagdo de varios radicais livres que envolve um mecanismo
de transferéncia de elétrons ou dtomos de hidrogénio, a inibicdo da peroxidagdo lipidica que
pode ou ndo, ser seguida pelo consumo de oxigénio e a quelacdo de metal, como a complexagao
de fons de ferro ou cobre estudada como mecanismo antioxidante indireto (CANABADY-

ROCHELLE et al., 2018).

2.10.1 Métodos Colorimétricos

A determinacdo da atividade antioxidante utilizando métodos colorimétricos € classica,
e existem vdarios testes capazes de descrever o poder antioxidante de espécies vegetais e
sintéticas, de forma que a atividade antioxidante de uma substancia pode ser avaliada por uma
grande variedade de testes in vitro, que consideram a variacdo na resposta de absorbancia como
parametro para inferir tal propriedade. Dentre os ensaios colorimétricos mais citados, destacam-
se o de sequestro de radicais livres DPPH, a inibicao da oxida¢ao do sistema -caroteno/acido
linoleico, a reducdo de fons Fe™ do complexo hexacianoferrato (III) - Ks[Fe (CN)s], que avalia
o poder redutor de diversas substincias e a capacidade de sequestro de radicais hidroxila, pela
protecao de desoxirribose.

No método de sequestro de radicais DPPH, o mesmo recebe elétrons ou dtomos de

hidrogénio de uma substancia que tenha cardter antioxidante, de forma que o radical DPPH



45

(coloracao purpura) sofre reducio, formando difenilpicrilhidrazina (coloracdo amarela) com
consequente descoloragdo da solugdo. A atividade antioxidante pode entdo ser controlada pelo
decréscimo da absorbancia na regiao de absor¢do purpura em comprimento de onda de 515 nm
(NASCIMENTO et al., 2011).

O sistema [-caroteno/ dcido linoleico é um método colorimétrico que avalia a
capacidade de determinados compostos de inibir os radicais formados durante a peroxidagdo
lipidica. Os antioxidantes doam elétrons ao radical formado pela peroxidacdo do &cido
linoleico, impedindo o ataque desses radicais ao B-caroteno. Esse método é apropriado para
avaliacdo de antioxidantes lipofilicos, como 6leos essenciais, nao sendo indicado para avaliagdo
de substancias polares (MIRANDA et al., 2016). O método estd fundamentado em medidas
espectrofotométricas da descoloracdo (oxidagdo) do B-caroteno induzida pelos produtos de
degradacao oxidativa do 4cido linoleico. Assim, na presenca de um antioxidante espera-se que
a absorbancia da solucdo ndo sofra variagdes com o tempo e aquecimento (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

Outro método para determinacdo da atividade antioxidante € o que avalia o poder
redutor. Nesse método, a atividade antioxidante ¢ medida pela capacidade de uma substancia
em reduzir o complexo hexacianoferrato (III). A reacdo € controlada pela formacdo do
complexo que leva a coloracdo do azul da prissia, formado por Fe?* (FARIAS et al., 2013).
Esse método se difere dos demais, pois ndo se baseia na estabilizacdo de um radical livre e sim
na capacidade da substincia analisada em reduzir os fons Fe™ a Fe™?, de modo que o aumento
no comprimento de onda em 700 nm indica altas atividades antioxidantes.

A determinacdo da atividade antioxidante também pode ser realizada pelo método
hidroxil, o qual avalia a capacidade de certas substancias em sequestrar radicais hidroxila,
formados pela reacdo de Fenton, entre os fons Fe*? e per6xido de hidrogénio em solucio, que
reagem com a 2-deoxirribose degradando-a. Os produtos da degradacdo da desoxirribose
(malonaldeido), interagem com o dcido tiobarbitdrico formando compostos cromogénicos, que
podem ser quantificados por espectrofotometria no comprimento de onda de 532 nm. Quando
antioxidantes sao adicionados a esse sistema, a quantidade de radicais hidroxila diminui, seja
pela estabilizacdo, por doacdo de prétons por parte do antioxidante, ou pelo efeito quelante
destes em relacdo aos ions ferro, o que leva a inibi¢do da reagdo de Fenton. Como resultado, a
intensidade da coloracdo rosa diminui, € o decréscimo na absorbancia caracteriza a atividade

antioxidante da substincia avaliada (ALVES et al., 2010).
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De forma geral, os métodos colorimétricos sao eficazes para a determinagdo da atividade
antioxidantes e o fato de existirem muitas metodologias faz com que substdncias com
caracteristicas quimicas e de polaridades diferentes possam ser analisadas de forma a obter

resultados mais confiaveis.

2.10.2 Métodos Eletroquimicos

Os métodos eletroquimicos possuem grande aplicabilidade no que diz respeito a
determinacdo de ions metélicos e compostos organicos em pesticidas, medicamentos, alimentos
e outras matrizes, sendo utilizados no controle de qualidade de muitos produtos. Além disso,
estudos t€ém demonstrado que tais métodos podem ser tteis na determinacdo da atividade
antioxidante de diversas moléculas, como uma alternativa e complemento para as técnicas
colorimétricas e cromatogréficas, pois, a atividade antioxidante estd intimamente relacionada
com as propriedades redox do analito (FERNANDESA et al., 2015; HOYOS-ARBELAEZ:
VAZQUEZ; CONTRERAS-CALDERON, 2017; UCHIDA; KATELHON; COMPTON,
2017).

Meétodos eletroquimicos avaliam a resposta de um analito quando esse € submetido a
uma diferenca de potencial, medidas que estdo sempre relacionadas com alguma propriedade
quimica do composto analisado. Essas técnicas tém ganhado cada vez mais espaco em andlises
industriais e laboratoriais por serem rapidas, de menor custo e gerarem menos residuos, quando
comparadas com outras técnicas de andlise. Assim, possibilitam a andlise direta da amostra,
minimizando o tratamento ou pré-tratamento da mesma, além de permitir o estudo de materiais
coloridos ou particulas sélidas dispersas em solucdo, utilizam pequenas quantidades do analito
e de solventes (FULGENCIO et al., 2014).

Em geral, técnicas eletroquimicas que se baseiam na resposta do sistema frente a uma
perturbacao de potencial sdo conhecidas como técnicas voltamétricas, que diferenciam entre si
pela natureza da perturbacdo aplicada ao sistema. Essa perturbacdo varia desde saltos de
potencial até uma fun¢do do potencial no tempo como rampa linear, pulso, senoidal ou qualquer
funcdo arbitraria. Varredura linear, voltametrias de onda quadrada, pulso diferencial ou ciclica
sdo exemplos de denominagdes dadas a esses sinais, ou a combinacdo entre eles, de forma que,
cada um desses métodos possui uma forma singular de aplica¢do do potencial, formando uma
grande variedade de técnicas cuja utilizacdo depende do problema a ser abordado

(FERNANDESA et al., 2015).
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De acordo com Peixoto et al. (2017), a voltametria ciclica e a voltametria de pulso
diferencial t€ém sido as técnicas eletroquimicas mais utilizadas para a determinagdo da
capacidade antioxidante, possibilitando uma indica¢do qualitativa e/ou quantitativas das
espécies ativas na amostra, de forma que € possivel analisar diferentes classes de compostos
com estruturas moleculares diversas, pois, cada composto apresenta potencialidade redox
proprio e singular, resultando em picos de oxidacdo ou reducdo em diferentes regides dos
voltamogramas. Informagdes que se tornam uteis no que diz respeito a avaliacdo da atividade
antioxidante de extratos de plantas e 6leos essenciais que possuem complexa constitui¢ao
quimica, passivo de efeitos sinérgicos e antagdnicos. Por meio da seletividade desses métodos
€ possivel identificar quais espécies, presentes em uma amostra complexa, realmente exercem
o efeito antioxidante.

Apesar de seu potencial, os métodos eletroquimicos ainda nao foram amplamente
investigados e aplicados a todas as classes de compostos. Atualmente, a voltametria ciclica tem
sido utilizada com mais frequéncia, para a avaliacdo de compostos ativos e antioxidantes. Por
meio dessa técnica, autores como Jara-Palécios et al. (2017) avaliaram o potencial antioxidante
de subprodutos da vinificacdo. Dar et al. (2013) estudaram a atividade antioxidante de trés
medicamentos de origem natural (crocin, podofilotoxina e kaempferol) utilizando ensaios
bioquimicos e eletroquimicos. Autores como Keffous et al. (2016) e Peixoto et al. (2017)
avaliaram a capacidade antioxidante por voltametria ciclica de extratos de Limoniastrum feei e
Bunchosia glandulifera, respectivamente. Rene et al. (2010) utilizaram a técnica para estudar
a capacidade dos compostos fendlicos de estabilizar e neutralizar espécies reativas de oxigénio.
Os autores citados conseguiram de forma eficaz explicar e elucidar a atividade antioxidante das
amostras avaliadas e corroboraram entre si, no sentido de que os métodos eletroanaliticos
podem ser utilizados na avaliagdo da capacidade antioxidante de forma répida e eficaz.

Na voltametria ciclica, o potencial de um eletrodo de trabalho € examinado linearmente
pela aplicagdo de uma onda de potencial triangular (FIGURA 16) com ciclos tnicos ou
multiplos, dependendo dos objetivos do estudo. A corrente gerada pelo processo de oxirredugdo
¢ medida por um potenciostato/galvanostato, resultando em um grafico de corrente versus
potencial, mais conhecido como voltamograma. Por meio dessa técnica, € possivel adquirir
informacdes qualitativas e quantitativas sobre as propriedades e caracteristicas dos processos
que ocorrem na superficie de um eletrodo. Assim, a velocidade de varredura e os potenciais
iniciais e finais sdo utilizados para identificar processos de oxidac¢do e reducdo, bem como

adsor¢ao/dessor¢ao, e ainda determinar se esses processos ocorrem de forma reversivel ou
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irreversivel, contribuindo para o conhecimento sobre a termodinamica dos processos redox e
cinética das reacoes heterogéneas de transferéncia de elétrons, reagdes quimicas acopladas e/ou
processos de adsor¢do. A voltametria ciclica fornece parametros importantes, como potenciais
de pico catdédico (processo de reducdo) e anddico (processo de oxidacao), além de corrente de
pico catddica e anddica, que podem ser utilizados para avaliar a eficiéncia antioxidante das
moléculas estudadas (HOYOS-ARBELAEZ; VAZQUEZ; CONTRERAS-CALDERON, 2017;
TICIANELLI; GONZALEZ, 2005).

Figura 16 - Sinal de aplicacdo de potencial no tempo e voltamogramas para voltametria ciclica
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Fonte: Adaptado de Hoyos-Arbeldez; Vazquez; Contreras-Calderén (2017)

Em eletroquimica, sdo conhecidos dois processos eletrédicos: o reversivel, quando a
reacdo de transferéncia de carga € tdo rapida que o eletrodo se encontra sempre em equilibrio
eletroquimico tendo a difusdo como etapa determinante da cinética do processo global; e o
processo irreversivel, ocorre quando uma ou mais reagdes de transferéncia de carga determinam
a velocidade do processo, sendo que nesse, o equilibrio entre as espécies eletroativas ndo se
mantém. Existem ainda os processos quase reversiveis, em que o transporte de matéria e a
reacdo de transferéncia de carga apresentam velocidades compardveis (HOYOS-ARBELAEZ;
VAZQUEZ; CONTRERAS-CALDERON, 2017; SEEBER; ZANARDI; INZELT, 2016). Os
voltamogramas caracteristicos de cada um desses processos estdo apresentados na Figura 16.

Um sistema eletroquimico, como em voltametria ciclica, utiliza trés eletrodos imersos
em um eletrélito de suporte. Nesse sistema, um potencial programado € aplicado entre o
eletrodo de trabalho e o de referéncia e uma corrente estabelecida entre o eletrodo auxiliar e de
trabalho. Para que ocorra reacdo na superficie do eletrodo, as moléculas analisadas precisam

ser eletroativas, ou seja, passiveis de sofrer processos de redox. Além disso, elas precisam ser
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transportadas até a superficie do eletrodo para que a reagdo eletrddica possa ser estabelecida,
gerando corrente. Uma série de processos governa a corrente, entre eles destacam-se a
transferéncia de massa (transferéncia das espécies a superficie do eletrodo), transferéncia de
carga (transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo) e as reacdes quimicas que precedem
ou sucedem a transferéncia de elétrons, que podem ser homogéneos (protonacao/ dimerizagdo)
ou heterogéneos (decomposicoes cataliticas, adsorcao, dessor¢do, cristalizacdo) (PACHECO et
al., 2013).

Reacdes eletrédicas sdo reagdes de oxirreducdo heterogénea que ocorrem
principalmente por meio de processos adsortivos, pela interagdo de espécies da fase eletrolitica
com a superficie eletrddica. A natureza e a forca dessas interacdes variam de forte, quando s@o
estabelecidas ligacdes covalentes (quimissor¢ao), mediana, pela interagao eletrostética entre a
superficie carregada do eletrodo e i{ons/dipolos presentes na solug¢do, a fraca, pelo
estabelecimento de for¢as de Van der Waals (fisiossorcao) (de AZEVEDO; GOULART, 1997).

O processo de adsor¢do, como um todo, € de extrema importancia e a regido interfacial
de um eletrodo deve ser considerada, uma vez que qualquer mudanga nas regides individuais
pode afetar todo o processo eletrédico. Na Figura 17, encontra-se ilustrada esquematicamente

uma visao lateral de um sistema eletrédico (de AZEVEDQO; GOULART, 1997).

Figura 17 - Visao lateral de um sistema eletrédico
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Fonte: Adaptado de Azevedo e Goulart (1997)

Pela Figura 17 e pelo postulado de Helmholtz, € possivel perceber que a distribui¢do de
cargas ao longo do eletrodo (regido I) produz uma orientacdo das moléculas do solvente
imediatamente vizinha ao eletrodo, criando uma camada elétrica de carga total e densidade de
carga igual ao eletrodo de trabalho, porém, com sinal oposto, mantendo a neutralidade elétrica

do sistema, sendo esse fendmeno responsdvel pela formagdo da dupla camada (regides II e III).
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Formada por duas ldminas de cargas opostas em sinais, em que as moléculas do solvente na
camada adjacente, ndo possuem mobilidade por estarem adsorvidas no eletrodo (plano interno
de Helmholtz), sendo que na regido II a transferéncia de carga ocorre por influéncia de um
campo elétrico e, na regido III, o principio da neutralidade de carga ndo € seguido. Quando a
corrente elétrica flui para fora dessa dupla camada, encontra uma regiao na qual a neutralidade
¢ satisfeita (regido IV). Essa regido se estende a partir da fronteira da camada interna até a
fronteira da regido denominada seio da solucdo (plano externo de Helmholtz), onde as
moléculas do analito possuem certa mobilidade, e sofrem atragdo do eletrodo por interagdes de
longa distancia. A diferenca na composicdo dos constituintes nas regidoes IV e V gera um
gradiente de concentracdo em IV, do qual a velocidade de transporte de massa € dependente,
sendo essa modificada pela variacdo continua de potencial (de AZEVEDO; GOULART, 1997;
PACHECO et al., 2013; SEEBER; ZANARDI; INZELT, 2016).

Na voltametria ciclica, o transporte de massas ocorre pelo processo de difusdo
(movimento das moléculas/ions eletroativos ao eletrodo por gradiente de concentracio) e
quando a difusdo controla o transporte de massas, a corrente capacitiva (ndo faraddica) €
minimizada, de forma que a corrente observada é resultante apenas da interacao do analito com
o eletrodo (corrente faraddica), sendo essa proporcional a concentracdo do analito no seio da

solucdo (PACHECO et al., 2013; SEEBER; ZANARDI; INZELT, 2016).

2.10. 3 Efeito Quelante Sobre fons Ferro (II)

Os fons metdlicos como Mn?**, Fe?*, Cu** e Zn?* sdo essenciais para o bom
funcionamento bioldgico, pois atuam na transmissdo de sinais nervosos, no transporte de
oxigénio (respiracdo celular), na sintese e metabolismo de neurotransmissores € como co-
fatores para uma série de enzimas. Entretanto, o acimulo anormal de ions gera radicais livres,
o que leva a danos celulares e promove lesdo e morte celular, uma vez que podem se acumular
nos Orgdos vitais, produzindo complicagdes, como insuficiéncia hepdtica, insuficiéncia
cardiaca, insuficiéncia renal, doencas neurodegenerativas e anormalidades end6crinas (MARY;
VIJAYAKUMAR; SHANKAR, 2018; SHEIKH; DESAI; TIRGAR, 2017).

Uma das formas de se controlar os niveis de ions metalicos excedentes nos tecidos é
por meio da terapia de quelacdo, que utiliza de compostos que possuem a habilidade de

formarem complexos estaveis com os fons em questdo (SHEIKH; DESAI; TIRGAR, 2017).
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O ferro € um dos metais mais importantes para os organismos vivos, na forma de ion
Fe*?, sendo responsdvel pelo transporte de oxigénio, quando ligado & hemoglobina. Sem a
presenca desse ion, a hemoglobina se torna incapaz de transportar o oxigénio do pulmao para
as demais células e 6rgaos. Apesar de ser extremamente importante, a maior parte do ferro
disponivel encontra-se na forma de Fe*3, pois em um ambiente oxigenado, os fons Fe*? nfo sdo
estdveis e se convertem rapidamente a sua forma férrica, com formacao de espécies reativas de
oxigénio (reacao de Fenton). Desse modo, os organismos vivos desenvolveram estratégias para
extrair Fe*? do ambiente e estocd-lo de forma a impedir sua livre circulacio, que pode causar
infestacdes microbianas e excesso de espécies reativas de oxigénio no organismo
(HALLIWELL, 2006).

Um dos maiores exemplos de agentes quelantes na natureza € a hemoglobina, pois essa
se liga coordenadamente aos fons Fe*> (FIGURA 18) e os utiliza para transportar oxigénio, ao
mesmo tempo em que impede a sua oxidacdo por acdo do oxigénio transportado. Assim, a
presenca de um agente quelante, como a hemoglobina, faz toda a diferenca para que o oxigénio
chegue a células (ALENKINA et al., 2018). O efeito quelante ndo € importante apenas para os
sistemas bioldgicos. A adi¢do dessas substancias em produtos cosméticos e alimenticios garante
maior durabilidade desses produtos, uma vez que complexam fons metélicos presentes nesses
produtos, impedindo que reajam com o oxigénio atmosférico e outros constituintes presentes
nas formulagdes, contribuindo para a formacdo de espécies reativas de oxigénio que levem

rapida deterioracdo do produto.

Figura 18 - Interacdo da hemoglobina com fons Fe*?
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Fonte: Adaptado de Alenkina et al. (2018)

A atividade antioxidante envolve vdrios mecanismos, entre eles a quelacao de metais,

frequentemente estudada como mecanismo antioxidante indireto, uma vez que, apds a
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complexacdo do metal, as reacdes oxidativas sdo atrasadas ou inibidas. Esse efeito tem sido
estudado por meio de vdrias metodologias, utilizando técnicas colorimétricas (SHEIKH;
DESAI; TIRGAR, 2017), eletroanaliticas (GONCALVES; BATTISTIN, 2009) e técnicas de
ressonancia plasmatica superficial (SPR) (CANABADY-ROCHELLE et al., 2018).

Gongalves et al. (2009) e Gongalves e Battistin (2009) utilizaram potenciometria para
estudar o efeito coordenante de 6leos essenciais do género Mentha sobre ions Ferro (II). De
acordo com os autores, métodos potenciométricos podem ser tteis para avaliar ndo s6 a
capacidade coordenante, como também a cinética de coordenagao.

Além da potenciometria, € possivel estudar o efeito quelante por meio de técnicas
voltamétricas, avaliando o comportamento eletroquimico de ions ferro (II) na auséncia e na
presenca de moléculas com caracteristicas quelantes (CHU; WAN, 1993). Uma vez quelado,
as caracteristicas fisico-quimicas do metal se alteram e os componentes do quelato
compartilham propriedades entre si, alterando o sistema estudado e afetando todo o processo

eletrédico (CAETANO-SILVA et al., 2017).

2.10.4 Calculos Teoricos

A quimica computacional é uma ferramenta que pode ser utilizada para a anélise e
interpretacdo de dados experimentais, pois permite o célculo tedrico de parametros fisico-
quimicos, a caracterizacdo e a predicdo da estrutura e da estabilidade de sistemas quimicos,
informacdes muitas vezes dificeis de serem obtidas experimentalmente. Basicamente
compreendida em quintica (métodos ab initio, semiempirico, funcional de densidade entre
outros) e cldssica (mecanica dindmica - deterministico e monte carlo — estocéstico), a quimica
tedrica vem se tornando bastante popular nas dltimas décadas, de forma que uma forte interagdo
entre quimicos tedricos e experimentais tem sido observada (GIACOMELLI et al., 2004;
MORGON, 2001).

No que diz respeito aos métodos quanticos, a teoria do funcional da densidade (DFT)
estd entre os métodos mais populares disponiveis em quimica computacional, pois permite
determinar as propriedades de muitos elétrons utilizando funcionais, que, no método em
questdo, € funcdo de densidade eletronica. Essa técnica € importante para o cdlculo de
geometrias e energias de moléculas (RAJAN; MURALEEDHARAN, 2017).

Os cdlculos tedricos possuem inimeras aplicabilidades, dentre elas pode-se destacar sua

utilizacdo no estabelecimento de uma correlacdo entre a estrutura quimica e a atividade
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bioldgica, por meio de modelos matematicos. Assim, a atividade antioxidante tem sido
explicada por meio da quimica computacional, por envolver a capacidade de doagdo de prétons
e elétrons e a estabilizacdo de elétrons desemparelhados. Parametros que permitem prever se a
molécula apresenta condi¢des minimas para exercer atividade antioxidante (GIACOMELLI et
al., 2004).

Dentre os parametros fisico-quimicos que auxiliam na avaliacdio da atividade
antioxidante, destaca-se o célculo da energia de dissociacdo homolitica da ligagdo O-H (AH)
das moléculas na forma gasosa e em dgua, sendo a diferenca desses dois parametros a que
fornece informacdes sobre a estabilidade dos produtos formados apds a quebra da ligacdo. Tal
parametro avalia a facilidade de transferéncia de atomos do hidrogénio de uma molécula
bioativa (antioxidante) para o radical. De acordo com Giacomelli et al. (2004), a energia de

dissociagdo € o parametro mais apropriado para a avaliacdo da capacidade antioxidante.

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Quimica Orgénica - Oleos Essenciais,
Analitica e Eletroanalitica e Modelagem Molecular do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Lavras.

3.1 Material Vegetal

Os materiais vegetais, folhas de hortela e botdes florais secos de cravo-da-india, foram
adquiridos em um estabelecimento comercial de Lavras, Minas Gerais. O cerne de candeia foi
cedido pelo Laboratério de Estudos e Projetos em Manejo Florestal — Lemaf do Departamento
de Ciéncias Florestais e as folhas frescas de orégano foram coletadas no Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Federal de Lavras.

Os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais foram obtidos na forma de padrdes

sintéticos puros pela Sigma-Aldrich.

3.2 Extracao dos Oleos Essenciais
Os dleos essenciais das espécies estudadas foram obtidos por hidrodestilagdo, utilizando
um aparelho de Clevenger modificado acoplado a um baldo de fundo redondo de 5 L, conforme

metodologia descrita por Brasil (2010).
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Para a extracdo das folhas frescas e secas de orégano e horteld, adicionaram-se ao baldo
cerca de 250 g de material vegetal e 2,5 L de dgua. Os 6leos essenciais de cravo-da-india e
candeia, por sua vez, foram extraidos a partir de 300 g de botdes florais e 500 g de cerne da
madeira, respectivamente. O processo de hidrodestilagdo teve duracdo de 2 horas para todas as
espécies, com exce¢do do 6leo essencial de candeia no qual a ebuli¢do foi mantida por 8 horas
(ALTOE et al., 2013).

Os hidrolatos obtidos foram centrifugados em centrifuga (FANEM, 206-R) a 9,6 g por
15 min. Os 6leos foram retirados com o auxilio de uma micropipeta de Pasteur e armazenados
em vidro Ambar sob refrigeracao.

A extracdo foi realizada em triplicata e o rendimento (%) calculado em p/p em Base

Livre de Umidade (BLU), conforme Equacao 1.

100 x peso do bleo
Peso da amostra—(peso da amostra x umidade)
5

%R =

Equacdo 1

Em que R representa o rendimento do 6leo essencial (base livre de umidade).

3.3 Determinacao da umidade

Paralelamente a extracdo dos dleos essenciais, foi realizado o teste para determinacio
do teor de umidade do material vegetal, seguindo método descrito por Pimentel et al. (2008).
Em um baldo volumétrico de 250 mL, acoplado a um condensador com coletor
volumetricamente graduado (Dean Stark), foram adicionados 5 g de material vegetal e 80 mL
de ciclohexano. O sistema foi submetido a ebulicdo durante 2 horas, aferindo-se o volume de
dgua ao final desse periodo.

O teor de umidade foi calculado com base no volume de dgua presente em 100 g de

amostra.

3.4 Identificacao e Quantificacio dos Constituintes Quimicos dos Oleos Essenciais

A identificagdo dos constituintes quimicos do o6leo essencial foi realizada por

cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM- Shimadzu,
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QP5050A) utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com fase ligada
a DB5 (0,25 pum de espessura). O géds 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 pLL de amostra, diluida em hexano a uma taxa de particdo de 1:100.

Na avalia¢do quantitativa, utilizou-se um cromatégrafo gasoso (Shimadzu CG — 17A)
equipado com detector por ionizagdo 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 retencao calculados pela
equacgao de Van Den Dool e Kratz (1963) em relacao a série homoéloga de alcanos (nCs- nCisg)
e com extrapolacdo para Ci9 e C20, com os indices de retencdo da literatura, segundo Adams
(2007) e duas bibliotecas do equipamento NIST107 e NIST2. Tais bibliotecas permitiram a

comparacao dos espectros obtidos com os existentes.

3.5 Atividade Antioxidante: Diluicio das Amostras

Nas analises antioxidantes, foram utilizados os Oleos essenciais de cravo-da-india,
horteld, candeia e orégano; os padrdes sintéticos eugenol, carvona, a-bisabolol e carvacrol; e os
antioxidantes sintéticos (controle para as andlises) acido ascérbico, 2,6-ditertbutil-4-
hidroxitolueno (BHT) e manitol diluidos em 4gua, para os testes eletroquimicos e de
estabilizacao de radicais hidroxila; e, em etanol, para as demais andlises.

Nas andlises colorimétricas, as solu¢des foram preparadas mediante a pesagem de
0,0125 g de cada amostra (6leos essenciais ou padroes sintéticos), solubilizadas em 25 mL de
solvente (etanol ou 4dgua), formando solu¢des-estoque de concentragio 500 ug mL!, que foram
diluidas para as seguintes concentracdes 25, 50, 100, 150, 200 e 250 pg mL!. Ao final do
processo de diluicdo, cada amostra apresentou sete solu¢des de concentracdes crescentes, que
foram avaliadas com relacdo a capacidade antioxidante (REZENDE et al., 2017).

Para os testes eletroanaliticos, foram preparadas solugdes-estoque de 15000 pg mL™!
mediante a adi¢do de 0,0750 g de cada amostra (6leos essenciais ou padrdes sintéticos) a um
baldo volumétrico de 5 mL. As solucdes-estoque foram diluidas diretamente nas células

eletroquimicas nas concentragdes de 2,5, 5, 10, 20, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 pg mL.
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3.6 Atividade Antioxidante: Sequestro de Radicais Livre DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pela estabiliza¢do do radical livre DPPH foi
realizada segundo metodologia descrita por Teixeira et al. (2012), com modifica¢des. Para isso,
uma solucdo etandlica de DPPH com concentracio de 40 mg L' foi preparada e mantida sob
refrigeracdo e ao abrigo de luz.

Foram adicionados a tubos de ensaio 0,3 mL de amostra nas concentragdes de 25, 50,
100, 150, 200, 250 e 500 ug mL’, seguido da adicdo de 2,7 mL da solu¢do de DPPH.
Simultaneamente, foram preparados o controle negativo e o branco. O controle negativo foi
preparado pela adicao de 0,3 mL de etanol e 2,7 mL de solu¢do de DPPH, e o branco, pela
adicao de 2,7 mL de etanol e 0,3 mL da solu¢do de 6leo essencial ou padrio na maior
concentracdo. As misturas permaneceram ao abrigo de luz por 60 min; apds esse periodo, foram
realizadas leituras de absorbancia em espectrofotometro UV/ Vis (Shimadzu UV-160 1 PC) a

515 nm. A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi calculada pela Equacgéo 2.

Aamostra
D%AA=1 - ———x100

controle
Equacao 2.
Em que: Aamostra € @ absorbancia da solug@o contendo todos os reagentes € Acontrole € @
absorbancia do controle.
O padrao de comparacdo utilizado na andlise foi o antioxidante sintético BHT e todas

as andlises foram realizadas em triplicata.

3.7 Atividade Antioxidante: Sistema f-caroteno/ acido linoleico

A atividade antioxidante pelo sistema [-caroteno/ &4cido linoleico foi determinada
segundo metodologia descrita por Kulisic et al. (2004), com modifica¢des. Para tal, duas
solucdes denominadas A e B foram preparadas.

A solucdo A foi preparada em um baldo de fundo redondo de 500 mL, no qual
adicionaram-se 0,03 g de B-caroteno, 0,3 g de 4cido linoleico, 3,0 g de Tween 20 e 150 mL de
cloroférmio. A mistura foi rota-evaporada por 60 min a 50 °C, para eliminacao do cloroférmio.

Ao residuo, foram adicionados 750 mL de 4dgua destilada saturada em oxigénio.
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Para o preparo da solucdo B, adicionaram-se 0,02 g de 4cido linoleico, 0,2 g de Tween
20 e 10 mL de cloroférmio a um baldo de fundo redondo de 250 mL. O cloroférmio foi rota-
evaporado e, ao residuo, foram adicionados 50 mL de dgua saturada em oxigénio.

A determinacao da atividade antioxidante foi realizada com quatro repeti¢des; para isso,
0,2 mL de amostras nas concentragdes de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 ug mL"'e 2,5 mL
de solucdo A foram adicionados aos tubos de ensaio. Paralelamente, foram preparados o
controle negativo e o branco. O controle negativo foi obtido pela adicao de 0,2 mL de etanol e
2,5 mL de solugdo A e o branco pela adi¢ao de 2,5 mL da solu¢ao B e 0,2 mL da amostra na
maior concentracdo. Foram realizadas leituras em espectrofotdmetro UV/Vis (Shimadzu UV-
160 1 PC) a 470 nm no tempo inicial (t =0) e, apés 60 minutos de incubagdo, a 50 °C na
auséncia de luz.

A porcentagem de atividade antioxidante (% AA) foi calculada pela Equacao 3.

(4o —Ar)

%AA =100 X |1 ————
(Ao — Aoe)

1

Equacgdo 3
Em que Ao e Ao representam as absorbancias da amostra e do controle no inicio da
incubacdo e Ace Ao representam as absorbancias da amostra e do controle apés 60 minutos de
incubacao.

Utilizou-se o antioxidante sintético BHT como padrdo para comparacoes.

3.8 Determinacio da Atividade Antioxidante: Radical Hidroxila

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de captura do radical hidroxila (OH")
foi realizada seguindo metodologia descrita por Boulanouar et al. (2013) com modificagdes.

Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 uL. de amostra diluida em 4gua destilada
nas concentragdes de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 ug mL"; 100 pL da mistura de FeSOs4
0,005 mol L"/EDTA 0,0064 mol L''; 100 pL de desoxirribose 0,001 mol L' 700 uL de solugdo
tampdo fosfato 0,01 mol L' (pH 7,4) e 100 uL de H202 0,05mol L'!. Em seguida, os tubos
foram incubados a 37 °C por 120 minutos. Decorrido esse periodo, foram adicionados 500 uL
de TCA 0,2 mol L™! (4cido tricloroacético) e 500 uL de TBA 0,07 mol L™! (4cido tiobarbitirico),
seguidos de nova incubacdo a 95 °C por 10 min. Apds o resfriamento dos tubos, realizaram-se

as leituras em espectrofotometro UV/Vis (Shimadzu UV-1601PC) a 532 nm.
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A atividade antioxidante (AA%) foi calculada utilizando a Equagdo 4.

AA% = (Acontrole — Aamostra/ Acontrole) X 100
Equacao 4
Em que Acontole TEpresenta a absorbancia do controle negativo (sem amostra) € Aamostra,
a absorbancia das amostras. O manitol foi utilizado como padrdo para fins de comparagdo dos

resultados. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

3.9 Atividade Antioxidante: Poder Redutor

A determinacdo do poder redutor das amostras foi realizada segundo metodologia
descrita por Kanatt, Chander e Sharma (2007), com modifica¢des. Foram adicionados aos tubos
de ensaio 50 uL de amostra nas seguintes concentragdes 25, 50, 100, 150, 200, 250 e
500 ug mL'; 500 uL de solu¢do tampdo fosfato 0,01 mol L' (pH 7,4) e 500 uL de
hexacianoferrato III de potdssio 0,03 mol L™!. Em seguida, a mistura foi agitada em vortex
(Phoenix/AP-56) e incubada a 50 °C por 20 min. Ap6s a incubagao, adicionaram-se 500 uL de
TCA 0,612 mol L ! (4cido tricloroacético), 1500 uL de dgua destilada e 300 uL de FeCl; 0,006
mol L', Em seguida, as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro UV/Vis (Shimadzu
UV-1601PC) a 700 nm.

Para a determinagdo do poder redutor, foram construidas curvas de absorbancia versus
concentracdo da amostra, tendo o 4cido ascorbico como controle das andlises, que foram

realizadas em triplicata. O poder redutor das amostras foi inferido pela inclinacio das retas.

3.10 Atividade Antioxidante: Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica foi utilizada para estudar o comportamento eletroquimico dos
Oleos essenciais e padroes sintéticos na superficie de um eletrodo de carbono vitreo. A avaliacdo
da atividade antioxidante por meio dessa técnica foi adaptada de Tonello et al., 2016.

As medidas voltamétricas foram realizadas em potenciostato/galvanostato Ivium
Technologies (Vertex) interfaceado pelo software IviumSoft versdao 1.1+. Utilizou-se uma
célula eletroquimica com trés eletrodos, sendo carbono vitreo como eletrodo de trabalho, fio de
platina como eletrodo auxiliar e eletrodo de Ag/AgCl saturado em KCIl como eletrodo de

referéncia. O eletrodo de trabalho foi polido antes e apds cada medicdo em alumina e lavado
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com dgua destilada em abundancia. Utilizou-se como eletrélito de suporte uma solugdo tampao
fosfato 0,01 mol L' (pH 7,4), que também foi utilizada para obtencdo do branco das andlises.

Apoés otimizagdes, obtiveram-se voltamogramas com um ciclo, a uma velocidade de
varredura de 50 mV s! em uma janela de potencial de + 0,000 V a + 0,900 V. Na célula
contendo 15 mL de eletrélito de suporte, foram adicionados 500 pPL de amostra (solugdes
estoques de dleos essenciais e padrdes sintéticos).

Antes de cada andlise, as solugdes na célula eletroquimica foram completamente
desgaseificadas pelo borbulhamento com nitrogénio. As amostras foram diluidas em 4gua

destilada e todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.

3.11 Atividade Antioxidante: Determinacio do efeito quelante sobre ions Fe*?

A capacidade quelante dos 6leos essenciais e dos padrdes sobre fons Fe*? foi realizada
segundo metodologia adaptada de Gongalves et al. (2009) e Vega-Herndndez et al. (2017).

Foram obtidos voltamogramas ciclicos a 50 mV s! em uma janela de potencial de
-0,200 V a +1,200 V. A célula eletroquimica foi composta por trés eletrodos Ag/AgCl (saturado
em KCI) como referéncia e fio de platina como auxiliar e carbono vitreo como eletrodo de
trabalho. Utilizou-se como eletrélito de suporte sulfato de sédio (NaSO4) 0,05 mol L™ ! anidro
e sulfato de ferro II (FeSO4.5 H20) 0,00150 mol L' como fonte de fons Fe*?.

Partindo-se de 10 mL de eletrdlito de suporte € 5 mL de FeSO4.5 H>0O, adicionaram-se
quantidades crescentes de solucdo estoque 15000 pg mL™! de amostra (6leo essencial ou padrio
sintético) de forma que o efeito quelante fosse avaliado nas seguintes concentragdes de 2,5, 5,
10, 20, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 pg mL!. Utilizou-se o 4cido ascérbico como antioxidante
padrio para comparacoes.

A determinacao do efeito quelante foi realizada mediante o calculo da altura do pico de
oxidacdo do Fe™ com o aumento na concentracio das amostras (6leos essenciais e padroes
sintéticos), na célula eletroquimica. A altura de pico anédico de (Fe*?) foi calculada pela
diferenca entre a maior e a menor corrente de oxidacdo em PA. A altura foi determinada a partir
do estabelecimento de um potencial médio para todas as amostras analisadas.

Construiu-se também uma curva analitica da concentracdo versus corrente de Fe™ pela
adicdo sucessiva de uma solucio estoque 0,01 mol L' de FeSO4 a uma célula contendo 10 mL
de NaSO4 0,05 mol L' e 5 mL de 4gua destilada. As condi¢des de andlise foram as mesmas

descritas anteriormente; todos os testes foram realizados em triplicata. Por meio da curva
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concentracdo versus corrente de Fe*? e da equagdo da reta, foi possivel confirmar o efeito

quelante das amostras analisadas frente aos fons ferro (II).

3.12 Calculos Teoricos: Entalpia de dissociacao

As geometrias das moléculas foram obtidas buscando a minimizacdo de energia
utilizando o método DFT/0wB97X-D (CHAI; HEAD-GORDON, 2008) com funcdes de base de
Pople 6-31+G (d, p) (FRISCH; POPLE; BINKLEY, 1984). Tal método foi escolhido por se
apresentar como uma alternativa aos métodos tradicionais ab initio e semiempiricos no estudo
de propriedades do estado fundamental de sistemas moleculares contendo muitos elétrons, pois
se baseia na densidade eletronica e, consequentemente, na distribui¢io de carga em uma
molécula, de forma a descrever as propriedades das moléculas de forma mais realistica, com
maior rigor € menor custo computacional. Foram empregados calculos de frequéncia para
obtencdo dos valores de entalpia padrdo e correcdes de energia no ponto zero (1.00 atm e
298.15 K), e para garantir que os minimos de energia ndo representam pontos de sela (minimos
que na realidade sdao mdaximos). A entalpia de solvatacdo foi obtida a partir do ciclo
termodinamico (ANDRADE et al., 2017); para isso, as estruturas foram otimizadas em dgua
implicita (a fim de desconsiderar interagdes entre soluto-solvente, tornando o cdlculo mais
simples e possivel) utilizando o modelo PCM (Polarized Continuum Model) (TOMASI;
MENNUCCI; CAMMI, 2005), que define a regido ocupada pelo soluto como um conjunto de
esferas que circundam os dtomos da molécula. Os cdlculos foram realizados utilizando do

programa Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009).

3.13 Analise Estatistica

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

As médias da atividade antioxidante para os 6leos essenciais e seus respectivos padroes
foram comparadas pelo teste Scott Knott com 5% de significincia em um esquema fatorial
(9 x 7), sendo nove amostras de 6leos essenciais e padrdes analisadas (cravo-da-india, eugenol,
orégano, carvacrol, horteld, carvona, candeia, 0-bisabol e um controle BHT ou manitol) e sete

concentracoes (25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 ug mL™), com trés repeticoes. Para a andlise
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do poder redutor, realizou-se um esquema fatorial (9 x 1), sendo nove amostras de 6leos
essenciais e padrdes (cravo-da-india, eugenol, orégano, carvacrol, horteld, carvona, candeia, O-
bisabol e um controle dcido ascérbico) e uma inclinagdo obtida das curvas concentracao versus

absorbancia, com trés repetigoes.
4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Rendimento dos Oleos Essenciais
A partir dos resultados de umidade, foi possivel calcular o teor de dgua presente nas
plantas e o rendimento em base livre de umidade (% p/p BLU) do 6leo essencial das espécies

estudadas (TABELA 1).

Tabela 1 — Rendimento em Base Livre de Umidade dos 6leos essenciais

Oleo Essencial Teor de Umidade (%) Rendimento (% p/p BLU)
Cravo-da-india 10,48 2,43

Hortela 11,00 0,54

Orégano 72,94 1,31

Candeia 7,64 0,87

Fonte: Do autor (2018)

Apesar de as espécies cravo-da-india e hortela terem sido obtidas na forma de planta
seca, verificou-se, apds o teste de umidade, que as plantas possuiam teor de dgua de 10,48 e
11%, respectivamente. E possivel perceber que o processo de secagem em vegetais nio esgota
a quantidade de dgua presente na planta, visto que tais processos visam apenas a reducao de
agua nos tecidos vegetais, de forma que a secagem de plantas aromdticas se da até que o teor
de umidade seja constante e ndo nulo (GASPARIN; CHRIST; COELHO, 2017). Embora o teor
de umidade de plantas submetidas a secagem nao seja nulo, valores de unidade acima de 10%
podem favorecer o desenvolvimento de fungos e bactérias, além de contribuir para a atividade
hidrolitica de diversas enzimas, as quais podem comprometer a qualidade dos principios ativos
presentes na planta (ROSADO et al., 2011). Dessa forma, verifica-se uma inadequag¢ido no

processo pelo qual as plantas estudadas no presente trabalho foram submetidas.
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As espécies horteld e cravo-da-india sdo plantas aromdticas e medicinais conhecidas e
utilizadas pela sociedade e industrias dos mais diversos setores, de modo que sdo encontradas
majoritariamente em sua forma seca, devido a facilidade de manuseio e comercializa¢do. Além
disso, o processo de secagem da planta diminui consideravelmente o processo de deterioracao
do material vegetal, uma vez que retarda e interrompe muitas reacdes enzimaticas que
continuam mesmo apos a colheita (LUZ; EHLERT; INNECCO, 2009; ROSADO et al., 2011).
Sabe-se que o processamento do material vegetal influencia de maneira significativa no que
tange a quantidade e a qualidade dos principios ativos presentes nas plantas, de forma que o
teor e a constitui¢do quimica dos 6leos essenciais podem ser afetados pelo processo de secagem,
uma vez que sdo constituintes volateis e de facil degradabilidade na presenca de luz e calor
(GUIMARAES et al., 2008). A eliminagio da 4gua em plantas medicinais, quando realizada de
forma correta, pode contribuir para o aumento percentual de principios ativos em relacdo ao
peso de planta. Entretanto, se o processo ndo for adequado, pode favorecer o crescimento
microbiano, reacoes de hidrdlise e oxida¢cdo degradando os constituintes quimicos presentes na
planta (LUZ; EHLERT; INNECCO, 2009; ROSADO et al., 2011).

O cravo-da-india apresentou o maior rendimento de extragdo em relacdo as demais
espécies estudadas. Vérios autores que estudaram o 6leo essencial dessa espécie encontraram
rendimentos expressivos. Silvestri et al. (2010), estudando a atividade antioxidante e
antibacteriana do 6leo essencial de cravo-da-india, encontraram um rendimento de 1,87%.
Araujo et al. (2016), avaliando a atividade larvicida do 6leo essencial de cravo contra Aedes
aegypti L., verificaram um rendimento de extracao de 19%. O alto rendimento de extrag¢do para
essa espécie, atrelado a suas atividades bioldgicas, tem sido um dos fatores que instigam o
estudo desse 6leo em vdrios ramos da pesquisa, pois a grande quantidade de 6leo obtida apds
os processos de extracdo faz com que a aplicagdo industrial seja possivel.

Apesar de apresentar baixo rendimento, o 6leo de hortela € largamente empregado na
industria alimenticia, farmacé€utica e cosmética, o que corrobora com os dados obtidos, pois o
Oleo essencial de hortela foi o que apresentou menor rendimento entre as espécies estudadas.
Fato esse, relatado por diversos autores, como Shahsavarpour et al. (2017), que avaliaram o
rendimento do 6leo essencial de Mentha spicata L. extraido por CO2 supercritico em diferentes
pressoes e temperaturas, como uma forma de propor um método mais simples e de maior
rendimento para a obtencdo do 6leo essencial de hoteld; apesar da variacdo na forma e nas
condic¢des de extracdo, os autores relataram um rendimento 6timo de 0,4894%, dados que se

assemelham ao encontrado no presente estudo. Barros et al. (2015) também relataram baixos
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rendimentos de extracdo para espécies de Mentha (0,02-0,54%). De acordo com os autores, 0
rendimento médio dessa espécie situa-se em torno de 0,05 a 1,6% e varia de acordo com o
genotipo, o estagio de desenvolvimento da planta e as condi¢des ambientais.

O ¢leo essencial das folhas de orégano e do cerne da candeia foi extraido a partir de
planta fresca, o que explica o alto teor de umidade obtido para as folhas de orégano. Embora
material seco apresente maior estabilidade quimica, devido a interrup¢do de processos
metabodlicos que ocorrem mesmo apds a coleta da planta, a utilizacdo de material fresco torna-
se indispensavel para a produgdo e detec¢do de alguns componentes especificos (PIMENTEL
et al.,, 2008). Independentemente do alto teor de umidade, o 6leo essencial de orégano
apresentou o segundo maior rendimento (1,31%); esse valor corrobora com aquele encontrado
por Romero et al. (2015), que estudando o seu efeito contra fungos patogénicos, encontraram
1,5% de rendimento. Apesar de possuir um bom rendimento de extracao, autores como Marcial
et al. (2016) encontraram baixo rendimento (0,86%), o que difere do encontrado no presente
trabalho.

O rendimento de extracao do 6leo essencial de candeia de origens distintas foi estudado
por Galdino et al. (2006), que observaram um rendimento de aproximadamente 0,30 %, de
forma que os valores obtidos no presente trabalho (0,87%) sdo ligeiramente maiores do que os
relatados pelos autores. Santos et al. (2017) obtiveram maiores quantidades de leos essenciais
pela extracdo com COz supercritico, sendo que o rendimento médio obtido pelos autores varia
de 1,54 a 2,35%.

Independentemente da planta estudada, a qualidade e a quantidade de 6leo essencial
podem ser influenciadas por diversos fatores, entre eles as condi¢des edafoclimaticas, horario
de coleta, bem como preparo do material vegetal para extracdo como os processos de secagem

(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

4.2 Identificacio e Quantificacio Quimica dos Constituintes Presentes nos Oleos

Essenciais de cravo-da-india, orégano, hortela e candeia

O cromatograma obtido para o dleo essencial de cravo-da-india (FIGURA 19) evidencia
a presenca de pelo menos trés constituintes quimicos, sendo o primeiro pico o de maior
porcentagem de drea. Os constituintes presentes no 6leo estdo apresentados na Tabela 2.

Foram quantificados (CG/DIC) trés constituintes quimicos; entretanto, apenas dois

deles puderam ser identificados (CG/EM), de forma que € possivel perceber que o dleo
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essencial de cravo-da-india é composto majoritariamente por eugenol (96,33%). A estrutura

quimica dos constituintes encontra-se na Figura 20.

Figura 19 - Cromatograma do 6leo essencial de cravo-da-india
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Fonte: Do Autor (2018)

Tabela 2 - Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de cravo-da-india

tretenciio (S) % Area IRcalculado IRtabelado Composto
22,660 96,33 1356° 1356 Eugenol
25,313 1,79 1419 - -
26,788 1,87 1455 1044 (E) B-Ocimeno
Total 99,99 %

IR ca — Indice calculado; IRt., — Indice de retencdo da literatura; * Confirmados pelo indice de
Kovats; - Quantificado, mas nio identificado.
Fonte: Do autor (2018)

Estudos de Costa et al. (2011) descrevem o cravo-da-india como uma das fontes naturais
para obtenc¢do de eugenol, sendo que esse composto estd presente em pelo menos 90 % do 6leo
essencial dessa espécie, informacdes que corroboram com o presente trabalho. O eugenol
pertence a classe dos fenilpropanoides, oriundo da rota do 4cido chiquimico, a partir de
fenilalanina/tirosina, sendo considerado um composto fendlico devido a hidroxila ligada ao anel
aromético. Esse composto € responsavel pelo sabor, odor e valor econdmico do cravo-da-india
e de seu 6leo essencial, tornando-o conhecido e largamente utilizado tanto na culindria como
na medicina devido a suas muitas propriedades bioldgicas. Além do eugenol, a caracterizacdo
quimica revelou a presenga do monoterpeno (E) B-Ocimeno (1,87%) como um dos constituintes
minoritarios presentes no 6leo essencial. Esses dados corroboram com aqueles encontrados por
SCHERER et al. (2009), que relatam a presenca de 1,52% de (E) -Ocimeno no 6leo essencial

de cravo-da-india.
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Figura 20 - Estrutura dos constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial de cravo-da-

india
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Fonte: Do autor (2018)

A caracterizagdo quimica do 6leo essencial ndo revelou a presenca de constituintes,
como cariofileno, acetato de eugenila e a-humuleno, como a maioria dos estudos fitoquimicos
tem demostrado (CORTES-ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2014). Silvestre et al. (2010)
encontraram como constituintes majoritarios eugenol (90,3%), além de B-cariofileno (4,83%) e
acetato de eugenila (1,87%). Costa et al., (2011) observaram a presenca de eugenol (83,6%),
acetato de eugenila (11,6%) e cariofileno (4,2%) como majoritarios para o 6leo essencial de
cravo. Araujo et al. (2016), estudando a atividade larvicida do 6leo essencial de cravo-da-india
encontraram eugenol (65,99%), B-cariofileno (28,32%), a-humulemo (2,34%), acetato de
eugenila (3,33%). O processo de secagem da planta possivelmente colaborou para a auséncia
dos constituintes relatados na literatura, uma vez que deve ter contribuido para transformagdes
enzimaticas, devido aos resquicios de dgua ou para a volatilizacdo/degradacdo de alguns dos
compostos.

Pelos dados relatados e pelo cromatograma obtido, é possivel inferir que o constituinte
quantificado, com 1,79% de area, mas ndo identificado, pode ser o acetato de eugenila, uma
vez que ele foi encontrado na maioria dos trabalhos citados.

A Figura 21 e a Tabela 3 representam o cromatograma e a caracterizagao quimica para

o 6leo essencial de orégano.

Figura 21 - Cromatograma do 6leo essencial de orégano
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O cromatograma obtido para orégano apresenta picos bem definidos, o que sugere a
presenca de, no minimo, dezoito constituintes quimicos, dos quais quatro deles estao em maior
concentracdo no 6leo essencial. Verificou-se que o 6leo essencial de orégano € constituido
principalmente de monoterpenos, com exce¢do do Yy-cadineno e biciclogermacreno, que

representam a classe dos sesquiterpenos e do acetato de linalila.

Tabela 3 - Caracteriza¢do quimica do 6leo essencial de orégano

tretenciio(S) % Area IRcalculado  IRtabelado Composto
6,874 2,17 973* 969 Sabineno
7,042 0,39 979%* 974 -Pineno
8,286 2,78 1018* 1014 o-Terpineno
8,559 4,07 1026* 1020 p-Cimeno
8,713 1,61 1030* 1024 Limoneno
8,908 2,34 1035* 1044 (E) B-Ocimeno
9,740 10,58 1058* 1054 y-Terpineno
10,240 2,12 1072* 1065 hidrato cis-Sabineno
10,843 0,82 1088* 1089 Terpinoleno
11,429 20,56 1104* 1098 hidrato frans-Sabineno
12,448 0,85 1128%* 1214 Formiato de linalil
14,713 22,94 1182% 1174 Terpinen-4-ol
15,411 3,11 1199* 1186 o-Terpineol
17,615 2,44 1250%* 1254 Acetato de linalila
19,725 15,64 1299* 1298 Carvacrol
27,336 2,22 1481 1513 y-Cadineno
27,926 3,01 1495°%* 1500 Biciclogermacreno
Total 97,65 %

IR . — Indice calculado; IRt. — Indice de retengdo da literatura; * Confirmados pelo indice de
Kovats. Fonte: Do autor (2018)

O dleo essencial de orégano possui como constituintes majoritarios 0s monoterpenos
oxigenados terpinen-4-ol (22,94%), hidrato de trans sabineno (20,56%), carvacrol (15,63%) e
o monoterpeno Y-terpineno (10,58%). As estruturas dos constituintes majoritarios estdao

apresentadas na Figura 22.
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Figura 22 - Estruturas dos constituintes majoritarios do 6leo essencial de orégano
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Fonte: Do autor (2018)

Terpinen-4-ol e hidrato de frans sabineno sdo alcoois tercidrios terpénicos € o Y-
terpineno pertence a classe dos hidrocarbonetos terpénicos, que t€ém suas vias de sintese a partir
das vias do mevalomato e DXPS. Apesar de ser um composto fendlico, o carvacrol possui a
mesma via de sintese dos terpenos, sendo classificado como um terpenoide com caracteristicas
fendlicas. Os compostos terpinen-4-ol (22,94%) e y-terpineno sdo encontrados em O6leos
essenciais de espécie vegetais da familia Myrtaceae, mais especificamente no género
Melaleuca. Entretanto, tais compostos podem ser encontrados como constituintes majoritarios
de o6leos essenciais das espécies do género Origanum pertencentes a familia Lamiaceae
(ALIGIANNIS et al., 2001; BALDISSERA et al., 2016;). Aligiannis et al. (2001), estudando
a composicdo quimica de duas espécies do género Origanum, encontraram carvacrol, terpinen-
4-ol, linalol, sabineno, a-terpineno, € y-terpineno como constituintes majoritarios no 6leo
essencial das duas espécies. Em seus estudos sobre atividade larvicida do 6leo essencial de
orégano Govindarajan et al. (2016) encontraram como constituintes majoritarios carvacrol
(38,30%) e terpinen-4-ol (28,70%). Luz et al. (2016), avaliando a influéncia da fertilizacao
organica do solo sobre a composi¢do quimica do 6leo essencial de orégano, encontraram como
majoritarios carvacrol (47,67 a 66,88%), y-terpineno (11,75 a 17,49 %), o-cimeno (6,51 a
12,57%) e mirceno (2,05 a 2,85%). Os dados encontrados no presente trabalho corroboram com
os encontrados pelos autores citados no que diz respeito a constitui¢cdo quimica, mas a % de
seus majoritarios difere da literatura, tendo o carvacrol com apenas 15,64%, ao passo que na
maioria dos trabalhos tal composto representa grande parte da constitui¢do quimica dos 6leos
essenciais de orégano. No entanto, essas variagdes sdo comuns aos 6leos essenciais extraidos
de Origanum vulgare, por ser uma espécie extremamente varidvel em morfologia da planta,
tricomas, quimiotipo e composicoes de 6leo essencial. Mais de sessenta mono e sesquiterpenos
diferentes ja foram relatados em seus 6leos essenciais; por esse motivo, os constituintes timol

e carvacrol, bem como seus precursores Y-terpineno e p-cimeno, sdo considerados como
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marcadores para o género, pois sdo os responsdveis pelo aroma caracteristico e propriedades
bioldgicas dos dleos essenciais de orégano (MORSHEDLOO et al., 2017)

O cromatograma para o 6leo essencial de hortela (FIGURA 23) evidencia pelo menos
oito constituintes quimicos, dos quais quatro deles podem ser considerados como majoritarios.
Os constituintes identificados e quantificados no 6leo essencial de horteld estdo apresentados

na Tabela 4.

Figura 23- Cromatograma do 6leo essencial de hortela
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Fonte: Do autor (2018)

Todos os constituintes quimicos encontrados no 6leo essencial de horteld pertencem a
classe dos monoterpenos oxigenados, com exce¢do do acetato de dihidrocarvil, que possui 12
atomos de carbono. Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de horteld sdo carvona
(71,80%), dihidrocarveol (8,59%), trans- carveol (5,16%) e eucaliptol (4,27%). Na Figura 24,

encontram-se as estruturas quimicas dos constituintes majoritarios.

Tabela 4 - Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de hortela

tretenciio(S) % Area IRcalculado IR¢tabelado Composto
9,204 4,27 1032° 1026 Eucaliptol
16,053 8,59 1203" 1192 Dihidrocarveol
17,533 5,16 1237 1215 trans- Carveol
17,681 3,85 1240° 1233 Pulegona
17,942 71,80 1246° 1239 Carvona
18,349 2,12 1256 1234 Heptilideno acetona
21,351 1,92 1325 1306 Acetato de dihidrocarvil
22,850 2,27 1361 1226 cis-carveol
Total 99,98 %

IR . — Indice calculado; IRt — Indice de retengdo da literatura; * Confirmados pelo indice de
Kovats. Fonte: Do autor (2018)



69

Mentha spicata é o nome cientifico para o horteld, espécie de mentha que possui como
constituinte majoritdrio a carvona, sendo que a presenc¢a desse constituinte como majoritrio no

6leo essencial de hortela caracteriza a espécie estudada.

Figura 24- Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios do 6leo essencial de hortela
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Fonte: Do autor (2018)

A carvona é uma cetona terpénica e pertence a classe dos monoterpenos
oxigenados. Tais compostos sdo derivados da Via DXPS, uma vez que essa favorece
principalmente a formacdo de monoterpenos e diterpenos, ocorrendo nos plastidios das plantas
(DUDAREVA et al., 2005). Por possuir um carbono quiral, a carvona existe na forma de
enantidmeros, sendo a forma mais encontrada no 6leo essencial de hortela a R-(-)-carvona, que
€ responsavel pelo sabor e odor da espécie (SOUZA et al., 2013). Chrysargyris et al. (2017),
pesquisando o essencial de Mentha spicata, encontraram como constituintes majoritarios
carvona (74,27%), limoneno (11,39%), eucaliptol (5,99%) e germacreno D (3,13%). Shahbazi
(2015), por sua vez, encontrou carvona (78,76%), limoneno (11,50%), dihidrocarveol (1,43%),
além de compostos minoritdrios como constituintes quimicos para o Oleo de hortela.
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%)
em valores inferiores aos encontrados para o 6leo essencial tanto no presente estudo, quanto
nas demais literaturas.

Os resultados obtidos pelos autores mencionados corroboram em parte com o0s
obtidos no presente trabalho, uma vez que possuem constituintes quimicos comuns como
carvona, eucaliptol e dihidrocarveol. Entretanto, € possivel perceber que, em grande parte da
literatura, o constituinte limoneno aparece juntamente com a carvona, sendo o segundo em
abundancia no 6leo essencial. De acordo com Chrysargyris et al. (2017), os constituintes
quimicos mais encontrados no 6leo essencial de horteld sdo carvona, limoneno e eucaliptol. A

auséncia do constituinte limoneno no presente trabalho pode ser atribuida a um processo natural
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de biotransformacao, mediante ataque de bactérias do género Pseudomonas, uma vez que essas
bactérias tém sido utilizadas para a sintese de carvona a partir de limoneno (MOLINA;
PIMENTEL; PASTORE, 2013).

O cromatograma obtido para o 6leo essencial de candeia (FIGURA 25) evidencia a
presenca de pelo menos quatro constituintes quimicos. Na Tabela 5, estdo apresentados os

constituintes quimicos encontrados no 6leo essencial da espécie estudada.

Figura 25- Cromatograma para o 6leo essencial de candeia
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Fonte: Do autor (2018)

O ¢6leo essencial de candeia € constituido por sesquiterpenos oxigenados € possui como
majoritarios o a-bisabolol (78,11%) e o 6xido de a-bisabolol B (FIGURA 26). A porcentagem
de a- bisabolol no 6leo estudado corrobora com a encontrada por Galdino et al. (2006), que,
estudando a composicao e o rendimento do 6leo essencial de candeia de diferentes localidades,

encontraram de 63,1 a 72,9 % de a-bisabolol no 6leo essencial de candeia.

Tabela 5- Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de candeia

tretenciio(S) % Area IRcalculado IR¢tabelado Composto
31,984 2,57 1602 1582 Oxido de Cariofileno
32,550 1,72 1618 1577 Espatulenol
34,054 17,60 1658* 1657 Oxido de a-bisabolol B
35,258 78,11 1690%* 1685 a-bisabolol
Total 100%

IR . — Indice calculado; IRt — Indice de retengdo da literatura; * Confirmados pelo indice de
Kovats. Fonte: Do autor (2018)
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Figura 26- Estrutura dos constituintes majoritarios do 6leo de candeia
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Fonte: Do autor (2018)

O cerne da candeia € conhecido por ser uma fonte natural para obten¢ao de a-bisabolol,
alcool tercidrio de origem terpénica que devido a suas propriedades bioldgicas, tem sido
utilizado em diversos produtos farmacéuticos e cosméticos (MORI et al., 2009). Os
constituintes, 6xido de cariofileno e espatulenol, encontrados no presente trabalho, foram
relatados como constituintes do 6leo de folhas de candeia, conforme identificado por Silvério
et al. (2013), que estudaram a composi¢cdo quimica do 6leo essencial de folhas e caule de E.
erythropappus. De acordo com Mori et al. (2009), a porcentagem de O-bisabolol apresentou
uma correlacdo negativa com a idade, indicando que quanto mais antiga a drvore, menor o teor
de a-bisabolol no 6leo essencial.

Os constituintes quimicos encontrados no presente trabalho, que diferem da literatura,
sdo justificados pelo fato de a constituicio quimica dos dleos essenciais ser influenciada por
varios fatores, como condi¢des de coleta, o horério, estacdo do ano e condi¢des climaticas, além

da idade e estdgio do ciclo vegetativo da planta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

4. 3 Atividade Antioxidantes dos Oleos Essenciais e seus Constituintes Majoritarios:
Avaliacao Colorimétrica

4.3.1 Atividade Antioxidante: Estabilizacao de Radicais Livres: DPPH

Os valores de porcentagem de atividade antioxidante (% A A) dos 6leos essenciais e
seus componentes majoritarios em relacdo as suas concentragdes, avaliados pelo método de
estabilizacao de radicais DPPH, estdo apresentados na Tabela 6. A andlise de variancia para o
teste em questdo foi significativa com p < 0,05 para a interacdo amostra (6leos essenciais e
padrdes sintéticos) versus concentragdo, com coeficiente de variacio de 3,83 % (FIGURA 1A,

APENDICE A).
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Tabela 6- Porcentagem de atividade antioxidante dos Oleos essenciais e seus constituintes
majoritarios: estabilizacio de radicais DPPH

% A A
Concentragao
pg mL! 25 50 100 150 200 250 500
BHT 17,16bG  31,80cF 4548bE  58,09cD  65,82bC 71,106B 85,01bA

Cravo 30,20aG ~ 47,40bF 69,082  76,86bD  82,91aC  85,03aB 89,21aA
Eugenol 29,80aG  49,39aF 69,13aE  79,26aD  82,36aC  85,16aB 88,99aA
Orégano 1,03dD 1,95¢D 2,994cC 3,64eC 4,62dC  5,50dB  8,79dA

Carvacrol 6,12cF 8,40dE 11,43¢cD  13,95dC  14,62cC  17,37cB  23,72cA
Hortela 1,71dB 0,02fC 0,68eC 0,22fC 0,60eC  6,72dA  2,49¢B
Carvona 1,06dA 1,65eA 1,03eA 0,80fA 0,39eA  0,28tA  0,77tA
Candeia 0,14dB 0,87B 0,24eB 1,31fB 0,68¢B  3,32eA  2,60eA

a- bisabolol  0,06dB 0,241B 3,27dA 0,06(B 0,25¢B  0,41B  0,86fB
As médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas e maidsculas nas colunas, ndo diferem
entre si pelo Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Do autor (2018)

Estatisticamente, o 6leo essencial de cravo-da-india e o padrdo eugenol apresentaram
maior porcentagem de atividade antioxidante na concentracdo de 500 g mL!, sendo de 89,21
e 88,99%, respectivamente, seguidos pelo controle BHT 85,01%, representando os mais
eficazes dentre os compostos avaliados na estabilizacdo dos radicais DPPH. O carvacrol e o
6leo essencial de orégano apresentaram de moderada a baixa atividade 23,72% e 8,79%,
respectivamente, € os 6leos essenciais de horteld e candeia, juntamente com seus majoritarios
carvona e O-bisabolol, ndo apresentaram atividade antioxidante. Pode-se observar que os
compostos com capacidade de estabilizacdo de radicais apresentam resposta dose dependente,
enquanto os que nao possuem essa capacidade respondem de maneira desordenada, de forma
que esses valores nao podem ser considerados para estimativa da atividade antioxidante.

A caracterizagdo quimica do 6leo essencial de cravo-da-india explica o fato de a
atividade antioxidante do Oleo ser estatisticamente igual a de seu constituinte majoritario
eugenol, uma vez que esse contribui com 96,33% de sua constitui¢do quimica. Da mesma
forma, o 6leo essencial de orégano apresentou menor atividade que seu constituinte carvacrol,
pois ele compde apenas 15,64% de sua constitui¢do. O fato de a atividade do 6leo essencial de
orégano ser 37% menor do que a do carvacrol indica que a atividade do 6leo € dependente desse
constituinte, sendo que os demais podem estar interferindo positiva ou negativamente.

Os dleos essenciais de cravo-da-india e orégano sdao conhecidos por apresentarem altos
valores de atividade antioxidante, relatados por varios autores, como Sebaaly et al. (2015),

Silvestre et al. (2010), Sarikurkcu et al. (2015), Mechergui et al. (2016), entre outros. Para os
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autores, essa atividade € sempre atribuida aos seus constituintes majoritarios de caracteristica
fendlica, qualidade necesséria para estabilizacdo de radiais livres mediante a doacdo de prétons
ou elétrons. Na auséncia de constituintes dessa natureza, os Oleos essenciais apresentam
atividade antioxidante baixa ou inexistente (CHRYSARGYRIS et al., 2017; SANTOS et al.,
2016; SCHERER et al., 2013)

De acordo com Teixeira et al. (2012), a reatividade de constituintes de 6leos essenciais
em reacdes de estabiliza¢do de radicais por doacdo de elétrons ou prétons segue a seguinte
ordem: fenilpropanoides, terpenoides com caracteristicas fendlicas, dlcoois e terpenos (mono-
e sesquiterpenos hidrocarbonetos).

O mecanismo pelo qual a estabilizacdo do radical DPPH ocorre ainda ndo esta
totalmente elucidado, pois cada composto pode interagir com o radical de forma distinta. De
acordo Bortolomeazzi et al. (2010) e Eklund et al. (2005), a estabilizacdo de radicais DPPH
pode envolver doagdo de elétrons ou prétons (FIGURA 27), formagdo de complexos e formagao

de espécie diméricas.

Figura 27- Reacdo de estabilizacdo de radicais DPPH por doacdo de d&tomos de hidrogénio
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Fonte: Do autor (2018)

A maior atividade antioxidante para o 6leo essencial de cravo-da-india e seu majoritario
eugenol pode ser justificada pela sua estrutura quimica. O radical formado a partir de
fenilpropenoides é amplamente estabilizado pela presenga do anel aromatico e da insaturacao
na ramificac¢do propenil, possibilitando maior espalhamento de elétrons, além da formacdo de
derivados quinolinicos. Bortolomeazzi et al. (2010) estudaram o mecanismo de reacdo do
eugenol frente a radicais DPPH, empregando técnicas cromatograficas (CG/EM). De acordo
com os autores, pelo menos trés derivados dimeros de eugenol foram formados. O

dehidrodieugenol (8), oriundo de um acoplamento C5-C5 do intermedidrio 3 (FIGURA 28),
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representando a maior % de area e outros 2 dimeros que aparecem em pequenas proporcoes

(0,2%), formados da condensacdo C5 (3) a C7 e C9 (4), respectivamente.

Figura 28- Mecanismo de reacdo de estabilizacdo de DPPH por eugenol
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4.3.2 Atividade Antioxidante. Peroxidacao lipidica: Sistema p-caroteno/ acido linoleico

A determinacdo da atividade antioxidante pelo teste colorimétrico B-caroteno/ acido
linoleico avalia a habilidade de protecdo lipidica dos compostos estudados. A porcentagem de
atividade antioxidante (% A A) dos dleos essenciais, de seus majoritarios e do controle BHT
em relacdo as concentragdes analisadas estdo apresentadas na Tabela 7. Os fatores
concentracdo, amostra e a interacao desses com a % A A apresentaram um efeito significativo,

com p < 0,05 e coeficiente de variagdo de 13.29 % (FIGURA 2A, APENDICE A).

Tabela 7- Porcentagem de atividade antioxidante dos Oleos essenciais e seus constituintes
majoritarios: sistema [-caroteno/ dcido linoleico

% A A
Concentragdo
Ug mL! 25 50 100 150 200 250 500
BHT 68,20aDb  70,91aDb  77,14aC  80,20aB 82,36aB 83,22aB 91,56aA

Cravo 45,71bD  48,69oD  63,86bC  72,11bB 77,88aA 78,63bA 80,83bA
Eugenol 36,45¢cF  52,81bE  65,88bD  73,35bC 84,05aB 86,37aB  93,81bA
Orégano 17,74dD  20,94dD  41,41cC  45,32dC 56,05¢cB 56,53¢cB 65,11cA

Carvacrol  23,36dF 34,73cE  45,22¢cD  63,29¢cC 68,74bB 72,21bB 81,93bA
Hortela 0,00eA 0,00eA 0,00dA 0,27eA  0,03dA  0,12dA  0,15dA
Carvona 0,00eA 0,00eA 0,00dA 0,1Tea 0,07dA  0,00dA  0,05dA
Candeia 0,43eA 0,23eA 0,31dA 0,71eA  0,65dA  0,38dA  0,59dA

a- bisabolol  0,47eA 0,47eA 0,64dA 0,52¢eA  0,32dA  0,24dA  0,42dA
As médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas e maidsculas nas colunas, ndo diferem
entre si pelo Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Do autor (2018)

O BHT e o eugenol exibiram maior potencial de protecdo lipidica 91,56 e 93,81%
respectivamente, seguidos pelo cravo-da-india (80,83%) e carvacrol (81,93%), que foram
estatisticamente iguais, na concentragio de 500 pg mL™!, e pelo 6leo essencial de orégano
(65,11%). Os Oleos essenciais de horteld e candeia, bem como seus majoritdrios carvona e
- bisabolol, ndo apresentaram atividade antioxidante pelo teste [-caroteno/ dcido linoleico.
Pode-se observar que a atividade antioxidante do 6leo de cravo e do eugenol foram
estatisticamente iguais, exceto nas concentracdes de 25 g mL™! em que a % A A do 6leo foi
maior do que a do padriio e, nas concentracdes de 250 e 500 pg mL!, em que se verificou o
efeito inverso. As porcentagens de atividade antioxidante do carvacrol foram estatisticamente
maiores que a do éleo essencial de orégano, exceto na concentracio de 100 pg mL™! em que

foram iguais. As amostras que apresentaram capacidade de protecdo lipidica exibiram um efeito
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dose-dependente e as que ndo apresentaram atividade variaram irregularmente com o aumento
da concentragdo.

Comparando os resultados obtidos no presente teste com o de estabilizacao de radicais
DPPH, ¢ possivel perceber que as amostras mantiveram suas atividades, sendo que nas duas
avaliagdes o BHT, eugenol e o 6leo de cravo foram os que tiveram melhores resultados, ao
passo que os 6leos de hortela e candeia bem como seus majoritdrios continuaram sem exibir
nenhum efeito antioxidante. Observa-se que o carvacrol e o 6leo essencial de orégano
apresentaram-se mais eficazes na protecdo de substratos lipidicos do que na estabilizaciao de
radicais DPPH, resultados esses que corroboram com os encontrados por Andrade et al. (2013),
Miranda et al. (2016) e Teixeira et al. (2014), que atribuiram esse efeito a maior especificidade
do sistema [3-caroteno/acido linoleico para avaliacdo de antioxidantes lipidicos.

Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura, pois segundo Ebrahimabadi
et al. (2010), os compostos fendlicos sao aqueles que mostram melhor atividade antioxidante
por essa metodologia, devido a facil abstragdo de um dtomo de hidrogénio do grupo hidroxila
ligado ao anel, por radicais peroxidos. De acordo com Miranda et al. (2016), mono e
sesquiterpenos, como os encontrados nos 6leos essenciais de horteld e candeia, ndo sdo eficazes
na protecdo de substratos lipidicos por ndo possuirem dtomos de hidrogénio na posi¢ao alilica
e/ou posi¢des benzilicas, informacdes essas que corroboram com o presente estudo.

Apesar de os compostos fendlicos possuirem uma potente acdo antioxidante sobre o
sistema [3-caroteno/acido linoleico, ainda ndao ha um esclarecimento com relagdo ao seu
mecanismo in vivo. O eugenol, por exemplo, possui capacidade inibitéria da peroxidag¢ao
lipidica na fase de iniciacdo e de propagagdo. A capacidade de sequestro de O» ativo impede a
formacdo de radicais lipidicos, inibindo a iniciacdo da peroxidacdo, ao passo que sua
metabolizacio a um dimero (dieugenol) inibe a peroxidacdo propriamente dita pela
estabilizacao dos radicais formados (AFFONSO et al., 2012).

O mecanismo ilustrado na Figura 29 apresenta uma proposta para reagdes de
peroxidacao lipidica, em que € possivel observar a reacdo de iniciac@o pela perda de elétrons
na forma de (H) por ac¢do de luz, calor e/ou oxigénio molecular, bem como o processo de
propagacdo de cadeia. A alta reatividade dos radicais gerados na iniciacdo faz com que haja
rapida deterioragdo de substratos lipidicos, como o [3-caroteno. Entretanto, 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 ttil do substrato.
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Figura 29- Mecanismo de protecdo de peroxidacdo e protecdo lipidica
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Fonte: Do autor (2018)

4.3.3 Atividade Antioxidante: Estabilizacao de radicais Hidroxila

Os resultados para o teste de captura de radicais hidroxila, expressos em % A A, estdo
apresentados na Tabela 8. Observou-se um efeito significativo (p < 0,05) dos fatores; amostra

(6leos essenciais, padroes sintéticos e manitol), concentragdo e da interagdo desses fatores com



78

a % de atividade antioxidante, com fator de correcdo de 17,35 % (TABELA 3A, APENDICE

A).

Tabela 8- Porcentagem de atividade antioxidante dos Oleos essenciais e seus constituintes

majoritdrios: estabilizacdo de radicais hidroxila

% A A
Concentragdo
ug mL! 25 50 100 150 200 250 500
Manitol 3,78aE  7,08bD 11,36bC 18,50aB 18,57aB 18,89bB 25,21dA
Cravo 1,09bF  8,30bE 12,73aD 13,34bD 19,53aC 37,92aB 49,89aA

Eugenol 4,29aE  10,44aD 14,26aC 16,50aB 17,70aB 18,88bB 41,93bA
Orégano 1,73bC  2,43¢cc  3,01cC  4,48dCc 7,77aB  15,08cA 16,06eA
Carvacrol 3,48aC 8,73bB  9,60bB 10,03¢cB 10,72bB 10,75dB 29,77cA
Hortela 0,55bA  0,41cA 0,16dA 0,17eA 0,25dA  0,19eA  0,11fA
Carvona 0,00bA 0,00cA 0,00dA 0,00eA 0,00dA 0,24eA  0,06fA
Candeia 0,09pA  0,15cA 0,13dA  0,28¢A  0,33dA  0,30eA  0,00fA
a-bisabolol  0,08bA 0,25cA  0,56dA  0,00eA 0,17dA  0,40eA  0,68fA

As médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas linhas e maidsculas nas colunas, ndo
diferem entre si pelo Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Do autor (2018)

Estatisticamente, o 6leo essencial de cravo-da-india exibiu maior potencial de
captura de radicais hidroxila, com 49,89 %, seguido pelos padrdes eugenol (41,93%) e
carvacrol (29,77%) pelo controle, manitol (25,21%) e pelo 6leo essencial de orégano
(16,06%). Assim como nos demais testes colorimétricos, os 6leos essenciais de hortela
e candeia e seus majoritarios ndo apresentaram atividade antioxidante. Foi possivel
perceber um efeito dose dependente para as amostras que apresentaram atividade. De
forma geral, os resultados obtidos para o presente ensaio foram menores do que os
obtidos nos ensaios de estabilizacdo de radicais DPPH e protecdo do sistema [3-
caroteno/acido linoleico. A baixa eficiéncia de estabilizacdo dos radicais hidroxila por
parte das amostras testadas pode ser devido a incompatibilidade das moléculas com o
meio reacional, uma vez que o ensaio € realizado em meio aquoso, o que dificulta a acao
dos 6leos essenciais e seus constituintes, devido ao carater lipofilico dos mesmos. Além
disso, altas concentragdes de radicais hidroxila no meio reacional podem estar entre os
fatores que contribuem para esse fendmeno, uma vez que nio € possivel estimar a
concentracdo de radicais formados na mistura, nem conhecer a natureza exata deles, de
forma que se torna dificil obter uma propor¢cdo adequada de antioxidante/ radical no
sistema. Assim como no presente trabalho, Silva et al. (2015) encontraram baixos

valores de atividade antioxidante para o manitol, sugerindo a necessidade de
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substituicdo desse por outro com maior eficiéncia, como, por exemplo, o 4cido
ascorbico. De acordo com os estudos de Mir, Bhat e Ahangar (2014), a capacidade de
eliminacdo de radicais hidroxila segue a seguinte ordem de atividade quercetina >
curcumina > morina > rutina > daflon > diosmina > dcido ascérbico> tioureia > DMSO
> manitol > dcido benzoico. A ordem de reatividade proposta pelos autores sugere que
os flavonoides sdo os compostos com maior potencial de estabilizacdo de radicais
hidroxila. Da mesma forma que ocorre com flavonoides, a habilidade de estabilizar
radicais hidroxila, em compostos fendlicos como eugenol e carvacrol, pode ser
explicada pela presenca do grupo OH ligado ao anel aromatico (LU et al., 2010; MIR;
BHAT; AHANGAR, 2014). Assim, de acordo com Lii et al. (2010), a atividade de
eliminacdo de OH para compostos com caracteristicas fendlicas pode ser conseguida
por meio da eliminacdo direta ou prevencdo da formagdo dos radicais através da
quelacdo de fons metilicos (Fe™? ou Cu*?) ou conversio de H>O> em outros compostos

menos reativos. Uma proposta para esse tipo de mecanismo pode ser vista na Figura 30.

Figura 30- Estabilizacdo de radicais hidroxila: Doacdo de dtomos de hidrogénio e/ou efeito
quelante
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Fonte: Do autor (2018)

A baixa atividade antioxidante apresentada pelo 6leo essencial de orégano e a auséncia

de atividade para os 6leos de candeia e horteld e seus constituintes majoritarios pode ser
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justificada pelo fato de o a-bisabolol e alguns constituintes dos 6leos essenciais de orégano
e hortela, como o terpine-4-ol e o dihidrocarveol, serem dlcoois terpénicos e com tal, reagem
rapidamente com OH', formando radicais alcéxidos altamente instavel que contribuem para
a degradacdo do substrato desoxirribose, exibindo um efeito pré-oxidante (MIR; BHAT;

AHANGAR, 2014).

4.3.4 Atividade Antioxidante: Reducio de ions Fe*?: Poder Redutor

Uma das formas de se avaliar a atividade antioxidante de determinados compostos € por
meio de reagdes que promovam a redugio de fons metdlicos Fe** do complexo ferricianeto de
potdssio a Fe™. A atividade antioxidante pode ser avaliada pelo aumento na absorbancia no
comprimento de onda de 700 nm. A varia¢do da absorbancia com o aumento da concentracao
para as amostras avaliadas pode ser vista na Figura 31.

Figura 31- Efeito da concentracio das amostras na formacao do azul da prissia
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Fonte: Do autor (2018)

A capacidade de redugdo de ions ferro pode ser relacionada com as inclinacdes das
curvas obtidas a partir da Figura 31 (TABELA 9), de forma que, quanto maior a inclinacdo da
reta, maior o efeito redutor da molécula. A andlise de variancia para as médias das inclinacdes
apresentou um efeito significativo com p < 0,05% a andlise de variancia pode ser vista na Tabela

4 A, Apéndice A.
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Tabela 9- Relacdo entre as inclinagdes de reta e a atividade antioxidante das amostras

Amostras Inclinacao
Acido Ascérbico 1,9x107%a
Cravo-da-india 1,8x103a
Eugenol 1,8x103a
Orégano 2.7x10%¢
Carvacrol 8,0x10%b
Hortela 42x10°d
Carvona 1,6x10°d
Candeia 2,7x10°d
a-bisabolol 1,0x10°d

As médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas nao diferem entre si pelo Teste Scott-
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Do autor (2017).

A atividade do eugenol, do 6leo essencial de cravo e do &4cido ascérbico foram
estatisticamente iguais e superiores as das demais amostras. O d6leo essencial de orégano
apresentou capacidade de reducdo de fons ferro inferior, quando comparado com seu
constituinte majoritdrio, carvacrol. Semelhante aos demais testes colorimétricos, os 6leos
essenciais de horteld e candeia, juntamente com os padrdes carvona e O-bisabolol, ndo
apresentaram atividade antioxidante. Teixeira et al. (2013) encontraram altos valores de
atividade pelo método do poder redutor para os 6leos essenciais de cravo-da-india e orégano.
Os resultados encontrados pelos autores corroboram com os obtidos para o 6leo de cravo; tal
atividade foi atribuida a presenca de altos teores de eugenol no dleo estudado. A atividade
obtida pelos autores para o 6leo de orégano foi maior do que a encontrada no presente trabalho,
divergéncia que pode ser explicada pela diferenca na composi¢do quimica entre os 6leos.
Rezende et al. (2017), estudando a atividade antioxidante de 6leos essenciais de cinco espécies
de plantas medicinais, ndo encontraram atividade pelo método do poder redutor para o 6leo
essencial de Mentha piperita, dados que corroboram com o presente trabalho, uma vez que os

autores encontraram carvona como constituinte majoritario.
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A atividade antioxidante pelo método do poder redutor estd relacionada com a
capacidade das moléculas em doar elétrons aos ions ferro (FIGURA 32), sofrendo oxidagao.
Compostos fendlicos sdo facilmente oxidaveis, pois, uma vez que doam seus elétrons, sio
estabilizados por estruturas de ressonancia, que conferem ao radical formado certa
estabilidade, de forma que a atividade antioxidante desses compostos depende da estrutura

quimica e da concentracio dessas espécies (SALARBASHI et al., 2014).

Figura 32- Mecanismo de reducao de ions ferro
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Fonte: Do autor (2018)

4. 4 Atividade Antioxidantes dos Oleos Essenciais e seus Constituintes Majoritarios:
Avaliacao Eletroanalitica

4. 4. 1 Atividade Antioxidante: Voltametria Ciclica

Os voltamogramas obtidos para os 6leos essenciais e seus constituintes majoritarios
estdo apresentados na Figura 33.

Foi possivel perceber, pela corrente obtida da varredura de potencial sobre tampao
fosfato (a), que esse € inerte no potencial estudado, o que o caracteriza como um bom eletrdlito
de suporte, uma vez que nao apresentou pico caracteristico de processos redox. Ao comparar
os voltamogramas obtidos apds a adi¢do de dcido ascérbico, cravo e eugenol e orégano e
carvacrol (voltamogramas b, ¢ e d, respectivamente) com o perfil do eletrdlito de suporte
(voltamograma a), foi possivel perceber um aumento na corrente de pico anddica, resultante do
processo de oxidacao das espécies citadas na superficie do eletrodo. O 6leo essencial de hortela
e de candeia, bem como seus majoritdrios carvona e O-bisabolol, voltamogramas (e) e (f),

respectivamente, apresentaram-se inertes nas condig¢des estudadas. Os constituintes presentes
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nesses Oleos sdo, em sua maioria, dlcoois tercidrios ou cetonas, que nao sao passiveis de sofrer
processos oxidativos, exceto em condicdes drasticas e mediante a presenca de reagentes
especificos (SOLOMONS; FRYHLE, 2013). Essa caracteristica explica a inatividade dessas
amostras na superficie do eletrodo e nos ensaios colorimétricos, uma vez que essas amostras
ndo foram capazes de estabilizar radicais DPPH e hidroxila ou proteger substratos lipidicos,
como o B-caroteno e desoxirribose, nem contribuiram para a reducéo dos fons férricos.

Os voltamogramas para as espécies eletroativas sdo caracteristicos de processos
irreversiveis devido, principalmente, a auséncia de picos na regido de varredura de potencial
reversa. De acordo com Tonello et al. (2016), isso pode ser atribuido a rea¢des acopladas que
consomem os produtos de oxidac¢do formados durante a varredura anddica. A auséncia de picos
de reducdo pode ser uma evidéncia da estabilidade relativa dos intermedidrios e produtos
formados apds o processo de oxidacdo. Essa estabilidade é um pré-requisito de bons
antioxidantes, uma vez que o processo de estabilizacdo de radicais livres envolve a formacao
de espécies reduzidas como intermedidrios das reacdes. O fato de os intermedidrios ndo
reagirem de maneira rdpida faz com que sejam capazes de proteger biomoléculas e substratos

lipidicos.
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Figura 33- Voltamogramas ciclicos em eletrodo de carbono vitreo a velocidade de varredura
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O perfil oxidativo para o 6leo essencial de cravo-da-india foi semelhante a de seu
constituinte majoritirio eugenol. O mesmo ocorreu para o 6leo essencial de orégano e seu
majoritario carvacrol. Por esse resultado, € possivel inferir que eugenol e carvacrol sdo os
Unicos constituintes eletroativos nos o6leos estudados, e que os demais constituintes
apresentaram-se inertes nas condi¢Oes avaliadas.

Correntes anddicas obtidas de compostos fendlicos e seus derivados, como eugenol e
carvacrol, sdo geralmente atribuidas a oxidacao das hidroxilas fendlicas, com formacao de suas
correspondentes quinonas (OLIVEIRA et al., 2016). O mecanismo de oxidagdo para as espécies
eletroativas estd ilustrado na Figura 34.

De acordo com Clayden et al. (2000), o 4cido ascérbico que possui a estrutura quimica
de um diol pode ser oxidado com perda de dois elétrons para formagdo do &cido
L- deidroascérbico (I).

A oxidacao de compostos fendlicos em meio aquoso tem sido amplamente estudada e
seu mecanismo varia conforme as condi¢des reacionais (MALYSZKO; KARBARZ, 2006;
TONELLO et al., 2016; YILDIZ et al., 2017). De acordo com Tonello et al. (2016) a primeira
etapa da eletro-oxidagcdo de fendis ocorre pela perda de um elétron, com a formacdo de um
cation radicalar, que desprotona rapidamente a quinona. A eletro-reducao do eugenol (II) foi
proposta por Yildiz et al. (2017), que utilizando modelos computacionais, evidenciaram que
essa ocorre por pelo menos duas rotas (A e B), sendo que a rota (A) representa 0 mecanismo
energeticamente preferivel com uma diferenga de energia relativa de 0,2 eV.

De forma geral, a oxidacdo pode ser acompanhada por outros eventos além da
transferéncia de elétrons, como transferéncia de atomos ou ions. Mas o efeito resultante é
sempre a perda eletronica e a modificagdao do nimero de oxidagdo das espécies (SKOOG et al.,
2014). O mecanismo proposto para as moléculas estudadas indica a transferéncia de elétrons e
atomos de hidrogénio, resultando em uma transferéncia de carga que deveria ter levado a
formacdo de dois picos de oxidacdo. Entretanto, apenas um pico foi observado durante a
varredura de potencial, o mesmo fendmeno foi verificado Malyszko et al. (2006) que estudaram
a oxidagdo eletroquimica do trolox e a-tocoferol, compostos fendlicos utilizados como agentes
antioxidantes. De acordo com os autores, isso significa que o processo envolve duas

transferéncias eletronicas sucessivas no mesmo potencial.



86

Figura 34- Proposta de mecanismo de oxidagao do dcido ascorbico (I), eugenol (II) e carvacrol
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Outro parametro importante que deve ser avaliado em um voltamograma € o valor do
potencial (E) e da corrente (I) de pico anddico (TABELA 10), que, no presente trabalho, foram

obtidos com o auxilio do software que gerencia o potenciostato.

Tabela 10- Potenciais e corrente de oxidacdo para os Oleos essenciais e seus respectivos
constituintes majoritarios

Amostra Epa (V) Ipa (LA)
Acido Ascérbico 0,28 11,84
Cravo-da-india 0,42 7,96

Eugenol 0,42 5,79
Orégano 0,59 5,53
Carvacrol 0,56 5,54

Hortela - -
Carvona - -
Candeia - -

O-bisabolol - -
Epa- Potencial de pico anddico; Ipa- Corrente de pico anddico.

- Auséncia de picos de oxidacdo em meio neutro (Tampao Fosfato).
Fonte: Do autor (2018)

O potencial (Epa) e a intensidade (Ipa) de oxidacao sdo utilizados por diversos autores
para atribuir a forca e eficiéncia antioxidante. De acordo com a literatura, a maior capacidade
antioxidante estd relacionada com um menor potencial de oxidacdo e maior intensidade de
corrente. Segundo Galato et al. (2001), Keffous et al. (2016) e Reis et al. (2009), quanto menor
forem os valores de Epa para um determinado composto, maior a sera sua habilidade de doagao
de elétrons. Nesse sentido, pode-se observar que o 4cido ascérbico exibiu menor potencial de
oxidagao, seguido do eugenol e do 6leo de cravo, que apresentaram o mesmo potencial, € do
carvacrol e orégano, que pouco se diferiram. Esses resultados estdo de acordo com os
encontrados nos ensaios colorimétricos, em que na maior parte deles, o eugenol e o 6leo
essencial de cravo foram mais eficazes do que o carvacrol e o 6leo de orégano.

O baixo potencial de oxidacdo e sua habilidade de doacdo de elétrons pronunciada
justificam a alta atividade antioxidante exercida pelo dcido ascoérbico. Keffous et al. (2016)
encontraram um Epa de 0,36 V para o 4cido ascérbico, voltamograma obtido em carbono vitreo
a pH 3,2 e utilizando KCI como eletrélito de suporte. O valor encontrado pelos autores €

superior ao obtido no presente trabalho.
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Os potenciais de oxidag¢do obtidos para o eugenol e carvacrol corroboram com os
encontrados por Arteaga et al. (2012), que estudaram a atividade antioxidante de padrdes
sintéticos de 6leos essenciais utilizando técnicas eletroanaliticas e colorimétricas. Os autores
obtiveram picos de oxidacdo em 0,41 e 0,55 V para eugenol e carvacrol, respectivamente.
Tonello et al. (2016), estudando o comportamento eletroquimico em eletrodo de carbono vitreo,
usando tampao fosfato (pH 10) como eletrdlito de suporte, encontraram menores potenciais
para esses dois compostos, sendo 0,30 V para o eugenol e 0,42 V para carvacrol. Apesar de
terem obtidos menores valores de Epa, a ordem de oxidacdo foi semelhante a encontrada no
presente trabalho.

Variagdo de potencial para uma mesma amostra em diferentes trabalhos pode ser
explicado por modificagdes nas condi¢des experimentais, em que os voltamogramas foram

registrados, bem como a natureza das amostras utilizadas (ARTEAGA et al., 2012).

4.4.2 Atividade Antioxidante: Efeito Quelante sobre ions Fe*?

A capacidade quelante dos 6leos essenciais e dos padrdes sintéticos determinados por
voltametria ciclica estd representada na Figura 35, na qual se encontram os voltamogramas do
carvacrol e 6leo essencial de orégano, que foram escolhidos para representar o efeito encontrado
na maioria das amostras avaliadas. Os voltamogramas completos para todas as amostras podem
ser vistos nas Figuras 1 a 9 B, Apéndice B. Todos os voltamogramas foram obtidos em pH 5
(caracteristico do eletrélito de suporte), sendo que esse foi monitorado e ndo apresentou
variacdes no decorrer dos ensaios, mantendo-se constante. O sulfato de s6dio (NaSO4) foi
escolhido como eletrdlito de suporte, pois, de acordo com os estudos de Karami, Yaghoobi e
Ramazani (2010), esse sal contribui para o aumento da densidade de corrente de fons metélicos
em solucdo, além de ser inerte nas condi¢des estudada, o que foi confirmado mediante a

varredura de potencial.
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Figura 35- Voltamogramas ciclicos ilustrativos do efeito quelante de carvacrol e 6leo essencial
de orégano
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- Efeito quelante obtido para carvacrol (a) e 6leo essencial de orégano (b), nas
concentragdes de 5, 25, 150 e 500 pg mL', na superficie de eletrodo de carbono
vitreo com NaSO4 0,05 mol L' como eletrélito de suporte € FeSO4 5x10* mol L™
como fonte de fons ferro (II) a Velocidade de varredura de 50 mV s

Efeito quelante € o nome dado a habilidade de certas moléculas em proteger {ons
metélicos em solu¢do, formando complexos que impedem a oxidagdo desses ions em sistemas

bioldgicos, matrizes organicas, como produtos alimenticios, cosméticos e, no caso do presente
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estudo, na superficie de um eletrodo. Com base nisso, foi possivel perceber a partir dos
voltamogramas que, na presenga de dcido ascérbico, eugenol, carvacrol e dleos essenciais de
cravo-da-india e orégano, o pico de oxidacdo do ferro (II) diminuiu significativamente.
Observa-se que a corrente anddica de fons ferro na presenca de espécies eletroativas diminuiu
exponencialmente até a concentragio de 100 pg mL™!' de amostra (Sleos essenciais e padrdes);
a partir dessa concentracio, a diminui¢do na corrente se manteve constante até 500 pg mL!
(Figura 36 A).

O comportamento da corrente de oxidacdo de Fe*? com o aumento da concentragio dos
Oleos essenciais de hortela e candeia e de seus majoritarios carvona e O-bisabolol ndo exibiu

nenhum padrdo, tendo variado irregularmente durante os tratamentos (Figura 36 B).

Figura 36- Relacio entre a corrente de oxidagio de Fe*” e a concentracio das amostras.
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Fonte: do autor (2018)

Foi possivel verificar uma reduciio na corrente anddica de Fe*? de 99,6% para o 4cido
ascorbico e eugenol; 99,5 e 99,4% para o carvacrol e 6leo de cravo-da-india, respectivamente,
89% para o 6leo essencial de orégano e 84,2% para o 6leo de horteld, na concentragido de
500 pg mL!. As demais amostras nio reduziram a corrente de oxidagio do ferro (II) nem em
50%.

De maneira geral, o 4cido ascorbico, eugenol, carvacrol e o 6leo essencial de cravo-da-
india apresentaram o mesmo efeito quelante. O efeito quelante do 6leo essencial de orégano foi
inferior a de seu constituinte majoritario, o que pode ser justificado, como nos demais ensaios,

pela porcentagem de carvacrol no 6leo e pela presenca de outros constituintes que podem
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potencializar ou inibir o efeito antioxidante. Vale ressaltar que o efeito quelante de Oleos
essenciais e padroes sintéticos ainda ndo foram elucidados. Entretanto, estudos envolvendo
compostos fendlicos e cumarinas foram realizados por meio de outras técnicas. Segundo
Castelluccio et al. (1995), a formacdo de quelatos com metais de transi¢do como o ferro é
favorecida por substituintes na posi¢do orto de compostos fendlicos. Vega-Herndndez et al.
(2017) estudaram o efeito quelante do composto fendlico rapanona (2,5-dihydroxy-3-
tridecylcyclohexa-2,5-diene-1,4-dione) (FIGURA 37) e, através de ensaios eletroquimicos,
verificaram a formacao de complexos rapanona-Fe (II) / Fe (III), capazes de inibir as reag¢des
de Fenton-Haber-Weiss. De acordo com os autores, a complexagdo dos ions ferro (II) altera os
parametros cinéticos e termodinamicos do ferro dissolvido, tornando-o menos reativo e até
mesmo indisponivel para processos oxidativos. Fato que foi ser evidenciado pela diminuicdo

da corrente anddica de Fe*? no presente estudo.

Figura 37- Estrutura quimica da rapanona
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Fonte: Do autor (2018)

De acordo com Vega-Herndndez et al. (2017), o mecanismo que envolve o processo de
complexacgdo por compostos com estrutura quimica complexa, como a rapanona, ndo é simples
de ser obtido, uma vez que o processo quelante envolve pelo menos a presenca de um sistema
ciclico planar de seis membros com deslocalizacdo eletronica, além de grupos hidroxilas e
alquilas adjacentes. Estudos mais avancados precisam ser desenvolvidos nessa drea, a fim de
determinar a forma exata com que os fons Fe*? sdo quelados, bem como a estrutura do complexo
formado.

Os resultados encontrados no presente trabalho para o 6leo essencial de hortela estdo de
acordo com aqueles obtidos por Gongalves et al. (2009), que encontraram um efeito
coordenante mediano para Mentha spicata utilizando técnicas potenciométricas. Vale ressaltar
que o 6leo essencial de horteld em 500 pg mL™! apresentou pico de oxidacdo anédica, ausente
em concentragdes inferiores, € em mesma concentracdo utilizando tampao fosfato como

eletrélito de suporte. O fato de a carvona nao ter exibido a mesma resposta indica que outro
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constituinte quimico presente no 6leo essencial de hortela € eletroativo na superficie do eletrodo
nas condi¢Oes avaliadas. Isso ocorre porque a composicao do eletrélito de suporte pode alterar
a superficie do eletrodo utilizada e influenciar os potenciais de oxidacdo e reduc@o observados
(REIS et al., 2009).

Assim como a diminuicdo da absorbancia indica efeito quelante nos testes
colorimétricos, a diminui¢do da corrente de Fe*? indicou que os fons estdo de alguma forma
impedidos ou protegidos contra a oxida¢do na superficie do eletrodo, sugerindo, assim, um
efeito coordenante e quelante por parte das amostras estudadas (CANABADY-ROCHELLE et
al., 2015; ISLAM; YU; XU, 2016).

Um estudo do comportamento eletroquimico do FeSO4 na superficie do eletrodo foi
realizado, a fim de confirmar os resultados obtidos. Avaliou-se a corrente de pico anddica com

o aumento gradual da concentragio de fons Fe™> em solucdo (FIGURA 38).

Figura 38- Variacdo da corrente de ferro (II) com relagcao a concentragdo
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A corrente de oxidacdo do ferro aumentou linearmente com a concentragio, exibindo
um deslocamento de potencial para valores mais positivos de 0,5 a 0,75 V. Esse deslocamento
também foi observado nos voltamogramas obtidos durante os ensaios; porém, para valores de

potenciais mais negativos, pois a concentra¢ao de ferro diminuiu ao longo do experimento. O



93

voltamograma de ferro exibiu dois picos de redu¢do na regido de varredura de potencial reverso,
que indicam a reversibilidade do processo e a regeneracio dos fons Fe™2. Pode-se observar nos
voltamogramas obtidos durante os ensaios que 0s picos reversos diminuiram com o aumento
da concentracdo das amostras, inferindo que, em altas concentragdes de antioxidante, a
quantidade de fons Fe*? livre é baixa o suficiente para que seu processo redox nio seja detectado

por voltametria ciclica.

4.5 Avaliacao da Atividade Antioxidante: Calculos Teoéricos de Entalpia de Dissociaciao
das Moléculas

Os calculos tedricos de entalpia de dissociagdo da ligacdo O-H foram obtidos para os
antioxidantes BHT e 4cido ascérbico e para os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais,
com excecdo da carvona, por ndo possuir grupamento O-H. Os parametros tedricos foram
calculados apds a otimizacdo das estruturas, para as moléculas protonadas e desprotonadas
(FIGURA 39). Os valores de entalpia padrao em fase gasosa e dgua implicita e a entalpia de

solvatacdo estdo apresentados na Tabela 11.
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Figura 39 - Estruturas tridimensionais otimizadas em nivel ®B97X-D/6-31+G(d,p), em fase
gasosa. Geometrias similares foram obtidas em dgua implicita
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Estruturas tridimensionais de acido ascérbico (1 a e b), eugenol (2 a e b), carvacrol
(3), BHT (4) e a-bisabolol (5). Fonte: Do autor (2018).

Tabela 11- Entalpia padrdao em fase gasosa e dgua implicita (AH®, kcal mol-1) e entalpia de
solvatacdo (8AH*S, kcal mol-1), calculadas para os equilibrios 1-5, em nivel ®B97X-D/6-

31+G(d,p).
Pardmetros 1a 1b 2a 2b 3 4 5
AH® GAs 80,3 73,8 83,8 44,6 83,0 76,4 102,1
AH® sicua 76,9 77,3 80,0 44.5 82,2 76,2 102,8
SAH's -3,3 3,5 -3,7 -0,1 -0,8 -0,2 0,7

la e 1b - dcido ascérbico, 2a e 2b - eugenol, 3 - carvacrol, 4 - BHT e 5 - a-bisabolol. Fonte: Do autor
(2018)

Em condicdes padrio, a dissociac¢do da ligacdo O-H para todas as moléculas analisadas
ndo € favoravel, pois AH > 0, que significa que a rea¢do ocorre mediante o fornecimento de
calor, ou sob condicdes especificas, como na presenca de espécies radicalares, fato evidenciado

ao longo de todo o trabalho. Analisando os valores da Tabela 11, nota-se que a estrutura do
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eugenol (2b) € a que apresentou entalpia de dissociacdo menos positiva (mais favoravel), tanto
em fase gasosa quanto em 4gua, seguido das estruturas 1a do dcido ascérbico e de BHT (4). O
acido ascorbico (1a) e o BHT (4) apresentaram entalpia padrdao em dgua implicita similar, em
condicdes padrdo, essas moléculas juntamente com a estrutura (2b) do eugenol sdo as mais
adequadas a gerar radical hidrogénio. Esses resultados corroboram com o fato de essas duas
moléculas serem amplamente utilizadas pela industria como agentes antioxidantes, pois em
meio propicio, sdo capazes de transferir &tomos de hidrogénio, a fim de estabilizar radicais
livres, de forma que sao facilmente oxidadas.

Dentre as moléculas estudadas, o a-bisabolol (5) apresentou entalpia de dissociacao
mais positiva, tanto em fase gasosa quanto em agua, podendo ser considerada como a molécula
menos favoravel a dissociacdo. Radicais formados a partir de dlcoois tercidrios sdo instaveis
devido a proximidade de grupos alquilas, doadores de elétron por efeito indutivo, que
aumentam a densidade eletronica sobre o dtomo de oxigénio, que, em resposta, retém com
maior for¢a o dtomo de hidrogénio (SOLOMONS; FRYHLE, 2013). Isso comprova e explica
a auséncia de atividade antioxidante dessa molécula e do 6leo essencial de candeia nos ensaios
colorimétricos e eletroquimicos. De acordo com GIACOMELLI et al. (2004), a transferéncia
de hidrogénio torna-se menos favoravel com o aumento da entalpia de dissociagcdo, moléculas
com essas caracteristicas ndo sao consideradas como bons agentes antioxidantes.

A energia de solvatagio, obtida a partir do ciclo termodinimico GAS - AGUA, indica
que as estruturas de eugenol (2a) e dcido ascorbico (1a) sdo as mais estabilizadas em solugdo
aquosa, uma vez que apresentam os valores mais negativos de SAH’s, -3.7 e -3.3 kcal mol’!,
respectivamente. O processo de solvatagdo conduz o sistema a estabilidade, sabe-se que quanto
maior o tamanho do fon, maior sera o numero de moléculas de solventes a rodea-lo, e maior
serd sua estabilidade em solug¢do. Por analogia, a estabilidade dos radicais formados apds a
perda de hidrogénio depende do espalhamento da carga ou elétron no radical. Pode-se observar
que o hibrido de ressonancia do radical formado a partir de eugenol (2a e 2b) possui maior
espalhamento de carga em relacdo aos demais radicais. De acordo com Castelluccio et al.
(1995), o substituinte metoxilado na posi¢do orto em relacdo a hidroxila garante maior
estabilizacao do radical formado. Além disso, o eugenol possui pelo menos dois sitios propicios
para a formacao de radicais, conforme demostrado por Yildiz et al. (2017), o que contribui para
que apresente maior atividade antioxidante devido a maior estabilidade do radical formado apés

a doacao de atomos de hidrogénio.



96

Substituintes alquilas no anel aromatico ndo contribuem para a deslocalizagdo e
espalhamento de carga no radical, de forma que as moléculas de BHT e carvacrol, apesar de
apresentarem energias de solvata¢do negativas, sdo menos estabilizadas em solu¢do aquosa do
que as estruturas de (1a) e (2). O radical formado da liberacdo de hidrogénio por parte do
0- bisabolol ndo pode ser estabilizado por deslocalizacdo eletronica, por possuir carga pontual,
fato que foi evidenciado e comprovado pela maior energia de solvatagdo para essa molécula.

A entalpia de dissociag¢do para o dcido ascorbico foi calculada para as duas hidroxilas
presentes no anel heterociclico. Pelos valores encontrados, observou-se que a estrutura com
maior estabilidade € aquela formada pela perda de hidrogénio no carbono 2 (1a), resultado que
nao condiz com aqueles encontrados por Clayden (2000). Segundo esse, a hidroxila no carbono
3 € mais 4cida do que a do carbono 2, pois contribui para um maior espalhamento de carga
(FIGURA 40). Entretanto, € possivel inferir pela observacdo das moléculas tridimensionais,
obtidas por otimizacdo, que a estrutura 1lb pode estabelecer ligagdes de hidrogénio
intramolecular entre o oxigénio em C3 e o hidrogénio da hidroxila de C6, levando a uma
diminui¢do do efeito de solvatacdo e a um aumento na energia de solvatacao.

Figura 40- Estruturas de ressonancia para o 4cido ascérbico desprotonado
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Fonte: Adaptado de Clayden (2000)

Pesquisas de Cheng et al. (2003) e Cheng et al. (2002) descrevem que a medida da
energia de dissociacdo da ligacdo O-H determina a facilidade da transferéncia do hidrogénio
para um radical, de forma que, quanto menor o valor, mais fraca € a ligacdo e mais estdvel é o
radical formado ap6s a abstracao do hidrogénio. Os resultados encontrados a partir dos célculos
tedricos corroboram com os evidenciados durante todo o trabalho, tendo o eugenol e o 6leo de
cravo-da-india potencial antioxidante equipardvel ao dos antioxidantes sintéticos dcido

ascorbico e BHT, seguidos pelo carvacrol e 6leo essencial de orégano.
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5 CONCLUSAO

Os constituintes majoritarios identificados nos 6leos essenciais foram eugenol para o
6leo de cravo-da-india; terpinen-4-ol, hidrato de trans-sabineno, carvacrol e y-terpineno para o
6leo de orégano; carvona, dihidrocarveol, trans-carveol e eucaliptol para o 6leo de hortela; a-
bisabolol e 6xido de a-bisabolol B para o 6leo essencial de candeia.

Os odleos essenciais de cravo-da-india e orégano, juntamente com seus constituintes
majoritarios eugenol e carvacrol, apresentaram atividade antioxidante frente aos ensaios
colorimétricos de estabilizacdo de radicais DPPH e hidroxila, protecdo do sistema [3-
caroteno/4cido linoleico e mostraram-se potentes agentes redutores no ensaio de poder redutor.

O 4cido ascorbico, dentre todas as amostras avaliadas, possui maior facilidade em
oxidar-se, demonstrando o menor potencial de pico de oxidacdo no estudo eletroquimico
seguido pelo 6leo de cravo-da-india e eugenol, por carvacrol e 6leo essencial de orégano. As
demais amostras foram inativas na superficie do eletrodo.

Das amostras avaliadas carvacrol, eugenol, 4cido ascérbico e os 6leos essenciais de
cravo-da-india, orégano e hortela foram as que apresentaram efeito quelante frente os ions ferro
I1).

O eugenol e o 4cido ascorbico possuem menores valores de entalpia de solvatacdo e,
consequentemente, maior tendéncia a perder &tomos de hidrogénio.

A capacidade antioxidante do 6leo essencial de cravo-da-india e eugenol foi semelhante
a atividade dos antioxidantes sintéticos BHT e acido ascérbico, em todos os ensaios realizados,
sendo considerados uma alternativa para as industrias farmacéuticas e alimenticias, na

substitui¢do ou associagdo com os sintéticos, mediante a estudos mais avangados.
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APENDICE A - Tabelas de analises de variancia dos ensaios colorimétricos

Tabela 1A - Andlise de variancia: Teste de estabilizacdo de radicais DPPH

FV GL SQ oM FC Pr > FC
Amostra 8 157367.125131  19670,890641 23780,896 0,000
Concentracao 6 11332.024704 1888,670784 2283,287 0,000
Amostra*Concentracao 48 16821.896639 350,456180 423,680 0,000
Erro 126 104.223667 0,827172
Total corrigido 188 185625.270141
CV (%) = 3,83
Média geral: 23.7470370 Numero de observagdes: 189

Obs. Codificagdes usadas para as FV do quadro de ANAVA

1: Amostra
2: Concentracio
3:Amostra*Concentracio

4: Fim

Fonte: Do autor (2018)

Tabela 2A - Anadlise de variancia: Teste de protecao lipidica sistema [ ]-caroteno/acido linoleico

FV GL SQ QM FC Pr>FC
Amostra 8 266879.039292 33359.879912 1529.283 0,000
Concentracao 6  17860.516921  2976.752820 136.460 0,000
Amostra*Concentracao 48 17667.869939 368.080624 16.874 0,000
Erro 189 4122.859447 21.814071
Total corrigido 251
CV (%) = 13,29
Média geral: 35.1399206 Niimero de observagdes: 252
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Obs. Codificagdes usadas para as FV do quadro de ANAVA

1: Amostra
2: Concentracio
3:Amostra*Concentracio

4: Fim

Fonte: Do autor (2018)

Tabela 3A - Andlise de variancia: Teste de captura de radicais hidroxila

FV GL SQ oM FC Pr>FC
Amostra 8 11618.288236 1452.286029 738.113 0,000
Concentracao 6 4748.938040  791.489673 402.268 0,000
Amostra*Concentracio 48 6097.977979 127.041208 64.568 0,000

Erro 126 247.913467 1.967567

Total corrigido 251

CV (%) = 17,35

Média geral: 8.0848677 Numero de observagdes: 189
Obs. Codificagdes usadas para as FV do quadro de ANAVA

1: Amostra

2: Concentracio
3:Amostra*Concentracio

4: Fim

Fonte: Do autor (2018)
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FV GL SQ oM FC Pr>FC
Amostra 8 0.000018 0.000002 245.610 0,000
Erro 18 1.6164E-0007 8.9801E-0009
Total corrigido 26 0.000018
CV (%) = 12.77
Média geral: 0.0007419 Numero de observagdes: 27

Fonte: Do autor (2018)

APENDICE B - Voltamogramas ciclicos: Avaliacio do efeito quelante dos Gleos essenciais e

padrdes sintéticos.

Figura 1 B- Voltamograma ciclico: Efeito quelante do 4cido ascorbico sobre fons ferro (II).
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Efeito quelante obtido para 4cido ascérbico nas concentragdes de 5, 25, 150 e 500 pg
mL"', na superficie de eletrodo de carbono vitreo com NaSOs 0,05 mol L' como
eletrélito de suporte € FeSO45x10* mol L' como fonte de fons ferro (II) a Velocidade

de varredura de 50 mV s’'. Fonte: Do Autor (2018)
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Figura 2 B - Voltamograma ciclico: Efeito quelante do 6leo essencial de cravo-da-india sobre
ions ferro (II).
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Efeito quelante obtido para dleo essencial de cravo-da-india nas concentragdes de 5,
25, 150 e 500 pg mL!, em eletrodo de carbono vitreo com NaSQO4 0,05 mol L' como
eletrélito de suporte € FeSO45x10* mol L ! como fonte de fons ferro (II) a Velocidade
de varredura de 50 mV s’'. Fonte: Do autor (2018)

Figura 3 B - Voltamograma ciclico: Efeito quelante do eugenol sobre fons ferro (II).
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Efeito quelante obtido para eugenol nas concentragdes de 5, 25, 150 e 500 pug mL,
em eletrodo de carbono vitreo com NaSO4 0,05 mol L' como eletrélito de suporte e
FeSO4 5x10*mol L ' como fonte de fons ferro (II) a Velocidade de varredura de
50 mV s’!. Fonte: Do Autor (2018).
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Figura 4 B - Voltamograma ciclico: Efeito quelante do 6leo essencial de orégano sobre
ions ferro (II).
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Efeito quelante obtido para 6leo essencial de orégano nas concentracdes de 5, 25, 150
e 500 pg mL!, em eletrodo de carbono vitreo com NaS0, 0,05 mol L™ como eletrélito
de suporte e FeSO, 5x10*mol L ! como fonte de fons ferro (II) a Velocidade de
varredura de 50 mV s’!. Fonte: Do Autor (2018).

Figura 5 B - Voltamograma ciclico: Efeito quelante do carvacrol sobre ions ferro (II).
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Efeito quelante obtido para carvacrol nas concentragdes de 5, 25, 150 e 500 pg mL",
em eletrodo de carbono vitreo com NaSO4 0,05 mol L' como eletrélito de suporte e
FeSO4 5x10*mol L ' como fonte de fons ferro (II) a Velocidade de varredura de
50 mV s'. Fonte: Do Autor (2018).



Figura 6 B - Voltamograma ciclico: Efeito quelante do 6leo essencial de horteld sobre

ions ferro (II).
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e 500 ug mL™!, em eletrodo de carbono vitreo com NaS0O, 0,05 mol L como eletrélito
de suporte e FeSO, 5x10*mol L ' como fonte de fons ferro (II) a Velocidade de
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varredura de 50 mV s’'. Fonte: Do Autor (2018).

Figura 7 B - Voltamograma ciclico: Efeito quelante do carvona sobre fons ferro (II).
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Efeito quelante obtido para carvona nas concentragdes de 5, 25, 150 e
500 pg mL!, em eletrodo de carbono vitreo com NaSO4 0,05 mol L! como
eletrélito de suporte e FeSO4 5x10* mol L *! como fonte de fons ferro (II) a
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Velocidade de varredura de 50 mV s!. Fonte: Do Autor (2018).
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Figura 8 B - Voltamograma ciclico: Efeito quelante do 6leo essencial de candeia sobre ions
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Efeito quelante obtido para 6leo essencial de candeia nas concentragdes de 5, 25, 150
e 500 pg mL™!, em eletrodo de carbono vitreo com NaSO4 0,05 mol L' como eletrélito
de suporte € FeSO4 5x10*mol L ! como fonte de fons ferro (II) a Velocidade de
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ENv (vs. Ag/AgCl)

varredura de 50 mV s'. Fonte: Do Autor (2018).

Figura 9 B - Voltamograma ciclico: Efeito quelante do a-bisabolol sobre ions ferro (II).
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de suporte e FeSOs 5x10*mol L ' como fonte de ions ferro (II) a Velocidade de
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