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RESUMO

O Brasil e, em especial, a Amazonia possuem graadedade de alimentos naturais
oriundos de plantas pouco conhecidas, com prodixetlade antioxidante, cujo conhecimento
técnico e cientifico pode contribuir para o desénitento sustentavel da regido. A espécie
Lippia grandis conhecida como “erva-do-marajé”, ocorre em cersa€ campos naturais da
Amazonia. E uma planta pouco estudada com dadesteetes de aplicagdo como condimento
e nutracéutico naturais. Neste estudo foi avalmad@mposicdo quimica de 6leo essencial de
Lippia grandis sua atividade antioxidante por diferentes métd@#3PH, TEAC e Sistemp-
caroteno/ acido linoléico), o teor de fendlicoai®t sua toxidade, além de analise sensorial. As
partes aéreas da planta foram coletadas na Sexf@atajas, Municipio de Parauapebas, Estado
do Para, em abril de 2007. O oleo essencial forodestilado em aparelho Clevenger e
analisado por cromatografia em fase gasosa conragid de chamas (CG-IC) e em
acoplamento com a espectrometria de massas (CG-EMjomposicdo do Oleo essencial
apresentou como constituintes principais timol (358«¢imeno (14,26%)y-terpineno (10,46%)

e o éter metilico do timol (4,84%). O 6leo, o etdnmetandlico e as fracdes obtidas por particao
com agua, acetato de etila e diclorometanica fazasaiados quanto a atividade antioxidante.
No método do radical DPPH a fragdo acetato de &, 9,0 [1g/mg) apresentou maior
atividade. No teste ABTS/TEAC a fragédo hidroalcoaél{TEAC 336,0 mg/mg amostra) e o 6leo
essencial (TEAC 131,1 mg/mg amostra) apresentaranmagor e menor atividade,
respectivamente. O sistemacaroteno/acido linoléico mostrou para o 6leo essérf42,5%)
valor elevado de sequestro do radical, possiveknpeta maior solubilidade da amostra. O
extrato metandlico e as fragbes com acetato de, elildroalcodlica e diclorometano
apresentaram significativo teor de fendlicos totdil,4, 505,0, 336,5 e 223,0 mg de &cido
gélico/g de extrato. O 6leo essencial {£,63 + 2,42 mg.mt) e o extrato metanélico
(CLso121,60 + 5,31 mg.mt) apresentaram citotoxidade alta e moderada fresittarvas de
Artemia salina Nos testes de toxidade aguda §F)Ln&o foi observada nenhuma alteragéao
comportamental ou morte dos animais que ingeriragxtoato aquoso deippia grandis A
analise sensorial de escala heddnica apresentolnuice de aceitacdo, com um porcentual de

78% paraLippia grandise 77% para o orégano, usado como padrao.

Palavras-chave: Lippia grandis, Oleo essencial, Ati  vidade antioxidante.



ABSTRACT

Brazil and in particular the Amazon have a greatetyw of natural foods from plants
poorly known, with probable antioxidant activityhase technical and scientific knowledge
can contribute to sustainable development of tigeore The speciekippia grandis known
as "erva-do-maraj6” occurs in natural savannadiatu$ of the Amazon. It is a little studied
plant with missing data for the application as raltflavoring and a nutraceutical product.
This study evaluated the chemical composition afersal oil of Lippia grandis, their
antioxidant activity by different methods (DPPH, A€ and systenp-carotene / linoleic
acid), the content of phenolic compounds, theiidibx and sensory analysis. The aerial
parts of the plant were collected in the Serra@amajas, city of Parauapebas, State of Par3,
in April 2007. The essential oil was hidrodistilleda Clevenger apparatus and analyzed by
gas chromatography with flame ionization (GC-FIdaroupled with mass spectrometry
(GC-MS). The composition of essential oil presergednajor constituents thymol (45%), p-
cymene (14.26%)-terpinene (10.46%) and the methyl ether of thy@d4%). The oil, the
methanolic extract and the fractions obtained bgtitgan with water, ethyl acetate and
dichloromethane were tested on the antioxidanviagtiin the method of the radical DPPH
the ethyl acetate fraction (B£9.0 pg/mg) showed greater activity. In  the test of
ABTS/TEAC the hydroalcoholic fraction (TEAC 336.Qyfimg sample) and the essential oll
(TEAC 131.1 mg/mg sample) had the highest and lowetvity, respectively. The system
[B-carotenol/linoleic acid showed to the essentia(4#.5%) the highest value for the radical
scavenging, possibly by the higher solubility o ttample. The methanol extract and the
ethyl acetate, hydroalcoholic and dichloromethanaetions showed significant content of
phenolic compounds (761.4, 505.0, 336.5 and 223¢ ah gallic acid/g of extract,
respectively). The essential oil (5£7.63 + 2.42 mg.mt) and methanol extract (G4.121.

6 + 5.31 mg.mL}) showed high and moderate cytotoxicity against ldreae ofArtemia
salina In the tests of acute toxicity (LD50) was not etved any behavioral changes or
death of animals that ingested the aqueous exdfdgppia grandis The sensory analysis of
hedonic scale showed good rate of acceptance,anprcentage of 78% fauippia grandis

and 77% for the oregano, used as standard.

Keywords: Lippia grandis, Essential oil, Antioxidan t activity.
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INTRODUCAO

Muitas ervas tém sido usadas em diversas aplisag@&uindo remédios, bebidas,
repelentes e cosmeéticos (DJERIDANEAal., 2006). Muitas espécies tém sido reconhecidas
por apresentar propriedades medicinais, como pempbo, estimulacdes digestivas, anti-
inflamatorias e potencial anticarcinogénico (AABNYATTUM; SKREDE, 2004, LUOet
al., 2004).

Extratos brutos de plantas e especiarias ricasemis sdo alvos de interesse da
industria alimenticia por reduzir a degradacéo atkid de lipidios, melhorando a qualidade
e o valor nutricional dos alimentos (CZAPECKA; MAREEK; LEJA, 2005).

O Brasil, e especialmente a regido Amazonica posswa grande variedade de
alimentos e plantas medicinais com atividade aid@e, cuja caracterizacdo poderia
apresentar potencial para o desenvolvimento sésteintla regido. No entanto, existem
muitas espécies de plantas que ainda ndo foramadasl quanto a sua capacidade
antioxidante, sendo apenas conhecidas pela megiomdar (SOUZAet al.,2008).

A espécieLippia grandis da familia Verbenaceae, € conhecida vulgarmeongoc
malva, salva ou salva-do-marajo. Ocorre em savamasnpos naturais da Amazénia. E uma
planta pouco estudada e ndo existem dados referentaplicacdo desta planta em
condimentos na industria alimenticia.

InUmeras espécies ainda demandam estudos, espati@/ram relacdo a composicao
fendlica e atividade antioxidante. A atividade axitlante é geralmente estudada em
comparacao a concentracao de fendlicos totaisdaosamétodos tradicionais (CZAPECKA;
MARECZEK; LEJA, 2005, IVANOVAet al.,2005).

Embora extensos estudos de capacidade antioxidknteompostos bioativos ja

tenham sido realizados, os dados de identificag&taaao insuficientes e incompletos, em



particular, dados quantitativos de polifendis (CEEKA; MARECZEK; LEJA, 2005;

IVANOVA et al.,2005).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a composicdo quimica do 6leo essencigidatie antioxidante, teor de compostos
fendlicos e toxidade do 6leo essencial e do extragtandlico, além da aplicacdo pioneira

desta planta em alimentos com o auxilio da angéssorial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter o 0leo essencial e o0 extrato metandlicbipigia grandis

- Identificar os constituintes volateis do 6leoesssal por cromatografia de fase gasosa (CG)
e cromatografia de fase gasosa acoplada a espettisde massas (CG-EM);

- Determinar a capacidade antioxidativa do Oleeresal e do extrato metandlico usando a
técnica do radical DPPH,;

- Determinar o grau de toxidade aguda do extratamdico da planta;

- Analisar a planta seca do ponto de vista sers(@$zala hedbnica) com vistas a sua

utilizagdo como condimento e aromatizante.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O GENERQLIPPIA

O géneroLippia, Verbenaceae, compreende cerca de 200 espécigardas com
ocorréncia nas Américas do Sul e Central e Africapital (MOLDENKE, 1980;
VERDCOURT, 1992; TERBLANCHE & KOENELIUS, 1996). Algnas caracteristicas
botanicas da familia Verbenaceae consistem em tagjusrvas e arvores, com ou sem
espinhos, com folhas opostas ou verticiladas, raméen alternadas, simples, raramente
compostas. Frutos indeiscentes (drupas, raro amg)éiu deiscentes (capsula de 2-4 alvas)
(BERG, 1993).

Muitas espécies deppia sao tradicionalmente usadas no tratamento gastimais e
respiratorios (MORTON, 1981) e apresentam atividadwlaricida (GASQUETet al.,
1993), antiviral (ABADet al., 1995) e citostatica (LOPEZ; ROJAS; JIMENEZ, 19783.
folhas da maioria das espéciesLdigpia sdo utilizadas como condimento na preparagédo de
alimentos (MORTON, 1981). Ainda com respeito a raia, € importante ressaltar o
isolamento do sesquiterpeno (+)-hernandulcina, mposto majoritario dd.ippia dulcis
Trevir, 1000 vezes mais doce que a sacarose, esta milizada em alimentos (KANEDA
et al.,1992).

O géneroLippia é bem conhecido pelo seu carater aromatico. MaiSQdtipos de
Oleos essenciais deppia ja foram relatados. Os principais compostos vidatientificados
previamente foranm-pineno,p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, linalol, canfora, ceinona,
carvona,a-tujona, tagetenona, piperitenona, perilaldeidoalngeranial, timol, carvacrol,
acetato de timilg3-cariofileno,3-cubebeno §- ey-elemeno(MENUTet al.,1995; ZOGHBI

et al.1998; MATOSet al.,1999; VERMINet al.,2001).



No caso da espéclappia integrifolia (Gris.) Hieron encontrou-se cetonas baseadas
em um unico esqueleto sesquiterpénico, como lipdif6)-em-5-ona (africanona) e
integrifolian-1,5-diona (integriflona) (VELASCO-NHBERUELA et al., 1993, CATALAN
et al.,1994).

Na espécid.ippia schomburgkianacoletada no estado do Maranh&o, encontrou-se
elevado teor de monoterpenos oxigenados, sendo8wirieol (84,0%) o composto
majoritario (SILVA et al., 2007). Outros exemplamssta planta coletados no estado do
Piaui apresentaram apenas 6,2% desse componedison@GANTOSet al., 2004). De fato,
algumas espécies como lappia glandulosaapresentam variabilidade na composicao
guimica do oleo essencial devido a fatores ambgemtacaracteristicas morfolégicas das
plantas, como hibridizacdo e polimorfismos (MAI& al., 2005). Quando vegetais
botanicamente idénticos se diferem quimicamenteesegodem ser separados em tipos
guimicos (quimiotipos) e recebem designacdes dedaamom os componentes majoritario
do 6leo (SIMOESet al.,2004).

No caso dd.ippia alba (Mill) N.E.Brown. diversos estudos, no Brasil, oatlam as
diferencas na constituicdo quimica do seu Oleonegde Por exemplo, no Para, foram
encontrados trés tipos quimicos: citral, carvoni,&cineol (ZOGHBIet al., 1998); no
Ceara, outros trés tipos quimicos foram designadaso micerno-citral, limoneno-citral e
limoneno-carvona (MATOSet al., 1996); na Bahia foi encontrado citral (SILV& al.,
2003). Outros tipos quimicos déppia albaforam relatados em Cuba e Argentina (PINO,
ORTEGA e ROSADO, 1996; VELASCO-NEREGUEL#A al.,1993).

Na regido Amazonica, existem estudos que abordaas efiferencas quimicas nos
Oleos essenciais das espécied ighpia. Dentre eles, as trés variedadesLgmia lupulina
encontradas no estado do Mato Grosso: uma amadgtada na Chapada dos Guimaraes

cujo 6leo essencial é rico em 4-terpinenol (41,386fr0 espécime coletado em Poxoréo



possui alto teor de 1,8-cineol (15,5%f)-eariofileno (12,3%) e a ultima amostra coletada em
Santo Antonio do Levenger cujos componentes prai€igo 6leo sdo os hidrocarbonetos
sesquiterpenicos germacreno D (14,886xariofileno(12,7%) e biciclogermacreno (15,4%)

(ZOGHBI et al.,2001).

Um outro exemplo interessante é a ocorréncia de tipos quimicos deippia
multiflora Mold na Africa: o primeiro tipo quimico é rico emsetonas aciclicas como
ipsdienona e ocimenona; e 0 segundo tipo possuiedt de monoterpenos aromaticos como
timol, carvacrol go-cimeno (AGANANIET et al.,2005).

Dentre outros metabdlicos secundarios encontranogspécies deippia, ha uma
variedade de derivados de acido cafeico, comolmagensideo ou acteosideo encontrados na
L. multiflora, L. dulciseL. tripylla (PASCUAL et al.,2001).

Alguns estudos descrevem ainda flavonoides, frédguoente flavonas, como
componentes principais dos extratos. Outros compeserelatados na literatura séo
indoides, saponinas, taninos, alcalbides, e naftogles, como lapachenol e isocatalponol

oriundos do extrato metandlico das partes aérehssidoideqPASCUAL et al.,2001).

3.2LIPPIA GRANDIS

A espécielippia grandisSchau (Figura 1, p.18) é um arbusto que pode gdcan
cerca de 2 m, folhas pecioladas, sem estipulassfieequenas, reunidas em inflorescéncias
vistosas, pentameras diclamideas, hermafroditaslacdvilabiada com I4bio anterior
trilobado e posterior reduzido, célice curto, mesmloso, fruto com dois mericarpos plano-
convexos (DI STASet al.,1989).

Conhecida como salva, malva, malva-do-marajé, ec@m savanas e campos

naturais da Amazonia. E uma planta pouco estudaddoeexistem dados referentes a



aplicacdo desta planta em condimentos na indUalirn@nticia. No entanto, a folha desta
planta é geralmente utilizada como cha enfermidattesigado e problemas menstruais

(VERDCOURT, 1992).

Figura 1. Espécid.ippia grandiscoletada na Serra de Carajas (PA).
FonteDAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

Maia e colaboradores (2003) identificaram que oDs essenciais deippia
grandis existem dois perfis quimicos distintos, designatiosl e 1,8-cineol. De maneira
geral, os principais componentes encontrados farrawi, 1,8-cineol e carvacrol (Figura 2)
além de E)- nerolidol, a-pineno, p-cimeno, éter metilico de timol e f-cariofileno

dependendo da parte da planta estudada, da épmzal de coleta (Figura 2, p. 19).



OH
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Figura 2. Alguns constituintes quimicos do 6leo essena@dlippia grandis
Schau: timol; carvacrol e 1,8-cineol.
Fonte: DAMASCENQO, Evelyn Trindade, 2008.

3.3 OLEO ESSENCIAL

Os 6leos essenciais sdo compostos complexos, igotateaturais caracterizados por
forte odor e produzidos por plantas aromaticas coratabdlitos secundarios (BURT, 2004;
BAKKALI et al.,, 2008). Sdo misturas contendo dezenas de substaomim diferentes
concentracdes e, em geral, caracterizadas pelangeesle alguns constituintes majoritarios,
com concentracbes entre 20 e 70% quando comparadaaitros em baixissimas
concentracdes (tracos) (BURT, 2004; BAKKAgti al.,2008). Por exemplo, carvacrol (30%)
e timol (27%) sdo os componentes majoritarios @o @éssencial d®riganum compactum
enquanto que o mentol (59%) e mentona (19%) s&oonstituintes principais do 6leo
essencial d&entha piperita BAKKALI et al.,2008).

Os Oleos essenciais raramente apresentam cor, igdgsdlGveis, solUveis em
solventes organicos e podem ser metabolizados @ws tus 6rgdos das plantas, como folhas,
flores, sementes, frutos, armazenados em célutastseas, cavidades e células da epiderme

(BAKKALI et al.,2008).



Na natureza, os Oleos essenciais apresentam uortanfe papel na protecdo das
plantas contra certas bactérias, fungos, virustassalém de herbivoros, ao reduzir o apetite
por essas plantas (BURT, 2004; BAKKAgf al.,2008).

Héa varios métodos para extracdo de 6leos essgnerdie estes se inclui a destilacéo
sob baixa e elevadas presséo, empregando vapaadBYRT, 2004).

As classes de compostos principais encontrado®leos essenciais sao terpendides
e ligndides, além de constituintes aromaticos fatamos (BAKKALI et al., 2008). A acéo
dos terpendides como antioxidantes nas plantada aifio esta totalmente esclarecida, mas
alguns deles ou seus precursores agem como unmaisle eliminacdo de moléculas
agressivas externas na fase gasosa, tal como adenmds isopreno que evita os danos do
ozbnio (LORETOet al, 2001). Os terpendides representam a base dasrosasadrogas
vegetais usadas no tratamento da dor, do frio,doiten e das doencas gastrointestinais

(KOHLER et al, 2000).

3.4 ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

3.4.1 A reatividade do oxigénio molecular

Segundo a Teoria do Orbital Molecular, a molécwaoaigénio diatbmico (=

oxigénio molecular ou tripleto), em seu estado &mental possui dois elétrons

desemparelhados no orbital antiligamtgFigura 3a, p.21).
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Figura 3. Estados de ©segundo a Teoria de Orbital Molecular. Adaptadéidiiwell
& Gutteridge (1990).
Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

Nota-se que os dois elétrons apresenggims paralelose este fato restringe a
reatividade da molécula, porque quando a mesma temiar outro atomo ou molécula, os
elétrons que serdo aceitos pelo oxigénio devem damiter spins paralelos para
permanecerem nos orbitais vazios (HALLIWELL, GUTBRIE, 1990).

No entanto, esta condicéo € dificil de ser enedatiporque a maioria das moléculas
sdo nao-radicais ligados covalentemente e os déisoms que formam uma ligacéo
covalente tém spins opostos, ocupando o mesmabrbdlecular. Assim, a reatividade do
oxigénio com biomoléculas é restringida pelo spiAl(LIWELL, GUTERIDGE, 1990).

Entretanto, € possivel eliminar a restricdo da dgi molécula de oxigénio, movendo
um dos elétrons desemparelhados, o qual sofremeesto de spin e assim, os dois elétrons
passam a se emparelhar (Figura 3b, p.21). Isteereznergia e forma oxigénio simpleto, o
gual ndo é designado de radical (por ndo possttioal desemparelhado), mas € uma forma
excitada do oxigénio molecular. H4 duas formas xigénmio simpleto: uma com dois
elétrons em orbitais diferentes (Figura 3d, p.219uéra, quando os elétrons ocupam o

mesmo orbital (Figura 3b, p.21). A primeira formadhsiderada muito instavel e antes de



reagir com outras moléculas ela se converte na@dg (Figura 3b), o que é mais estavel
(HALLIWELL, GUTERIDGE, 1990).

A excitacdo do @ ao estado simpleto pode ocorrer quando pigmertiesrnagem
fétons, entram em estado de excitacdo eletronicansferem energia para @ @sultando
nas formas excitadas. Como exemplo de sistemasepigios exposto a luz, cita-se os
componentes oculares no processo de visdo e ogpkstos (HALLIWELL,

GUTTERIDGE, 1990).

3.4.2 Oxidacéo lipidica

A oxidacgéao de lipidios € um fendmeno complexo indlupelo oxigénio na presenca
de iniciadores, tais como: calor, luz, pigmentdsgsensiveis e ions metalicos. Este processo

pode ocorrer por trés caminhos de reacdo (LAGUEREEONT, VILLLENEUVE, 2007):

a) Auto-oxidacé@o ndo-enzimética mediada por raslidaies;
b) Foto-oxidacdo ndo-enzimatica e ndo-radicalar;

c) Oxidacao enzimética

Os radicais livres s@o os agentes causadoresiadinies da peroxidagéo dos lipidios
(acidos graxos poliinsaturados), particularmenteiebs que compdem as membranas
celulares. A peroxidacao lipidica € um processo-aatalitico que transcorre em trés etapas
(COLOMER, 2003, LAGUERRE, LECONT, VILLLENEUVE, 200BCHREIBELTEet al.,
2007, DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005). A etapke iniciacdo se desenvolve
quando os radicais livres captam um atomo de héshiog(H) de um carbono metilénico de

um &cido graxo polinsaturado, formando duplas bgagoplanares alternadas, denominados



de dienos conjugados. Apos a perda desse atomidrdgénio, o atomo de carbono passa a
possuir um elétron desemparelhado gerando um fta@Rch que se estabiliza formando
outro dieno conjugado (COLOMER, 2003, LAGUERBaI.,2007).

Na etapa de propagacédo, o dieno conjugado reageoamtigénio dando origem ao
radical peroxido (LOQ, no qual em seguida capta outrd He outro acido graxo
polinsaturado, formando um lipoperéxido (LOOH) eowtro radical carbonila (Figura 4,
p.23). Na fase de terminacédo, os radicais formagagem entre si, formando um produto
estavel e inativo (L-L) (COLOMER, 2003, LAGUERREECONT, VILLLENEUVE,

2007).

< LH+OH* ————— L-+H:O0
INICIACAO

L +0: ——F— > LOO°

PROPAGACAO |H+LOO0 ———> | +LOOK

TERMINACAO LOOH + LOOH ————3 L, + H,0,

Figura 4. Mecanismo de inicio, propagacao e terminacaapd@éroxidacdo (LH: acido
graxo insaturado; Le: radical lipidico; LOOe: radicperoxila e LOOH: hidroperéxido
lipidico).

FonteDAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

Existe um crescente interesse em encontrar ditegiegpara o problema de oxidagao
dos lipidios em alimentos devido a deterioracdovgmada nos mesmos. A oxidacao é
influenciada pela temperatura, luz, ar, propriedageimicas e fisicas dos substratos e a
presenca de catalisadores ou inibidores (MAISUTHIBA; SUTTAJIT;

PONGSAWATMANIT, 2007).

3.4.3 O Paradoxo do Oxigénio



A utilizacdo do oxigénio nos processos metabdlipossibilitou a evolucdo e a
diferenciacdo dos seres simples unicelulares até@eries atuais mais complexas, nas quais
se insere a espécie humana. Contudo, se, por wndadatilizacdo do oxigénio, através da
utilizacdo de substratos energéticos € favoraedisténcia de vida complexa na Terra, por
outro, tem-se revelado nefasta para os seres quglizam, danificando as estruturas
celulares e subcelulares dos organismos aer6biBPEAL, SOARES & DUARTE, 1992;
ASCENSAO et al., 2005; MOTA, FIGUEIREDO & DUARTE, 2004; VOLLAARD,
SHEARMAN & COOPER, 2005).

De fato, estima-se que aproximadamente 2 a 5%talédtde do oxigénio consumido
pelas mitocondrias nos varios tecidos possam angbompostos extremamente reativos,
potenciais agentes oxidantes ou redutores (espémativas de oxigénio, ERO),
caracterizados por possuirem elétrons desempaoslhads suas orbitais exteriores
(ASCENSAO et al., 2005; DI MEO & VENDITTI, 2001; MOTA, FIGUEIREDO &
DUARTE, 2004).

Pela sua instabilidade, estas moléculas tenderagir reom as estruturas organicas
adjacentes, alterando-lhes a sua estrutura e, quErsemente, a sua funcionalidade
(ASCENSAO et al., 2005; DI MEO & VENDITTI, 2001; TONKONOGI & SAHLIN,
2002). O poder lesivo destas moléculas € de tahdoque algumas das nossas células as
usam para combater o0s agentes biolégicos invas¢qBESARTE et al.,, 1994;
LEEUWENBURGH & HEINECKE, 2001; VOLLAARD, SHEARMAN & COOPER,
2005).

Para explicar esse paradoxo do oxigénio, é netessdrer que sao os produtos das
reacfes metabdlicos que apresentam toxidade e mdoléxula de oxigénio em si. Este

problema pode se solucionado pelo reforco dos siglei antioxidantes para auxiliar no



sistema imunolégico na captura natural desses aiadiivres (LEEUWENBURGH &

HEINECKE, 2001).

3.4.4 Espécies Reativas com Oxigénio (EROs)

As ERO’s sao estruturas radicalares e nao radesatayntendo um ou mais elétrons
nao emparelhados, tornando-as altamente instas@is,vida curta e quimicamente muito
reativas (CHEN; YEN, 2007, LAGUERREet al.,, 2007, DEL RIO; STEWART;

PELLEGRINI, 2005, SCHREIBELEt al.,2007). Algumas dessas espécies sao:

- (Oz:) oxigénio simpleto

- (OH-) radical hidroxila

- (NO-) radical nitroso

- (ONOO-) peroxinitrito

- (H20,) peroxido de hidrogénio

A definicdo dessas espécies reativas também inslunetais de transicdo quando

estes possuem um ou mais elétrons desemparelltadasoncentracdo moderada os radicais

livres desempenham importantes papéis fisiologidasentanto, em concentracdes elevadas

podem prejudicar a maioria dos constituintes cedgléornando-se altamente perigosos para

0os organismos vivos (COLOMER, 2003, SCHREIBEIlet al.,, 2007, LAGUERRE,

LECONT, VILLLENEUVE, 2007).



No organismo humano o metabolismo produz constamnteEmERQO's que podem
reagir acidentalmente com proteinas, DNA, RNA, mweemdo assim varios tipos de
doencas degenerativas, como o cancer, aterosclerasdras patologias (HALLIWEEL,
1996, DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005).

Entre os componentes celulares suscetiveis témairsg, os lipidios, carboidratos e
macromoléculas do tecido conjuntivo (COLOMER, 2003EL RIO; STEWART,
PELLEGRINI, 2005) (Figura 5, p.27). O fluxograma strado na Figura 5 revela que os
antioxidantes apresentam duas vias, a endogeneae&bégenea, sendo esta Ultima
representada pela alimentacdo. Assim, as substamcidoxidantes encontradas numa
alimentacdo saudavel (flavondides, carotendidemnwna C) em conjunto as enzimas
antioxidantes presentes no organismo humano s@zesgle retardar a peroxidacao lipidica

e evitar doencas degenerativas como o cancer.
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Figura 5. Desequilibrio na producéo de espécies reativasdefesa antioxidante do organismo

(COLOMER, 2003).
Fonte DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

3.4.5 Estresse Oxidativo

Atualmente existe um grande interesse no estudo atdxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeitoatbisais livres no organismo. A oxidacao &
parte fundamental da vida aerébica e do nosso wietaim e, assim, os radicais livres sdo
produzidos naturalmente ou por alguma disfuncaddfica. Esses radicais livres cujo
elétron desemparelhado encontra-se centrados oo®stde oxigénio ou nitrogénio sao

denominados ERO ou ERN (Espécies Reativo de NiioyyéPIETTA, 2000).



No organismo, encontram-se envolvidos na producéo edergia, fagocitose,
regulacéo do crescimento celular, sinalizacdodetalar e sintese de substancias bioldgicas
importantes (HALLIWELL, 1992).

As condicOes fisiologicas das células exigem, assiuilibrio entre as condi¢bes
pré-oxidante e antioxidante. O rompimento do estglacionario com excesso de condi¢cdes
pré-oxidantes favorece injurias celulares, sendoralicio denominada estresse oxidativo,
tendo como consequéncia danos as biomoléculas EiAQ os lipidios e proteinas. Dessa
forma, pode-se relacionar a este processo varidelogms como artrite, choque
hemorragico, doencas do coracdo, catarata, disfsngibgnitivas, cancer e AIDS
(HALLIWELL, 1992).

Ha evidéncias de que o estresse oxidativo estsacedo ndo apenas aos processos
patolégicos, mas também aos eventos fisiologictaciomados a senescéncia. Uma das
teorias do envelhecimento aponta que o estresdatosd decorrente do desacoplamento das
reacOes de transporte de elétrons e da elevacduwdis de metal causa aumento de ERO’s,
oxidacdo de proteinas, elevacdo de proteinas @satvconseqiente acumulo destas, por
deficiéncia dos sistemas de degradacédo protéicande a alteracdo da homeostase celular

(LINTON, DAVIES, DIAN, 2001).

3.4.6 Antioxidantes

Como conceito geral os antioxidantes consistemsabstancias que, ao estarem
presentes em pequenas concentracdes em relac@ibsimat® oxidavel (lipidios, proteinas,
DNA, carboidratos), retardam ou previnem signifi@nente a oxidacdo do mesmo
(HALLIWELL, 1994, KALIORA; DEDOUSSIS; SCHMIDT, 2006DEL RIO; STEWART;

PELLEGRINI, 2005).



Os antioxidantes primarios podem inibir ou retardaoxidacdo por sequestro dos
radicais livres por doacao de atomos de hidrogénielétrons. Os antioxidantes secundarios
funcionam por diversos mecanismos, incluindo aa;igs com ions metalicos, sequestro de
oxigénio, conversao de hidroperoxidos a espéciegadicalares, absorcao de radiacdo UV
e neutralizacdo do oxigénio simpleto (DEL RIO; STARI; PELLEGRINI, 2005).

Quando as defesas naturais séo superadas por uagad@excessiva de oxidantes o
estresse ocorre. Macromoléculas celulares e ekitames (proteinas, lipidios e éacidos
nucléicos) sdo atingidas causando injurias e glierana funcdo imunolégica (HUGHES,
1999, SCHREIBELTet al.,2007).

Entdo, os antioxidantes se apresentam como untaalt@ para minimizar os danos
oxidativos nos seres vivos e prevenir a deteriaragddativa nos alimentos. O aumento da
ingestado de antioxidantes dietéticos pode ajudaamater um adequado nivel antioxidante,
definido como o balanco entre antioxidantes e oXER em organismos Vivos

(HALLIWELL et al.,1995; MELO; GUERRA, 2002, KALIORAet al.,2006).

3.4.7 Mecanismo da a¢ao dos antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que ajudam a regidiir a oxidacao de lipidios
e em alimentos tendem a reduzir a velocidade d@esade rancidez, ajudando a manter a
qualidade nutricional e aumentando sua vida UHERG; WANG, 2001, LAKOet al.,
2007). Esta repetido. Mover para um Unico pontoaypeesse antioxidantes, ou eliminar.

Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltagimpgaimente o uso de nutrientes
isolados no tratamento e prevencéo de doencast&mtv, nos alimentos € encontrada uma
grande variedade de substancias que podem atuainengismo na protecdo das células e

tecidos (RANGKADILOKEet al.,2007).



Os compostos antioxidantes atuam evitando a foronde&adicais livres, durante o

processo oxidativo, através de diversos mecanisi@agao, entre eles:

a) Captura de oxigénio simpleto

O oxigénio simpleto pode iniciar reacoes de deg@uolaoxidativa e radicalar em
presenca de moléculas saturadas, em particulgridos. As moléculas inibidoras do efeito
do oxigénio simpleto impedem a iniciagdo de umatepamportante de reacdes de
degradacéo e podem, entdo, ser consideradas cdrmopidantes preventivos (FRANKEL;
MEYER, 2000, DEL RIO; STEWART,; PELLEGRINI, 2005).

Algumas moléculas naturais s@o caracterizadasgtas @ropriedades antioxidantes,
como por exempld3-caroteno, acido ascorbico e flavondides (HALLIWEL994; RICE-

EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997).

b) Inibicdo da agcao de enzimas oxidantes

A atividade de certas enzimas pode gerar espétm@adoras de reacdes radicalares,
este é 0 caso especial da xantina oxidase. As olaécapazes de inibir estas enzimas
podem ser consideradas antioxidantes (FRANKEL; MERYE000). A xantina oxidase é
inibida pelos flavonodides, particularmente pelavdhas (HARBONE; WILLIANS, 2000,

DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005).

c) Enzimas antioxidantes

Dentre os numerosos meios de protecdo dos sel@s pierante as espécies quimicas
reativas, existe uma bateria de enzimas capazesecdanhecer especificamente as
biomoléculas degradadas (DNA e proteinas), de mdifias e substitui-las (HALLIWELL,

1994). Certas enzimas se encarregam também delimrtdiretamente os iniciadores de



reacoes radicalares, ou reduzindo as espéciesala®is, ou ainda, reciclando os
antioxidantes oxidados. As principais enzimas guE&rvém nesses mecanismos Sao:
superoxido dismutase, catalase, glutationa persgida glutationa (SILVA, 2002,

SCHREIBELTet al.,2007).

d) Quelacao de ions metélicos

Os ions metalicos, em particular, o cobre e oofesdo iniciadores muito
importantes de reacdes radicalares e sua imoldizaga forma de complexos
organometalicos €, por isso, um mecanismo antiofdanuito importante (FRANCIS,
1989). Os flavondides que possuem um anel B sufkiitpor dois grupos hidroxilas em

posicaoorto sdo muito eficazes (DEL RIO; STEWART; PELLEGRIRQO5).

e) Captura de radicais livres

A familia mais importante de antioxidante é aqugla agrupa as moléculas capazes
de transferir um atomo de hidrogénio para uma éspéclicalar, seguindo um esquema

reacional do tipo:

Re + A-H — Ae+ R-H (A-Héoantioxidante)

Esses antioxidantes agem durante as etapas deypgdpadas reacoes radicalares. O
poder antioxidante é influenciado pela forca dedap A-H. Assim quanto maior o
potencial da reducé@o da molécula, isto €, quanis freca a energia da ligacdo A-H, mais
a atividade antioxidante sera importante (ROBARBS al., 1999; RICE-EVANS;

MILLER; PAGANGA, 1997).



Geralmente, os compostos fendlicos sdo moléculasxatantes capazes de deter as
reacOes radicalares de propagacdo. Podem por egamgestabilizar o radical fenoxila

formado (Figura 6, p.32) (RICE-EVANS; MILLER; PAGABA, 1997).

OH o o)
H
R+ — Rk + © - ¢ - .
. H
Radca vre Composto Acico ¢raxo : o
de acdograxo Fendlico N Radical antioxidarte

Figura 6. Mecanismo de agédo de um antioxidante fendlico.
Fonte DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

3.4.8 Antioxidantes sintéticos

A aplicacdo de antioxidantes sintéticos como imked da oxidacao lipidica é bem
conhecida na industria de alimentos (DELGADO-ZAMARWO et al., 2007,
JAYATHILAKAN, SHARMA, RADHAKRISHNA, 2007, SAAD et al., 2007, ZHANG,;
WENG, 2004). Esses antioxidantes sintéticos sdalmente utilizados para prevenir ou
retardar a oxidacdo lipidica durante o processameuntestocagem de Oleos, gorduras e
alimentos gordurosos e tém sido utilizados peld@stth de alimentos ha mais de 50 anos
(SAAD et al.,2007).

Os principais antioxidantes sintéticos (Figura B34p sdo os fendis com vérias
substituicdes no anel que sdo excelentes doaderedéttons ou de hidrogénio, e, além
disso, seus radicais intermediarios sdo relativéenestaveis devido a conjugacdo por
ressonancia e a falta de posi¢cdes na molécula riguiagpara serem atacadas pelo oxigénio

molecular (NAWAR, 1996).



Antioxidantes largamente usados como butil hidodugno (BHT) e buitil
hidroxianisol (BHA), sdo bastante efetivos. Aind® sitilizados, também, o galato dodecil
(DG), butil hidroquinona terciaria (TBHQ) e galame propila (PG) (DELGADO-
ZAMARRENO et al., 2007, JAYATHILAKAN et al., 2007, SAADet al., 2007, ZHANG;
WENG, 2004).

Os antioxidantes sintéticos séo altamente ativioaratos. S&o incolores, inodoros e
insipidos, porém eles geralmente possuem atividadeente em baixas temperaturas, se
tornando inativos a elevadas temperaturas. Nessadicées, BHA, BHT e TBHQ séo
evaporados e 0 PG é decomposto, particularmentedquama quantidade considerada de
agua € expelida do alimento durante o processani@A®NG; WU, WENG, 2004).

Geralmente, adiciona-se cerca de ligflg de antioxidantes sintéticos em o6leos e
gorduras, isoladamente ou em combinacdo. Assineterrdinacdo desses antioxidantes se
torna necessério de acordo com as atribuicbesslegai cada pais, assim como 0s
procedimentos de controle de qualidade nas indsdtie alimentos (SAABLt al.,2007).

As conclusbes em torno da utilizacdo de antioxemsintéticos sdo contraditorias,
pois ha quem acredite que os mesmos produzemsetéiaosin vivo e que baixas doses
desses compostos fendlicos possam produzir a ogénese (DELGADO-ZAMARRENO

et al.,2007; POKORNY, 1991).

OH
(HaC)oC C(CHya C(CHaa
HO OH
C(CHs)3 CH OH
CH, CHa
BHA BHT PG TBHQ

Figura 7. Estrutura quimica dos antioxidantes sintéticos BBAT, PG e TBHQ.
Fonte DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.



Os antioxidantes sintéticos continuam a ser didoyibr sua seguranca como aditivo
alimentar, consequentemente existe um aumento tevesse no uso de antioxidantes
naturais (ZHENG; WU, WANG, 2004; CAILLE®t al.,2007; SAADet al.,2007). Por esta

razao, ha um grande interesse no estudo dos aditatarais com potencial antioxidante.

3.4.9 Antioxidantes naturais

Entre os cientistas de alimentos, ha um aumenttem#@éncia da substituicdo dos
antioxidantes sintéticos pelos naturais, que, emal,gedo considerados 0s mais seguros
(BOUAZIZ et al.,2008).

A substituicdo de antioxidantes sintéticos por rau pode acarretar muitos
beneficios a saude e funcionalidade tais comobsimlade em agua e 6leo, um interesse
particular de emulsfes, em alimentos. Entretaihgoin@as ervas e condimentos apresentam
aplicactes limitadas, tal como a caracteristicaitela pertinente a certas ervas, 0 que as
tornam prejudicadas nas etapas de desodorizac@elHEO et al.,1999).

As propriedades antioxidantes de muitas ervas aim@mtos naturais foram
descritas como sendo efetivas na reducdo do pamdesseroxidagao de lipidios, em o6leos e
alimentos gordurosos, e tem sido o alvo de muitogas de pesquisa (POKORNY, 1991).

As substancias antioxidantes naturais necessita@ntanto, serem testadas para que
a seguranca seja eficaz. As matrizes de origemtalegeresentam muitos compostos com
atividade antioxidante. Algumas plantas sdo estagl@dmo fonte segura de antioxidante
natural para a industria de alimentos, com o isetaode varios compostos, muitos deles

sendo polifendis (HAGERMANt al.,1998).



O oleo vegetal e qualquer derivado de oliva, pengxo, consistem numa fonte rica
em antioxidantes naturais. Estes incluem os cajates, tocoferdis (Figura 8, p.35) e
compostos fendlicos que agem por diferentes meavasigpara conferir um sistema de

defesa eficaz contra o ataque de radicais liviedJBZIZ et al.,2008).
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Figura 8. Estrutura quimica dg-caroteno e-tocoferol.
Fonte DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

3.4.10 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao, somente, encontradanairnzes de origem vegetal e
séo conhecidos pela protecao de constituintesrfaniie oxidaveis em alimentos (BOUAZIZ
et al.,2008; KAHKONENEet al.,1999, KALIORAet al.,2006).

A classificacdo dos compostos fenolicos de acomo o niumero de carbonos foi
sugerida por Harboune (1989) (Tabela 1).

Tabela 1.Classificagdo dos compostos fendlicos de acordoaesgueleto basico.

Esqueleto basico Classes de compostos fendlicos
Cs Fendis simples, benzoquinonas
Cs-C1 Acidos fendlicos
Ce-Co Acetofenonas, acidos fenilacéticos

Cs-C3 Fenilpropanoides, fenilpropenos, cumarinas, is@umas,




acidos cinamicos, cromonas.

Ce-Cy Naftoquinonas
C6-C1-Cs Xantonas, benzofenonas
Cs-Co-Cs Estilbeno, antroquinonas
C6-C3-Cs Flavonoides, isoflavondides e chalconas
(Ce-Cs):2 Lignanas
(Ce-C3-Cs)> Diflavonoides
(Co)n Melaninas vegetais
(Ce-Ca)n Ligninas
(Ce-Con Taninos Hidrolisaveis
(C6-C3-Céo)n Taninos condensados

Fonte: Oldoni, 2007

A estrutura basica dos flavondides é o ndcleo flayae consiste em 15 atomos de
carbonos dispostos em trés anéis (C6—C3-C6), daadmiA, B e C (Figura 9, p.37). Vérias
classes de flavondides diferem no nivel de oxidag&aturacdo do anel C, enquanto que 0s
compostos individuais incluem a diferenciacdo demmsto na substituicdo dos anéis A e B.
As diferencas na estrutura e substituicdo infllencna estabilidade do radical fenoxila e
conseqlientemente nas propriedades antioxidantesladmmoides (KAHKONENet al.,

1999).

R-H &cdc p-cumrér ce Apgenna (4 57-QH)
Lutec na (3 4 57 -QH)

Quercetna (3 4 57 -CH)

Nrcetna(34557-0H) R-CH &cdc café ce

Keerrpferc (4 57 - OH) R-CCHj &cdc ferrd cc

Figura 9. Estruturas de alguns compostos fendlicos encordraaioespécies vegetais.
Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.



A atividade antioxidante de compostos fenolicospdéamtas € principalmente devido
as propriedades redox de sua estrutura quimicapaogem funcionar como neutralizadores
de radicais livres, quelando metais de transica@xtiaguindo as formas simpleto e tripleto
de oxigénio, por deslocalizacdo ou decomposicgmedaxido (CHUNet al.,2005).

Vinhos apresentam uma grande variedade de comppsidendlicos, sendo as
antocianinas os mais abundantes (FOGLIA&Q@I., 1999). Atividade antioxidante também
foi determinada em bebidas como uisque (MCPHAilal., 1999) e saqué (KITAGAKI;
TSUGAWA, 1999).

Chas verdes e pretos tém sido fortemente estudsdaosrtude de suas propriedades
antioxidantes. Lin e co-autores (1998) identificargue essas bebidas podem apresentar
cerca de 30% do peso seco em compostos fendlicos.

Os extratos de cha verde e sementes de uva mastmaasor atividade antioxidante
em DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila) do que o BHRAREJOet al., 2002), enquanto que
0s extratos de erva-doce foram similares ao BHTNBANIENE et al.,2000).

Dragland e colaboradores (2003), Wang (2003), Wa-autores (2004) observaram
que O orégano e outras especies, pertencentes #iafanamiaceae, apresentaram
propriedades antioxidantes.

Alguns extratos de especiarias como gengibre, quatticionados em 6leo de
girassol, milho e oliva, apresentaram elevados ¢snge inibicdo de reacles radicalares

guando comparados aos de BHA e BHT (MURG@tAal.,2004).



3.5. AVALIACAO ANTIOXIDANTE

3.5.1 O método de sequestro do radical DPPH (1, 1felil-2-picrilidrazila)

O método de sequestro de radical DPPH é bastahradd para avaliar a evolucao
da atividade antioxidante em alimentos, extratopldatas, 6leos essenciais e substancias
puras (PRAKASH, 2001).

O radical DPPH é um radical livre estavel e a duadade de sequestro de radical
pode ser determinada pelo decréscimo de absorbansiey nm, devido a reducéo pelo
antioxidantes (AH) (Figura 10, p.39) ou por reacdem espeécies radicalares (ARNAO,
2000). Caso uma amostra seja capaz de sequesteatical livre DPPH provocara uma
mudanca de coloragdo de azul/parpura para amareeidad a formacdo de

difenilpicrilidrazila.

Figura 10. Estrutura quimica do radical DPPH e sua reaca&oAd] (sequestrador).
Fonte DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

Geralmente, os antioxidantes podem neutralizarcagli por dois mecanismos
principais: por transferéncia de atomos de hidrmgéntransferéncia de elétrons (PRIOR,

WU, SCHAICH, 2005).



Embora o método DPPH seja geralmente classificadmoaeacdo de transferéncia
de elétrons, este radical também pode reagir pmsferéncia de atomos de hidrogénio
(GODEVAC et al.,2007).

Neste meétodo, a eficiéncia do antioxidante é medidéemperatura ambiente,
eliminando o risco de degradacdo térmica das mialedestadas. Porém o mecanismo
reacional depende da conformacdo estrutural dooxadéinte (BONDET; BRAND-
WILLIAMS; BERSET, 1997).

O extrato hidroalcodlico da erva-cidreifsl€lissa officinalisL.) em bioensaio com
DPPH mostrou ser capaz de neutralizar radicaigdivem pH fisioldgico, ajudando a
prevenir a iniciacdo e a propagacdo de reacdesaemiac mediada por radicais, as quais
podem contribuir para o estresse oxidativo (DASTNIALL et al.,2007).

O valor da CEp (concentracao eficaz), definido como a concentraighantioxidante
requerido para o sequestro de 50% dos radicais Df®R¥¢riodo reacional, € um parametro
amplamente utilizado para quantificar atividadecidante (ARNAO, 2000).

Os extratos aquosos e etandlicos de algumas plaetdse elas o alecrim
(Rosmarinus officinallid..) (MATA et al.,2007), apresentaram boas atividades de sequestro
de radical. Os melhores resultados foram encordrads espécies do généienthacom
valores de Ck inferiores ao do BHT.

Deba e co-autores (2008) verificaram que os 6lsesreiais das folhas e flores de
Bidens pilosaforam capazes de reduzir o radical DPPH corngo @B torno de 5qug/mL,
enquanto que as atividades dos antioxidantes mataraintéticos ficaram entre 21 e 36
pg/mL.

Ruberto e Baratta (2000) estudaram 98 componentesaps puros e mostraram que

hidrocarbonetos monoterpenos apresentaram um epedtetor significante, frente ao



método DPPH, com diversas variacoes devido aosedifes grupos funcionais existentes em
Oleos essenciais.
Prior, Wu e Schaich (2005) classificaram o compoeiato de sequiestro de espécies
reativas de oxigénio de acordo com a cinética agae
- Inferior a 5 minutos (rapido);
- Entre 5 e 30 minutos (intermediario);

- Superior a 30 minutos (lenta).

3.5.2 Sistemg3-caroteno-acido linoléico

O método de capacidade antioxidaftearoteno-acido linoléico é determinado pela
guantificacdo da inibicAo de compostos organicositeis e hidroperoxidos de dienos
conjugados a partir da oxidagcéao do acido linoléideP, SOKMEN, 2007, DAPKEVICIUS
et al.,1998).

Neste meétodo, @-caroteno sofre uma rapida descoloracdo na ausé@eciam
antioxidante. Isto acontece em virtude de uma ggidaluplaf3-caroteno e &cido linoleico,
este ultimo sendo o gerador dos radicais do sis(8ARIKURKCU et al.,2007).

As ERO’s do acido linoléico que sao formados patrada de um atomo de
hidrogénio de um dos grupos metilenos atacam asamlals poliinsaturadas @Gcaroteno.

A presenca de diferentes antioxidantes pode blogaedescoloracdo dp-caroteno pela
neutralizacdo dos radicais linoleato formado ntesia. Como resultado @-caroteno &
oxidado e a cadeia é quebrada, fazendo com questemsi perca sua caracteristica
cromofora, e sua coloracdo laranja é monitoradeeppectrofotometria (SARIKURKClet

al., 2007).



Tep e Sokmen (2007) encontraram importantes cgdetapositivas entre o potencial
da atividade antioxidante do sistenfacaroteno-acido linoléico e a concentracdo de

compostos fendlicos presentes em extratos de stiesplelanacetum

3.5.3 TEAC

O método TEAC vem sendo utilizado para verificacapacidade antioxidante de
matrizes bioldgicas, como o plasma, bem como dst&nobias simples, componentes ou
extratos de alimentos (BER& al., 1999). Este método pode envolver a reducdo desses
radicais indicadores pela transferéncia de elétoondtomos de hidrogénio. A determinacao
espectrofotométrica tem a vantagem de ser rapisianples de ser realizada, tornando a
técnica amplamente acessivel (BERG.,1999).

O método baseia-se na captura do radical ABTS ézjaobis 3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico), que é azul-esverdeado e relatrdaen estavel, convertendo-o em um
produto incolor (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). O grde descoloracédo reflete a cinética
de diminuicdo da concentracdo do radical ABTS, pddeser caracterizado por um maximo
de absorbéancia de 415, 645, 734 e 815 nm. Derdsg €15 e 734 nm s&do adotados para o
acompanhamento espectrofotomeétrico da reacdo (PRMMR SCHAICH, 2005). O radical
ABTS é gerado via oxidacdo do ABTS com o persulti#opotassio (REt al., 1999). O
valor TEAC é determinado por comparacdo da capdeidie captura do antioxidante
Trolox, o equivalente hidrossoltvel da vitamina 8 am tempo fixo (Figura 11, p.42)

(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
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Figura 11. Reacdo de captura do radical ABTS pelo Trolox.
Fonte DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

O ABTS tem a vantagem de ser soluvel em solvergassas e organicos e ndo é
afetada pela forca idnica, entdo pode ser aplieadadiversos meios para determinar a
atividade antioxidante de compostos hidrofilico$ipefilicos (PRIOR; WU; SCHAICH,

2005).



4 MATERIAL E METODOS

4.1. ANALISE DO OLEO ESSENCIAL E DOS EXTRATOS

4.1.1 Coleta e identificagcdo do material botanico

Partes aéreas déppia grandis(arbusto lenhoso em touceiras escandente de iaté do
metros de altura, com flores brancas com fundo elmar botdes brancos em glomérulas
axilares), em uma vegetacdo de canga hematéticalasossolo vermelho, proveniente da
Serra de Carajas, municipio de Parauapebas, edtatkara, foram coletadas em abril de

2007 e identificada comlappia grandispor comparacédo ao exemplar MG133921.

4.1.2 Processamento do material botanico

Folhas e ramos finos de grandisforam secas a temperatura ambiente (em torno de
30°C e UR de 85%) num periodo de sete dias e, guidse trituradas em moinhos de facas.
O armazenamento de parte do material apds a dastitdo 6leo essencial foi realizado em

sacos plasticos sob refrigeracéo (T= 7°C).

4.1.3 Obtencéao do o6leo essencial

O oleo essencial foi obtido por hidrodestilacdo,udea parte do material botanico
seco, triturado, pesado, em processo continuo popariodo de 4 h, usando-se sistema de
vidro do tipo Clevenger modificado, acoplado aesisd de refrigeracdo, com temperatura da

agua de condensacédo em torno de 15°C. O oleo ofaidzentrifugado, desidratado com



NaSO, anidro, armazenado em ampolas de vidro ambar,usénaia de oxigénio e,

conservado em ambiente refrigerado entre 5 e 10°C.

4.1.4 Metodologia para o calculo do teor de agua doaterial botanico

O teor de agua foi determinado através de dedtilageotropica utilizando tolueno
como solvente e coletor de vidro tipo Dean & Stald,acordo com método WHO (1998).
Foi pesado cerca de 5g da amostra e acrescentadb 86 tolueno em um baldo de 250 mL
por 60 minutos. O teor de umidade foi calculado dmmse no volume de agua apos a

separacao das fases (decantacéo) e expressosantpgem volume/massa.

4.1.5 Céalculo do rendimento

O célculo do rendimento bruto em 6leo foi realizattravés da relacdo do volume do
Oleo obtido, com a massa do material vegetal atlizna hidrodestilagdo. Também foi

calculado o rendimento em 6leo para a base do ialdtere de agua (b.l.u).

4.1.6 Analise quimica do 6leo essencial

A andlise da composicdo quimica foi obtida atrasiéscromatografia em fase
gasosa/espectrometria de massas (CG/EM) em sistbarano, modelo DSQII, equipado
com coluna capilar de silica DB-5MS (30m x 0,25 nfh25um de espessura de filme) nas
seguintes condi¢cdes operacionais: programacaongeetatura: 60°C-240°C, com gradiente

de 3°C/min; temperatura do injetor: 240°C; gasmaste: hélio, em velocidade linear de 32

cm/s (medido a 100°C); tipo de injecdo splitlesd (L de uma solucédo na proporcéao de



2uL de Oleo para 1 mL de-hexano); espectrometro de massas: impacto eletréenergia
do elétron a 70 eV; temperatura da fonte de i0dB’Q.

Os componentes quimicos foram identificados asraleés comparacdes dos seus
espectros de massa (EM) e indices de retenca@@R)os de substancias padréo, existentes
nas bibliotecas do sistema e, com dados da litargAdams, 2007). Os IR foram obtidos
utilizando-se uma curva de calibracdo de uma $énedloga den- alcanos injetados nas
mesmas condi¢cdes cromatogréficas das amostras.

A analise quantitativa do 6leo essencial foi fgitet cromatografia de gas-ionizacao
de chama (CG/IC), usando-se um GC FOCUS, com calapiéar de silica DB5-MS (30m x
0,25 mm; 0,2B6m de espessura de filme), nitrogénio como gas destare temperatura

programada de 60-240 °C com gradiente de 3°C/min.

4.1.7 Obtencao do extrato metandlico

O material botanico seco (12g) e triturado, tambfansubmetido a extracdo com
extrator Soxhlet, em torno de 60°C, utilizando-stamol (250 mL) como solvente, durante
um periodo de 3 horas, com uma média de 20 reflu®ogxtrato foi concentrado em
evaporador rotativo HEIDORPH 400 sob vacuo e, apd@vaporacdo total do solvente,

mantido em dessecador.

4.1.8 Particdo do extrato metandlico deippia grandis

O extrato metandlico (EMLG) (300 mg) foi solubild@mem 20 mL de uma mistura

de metanol/ agua 1: 1 e submetido a uma partigfudb-liquido, com diclorometano e

acetato de etila. Foram obtidas as fases diclo@mezt (FD-EMLG), acetato de etila (FA-



EMLG) e hidroalcoolica (FHA-EMLG). O fluxograma (ftira 12, p.46) resume 0 processo
de particdo do extrato.
Apoés a marcha de separacéo, as fracfes foram doadt@n em evaporador rotativo,

sendo que a fracdo aquosa, em seguida, foi liadifiz
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# Scub zagdc em 10 mL
de metanc/ dgua 1 1

# U tra-scm per 10 mn

Extratc MeOH em
so ugdo h droacod ca

# Partcdc iqudc-igude
ccem § mlL de d ccrecmetanc

# Separacédc das fases

. resibuo |

‘ Solucdo CH,CI,

# Part¢dc iqudc-iqudc
ccm & mL de acetatc de et a

. # Evapcragédc dc sc vente
# Separacédc das fases

Fase CH,CI,

| resibuo |

‘ Solucao AcOE1 ]

# Evapcragdc dc sc vente
em evapcoradar ratat ve

_ # Evapcracdc dc sc vente
# L cf zagcdc per48 h

Fase Aquosa Fase AcOEt{

Figura 12. Fluxograma da particdo do extrato metanodlico pétancao das fases diclorometanica,
acetato de etila e aquosa.
Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.



4.2 METODOLOGIA DE AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDATIVA PELO

METODO DPPH

Preparou-se uma solucdo estoque de radical DPBHN(@) em metanol. A solucéo
foi diluida a uma concentracédo de aproximadamebigMs com uma absorbancia inicial de
0,62+ 0,02, a 517 nm, em temperatura ambiente.

A solucdo-mée de Trolox (10 mg/mL) foi preparadaaepartir desta, as demais
concentracfes para a determinacdo dg G& Trolox e possivel comparacdo dos efeitos das
amostras com esse padrao.

A mistura reacional na cubeta para todas as amsolira&omposta pela adicdo de
1950 pL da solucdo do radical DPPH em B0 das amostras diluidas. Para cada leitura
realizada um branco de metanol foi utilizado comatile.

As amostras foram mensuradas de maneira a obseefaito da concentracao sobre
o radical DPPH, a leitura da absorbancia foi meada em intervalos de 5 e 10 minutos até
ser atingido a absorbancia constante (HU, CHEN; GAIR004, SACHETTt al., 2004,

CHOl et al.,2000, YAMAGUCH I et al.,1998).

a) Inibicéo do radical DPPH
As atividades de sequestro de radicais de cadatenfosam calculadas de acordo

com a porcentagem de inibigéo (PI) do radical DPPH.
P1% ppm {%} [100 (1)

Onde A e Ax sdo valores de absorbancia do branco e da ammstpectivamente,

no término da reacao.



b) Comparacdo com o padrao Trolox, BHA e Acido Asicorb

Os padrdes Trolox, BHA e Acido Ascorbico foramimtidos como referencia frente ao
método DPPH. O nimero de miligramas de Trolox exjaite/mL de cada amostra, dado

pela equacéao:

Ay - A5) [Trolox | 250,29 1000
M paior = (A= 4y) [Tolox | 25029 D (2)
(4,-A) 1000 1000 10

Onde A; é a absorbancia do branco; A a absorbancia da amostra; éa absorbéancia do
Trolox; [Trolox] € a concentracdo do trolox na mrstreacional da solucao utilizadas como

padrao; 250,29 € o peso molecular do Trolox e Datav de diluicdo

4.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDATIVA PELO METODO TEAC

(CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TROLOX EQUIVALENTE)

O radical ABTS foi gerado pela reacao de uma solaggiosa de ABTS comy&Og
(2,45 mmol/L) ao abrigo de luz por 12-16 h. A s@oi@ABTS de trabalho foi ajustada a uma
absorbancia de 0,7@00,02, a 734 nm, em temperatura ambiente.

As amostras foram diluidas na solucdo de traba¢h@BTS, de forma a alcancar
uma absorbancia que corresponde na faixa de 20 &b 8@ inibicdo. A reagdo foi
acompanhada durante seis minutos, com interval@® degundos.

A solucéo trolox foi adicionada a mesma solucétaw®alho de ABTS sob diferentes
concentracdes para ser calculado o valor TEAC ¢Xr&quivalent Antioxidant Capacity)

com funcédo da curva de quantificagéo deste patRBei al.,1999).



4.4 SISTEMASB3-CAROTENO/ACIDO LINOLEICO

Baseia-se num principio de co-oxidag&opdcaroteno/4acido linoléico e avaliado de
acordo com o método descrito por Marco (1968), ficadio por Miller (1971).

Para o preparo da mistura reativa, adicionou-sgl2@e &cido linoléico, 200 mg de
Tween 20, 500uL de solucdo de-caroteno a 2 mg/mL em cloroformio e 500 pL de
cloroférmio em erlenmeyer. Posteriormente, a mastar submetida a completa evaporacao
do cloroférmio. A esta mistura isenta de clorof@madicionou-se cerca de 50 mL de
peréxido de hidrogénio, agitando vigorosamente.

A mistura reativa, assim preparada, apresentourggda com absorbéancia entre 0,6
e 0,7em 470 nm.

As amostras foram incubadas a 45°C para aceleraag8es de oxidacao e iniciar o
descoramento dp-caroteno. As leituras das absorbancias foramzeedds imediatamente e
com intervalos de 15 min, durante 120 min, em dspetdometro. As analises foram

realizadas em triplicatas. Como foram expressassagtados obtidos? Em %?

4.5 POLIFENOIS TOTAIS

A concentragdo de polifendis totais foi determinpgéo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965), adaptpdo Silvaet al. (2007), com base na
mistura dos acidos fosfowalframico e tugstenio eeionbasico, que se reduz ao oxidar 0os
compostos fendlicos, originando 6xidos azuis ddramlio (WsO,3) e molibdeno (MgO.3).

A absorbancia foi determinada a 760 nm. Os céctdeam baseados na curva de
calibracdo obtida com acido gélico sob diferentascentracdes. Os polifendis totais foram

expressos em miligrama de equivalente de &cidogypbr mg de extrato.



4.6 BIOENSAIO PARA DETERMINACAO DO GRAU DE TOXIDADE

4.6.1 Cultura das larvas deéArtemia salinaLeach

Foram pesados em torno de 25 mg de ovosrtamia salinaLeach. e incubados em
uma camara com agua salgada artificial, com terfyrarambiente em torno de 25°C e
sistema de oxigenacéao constituido por uma bomb&dgao (MEYERL al.,1982).

A camara foi composta de duas divisorias: uma, doden colocados 0sS 0vos ao
abrigo de luz e a outra iluminada por uma luziaréf gerada por uma lampada. Esta divisao
foi feita porque as larvas tém afinidade pela tuz seja, apresentam fototropismo positivo,
consequentemente, ap0s a migracdo para a dividoriaquario iluminada foi possivel
separa-las facilmente dos ovos que nao eclodiraBY@R et al.,1982).

A agua salgada (salmoura) consistiu em uma mistaer@d6 g de NaCl, 22 g de
MgCI,[6H,0, 8g de Ng50,, 2,6 g de CaGI2H,O ou CaClBH,0, 1,4 g de KCI dissolvidos
em 2000 mL de &gua destilada. O pH da salmourajfistado a 9,0 usando XD; para
evitar risco de morte das larvas por diminuicdopttb durante o processo de incubacao

(LEWAN, ANDERSON, MORALES-GOMES, 1992).

4.6.2 Preparo das amostras e determinacao do valda CLsg

Foram preparados solucdes do Oleo essencial éertetandlico déippia grandis
utilizando agua da salmoura (sem larvas) e dinudftilsido (DMSO) como solventes das
amostras.

Apos 48 horas de eclosdo dos ovos, cerca de t8sldoram acrescentadas as

solucbes do Oleo e extrato, sendo contadas cono @eisima micropipeta automatica. Os



tubos foram preenchidos a uma volume total de 5carh agua salgada artificial. Para cada
amostra foram testadas concentra¢des variando aldd00 pg.mt' (em triplicata) para
determinar a relacdo da dose-resposta.

Apoés 24 horas de contato das larvasAdealinacom as solu¢des das amostras foi
contado o numero de larvas mortas em cada umanasras. O valor da Ghfoi calculado
através da interpolacédo logaritmica, utilizandmaversao dos percentuais de mortalidade
em Probitos, visando encontrar a concentracao desteancapaz de matar 50% das larvas

(FINNEY, 1971).

4.6.3 Toxidade aguda do extrato aquoso deppia grandis.

4.6.3.1. Determinacédo da B

Neste estudo foram utilizados 40 camundongos Saltssos, machos, pesando em
torno de 329, divididos em grupos de 10 animaisla@aupo, em jejum de 12 horas, recebeu
por via oral (canula oro-gastrica) doses do extagooso de 1000, 3000 e 5000 mg/kg. Em
seguida, os animais foram colocados em gaiolasneriados com racéo e agualibitume
observados durante 72 horas para observacédo doegtans comportamentais. O niumero de
mortes de cada grupo € expresso como 0 percentuallchero total de animais que
receberam o extrato. A determinacdo dasDé& feita através da interpolacdo semi-

logaritmica.



4.7. ANALISE SENSORIAL

O estudo da analise sensorial da plamppia grandisfoi realizado utilizando-se um
produto do tipo mini pizza para avaliagdo em eslatibnica. A aceitabilidade das amostras
foi avaliada com a participacdo de 30 provadorestréinados, com idade entre 19 e 50
anos, de ambos os sexos. O teste foi realizad@leonatério, sob condi¢cdes controladas. A
avaliacdo da amostra foi definida de uma formaajldimnpresséo geral), incluindo odor e

sabor, utilizando para isso uma escala heddni®ybatos (Figura 13,p.52).

TESTE DE ACEITACAO DE PIZZA COM ERVAS

NOME:

VOCE ESTA RECEBENDO UMA AMOSTRA PIZZA COM ERVAS. FROFAVOR
PROVE E AVALIE O QUANTO VOCE GOSTOU OU DESGOSTOU DMESMA
UTILIZANDO A ESCALA ABAIXO:

() GOSTEI MUITISSIMO

() GOSTEI MUITO

() GOSTEI MODERADAMENTE

() GOSTEI LIGEIRAMENTE

() NAO GOSTEI NEM DESGOSTEI
() DESGOSTEI LIGEIRAMENTE
() DESGOSTEI MODERAMENTE

() DESGOSTEI MUITO

() DESGOSTEI MUITISSIMO
Figura 13. Esquema de avaliacdo em nove niveis de aceitbcizste em escala
hedénica.

FonteDAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.




4.8. ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica dos resultados, em triplicidarealizada segundo algumas
medidas de variabilidade (desvio padrdo e coetieide variancia) e o teste de tukey, com

nivel de significancia de 95% (p< 0,05), utilizarasoftware Excel (2003).



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DEIPPIA GRANDIS

5.1.1 Andlise fisico-quimica

O dleo essencial dappia grandisapresentou coloracdo amarelo-claro e rendimento
de 0,8% em relacao a planta seca. Outros dados-fjsimicos foram obtidos como o indice

de refracdo a 25°C que foi 1,475 e a densidadé @g8a g.mL* .

5.1.2 Composic¢ao Quimica do 6leo essencialldppia grandis Schau

Foram identificadas 28 substancias no 6leo esalewd L.grandis (Tabela 2)
totalizando 98% da composi¢do do 6leo. Cada conmperguimico foi identificado através
da comparacao de seu espectro de massas com esegstentes na literatura (ADAMS,
2007), com espectros avaliados pelo banco de d&did EY, NIST) do equipamento e,
também, pela comparacao do indice de retencao goetes da literatura.

O Oleo essencial apresenta timol como componenieritAao, em torno de 45%.
Também foram identificados teores significativos éer metilico do timol (4,84%), p-
cimeno (14,26%)y-terpineno (10,45%) (Figura 14, p.55).

Maia e colaboradores (2003) descreveram que od8igencial da espédie grandis
pode apresentar dois tipos quimicos: timol e 1A@al Afirmaram também que esta
composicdo pode variar de acordo com as condichdsentais que esta espécie esti

submetida como clima, esta¢do do ano, localizatéo,



Tabela 2 Composi¢éo quimica do 6leo essencial das folmames finos deippia grandis

Constituintes IR % Maiaet al (2003)* > ¢
1 a-pineno 939 2.51 2.00 0.40 0.20
2 Sabineno 975 0.25 2.50 - -
3 B-pineno 979 2.41 1.30 0.10 -
4 d-careno 1002 0.60 - 0.10 -
5 p-cimeno 1025 14.26 - 7.10 14.00
6 (E)-B-ocimeno 1050 0.15 0.10 - -
7  y-terpineno 1060 10.45 1.80 0.60 3.70
8 Terpinoleno 1089 0.21 0.30 0.10 -
9 Linalol 1097 0.29 - 2.00 1.30
10 Umbelulona 1171 0.25 - - -
11 4-terpineol 1177 0.68 4.30 0.50 0.80
12 a-terpineol 1189 0.33 13.70 0.30 -
13 Verbenona 1205 0.07 - 0.50 -
14 timol metil éter 1235 4.84 - 3.90 3.60
15 carvacrol metil éter 1245 0.30 - - -
16 timol 1290 45.82 - 67.40 19.30
17 Carvacrol 1299 9.93 - 0.20 21.20
18 a-copaeno 1377 0.86 0.20 - -
19 acetato de nerila 1362 0.05 - - -
20 [-cariofileno 1417 1.69 0.70 4.70 12.10
21 transa-bergamoteno 1435 0.15 0.20 - 0.20
22 a-humuleno 1455 0.49 0.70 0.30 0.80
23 Aromadendreno 1460 0.05 0.20 - -
24 germarcreno-D 1485 0.06 0.30 - -
25 a-muruleno 1489 0.14 0.10 - -
26 o-cadineno 1523 0.62 0.30 - 0.30
27 O6xido de cariofileno 1583 0.35 0.50 2.00 3.70
28 epoxido de humuleno 11608 0.08 0.30 0.10 -

Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.
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Figura 14. Cromatograma do 6leo essencial das folhas e réinassdeLippia grandis 5. p-cimeno
(14,26%); 7. y-terpineno (10,45%); 14. éter metilico do timol ( 4,84%)6. timol (45,82%);17.
carvacrol (9,93%)18. a-copaeno (0,86%)0. 3-cariofileno (1,69%)22. a-humuleno (0,49%)26.
o-cadineno (0,62%7. 6xido de cariofileno (0,35%).

Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.
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5.2 CAPACIDADE ANTIOXIDATIVA

5.2.1 Polifendis Totais (PT)

Os resultados de polifendis totais obtidos paraxtatos metanolico€£(MLG ), fase
acetato de etilaHA-EMLG ), fase diclorometanicaFD-EMLG) e fase hidroalcodlica
(FHA-EMLG ) estdo dispostos na Tabela 3. O rendimento dafedsana marcha de
separacao foi equivalente a 24,0; 38,0 e 20,7%agmfiecdes diclorometano, acetato de etila

€ aquosa, respectivamente.

Tabela 3.Teor de polifendis nos extratos, expressos em raitig de acido gélico
equivalente por grama de fragéo.

Amostras PT
EMLG 761,4+ 0,2
FA-EMLG 505,0£ 5,7
FD-EMLG 223,0+ 4,6
FHA-EMLG 336,5+ 3,5

Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

De acordo com esses dados, pode-se notar um eles@dde fendlicos totais (em
torno de 761 mg EAG/ g) no extrato metandlico Lldgpia grandis Outra informacéo
importante € que as fracfes obtidas na separagéma obtiveram bons resultados, sendo
destacado, a fragéo acetato de etila e aquosa@dm 336 mg AG/g, respectivamente.

Considerando-se que o rendimento do extrato métanfadi de 8,53%, o resultado
de polifendis totais para o mesmo foi de 8%2502 mg EAG/g de material vegetal seco.

Wojdyto, Oszmianski, Czemerys (2007) identificargaores de polifendis totais para
a familia Asteraceae em torno de 0,12 mg EAG/ gxdrato. Miliauskas, Venskutonis e van
Beek (2004) afirmaram que esta concentracdo emdequolifendis totais pode ser um

indicativo de uma possivel atividade antioxidargeathostra.



5.2.2 Avaliacéo antioxidante pelo método de sequesdo radical livre DPPH.

Os resultados de inibicdo do DPPH estdo disposaoFabela 4. A partir desses
valores, puderam-se calcular os valores dasy CEabela 5) através da interpolacdo por
regressao linear. Este valor indica a concentragpaz de inibir em 50% a reacéao radicalar,

ou seja, quanto menores os valores dg,QRaiores as porcentagens de inibicdes dessas

reacdes envolvendo o radical DPPH.

Tabela 4.Porcentagem de inibicdo em funcéo das faixas deeotracbes dos extratos
metandlicos, suas fragdes e o 6leo essencialpgé grandis(OLG).

Amostras Concentragéo (ug /mL) Inibicdo %
EMLG 10,00-45,00 28,94-87,74
OLG 11,25-56,25 39,24-86,23
FA-EMLG 2,50-15,00 7,94-84,94
FD-EMLG 50,00-200,00 24,61-64,05
FHA-EMLG 6,25-25,00 15,08-80,52

Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

Tabela 5.Valores de CEkpara os extratos metandlicos, suas fracoes e eétmmcial

delippia grandis(OLG).
Amostras CEso
(Hg /mL)
EMLG 19,74 £1,19
OLG 20,39 +£0,81
FA-EMLG 9,02 + 0,06
FD-EMLG 134,49 £ 9,12
FHA-EMLG 16,43 £ 0,45
Trolox 2,59 0,06
Acido Ascorbico 5,17 +0,05
BHA 4,01 +0,27

Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

De acordo com a Tabela 5, a fracdo acetato deagiilesentou maior atividade de
sequestro de DPPH, ja que esta apresentou mermrdelCESO0. Isto pode ter acontecido

em virtude de uma possivel purificacdo do compbsiativo, pois de acordo com Brand,



Cuvellier e Berset (1995), a interacdo de antioxiela com o radical DPPH depende da
estrutura conformacional. Assim algumas variacbesm@radas na composi¢cao das amostras
permitem diferentes interacdes dos compostos coewlioal livre e a consequente atividade
seqguestrante.

De acordo com Silva (2007), o valor de sgElo O6leo essencial de&ippia
schomburgkianaem atividade antioxidante utilizando o radicalHbR, ficou em torno de 13
pg.mL™,

Para Ramos e colaboradores (2003), os valores dg iffEriores a 30ug.mL*
indicam bom potencial como sequestrador de radioaiss, o que foi observado pelos
extratos metandlicos, as fracGes acetato de efiidrealcodlica e o 0leo essencialldppia
grandis

A fracdo acetato de etila correspondeu a mais,agwanto ao sequestro do radical
DPPH, e correspondeu a um terco da atividade ttaxire a metade do acido ascoérbico e do
BHA.

Os resultados das atividades antioxidantes poderooseparados com o padréo de
referéncia Trolox, e expressos em micromoles etgntes do Trolox (TE) por 100 mg de
amostra. A capacidade antioxidativa do extrato n@ieo, 6leo essencial e das fracdes
acetato de etila, diclorometano e aquosa foi de, 7&Z, 259, 519 e 634 mg TE/qg,
respectivamente.

O teor de compostos fendlicos pode ser associatividade antioxidante, através de
inumeros estudom vitro. Desta maneira, o teor de fendlicos totais enadons no extrato
metandlico e suas fracbes podem estar atuando ducae das reacBes radicalares

envolvendo o DPPH.



5.2.3 Avaliacéo antioxidante pelo método TEAC

A Figura 15 (p.59) mostra os valores TEAC obtidasapo extrato metandlico, as
fracOes acetato de etila, diclorometénica, aquas@leo essencial dappia grandis Pode-
se perceber, ainda, o comportamento destas amqgstaado comparadas aos padroes trolox,

BHA e acido ascorbico.

1800,0
1600,0 4
1400,0 -
1200,0 -
1000,0 -
800,0
600,0
400,0
200,0
0,0 -

1593,6

TEAC
(mg Trolox/mg amostra)

OLG EMLG EFDLG FALG FAQLG BHA AA

Amostras Lippia grandis

Figura 15. Comparacédo dos valores TEAC obtidos para as amostras de Lippia
grandis e padrdes.
Fonte : DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

Na Figura 15, é possivel identificar que a frac@bdalcodlica e o 6leo essencial
apresentam a maior e menor atividade no sequestiadical ABTS, respectivamente.

Um estudo de Puertas-Mejia e colaboradores (20@28}rou um valor TEAC baixo
para o Oleo essencial deppia alba (3,61 mg de trolox por grama). Este valor quando
comparado aquele do 6leo essencidligpia grandis(131 mg de trolox por mg), revela ser
muito menos ativo.

Estes comportamentos foram explicados por Re abomdores (1999) quando
percebeu que o método TEAC é bastante aplicado emsnhidrofilicos. Em meio

hidrofobicos, seria possivel se realizar adaptagdesdo os antioxidantes, na presenca do

radical ABTS, estivessem em meio tambeém lipofilicos



Wojdyto, Oszmianski e Czemerys (2007) encontraramvalor médio de TEAC em
torno de 33,2umol TE/100g de extrato metandlico de 32 plantas,seja, 0 extrato
metandlico de.ippia grandissupera esta média em 66 % (9ingol TE/100g de extrato).

A Figura 15 mostra, ainda, que os padroes BHA @odascorbico apresentam valores

TEAC superiores aos das amostrasigpia grandis possivelmente, em virtude da estrutura

guimica polar, e principalmente, em funcéo da purpe apresentam.

5.2.4 Sistemg3-caroteno/acido linoléico

A Tabela 6 mostra o comportamento do sist@taroteno/acido linoléico quando

em presenca dos extratos metandlicos, suas fragdedeo essencial deppia grandis em

uma concentracdo de 5 mg/mL.

Tabela 6. Porcentagem de inibicdo ddcaroteno pelos extratos metandlicos,
suas fracdes e 0 6leo essencidligpia grandis(OLG) a 5 mg/mL.

% Inibicado

EMLG 229+1,0
OLG 42,5+ 4,6
FA-EMLG 27,4+1,6
FD-EMLG 215+1,2
FHA-EMLG 31,8+2,2

FonteDAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

Conforme a Tabela 6, 0 Oleo essencial foi 0 quesgmtou maior atividade no
sistemaf-caroteno/acido linoléico. Isto porque em sistemdtifases, a eficiéncia dos
antioxidantes é grandemente afetada pelas propgsdie solubilidade, o que determina em
parte a sua distribuicdo na fase.

Porter (1993) afirmou que os antioxidantes hidrdssis tendem a ser mais ativo
gue os lipossoluveis em o6leo. De forma inversa,aooxidantes lipofilicos tendem a

apresentar uma melhor protecdo de uma emulsdoedhedgua que os hidrofilicos. Isto



acontece, pois existem suposi¢cdes de que a inic@gaxidacdo lipidica esta localizada na
interface do sistema.

Assim, para o 0leo, a oxidacdo ocorre na interfatéleo onde os antioxidantes
hidrofilicos estdo concentrados, enquanto que dag&b em emulsdes esta localizada na
interface agual/éleo onde os antioxidantes lipafflicestdo localizados (RICE-EVANS,
MILLER, PAGANGA, 1997).

A Figura 16 (p.61) apresenta a comparacdo da #@&ubgas amostras deppia

grandiscom os padrdes Trolox, acido ascorbico e BHA quan utilizados.
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Figura 16. Comparagao das amostraslLdjgpia grandiscom padrfes para o sistefia
caroteno/acido linoléico.
Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

O extrato metanolico e a fracdo diclorometanicaigpia grandisnao diferem entre
si, ao nivel de 95%. No entanto, as mesmas séaotdsstpara o 6leo essencial e a fracao
hidroalcodlica.

O ¢6leo essencial apresenta atividade corresponderirca de 50% dos padrdes

Trolox e BHA e mais de 100% da atividade do acstdebico.



5.3. CORRELACAO ENTRE OS METODOS ANTIOXIDANTES E REBENOIS

TOTAIS.

A Tabela 7 apresenta os coeficientes de determonagéorrelacéo {re r) para os

meétodos de capacidade antioxidante TEAC, DPPHersaft-caroteno e polifendis totais.

Tabela 7. Analise estatistica da correlacdo entre a atiddantioxidante
e 0s teores dos polifendis totais.

r? r
PT X DPPH 0,410 0,640
PT X TEAC 0,022 0,148
PT X SBC! 0,025 0,159
DPPH X TEAC 0,615 0,784
DPPH X SBC 0,414 0,643
SBC X TEAC 0,852 0,923

Fontee DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.
1 Sistem&B-caroteno/acido linoléico

A atividade antioxidante determinada pelos métoteAC, DPPH e o sistem@-
caroteno ndo se apresenta correlacionada com res t@e polifendis totais encontrados nas
amostras, ao nivel de 95%. Saldanha (2005) també@m encontrou correlacdes
significativas entre o teor total de polifendis sistemg3-caroteno e DPPH para extratos de
erva-mate e cha-verde.

Isto pode ocorrer caso ndo sejam os compostoepolitos os responsaveis pelo
sequestro de radicais envolvidos nesses métodosinda, que estes compostos fendlicos
estejam sofrendo algum tipo de sinergismo com swtomponentes existentes nas amostras
0 que reduz a atividade antioxidante em matrizagpbexas.

Entre os métodos de atividade antioxidante apereaserscontrou correlagdo
significativa entre o sistenfixcaroteno e TEAC, ao nivel de 93%.

Saldanha (2005) encontrou, ainda, maior atividadi@xddante (sistemf-caroteno)

em extratos aquosos de erva-mate tostada, sendestee apresentaram menor teor de



polifendis totais que do extrato aquoso de ervaeemadrde. Apontando, novamente, a
evidéncia de que outros compostos estariam agimdeimergia para conferir a capacidade

antioxidante.

5.4. BIOENSAIO PARA DETERMINACAO DO GRAU DE TOXIDAB

5.4.1 Cultura das larvas deéArtemia salinaLeach

Os valores de GJ para as amostras de 0leo essencial e extrato @hietaforam
calculados através da conversdo da porcentagemodaliodade das larvas em Probitos,
tracando assim a equacdo da reta em funcdo dosewallas concentracfes em escala
logaritmica.

De acordo com as Figuras 17 e 18 (p.64), obserest® comportamento para o 6leo

essencial e extrato metanolicoldppia grandis

y=2,098LNn(X) - 0,1254
R =0,9738

Probita
N
|

O T 1
1 10 100

Concentracdo (ug/mlL)

Figura 17. Grafico Probitows concentracdo de 6leo essencialigpia
grandis
FonteDAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.
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Figura 18. Grafico Probitows concentracdo de extrato metanolicd.gpia
grandis
FonteDAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

Os valores de GJ para as amostras encontram-se na Tabela 8. Aattesidrente
A.saling das amostras apresentaram valores dg iBferiores a 100qug.mL™ , sendo as

amostras consideradas bioativas, de acordo comriep&(1982).

Tabela 8.Calculo da Ckypara o extrato metandlico e 6leo essencidlippia grandis

Concentracdo Mortalidade CLso Coeficiente
Amostras . ; Correlagdo
pg.mL™? % pg.mL™ médig
50 100
- 25 80
Oleo 10 40 10,21 +2,42 0,974
1 0
1000 100
Extrato 100 40
metandlico 25 10 93,15+3,83 0,976
5 0

Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

Lopes e colaboradores (2002) estabeleceram osnsegeritérios de classificacdo de
toxidade com base nos niveis desg£em Artemia salina CLsp < 80 pg.mL*; altamente
téxico, Clsoentre 80 e 250 pg.mi; moderadamente tdxico, e Gl> 250 pg.mL* de baixa

toxidade ou nao-toéxico.



Silva e colaboradores (2007) identificaram o congmb@ timol (34%) como
majoritario no oleo essencial @®nobea scoparioide§rente aA. saling este se apresentou
como altamente téxico, com glem torno de 7,8 pg. niL

Silva (2007) identificou na espédigppia schomburgkiana composto majoritario
1,8-cineol (66%) em seu 6leo essencial que tamipFesantou alta toxidade (6d= 49,64
ng. mLY) frenteA. salina

Em geral, o teste dA. salinaé util para avaliar a toxidade das plantas. Eatet
embora ofereca muitas vantagens tais como rapgiemlicidade e baixo custo, para se
obter um valor real da toxidade as amostras dewFrsugeitas a uma comparacdo com 0s
valores de D, obtidos para a toxidade aguda oral testada ema@ide sangue quente

como ratos e Camundongos.

5.4.2 Toxidade Aguda

A dose méaxima de 5000 mg.fMlde extrato aquoso por Kg de animal, administrada
oralmente, ndo causou alteragbes dos parametropoc@mentais ou morte dos
camundongos. Este resultado indica que o extratosagapresentou valor de Blelevado,
ou seja, baixa toxidade (SILVét al, 2003).

A toxidade do 6leo essencial degrandisnao foi analisada, ja que dados da literatura
mostram que timol (composto majoritario) apreséiaisa toxidade (FARHAT, AFFARA &

GALI-MUHTASIB, 2001).



5.5ANALISE SENSORIAL

Previamente a esta etapa foram realizados testdéexatade aguda das folhas e
galhos secos deippia grandisem camundongos, com o intuito de investigar unsipes
risco na participacdo humana na etapa sensoriatloGoi observada anteriormente, a planta
em estudo foi considerada de baixa toxidade em cdomgos.

Na aplicacdo do teste sensorial participaram 3f§agidres, com idades de 19 a 50
anos, de ambos os sexos.

O percentual de aceitacdo dos produtos foi iguar,8% para o orégano e 78,0%
para alL.grandis A Figura 19 (p.67) apresenta o histograma detag@ em escala

hedobnica.

O Lippia grandis m Orégano

Julgadores

Aceitacao

Figura 19. Histograma de aceitacdo hedbnica através dasanséinsorial das amostras de
orégano comercial leippia grandis
Fonte: DAMASCENO, Evelyn Trindade, 2008.

As amostras déippia grandis apresentaram bons indices de aceitacdo sensorial,

similares ao orégano, apresentando conceito gagtei moderadamenggostei muito



Silva (2007) encontrou um porcentual de aceitagdsaial em torno de 78, 70%
para amostra de. schomburgkianam torradas. Pode-se afirmar que esses valoregasfo
resultados descritos na literatura quanto ao piteaglinario da planta similar ao orégano
(OLIVEIRA et al, 2007).

Alguns analistas perceberam caracteristicas samsdiferentes entre as amostras de
orégano d.. grandis destacando a ultima como sendo mais forte, gosie destacado ou
ainda mais ardente.

De maneira geral, os analistas consideraram umsivebsubstituicdo do orégano

por L. grandisbastante atrativa segundo o carater sensoriat gosabor).



CONCLUSAO

A composicdo do oOleo essencial dppia grandisapresentou o composto timol
como componente majoritario, sendo também ideatifis 0os compostos éter
metilico de timol, carvacrop-cimeno,y-terpineno.

O extrato metandlico e as fracdes diclorometanetase de etila e hidroalcoodlica
apresentaram bons rendimentos e elevados teofesdieos totais.

Nos testes de atividade antioxidante, frente awab®PPH, a fracdo acetato de etila
apresentou maior sequestro deste radical, apresentaenor valor de G, préximo

ao padrdo Trolox e superior as demais amostrasxttate metandlico, fracdes
diclorometano, hidroalcodlica e ao 6leo essena@dlippia grandis

Frente ao radical ABTS, nos testes de TEAC, a éragfliosa e o 6leo essencial de
Lippia grandisapresentaram a maior e a menor atividade de deqidces radical,
respectivamente.

O menor valor de atividade antioxidante, utilizandoradical ABTS, que foi
apresentado pelo 6leo essencialLg#pia grandis obteve valores elevados quando
comparado com demais resultados de sequestro idaisadle 0leos essenciais.

A atividade antioxidante estudada pelo sistfiv@aroteno/acido linoléico mostrou
valores elevados de sequestro de radical parao edlgencial déippia grandis
possivelmente, em virtude da solubilidade das aasst

A atividade antioxidante determinada pelos métoteAC, DPPH e o sistemp-
caroteno ndo apresentaram correlacdes significatieen os teores de fendlicos
totais, possivelmente, por presenca de interfesentas matrizes complexas

estudadas.



* O oOleo essencial e o extrato metanolico Ldgpia grandis foram considerados
altamente e moderadamente toxicos, respectivamieatde aos testes dertemia
salina

* Durante os testes de toxidade aguda, n&do foramelpdes nenhuma alteracéo
comportamental ou mortes dos camundongos que dofreringestdo de extrato
aguoso de.ippia grandis Este ultimo é assim considerado de baixa toxidade

* A analise sensorial de escala heddnica apresentmiibdices de aceitagcdo, com um
porcentual par&ippia grandisem torno de 78% e para o0 orégano na faixa de 77%,

utilizando como meio mini-pizzas.
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