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RESUMO

Na Amazébnia, ha uma variedade de plantas aromaticas e medicinais com grande
potencial econdémico, mas poucas ja foram exploradas comercialmente. O estudo
fisico-quimico e farmacoldgico dos produtos obtidos a partir de uma espécie de planta
pode levar a descoberta de material de interesse para os seres humanos, e estas
substancias podem ser caracterizados e assim serem utilizadas de diferentes formas.
Neste estudo foram realizadas investigacbes fisico-quimicas e a atividade
antioxidante do 6leo essencial de Myrcia amazonica DC., uma espécie nativa da
regido. O 6leo essencial utilizado para a identificagdo dos compostos e fisico-quimicas
e 0s ensaios de atividade anti-oxidantes foi obtido pelo método de hidrodestilagao. A
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa foi utilizada para a
identificacdo dos compostos volateis presentes nas folhas e flores, a atividade
antioxidante foi calculada pelo método de ABTS* e ORAC. Os compostos majoritarios
de interesse encontrados no 6leo essencial foram o Germacreno D(10.09 - 16.56%),
Germacreno B(9.59 - 11.09 %) e 1-Epi-Cubenol(14.72 - 20.22%). O rendimento do
Oleo essencial foi de 0.65% e 0.96 % para folhas frescas e secas, respectivamente, a
diferenga na composigédo dos 6leos essenciais entre as folhas frescas ou secas foi
relevante. O maior valor para a atividade antioxidante do 6leo essencial registrado
com o método ORAC foi de 1310 umol Trolox®/g de substancia, em relagdo ao método
ABTS* com 290 umol Trolox®/g de substancia.

Palabras chave: Myrcia amazonica DC., ORAC, método ABTS™, atividade
antioxidante, 6leo essencial.
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ABSTRAC

In the Amazon region exists a big variety of aromatic and medicinal plants that present
a high economic potential, but there are few that have been explored commercially.
The physicochemical and pharmacological study obtained of vegetal species can drive
us to the finding of substances of interest for the man. In this research was conducted
the physicochemical study and the antioxidant activity of essential oil of the leaves of
Myrcia amazonica DC., (native specie of the region). It was obtained by the
hydrodistillation (HD) method the essential oil used for the compounds identification,
the physicochemical essays and the antioxidant activity. The essential oil's chemical
composition and the volatile compounds found in the flowers were identified by GC-
MS. The antioxidant activity was calculated by the ABTS™ and the ORAC methods.
There were found majority compounds of interest in the composition of essential oil
like the Germacrene D (10,09-16,56%), Germacrene B (9,59-11,09%) and 1-Epi-
Cubenol (14,72-20,22%). The yield of the essential oil was between the (0,65-0,96%)
for fresh leaves and dry respectively, the difference in the composition of the essential
oil both dry leaves and fresh leaves was revelant, the highest value for the antioxidant
activity of essential oil was recorded with the ORAC (1310 = 11 umol Trolox®/g
substance) method compared to the ABTS* (290 + 7 umol Trolox®/g substance)

method.

Keywords: Myrcia amazonica DC., ORAC, method ABTS™, antioxidant activity,

essential oil.
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1. INTRODUGAO

Tradicionalmente, as plantas aromaticas e/ou medicinais tém sido utilizadas
pelo homem em diferentes aspectos da vida cotidiana, seja como medicamento
natural, alimento, agente conservante, artigo de higiene pessoal, ou simplesmente
como arranjos ornamentais e aromatizantes. Este conhecimento popular foi alterado
ao longo do tempo, evoluindo para o agronegdécio natural, com aplicagdes em variados
setores da industria.

Um aspecto que tem tido um impacto significativo no desenvolvimento do
agronegécio e de ervas medicinais € o crescimento global que sofreu nos ultimos
quinze anos, devido ao aumento do consumo de produtos naturais. Atualmente, as
plantas aromaticas sdo importantes matérias-primas para a elaboragado de produtos
farmacéuticos, alimentos, cosméticos, entre outros. Ao mesmo tempo em que cresce
a demanda pelos produtos naturais, tem aumentado também o interesse em conhecer
e compreender o comportamento das espécies vegetais em diferentes ambientes de
crescimento (Stashenko, 2009).

O Brasil € um pais que possui uma diversidade biolédgica, e oferece uma grande
variedade de possibilidades para a exploracdo adequada dos seus recursos naturais
em escala agroindustrial. Porém para obter sucesso € necessario desenvolver
pesquisas nas areas social, econdmica e tecnologica, a fim de oferecer uma
alternativa para as pessoas interessadas em desenvolver este tipo de industria e
dessa forma obter um produto que seja competitivo nos mercados nacional e
internacional.

As plantas aromaticas poderiam ser uma das possibilidades que existem para
implantar industria, voltadas principalmente para a extracdo de 6leos essenciais
(OEs). Os dleos essenciais séao misturas de compostos organicos, produtos do
metabolismo secundario de plantas e sédo utilizados para a preparagao de misturas
aromatizantes, licores, perfumes, artigos de higiene, para mascarar o cheiro de tinta
e borracha, na sintese organica fina, como matéria-prima para a elaboragdo de
produtos farmacéuticos, entre outras aplicagbes (Bandoni, 2000).

Na regiao amazoénica ha uma consideravel quantidade de plantas aromaticas e

medicinais, com alto potencial econdmico, no entanto, ainda s&o poucas as espécies



vegetais com estas propriedades que sao exploradas comercialmente, apesar do uso
popular de dezenas dessas plantas, como banhos aromaticos, perfumes regionais,
repelentes ou até mesmo em rituais religiosos (informagdes populares). O estudo
fisico-quimica e farmacoldgico de produtos obtidos de uma espécie vegetal pode
revelar a ocorréncia de substancias de interesses diversos para o homem, as quais,
apo6s serem caracterizadas, podem ser usadas de diversas formas.

Neste contexto e como parte do projeto de investigacao de 6leos essenciais de
espécies da familia Myrtaceae, neste trabalho foi realizado um estudo fisico- quimica
e investigacdo da capacidade antioxidante do oleo essencial (OE) obtido por
hidrodestilagdo de Myrcia amazonica DC., coletada em areas de savana da regiao de
Santarém, Para.

Em Santarém, municipio da regido oeste do estado do Para, Baixo Amazonas,
espécies de Mpyrcia sao abundantes e diversificadas, apresentando plasticidade
fenotipica cuja circunscricdo do taxa é dificil de ser estabelecida e, por conseguinte,
muitas vezes tratada como complexo Myrcia na qual englobam géneros similares.
Conhecidas com os nomes populares jinja, vassourinha e pedra ume caa, as
distingbes populares sédo aleatorias e confusas seja na literatura ou descricéo
botanica. As myrtaceaes, de um modo geral, sdo de dificil identificacdo, e mesmo
mateiros experientes podem se enganar, tomando uma espécie por outra. Dessa
maneira, sao requeridos estudos adicionais, que gerem informagdes que possam
caracterizar as espécies desta familia.

A apresentacao deste trabalho foi realizada segundo as normas do Programa
de Pés-Graduacado em Recursos Naturais da Amazénia da Universidade Federal do
Oeste do Para/UFOPA. A dissertacéo esta dividida em: REVISAO DA LITERATURA
sobre os aspectos gerais de Oleos essenciais, abordagens sobre antioxidantes e
familia Myrtaceae, seguida de OBJETIVOS: geral e especificos. A METODOLOGIA
e RESULTADOS foram apresentados em forma de artigo de acordo com as normas
do peridédico Food Chemistry (ISSN: 0308-8146). Apds revisdo o mesmo sera

traduzido para lingua inglesa e submetido para publicagao.



1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Oleos essenciais: Consideracdes gerais

Os oleos essenciais (OEs) sao os principais odoriferos encontrados em varias
partes de plantas. Como evaporam quando expostos ao ar em temperaturas comuns,
sdo chamados 6leos volateis, 6leos essenciais ou esséncias. Este ultimo é utilizado
porque os o6leos volateis representam "esséncias" ou componentes odoriferos das
plantas. Os OEs s&o normalmente encontrados em bolsas secretoras presentes nas
partes vitais dos vegetais, tais como: pétalas das flores, folhas, sementes, caule, raiz
e frutos (Bakkali et al., 2008). A qualidade do OE é variavel podendo-se encontrar
vegetais que possuem esséncias quimicamente diferentes em suas partes.

Os OEs sao extraidos principalmente por destilagdo com vapor de agua,
hidrodestilagao, destilagdo por degradagao térmica e expressao. Praticamente todos
os OEs sdo constituidos por misturas quimicas muito complexas, geralmente por
terpenos que estdo associados ou nao outros componentes, a maioria deles volatil,
que em conjunto compdem a fragrancia da planta de origem (Bandoni et al., 2000;
Stashenko et al., 2009).

Como os OEs séao resultado do metabolismo secundario da planta (Figura 1),
este € o conceito mais importante para se levar em conta quando se trabalha com
esséncias. Ao falarmos de um alcaloide, um flavonoide ou agucar, estamos diante de
um produto puro, quimicamente definido e com uma férmula caracteristica. Por outro
lado, quando se trata de uma esséncia, estamos falando de uma mistura de produtos
isolados, em proporcédo e composicdo muito variaveis, que dependem de varios
fatores. Geralmente, o OE ndo é composto por um unico metabdlito, mas por uma
mistura deles. Todos os componentes desta mistura, em condi¢gdes normais de
temperatura e pressao, sao produtos volateis, que podem ter em comum a sua
solubilidade em um determinado solvente (Dominguez et al., 1988; Bandoni et al.,
2000).

Outro aspecto importante que se deve ter em mente € que, por ser uma parte
do metabolismo secundario da planta, a composi¢cdo quimica de um OE estd em
constante mudancga, com diferentes propor¢des de seus constituintes transformando-

se uns em outros, de acordo com a parte da planta, no momento de seu



desenvolvimento ou de acordo com as condigbes ambientais (Bandoni et al., 2000;
Stashenko et al., 2009).

1.1.2 Aspectos quimico dos OEs

Os OEs sao misturas complexas e eminentemente variaveis de constituintes.
Normalmente associados com os monoterpenos e sesquiterpenos, aparecem também
na sua composicao ésteres, alcoois, aldeidos, cetonas, acetais, fendis, glicosideos,
ceras, hidrocarbonetos, acidos graxos lineares, alcaldides, cumarinas e esterdides.
Hoje, com o avango de novas tecnologias e instrumentagdo na area de ciéncias da
separacgao, tem-se conhecido muito mais acerca da composi¢ao dos 6leos essenciais
(Mufioz et al., 1987; Bandoni et al., 2000).

Devido a complexidade da sua composicdo € aconselhavel fazer uma
diferenciacao entre os compostos presentes em um 6leo essencial. Deve entido ser
separados os compostos majoritarios, quando estdo em uma propor¢ao maior do que
0,5 - 1 %, e os minoritarios quando a propor¢ao é menor do que 0.5%, que em alguns
casos, podem encontrar-se em grande quantidade, sobretudo nas esséncias de flores
(Bandoni, 2000).

Esta classificacao dos constituintes em funcéo do teor presente em cada dleo
essencial é fundamental, tanto para determinar a qualidade do 6leo, quanto para
determinar os seus efeitos organolépticos e fisiolégicos. Nao existe atualmente um
6leo essencial do qual se conheca de forma absoluta a sua composi¢cao quimica, tudo
vai depender da sensibilidade da ferramenta analitica e do método de extracéo
(Stashenko, 2009).

O cheiro de uma planta viva nao é exatamente o0 mesmo que tem sua esséncia
isolada. Isto se deve a varios fatores, sendo os mais importantes a volatilidade, a
solubilidade, o metabolismo e a localizacdo dos compostos nos tecidos. Para observar
na planta os produtos aromaticos "mais pesados" e menos volateis, € necessario
secar para eliminar as impurezas. Como isto ndo ocorre normalmente, a presencga dos
produtos mais volateis mascara continuamente os constituintes aromaticos “mais
pesados”. Por outro lado, os produtos com uma elevada volatilidade podem ser
perdidos durante os processos de extragdo, especialmente quando se utiliza
destilagdo por arraste com vapor de agua. Deve-se levar em conta também, que

quando uma substancia é obtida por arraste com vapor, alguns componentes ficam



parcialmente retidos na fase aquosa, como o alcool feniletilico na esséncia de rosas
ou alguns acidos mais leves e ésteres. Uma vez que a planta é colhida para a extragéo
de sua esséncia, o seu metabolismo ndo permanece inalterado, continua a evoluir,
até que finalmente, com a eliminagdo crescente de agua, ocorra a inibicdo dos
processos enzimaticos (Bandoni, 2000).

De acordo com a localizagao nos tecidos, cada parte da planta pode ter uma
esséncia diferente na sua qualidade olfativa. Pode-se dizer que existe uma esséncia
nas partes mais externas da planta a qual percebemos, e outra nas partes mais
internas que nao podemos perceber. Quando essas esséncias se misturam ao serem
extraidas produzem um aroma geralmente diferente daquele observado em uma
planta viva (Bandoni, 2000).

De forma resumida o OE €& um produto volatil, de composi¢do quimica
complexa e com uma enorme variabilidade no que diz respeito a sua qualidade, seu
desempenho e sua estabilidade, caracteristicas essas comuns a muitos produtos

naturais.

1.1.3 Processos industriais de extragao dos 6leos essenciais

Para a extracdo de OE em escala industrial, existem dois procedimentos que
sdo mais usados, dependendo dos requisitos do material vegetal: A primeira é a
extracdo a frio (expressao), o qual envolve pressionar o material vegetal para obter
o OE, que é entdo lavado com agua e condensado a temperaturas baixas. Este
método € usado para obter OE das cascas de citricos, que € instavel a altas
temperaturas, e devido esta localizada nas cavidades de secrecéo lisigena alojada no
mesocarpo € muito dificil de extrair. O segundo método inclui métodos de
destilacao, que sdo descritos abaixo. A Figura 1 mostra o esquema geral de tais

processos (Bandoni, 2000).

1.1.3.1 Destilagao com agua (hidrodestilagao)

O principio da destilacdo é levar a agua para o estado de ebuligdo de uma
suspensao aquosa de um material vegetal aromatico, de modo que, os vapores
gerados possam ser condensados e recolhidos. O 6leo, o qual ndo € misturado com

a agua é separada por decantagao (Stashenko, 2009). Este sistema de extragao é



utilizado especialmente em areas rurais, que ndo tém instalacdes auxiliares para a
geragao de vapor.

Na hidrodestilacdo, o material vegetal deve estar sempre em contato com a
agua. Um fator a considerar € que, se o destilador € aquecido pelo fogo direto, a
quantidade de agua que esta em contato com o material vegetal deve ser suficiente
para evitar o sobreaquecimento ou a carbonizagdo do material vegetal, uma vez que,
este fator provoca a formagao de odores desagradaveis (off-flavours) no produto final
(Bandoni et al., 2000; Stashenko et al., 2009).

1.1.3.2 Destilagao por arraste com vapor

A extragdo por arraste com vapor pode ser considerada como o método mais
simples e seguro, além de retirar uma maior propor¢cao de componentes odoriferos,
gue se encontram no material vegetal.

A destilagao por arraste com vapor utilizado para remover a maior parte dos
Oleos essenciais, € uma destilacdo que mistura dois liquidos imisciveis e consiste, em
resumo, em uma vaporizagao a temperatura inferior ao ponto de ebulicdo de cada um
dos componentes volatil. Esta vaporizagédo é conseguida pelo efeito de uma corrente
direta de vapor de agua, que exerce dupla fungéo: aquecimento da mistura até o seu
ponto de ebuligdo, e redugao da temperatura de ebulicdo por adicionar a pressao de
vapor que € injetada nos constituintes volateis dos 6leos essenciais. Os vapores
gerados no destilador passam através do chamado “pescogo de ganso” (refrigerante)
e resfriando em um condensador, onde o retorna a fase liquida (agua e oleo
essencial), os produtos imisciveis finalmente se separam em um copo florentino
(Bandoni et al., 2000; Stashenko et al., 2009).

1.1.3.3 Destilagao com agua - vapor

Neste caso, o vapor € produzido por uma fonte externa, ou no interior do corpo
do extrator separado do material vegetal. A diferenca fundamental entre este e o
sistema anteriormente mencionado € que o material vegetal é suspenso sobre uma
malha (fundo falso) que impede o contato direto com o meio liquido em ebulicdo
(Bandoni et al., 2000; Stashenko et al., 2009).



Figura 1 - Principais métodos de extracao de 6leos essenciais.

1.1.4 Controle de qualidade de 6leos essenciais

As ferramentas utilizadas para controle de qualidade de OEs incluem,
sobretudo, os métodos fisico-quimicos e a cromatografia. Os primeiros sdo métodos
simples e efetivos como a medida da densidade, o indice de refragao, a rotagao optica,
ponto de congelamento, conteudo de umidade, solubilidade em etanol, ponto de
fusdo, indice de acidez e indice de ésteres entre outros. Por meio de técnicas de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é possivel
determinar os componentes quimicos presentes nos OEs.

Dentro de todos os niveis da cadeia produtiva de éleos essenciais, o primeiro
controle realizado s&o os parametros organolépticos. Este teste € utilizado para
verificar se o OE apresenta adulteracdo, como por exemplo, uma diluigdo. Em outros
casos, o comprador pode exigir uma analise quimica, a fim de conhecer a taxa em
que os componentes principais se encontram, ou em ultimo caso, exigir da empresa
certificacbes de BPM (Business Process Management) ou ISO (International
Organization for Standardization) (Bandoni et al., 2000; Diaz et al., 2002). Em seguida

abordaremos os aspectos fisico-quimicos mais utilizados no controle de OEs.

1.1.4.1 indice de refragao

O indice de refracdo de uma substancia transparente mede a relagdo entre a
velocidade da luz no vacuo e a velocidade da luz na substancia. Utilizada para a
identificacdo e determinagdo de uma pureza de compostos e para analise de

composicdo de misturas binarias homogénea de constituintes conhecido. Esta



propriedade é utilizada para controlar a pureza dos OEs, que tém um indice de
refracao caracteristico (Bandoni, 2000), e € necessaria para a sua medigao (ISO 280,
1998).

1.1.4.2 Solubilidade

Os oleos essenciais se dissolvem bem em solventes organicos tais como
benzeno, pentano, éter de petrdleo e etc. No entanto, existe grandes diferengas na
solubilidade em alcool de 70 a 90% (Bandoni, 2000). OEs sao soluveis em meio nao
polar, também muitas vezes tém uma elevada solubilidade em etanol, que é
amplamente explorado em desenvolvimento de fragrancias (Pomilio et al., 1985). A

solubilidade é medida de acordo com a norma internacional (ISO 875, 1999).

1.1.4.3 Densidade

A determinacdo da densidade permite por algumas vezes inferir sobre a
composicdo dos O6leos. O OE com densidade maior de 1,0 g/cm3, contém
principalmente fendis ou seus derivados e seus ésteres, os de densidade mais baixa
sdo ricos em hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos (Bandoni, 2000). Os
valores de densidade baixos se devem a um conteudo de hidrocarbonetos
monoterpénicos alto, enquanto com densidades mais elevadas indica maior conteudo
de compostos oxigenados. A densidade é medida de acordo com a norma
internacional (1ISO 279, 1998).

1.1.4.4 Rotagao Optica (atD)

Mede o angulo descrito pela polarizagdo do plano de uma radiagdo luminosa
em um comprimento de onda de 589.3 + 0.3 nm, que corresponde a linha D do sddio,
quando esta luz atravessa através de uma espessura de 1 cm de OE, a uma dada
temperatura (ISO 592, 1998). A natureza enantiomérica do OE pode ser levorotatoria
(L, 1, -), o que significa que a amostra gira no plano da luz polarizada para a
esquerda; ou vice-versa (dextrorotatoria = D, d, +) (Can e Demirci, 2007). A Rotagao

optica € medida de acordo com a norma internacional (ISO 592, 1998).



1.1.4.5 Conteudo de umidade (H) valoragao de Karl Fisher

Com este método é determinada por titulagao bivoltamétrica a quantidade de
agua da amostra. O eléctrodo do equipamento de ponta dupla de platina é submetido
a uma corrente eléctrica constante que muda quando o meio de reagao comeca a ter
iodo livre do agente titulante, para fazer com que a neutralizagdo completa da agua na
amostra, a fim de manter constante a corrente eléctrica inicial, uma mudanca de

potencial que é a indicagao do ponto final da titulagao (ISO 11021, 1999).

1.1.4.6 Ponto de congelagao (FP)
Se a temperatura constante, ou a temperatura maxima observada quando o OE
no estado liquido super-aquecido libera o calor latente de fusdo. O Ponto de

congelamento é medido de acordo com a norma internacional (ISO 1041, 1973).

1.1.4.7 Ponto Flash Point (FLP)

A temperatura corrigida para a pressao de 101,325 kPa, em que, por um vaso
fechado, o liquido a ser testado, emite vapores com o ar, produzem uma mistura
inflamavel (ISO/TR 11018, 1997).

1.1.4.8 indice de Acidez (AV)

Determina KOH (hidroxido de potassio) em mg necessario para neutralizar os
acidos livres presentes em 1 grama de OE (ISO 1242, 1999). Este indicador é
importante, uma vez que a maior parte dos processos de degradacdo de oleos
essenciais sdo catalisados por meios aquosos acidos, em que ocorrem reacdes de
hidratacdo, desidratacao, ciclizagdo e hidrolise fundamentalmente (Clark e
Chamblee, 1992).

1.1.4.9 indice de ésteres (EV)
Determina KOH em mg necessario para neutralizar o acido libertado pela
hidrolise de ésteres presentes em 1 g de déleo essencial. O indice de ésteres € medido

de acordo com a norma internacional (ISO 709, 2001).
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1.1.5 Analises de 6leo essencial por Cromatografia gasosa

A cromatografia de gases (GC) é um dos processos mais difundidos para
analise quimica de OEs, por ser uma técnica de separacao eficiente para determinar
a estrutura quimica, tanto na industria quanto nos laboratorios de pesquisa cientifica
(Senatore, 1996; Marino et al., 2001).

A GC é um método de separagao fisica no qual os componentes de uma
mistura sao distribuidos entre uma fase moével (MP), que € um gas de arrastre (Hz2, He
o N2) e uma fase estacionaria (SP) que recobre as paredes internas de um tubo capilar
chamado coluna, que atua como meio de separagao (Niessen, 2001). As diferencias
no tempo de residéncia dos analitos em cada fase (reparticdo) a medida que se
deslocam ao longo da coluna, esta afetada por as pressdes de vapor e por as distintas
afinidades com a SP. Cada vez que a molécula entra a coluna é arrastrada em diregéo
ao detector pelo fluxo de gas de arrastre. Consequentemente, os compostos que
possuem propriedades fisicas e quimicas dissimiles serdo detectados em tempos
diferentes (Pichard et al., 2003; Stashenko et al., 2010). Dentro dos detectores
existentes, o0 mais usado € o de ionizagao em chamas (FID) empregado nas analises
e quantificagcao de analitos organicos que contém grupos hidrocarbonatos (Stashenko
e Martinez, 2010).

A identificacdo dos compostos que emerges da coluna, pode, em principio,
realizar-se mediante a comparagao dos tempos de retencao (fr) experimentos com os
compostos padrao; no entanto, o critério cromatografico mais empregado consiste em
fazer o paralelo com os indices de retencao lineares, onde se utiliza uma série de n-

alcanos como referéncia (Niessen, 2001); no lugar de so verificar os .

tre —t
Iz = 100n + 100 [M]
tpy — tpn

Figura 2 — indice de retencéo linear

Onde n<N
n= Numero de atomos de carbono do hidrocarboneto linear, que sai antes do
composto de interesse.

trx= Tempo de retengdo do composto de interesse.
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tri= Tempo de retencédo do hidrocarboneto linear, que sai antes do composto de
interesse.
trv= Tempo de retencédo do hidrocarboneto linear, que sai depois do composto de

interesse.

Os demais se utilizam critérios espectroscopicos, i.e., 0s espectros de massas
(relaciona massa/carga dos ions formados versus sua abundancia), obtidos da
analises GC acoplada a espectrometria de massas (MS) e sua comparagao com 0s
de compostos padrao registrados em uma base de dados de massas (Rouessac et
al., 2003; Prats et al., 2005).

Enquanto a quantificagdo dos componentes das amostras, os procedimentos
se baseiam na comparacao de suas areas, com as de uma dissolugao padrao (método
de padrao externo) analisada com as mesmas condi¢gdes cromatograficas, o com a
area de um composto padrao introduzido a uma concentracdo conhecida na amostra
(método de padrao interno (Istd).

Também se emprega o procedimento de normalizagao simples, onde a area de
qualquer pico cromatografico se expressa como uma porcentagem da area total de

todos os picos (Rouessac e Rouessac, 2003).

1.1.6 Propriedades bioldogicas dos OEs

Das diferentes propriedades terapéuticas atribuidas aos OEs, destacam-se as
antivirais (Allahverdiyev et al., 2004; Garozzo et al., 2009), inseticida (Ayvaz et al.,
2010), analgésica e antiinflamatadria (Silva et al., 2003), anticancerigena (Sylvestre et
al., 2006), antiparasitarias (Asha et al., 2001; Pessoa et al., 2002), antispasmaodica
(Sousa, et al., 2010), larvicida (Pavela, 2009), antinociceptiva (Santos et al., 1998),
antiplasmodica (Benoit- Vical et al., 2003), gastroprotetora (Santos e Rao, 2001) e
antimicrobiana (Ezzat, 2001; Viljoen, et al, 2003; Aslim et al, 2008;
Hanamanthagouda et al., 2010) dentre outras.

Além das propriedades terapeuticas os Oes sao usados em preparacdes
culinarias n&do apenas como aromatizantes e agentes de sabor, mas também como
conservantes naturais (Kalemba et al, 2003; Burt et al., 2004). Como conservantes de

alimentos e outros produtos, os OEs podem parar, impedir ou inibir a deterioragcéao
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oxidativa e danos causados ou bactérias, fungos (Pokorny et al., 2001; Antolovich et
al., 2002; Kalemba et al., 2003; Burt et al., 2004).

Atualmente existe uma pressao crescente dos consumidores em cima das
industrias de alimentos e cosméticos para a diminuicdo do uso de conservantes
sintéticos em seus produtos, substituindo-os por substancias naturais (Jirovetz e
Buchbauer, 2005). Portanto, o conhecimento das atividades antimicrobianas,
antioxidantes e citotdxicos sdo importantes para a aplicacdo dos OEs em diferentes

industrias.

1.1.7 Antioxidantes
Os antioxidantes podem inibir ou retardar os processos de oxidagao de dois
modos, a saber, por aprisionamento de radicais em tais casos, os compostos sao
descritos como antioxidantes primarios, ou por um mecanismo que niao envolve
diretamente os radicais de captura, em tais casos, os compostos sao chamados
antioxidantes secundarios (Pokorny et al., 2001). Antioxidantes secundarios operaram
por uma variedade de mecanismos, incluindo a complexagao de ions metalicos,
aprisionamento de oxigénio, conversao de hidroperéxido de espécies nao radicais,
absorcéo de radiacao UV (ultravioleta) ou desativagéo do oxigénio singleto (Pokorny
et al., 2001).
Um antioxidante € um composto caracterizado como eficaz in vivo se cumprir
os seguintes requisitos (Gvozdjakova et al., 2008; Rao et al., 2012):
- Deve reagir efetivamente com os radical livre;
- O produto da reagao do antioxidante com o radical livre ndo deve ser mais
toxico para o organismo que o radical removido;
- O antioxidante potencial deve estar presente no organismo em uma
concentragao suficiente para neutralizar o efeito do radical livre;
- O tempo de vida média do antioxidante deve ser suficientemente largo para
reacionar com o oxidante;
- Os radicais formados pelo antioxidante nao devem realizar reagcdes em cadeia,
mas sao neutralizados por reagao com outros radicais, para formar um produto

estavel.
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Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com diferentes critérios, de
acordo com a solubilidade, o sistema de defesa e origem (Akoh et al., 2002;
Panchawat et al., 2010) (Tabela 1). Com tudo, durante as ultimas duas décadas
aparecem cada vez mais, diferentes compostos antioxidantes de origem natural, que

podem ter efeitos benéficos contra a deterioragao oxidativa.

Tabela 1 - Classificagdo dos antioxidantes segundo os diferentes critérios.

Critério Classificacao Ejemplos
Solubilidade Hidrofilicos Vitamina C.
Hidrofébicos Carotendides e vitamina E.
Preventivos Glutationa peroxidase, catalase.
Capturadores de Flavonoides, BHT.

Mecanismo de defesa radicais

Enzimas proteoliticas ou

Reparadores
reparadoras de DNA.
. Natural Quercetina, pinocembrina.
Origem
Sintético BHA, TBHQ.

1.1.7.1 Antioxidantes sintéticos e naturais

Os consumidores e organizagdes de controle estdo preocupados com a
seguranga das comidas e, sobretudo com os possiveis efeitos nocivos dos aditivos
sintéticos na saude do ser humano. A pesar do baixo custo e alta estabilidade dos
antioxidantes sintéticos, estudos realizados detectaram um possivel efeito
carcinogénico, dos quais tem contribuido para a diminuicdo do seu consumo
(Botterweck et al., 2000). Assim, estudos recentes, estdo focando no isolamento e

identificacdo de antioxidantes de origem natural (Akoh e Min, 2002).

1.1.7.2 Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos foram introduzidos décadas atras (1940). Entre
estes, encontram-se fendis butilados e polifenois, que sdo mais baratos (US $20-40
por Kg) que os naturais e muitas vezes mais eficaz no retardamento do processo de
degeneracgao oxidativa (Akoh et al, 2002; Venkatesh et al, 2011).

Os antioxidantes sintéticos sdo compostos quimicos que ndo sao produzidos pela
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natureza, sao adicionados a diversos produtos para evitar ou prevenir a oxidacdo. No
entanto, ha um grande numero de requisitos sobre o uso, uma vez que eles devem
ser aprovados para a regulacdo destes aditivos. Portanto, apenas alguns
antioxidantes sintéticos tém sido usados em alimentos (Akoh e Min, 2002).

O butil-hidroxitolueno (BHT) e o butil-hidroxianisol (BHA) séo os antioxidantes
sintéticos mais usados nas comidas segundo o “National Research Council Food
Additive Committee”. O BHA tem uma estabilidade efetiva para proteger o sabor e a
cor das comidas. Além disso, o BHA é mais eficaz para preservar as comidas que
contem gorduras de animais, com acidos graxos de cadeia curta. O BHT e BHA
possuem pontos de ebulicdo de 265 e 268 °C, respectivamente, ambas as substancias
podem ser utilizadas em materiais de embalagem de alimentos, quer por adigao
directa dos revestimentos internos ou indirectamente, como emulsdes, onde eles
migram para a comida. Estes antioxidantes tém mostrado ter um efeito sinergistico
guando usados em combinagao, em particular em produtos de nozes (Kumar et al,
2006; Venkatesh et al, 2011.).

O BHT ¢ produzido nos EUA, na Europa ocidental, Japao, entre outras.
Embora, a utilizagdo de BHT ndo esteja aumentando, ainda é elevada. Seu prego é
entre US $1,6 e US $2 por kg, tornando-se o antioxidante mais econdmico até agora
(Kumar, 2006). O BHA e BHT produz uma grande atividade antioxidante. Portanto,
as comidas contem misturas acima de 0,02% BHA / BHT (Akoh e Min, 2002).

Outro antioxidante sintético bastante utilizado €& a ftert-butilhidroquinona
(TBHQ), utilizada principalmente na preservagao dos alimentos, especialmente nos
Oleos vegetais, mais do que o BHA e BHT. No entanto, TBHQ nao € permitido em
alimentos no Canada e os EUA, quando esta combinado com o gaiato de propilo (Akoh
e Min, 2002). Na figura 3 estdo ilustradas as estruturas dos antixodiantes mais
utilizados.

De acordo com um estudo de Botterweck e colaboradores (2000) entre 120.852
homens e mulheres entre 55 a 69 anos de idade, que tinham uma dieta rica em
alimentos como dleos, maionese e sopas secas que contém BHA e BHT, nao foram
encontrado evidencias claras entre a dieta com baixos niveis de BHA e BHT e o risco
de cancer de estdmago. No entanto, “The International Agency for Research on
Cancer’, concluiu que nao ha provas suficientes para a carcinogenicidade de BHA em

animais de experimentacao, mas é limitada ao BHT (Noguchi et al, 2000; IARC, 2013).
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Um resumo dos regulamentos, aplicagdes e propriedades da BHA, BHT e TBHQ estao
demonstrados na tabela 2 ( Sahidi e Zhong , 2005).

OH OH
P C(CH3)s (H3C)5C C(CHa)3
.
OCH, CH,
butil-hidroxianisol (BHA) butil-hidroxitolueno (BHT)
OH
C(CH3);
OH

tert-Butilhidroguinona (TBHQ)

Figura 3 - Estruturas de alguns compostos antioxidantes sintéticos.

Estudos realizados in vivo do BHA em camundongos (lverson, 1999) demonstraram
uma resposta positiva nos estbmagos dos camundongos, representada por uma
inflamacao na mucosa. Esta patologia foi observada quando o BHA foi administrado
por sonda 6leo, ou quando administrado na dieta pela mistura seca (BHA 2%).
Utilizando o mesmo protocolo, o TBHQ apresentou o mesmo efeito, porém menos
pronunciado que o BHA, igualmente, o BHT produziu um incremento na proliferagao
celular, mas o efeito foi menor que o observado pelo BHA.

A sintese de novos antioxidantes sintéticos para os alimentos esta limitada por
custos crescentes na pesquisa e desenvolvimento. Os custos estdo asociados com a
avaliagao da seguranga e o tempo necessario para a regulamentagao e aprovagao do
uso desses aditivos. Estas restricbes aliada a preferencia por aditivos naturais, tem
levado a industria a investigar materiais naturais como uma nova fonte de
antioxidantes (Akoh e Min, 2002).
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Tabela 2 - Propriedades, aplicagdes e regula¢des do BHA (Butil-hidroxianisol), BHT (Butil-hidroxitolueno) e TBHQ (fert-Butilhidroquinona).

Nome

BHA

BHT

TBHQ

Utilizacao em

Carnes, especiarias, cereais, purés
desidratados, vitaminas, leveduras,

Cereais, produtos preparados no
forno, batatas fritas, 6leos vegetais,
legumes, sanduiches, manteiga,

Cereais secos, gorduras,
margarina, batatas fritas, carnes de aves,
salsichas, embutidos, tortas de carnes e

comidas Oleos vegetais, queijos procesados, margarina e frutos do mar sleos vegetais
marganinas e oleos essenciais )
9 congelados.
Protege contra os radicais libres Antioxidante, conservante, evita a
~ formados durante a auto-oxidagao rancidez oxidativa em 6leos que . . S .
Fungdes na A . . SR Evita a rancidez oxidativa dos alimentos que
- = de lipidios insaturados e também contém radicais libres formados pela ~ oo
alimentacao ocorre pela formacgao de radicais livres

atividade antimicrobiana como um
composto fendlico.

auto-oxidacéao de lipidios insaturados,
atividade antimicrobiana.

Efeito sinérgico;

BHT, galato de propilo, metionina,
acido citrico e fosforico

BHA.

BHA e acido citrico.

Questoes de

Demonstrou-se a formagao de

Este antioxidante n&o foi submetido a

segurancga tumores no estdmago uma arande revisio Foi demonstrado mutagenicidade in vivo.
alimentar animais. 9 ’
EUA: nivel maximo aprovado EUA: nivel maximo aprovado Egﬁgizzoéeoiec:mlgdoagat? dlésorgm”o
para uso geral; FDA 0,02% e para uso geral; FDA 0,02% e ¢ og o proprio,
o o FDA e USDA 0,02% a 0,01%, em peso da
USDA 0,01%, em peso da gordura. USDA 0,01%, em peso da gordura. ordura. Europa: Reino Unido. Norueda
Legislagdo Reino Unido e Europa: aprobado. Reino Unido e Europa: aprobado. 9 ) pa. ' 9,

Canada: aprobado. Australia /
paises ao redor do Oceano Pacifico
e Japao: aprovado.

Canada: aprobado. Australia / paises

ao redor do Oceano Pacifico e Japao:

aprovado.

Dinamarca, Suécia, Suiga: ndo é permitido
utilizar em alimentos. Australia, Nova
Zelandia: apenas uso alimentar. Japao: a
sua utilizagdo em alimentos ndo é permitido

FDA: Food and Drug Administration.
USDA: The U.S. Departament of Agriculture
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1.1.7.3 Antioxidantes Naturais

Os antioxidantes naturais sdo compostos oriundos de plantas, frutas e fontes
animais, interferem na formacdo de RL e retardam a oxidacdo, prevenindo por
exemplo, o desenvolvimento de odores e sabores n&do desejados nas comidas,
resultantes da osidagdo. Os productos alimenticios estdo sujeitos a diferentes
processos na sua preservacao e armazenamento, e antioxidantes adicionados podem
diminuir esses processo, por isso esses productos sao enriquecidos com quantidades
adicionais de antioxidantes, desde que estejam dentro dos limites permitidos (Tzia et
al. 2003, Kumar et al, 2006) As fontes mais comuns de antioxidantes naturais séo
cereais, frutas citricas, cacau, o grédo de café, ervas e especiarias, dentre outras
(Tabela 3) (Tzia e Liadakis, 2003).

Tabela 3 - Antioxidantes naturais utilizados como conservantes de alimentos.

Composto Fonte Natural

Vitamina C Frutas (frutas citricas), alguns vegetais, tomate.
Vitamina E / tocoferois Cereais, brécolis, couve-flor, azeites (oliva, girassol),
améndoa, avela.

Pimentéao, espinafre, tomate, cenoura, batata doce,

B-Caroteno
damasco, mamao.
. Batata, tomate, alface, cebola, trigo, chocolate, uva,
Flavonoides
vinho, cha
Antocianinas Alto conteudo em vinhos tintos, alguns em uisque
Licopeno Tomate, papaia, melancia, uvas vermelhas.
CoQ10 Farelo de trigo, carnes organicas (figado de frango).

Entre os antioxidantes naturais os mais comuns incluem compostos fendlicos,
por exemplo, tocoferéis, flavonoides e cumarinas e compostos relacionados,
derivados do acido cindmico e chalconas, diterpenos fendlicos e acidos fendlicos.

Para que um antioxidante natural seja utilizado, este composto extraido de uma fonte



18

natural deve satisfazer diversos critérios, nomeadamente, ndo ter cheiro, sabor ou
cor, que pode ser dada ao produto, em adi¢do, uma atividade antioxidante alta em
pequenas concentragdes do produto. Por exemplo, os antioxidantes estdo presentes
ou adicionados aos alimentos funcionais em concentracbes muito baixas,
normalmente nédo superior a 0,02% (Tzia e Liadakis, 2003).

Existem varias metodologias e ensaios para a avaliagdo das propriedades
antioxidantes de uma substancia ou mistura. Os mais comumente utilizados sao testes
de triagem com aprisionamento direto da espécie de radicais cromoéforos sintéticos,
tais como os radicais DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) e ABTS (acido-2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)) (Arnao et al., 2002) entre outros. O radical ABTS
tem um maximo de absorg&o a 342 nm, possui uma elevada solubilidade em agua e
uma boa estabilidade quimica. Quando oxidado pela remogao de um elétron, o radical
metal estavel ABTS-cation gerado, tem um espectro de absorg¢ao caracteristico e uma
elevada absorgado molar a 414 nm (Arnao et al., 2002). No entanto, possui bandas de
absorgéao elevada nas regides de 645, 734 e 815 nm (Antolovich et al., 2002). A Figura
4 mostra o espectro de absorgao dos radicais ABTS-cation. Na reacédo entre os
radicais ABTS-cation e a substancia antioxidante, a espécie radical € compensada
pelo ganho de um elétron. O desaparecimento dos radicais ABTS-cation pode ser
estimada pela diminuicdo da absorgdo de praticamente qualquer comprimento de
onda entre 400 e 900 nm, ainda que normalmente trabalhe em 734 nm (Rice-Evans
et al.,, 1994; Re et al.,, 1999; Arnao et al, 2002). A metodologia deste ensaio foi
originalmente criado por Rice-Evans e Miller (Rice-Evans e Miller, 1994) e melhorado
por Re e Rice-Evans (Re et al., 1999). A capacidade dos antioxidantes presentes em
uma amostra para prevenir a oxidagdo do ABTS* se compara com o Trolox®, uma
analogo hidrossoluvel da vitamina E, e se expressa com valores TEAC (Trolox
equivalent antioxidant capacity). O valor TEAC se define como a concentragao de uma
solucao de Trolox® com potencial antioxidante equivalente a uma concentragao de 1
mM de composto antioxidante em estudo (Antolovich et al., 2002).

O método DPPH consiste em avaliar a capacidade antioxidante via atividade
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH-). O radical DPPH:
possui coloragdo purpura absorvendo a um comprimento de onda maximo de
aproximadamente 516 nm . Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie

radicalar (R), o DPPH- é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragao
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amarela, com consequente desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia (Figura 5). A partir dos resultados obtidos
determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais
livres e/ou porcentagem de DPPH: remanescente no meio reacional (Sousa et al.,
2007).
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Figura 4 - Espectro de absorgdo do ABTS e seu cation-radical ABTS+'.
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Figura 5 - Variacdo do espectro de absor¢do mediante reagcdo de um radical DPPH-

Outro ensaio para determinar a capacidade antioxidante é o método de medir a
capacidade de absorgao de radicais de oxigénio (ORAC), esta baseia-se na inibicao
da oxidacao do radical peroxido, o qual € iniciado por decomposi¢cédo térmica de um
composto azo, cloreto de AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropano)). A reacédo de
oxidagao de radicais peroxido foi estudada pela primeira vez por Glazer e Ghiselli
(Glazer et al, 1988; Glazer et al, 1990; Ghiselli et al, 1994). No entanto, este estudo
nao foi capaz de quantificar os resultados e simplesmente fazer a leitura de uma unica
amostra. Um desenvolvimento subsequente por Cao (Cao et al., 1993), usando uma
molécula fluorescente, a B-ficoeritrina (PE-B), a proteina isolada a partir de
Porphyridium cruentum, foi capaz de reduzir alguns destes problemas. A perda de
fluorescéncia da PE-B indicam o dano causado pelos radicais peroxido, e o efeito
protetor do antioxidante foi medido pela area sob a curva (ABC) da amostra em
comparagao com o alvo, a combinacéo da inibicdo percentual e o tempo de inibicao
de um radical livre com o antioxidante em uma quantidade unica. A ABC (Figura 6) é

calculada como descrito abaixo:
ABC = 0.5 + f1/fo + +fiffo + ...+f34/f0 + 0.5 (f35/f0)
Onde fo = fluorescéncia inicial medida a 0 min

fi = fluorescéncia medida a um tempo i.
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Figura 6 - Curvas de decaimento da fluorescéncia induzida por radicais peréxido

Mas o B-PE produz muitas inconsisténcias, o que resultou na variabilidade da
reagao com radicais peroxido, também nao é foto estavel. Esta desvantagem levou a
busca de uma molécula que pudesse substitui-lo. Em seguida, foi reportado o uso de
fluoresceina 3',6'-di-hidroxi-spiro-(isobenzofuran-1[3H],9'[9H]-xanten)-3-ona como
uma molécula fluorescente com excelente fotoestabilidade (Ou et al., 2001), método
que envolveu tempo e trabalho consideravel. Este mecanismo de oxidacado foi
elucidado e caraterizados por LC/MS (modo de ionizagao foi de modo negativo) que
envolve, primeiro, a oxidagcao de FL (Figura 7) quando ROO retira um atomo de
hidrogénio a partir do grupo fendlico, para formar um radical fenoxi estavel (FLO), que
pode ser submetido rapidamente a dimerizagdo para dar FL 1 (m/z 661).
Alternativamente, a FLO « CO2 pode atacar vestigios encontrados na solugédo tampao,
e produzir FL 2 (m/z 375,0). Em adi¢do a subtragdo de hidrogénio ROO pode estar
ligado as ligagdes duplas para formar um radical estavel que pode reagir com um outro
radical peroxilo, formando um endoperdxido intermédia, que se decompde para
originar o produto FL 3 (m/z 349,0). Além disso, € o principal produto de oxidagao de
FL e FL 4 (m/z 221,3) ele nao presenta fluorescéncia e é derivado de FL 3. Mais tarde,
o método ORAC foi semi- automatizado e adaptado a um analisador COBAS FARA I,
mas a automacgao completa foi conduzido por Huang (Huang et al, 2002) em um leitor
de microplacas de 96 pocos, este estudo foi realizado em meio aquoso, restringindo
a avaliagao da atividade antioxidante a antioxidantes lipofilicos. No entanto, estudos
realizados por Huang (Huang et al., 2002) foram capazes de superar esse obstaculo
usando RMCD (randomly methyla-cyclodextrin).
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1.1.8 Myrtaceae

A familia Myrtaceae da qual a planta em estudo faz parte, compreende cerca
de 100 géneros e 3.500 espécies de arvores e arbustos que se distribuem por todos
os continentes, a exce¢ao da Antartica, mas com nitida predominancia nas regides
tropicais e subtropicais do mundo (Barroso et al., 1991; Marchiori et al., 1997).

As mirtaceas tém sido organizadas tradicionalmente em duas subfamilias,
Leptospermoideae e Myrtoideae, esta ultima incluindo todas as mirtaceas americanas,
exceto o género monotipico Tepualia (Marchiori e Sobral, 1997).

Atualmente, a nova classificacdo infra-familia proposta reconhece duas
subfamilias, Myrtoideae e Psiloxyloideae, e 17 tribos (Wilson et al., 2005). Todas as
mirtaceas brasileiras estdo incluidas na Tribo Myrteae (Wilson et al., 2005).
Representada por aproximadamente 1.000 espécies. Myrtaceae é uma das familias
mais importantes do Brasil (Landrum e Kawasaki, 1997) destacando-se, com mais de
uma centena de espécies, os géneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes, enquanto o
restante dos géneros possui menos de 60 espécies brasileiras (Barroso et al., 1994,
Landrum et al., 1997).

Myrtaceae € uma das familias lenhosas dominantes em varias formacdes
vegetais brasileiras, especialmente na Floresta Atlantica onde mais de 50 espécies
podem ocorrer sintopicamente (Peixoto et al., 1990; Landrum et al., 1997; Tabarelli et
al., 1999; Oliveira Filho et al., 2000; Guilherme et al., 2004). As mirtaceas brasileiras
geralmente ndo produzem madeiras valiosas, restringindo-se ao fornecimento de
lenha, a utilizagdo em pequenas pegas ou objetos e outras formas de uso local
(Marchiori e Sobral, 1997). Por outro lado, ha numerosas espécies frutiferas, algumas
exploradas comercialmente (ex. goiabeira, Psidium guajava L., jabuticabeira,
Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg, pitangueira, Eugenia uniflora L.).

Essas espécies representam apenas uma pequena fragdo do grande potencial
econdmico da familia, tendo em vista o grande numero de frutos comestiveis
produzidos por espécies nao comerciais (Landrum e Kawasaki, 1997).

Algumas espécies estdo desaparecendo da natureza antes mesmo que se
tenha conhecimento basico de sua biologia (Landrum e Kawasaki, 1997), como pode
ser visto pelas listas de espécies de Myrtaceae ameacgadas no Brasil divulgadas em

(Biodiversitas, 2008). Apesar de sua importancia na estrutura das florestas e outras



24

formacgdes vegetais nativas, estudos de cunho ecoldégico abordando especificamente
as mirtaceas brasileiras ainda sao escassos (Pizo et al., 2002; Gressler et al., 2005).

Com poucos dados na literatura o foco do nosso estudo foi a planta Myrcia
amazonica DC. (Figura 9), pertencente ao género Myrcia.

Myrcia € um dos géneros mais representativos da familia Myrtaceae com cerca
de 300 espécies que sao distribuidas pelo territério brasileiro. Dentro dos diferentes
usos como medicamento natural encontrados no género espécies com agao diurética,
anti-hemorragico, adstringente, hipoglicemiante e antihipertensiva entre outras (Russo
et al., 1990). Apesar de ter um grande numero de espécies de Myrcia requer ainda um
maior numero de publicagbes que descrevem a quimica deste género e a

possibilidade de outros usos.

Figura 8 — Myrcia amazonica DC., em area de savana proximo a comunidade

Santa Rosa, cidade de Santarém, Par4, Brasil.

Alguns estudos tém sido realizados com diferentes myrcias entre eles em M.
citriofolia onde foi relatada a ocorréncia de eucaliptina, uma flavona C-metilado. O

extrato metandlico de M. multiflora mostrou potente atividade inibidora aldose
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redutase (Yoshikawa et al., 1998; Matsuda et al., 2002), uma enzima que esta
relacionada com algumas complicagbes da diabetes mellitus (Robison et al., 1995;
Srivastava et al., 2003). O fracionamento desse extrato levou ao isolamento de
flavanonas glicosiladas (myrciacitrinas | e 1l) e acetofenonas glicosilada
(myrciafenonas A e B). Os Oleos essenciais de 17 espécies ja foram estudados e ficou
demonstrado que sesquiterpenos foram predominantes em todos exceto em M.
myrtifolia (De Cerqueira et al., 2007), e houve uma larga predominancia de
monoterpenos e M. acuminatissima e M. bombycina nos quais o conteudo de
monoterpenos foi apenas ligeiramente maior que o de sesquiterpenos (Henriques et
al., 1997; Zoghbi et al., 2003; Limberger et al., 2004).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, composi¢cao quimica e a capacidade
antioxidante do 6leo essencial de Myrcia amazonica DC. (Myrtaceae) coletada em

savana de Santarém, Para.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar o teor de 6leo essencial de folhas frescas e secas Myrcia
amazdnica,;

e Determinar por GC-MS, os principais constituintes quimicos do 6leo essencial
obtido de folhas frescas e secas de M. amazonica;

e Determinar por GC-MS, os principais constituintes quimicos do extrato obtido
de flores de M. amazonica:;

¢ Analisar o perfil fisico-quimico do 6leo essencial de folhas de M. amazonica;

e Determinar a capacidade antioxidante do o6leo essencial de folhas de M.

amazonica.
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RESUMO

Neste estudo foram realizadas investigagbes fisico-quimicas e a atividade
antioxidante do 6leo essencial de Myrcia amazonica DC., uma espécie nativa da
regido. O 6leo essencial utilizado para a identificagdo dos compostos e fisico-quimicas
e 0s ensaios de atividade anti-oxidantes foi obtido pelo método de hidrodestilagao. A
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa foi utilizada para a
identificacdo dos compostos volateis presentes nas folhas e flores, a atividade
antioxidante foi calculada pelo método de ABTS* e ORAC. Os compostos majoritarios
de interesse encontrados no 6leo essencial foram o Germacreno D(10.09 - 16.56%),
Germacreno B(9.59 - 11.09 %) e 1-Epi-Cubenol(14.72 - 20.22%). O rendimento do
6leo essencial foi de 0.65% e 0.96 % para folhas frescas e secas, respectivamente, a
diferengca na composicdo dos 6leos essenciais entre as folhas frescas ou secas foi
relevante. O maior valor para a atividade antioxidante do 6leo essencial registrado
com o método ORAC foi de 1310 umol Trolox®®/g de substancia, em relagdo ao
método ABTS* com 290 umol Trolox®®/g de substancia.

Palabras chaves: Myrcia amazonica DC., ORAC, ABTS™, atividade antioxidante, 6leo

essencial.
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1. Introducgao

A familia Myrtaceae compreende cerca de 100 géneros e 3.500 espécies de
arvores e arbustos que se distribuem por todos os continentes, a exceg¢ao da Antartica,
mas com nitida predominancia nas regides tropicais e subtropicais do mundo
(Barroso, 1994, Marchiori e Sobral 1997), incluindo espécies frutiferas e medicinais.
No Brasil a familia é representada por 23 géneros e cerca de 1000 espécies, sendo o
género Myrcia um dos mais importantes, com aproximadamente 300 espécies
distribuidas sobre todo o territério brasileiro (Landrum & Kawasaki, 1997). Tribos
indigenas e comunidades tradicionais brasileira tém usado varias espécies deste
género como adstringente, diuréticos, contra diabetes mellitus, para estancar
hemorragias e no tratamento de hipertenséao e ulceras (Russo et al., 1990).

Do ponto de vista quimico tem sido detectado em espécies de mirtaceas,
sobretudo, a presencga de (-amirina e eucaliptina, em folhas de M. citrifolia (Aubl.) Urb.
(Gottlieb et al., 1972); flavanonas (mirciatricina | e Il), acetofenas (mirciafenonas A e
B) e flavondis (mirciatricina, mearnsitrina, quercitrina, desmantina-1 e guaiajaverina),
em folhas de M. multiflora (Yoshikawa, et al., 1998). Nos 6leos essenciais de espécies
de Myrcia, estudos tém mostrado a presenga de monoterpenos, sesquiterpenos,
compostos aromaticos e alifaticos. Para a maioria das espécies estudadas a fracao
sesquiterpénica foi predominante (De cerqueira et al., 2007), e houve uma larga
predominancia de monoterpenos e M. acuminatissima e M. bombycina nos quais o
conteudo de monoterpenos foi apenas ligeiramente maior que o de sesquiterpenos
(Henriques et al., 1997; Zoghbi et al., 2003; Limberger et al., 2004). Zoghbi et al.,
(2003) analisaram os 6leos volateis de partes aéreas de M. bracteata (Rich.) DC., M.
cuprea e M. sylvatica (G. Mey.) DC., e relataram a presencga de mirceno, (E)-nerolidol,
(E)-B-farneseno, espatulenol, B-cariofileno, germacreno D, selina-11-em-4-a-ol e
ciscalameneno, como 0s componentes mais representativos para as espécies
estudadas.

Os dleos essenciais e extratos de plantas tém atraido grande interesse
cientifico, devido ao seu potencial como fonte de antioxidantes naturais e compostos
biologicamente ativos. Dentre as espécies produtoras de 6leo essencial e com uso
bastante diversificado, destaca-se plantas da familia Myrtaceae, nas quais é frequente

a presenca de sesquiterpenos ciclicos.
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Como parte do projeto de investigagdo de 6leos essenciais de espécies da familia
Myrtaceae da regido Oeste do Para, Brasil, Baixo Amazonas, onde espécies de Myrcia
sao abundantes e apresentam potencial de uso, o objetivo deste trabalho foi avaliar
as caracteristicas fisico-quimicas e a capacidade antioxidante do 6leo essencial de

Myrcia amazonica DC. coletada em savana de Santarém, Para.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material botanico

Amostras de folhas e flores de Myrcia amazonica DC. foram coletadas em
outubro de 2012 entre 8:00 a 9:00 a.m de exemplar nativo em area de savana proximo
a comunidade Santa Rosa, Km 21 da Rodovia Everaldo Martins, estrada que liga a
cidade de Santarém a vila Alter do Chao, Para, Brasil (S 02° 30.464"' W 054° 50.931").
Exsicatas da espécie encontram-se depositadas no herbario do Instituto Nacional de
Pesquisa do Amazonas (INPA - Manaus AM) sob numero de registro 250.3639.

Parte do material vegetal (folhas) usado para extracdo de 6leo essencial foi
seco em estufa com circulacado de ar forgada a 40 °C, pulverizadas em moinho elétrico,
e 0 po obtido foi armazenado em embalagem hermeticamente fechadas até o

momento do uso.

2.2 Obtencao e rendimento do 6leo essencial

O dleo essencial de M. amazonica DC. foi obtido de folhas secas (370 g de
po) e frescas (370 g de material picado) por hidrodestilagcdo em aparelho tipo
Clevenger (Ming et al., 1996). O tempo de extragao foi fixado em 150 min, considerado
a partir do primeiro condensado gerado pela fervura da agua contida no baléo,
realizando-se nove repeti¢cdes extrativas para cada amostra. Para remogao de agua
residual do oleo essencial este foi filtrado com sulfato de sddio anidro.

O calculo de rendimento dos 6leos essenciais foi realizado com base na matéria
livre de umidade, através da relacdo entre o volume de 6leo obtido e a biomassa
vegetal utilizada na extragédo (Farmacopéia Brasileira, 2001) de acordo com a seguinte

equacao:

g do o6leo essencial
) 00

0 =
hp/p (g do material vegetal seco
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2.3 Obtencgéo do extrato das flores

Para o preparo do extrato das flores de M. amazonica DC. foram utilizadas 11
g de flores em 50 mL de diclorometano mantido a temperatura de 5 °C durante 20
dias. Em seguida, o extrato foi filtrado com sulfato de sddio anidro para remocgao de

impurezas e agua.

2.4 Analise por GC-MS para dleo essencial das folhas e extrato de flores

A analise cromatografica e espectros de massa das amostras foram obtidos
usando um Agilent Technologies 6890 Plus Series GC System, acoplado a um
detector seletivo de massa Agilent Technologies MSD 5973 Network Mass Selectivity
Detector, e estdo equipados com uma porta de injegao split/splitless (250 °C, razao
de divisdo 30:1), um mostrador automatico Agilent Technologies 7863 e um Auto
sampler Agilent Technologies 7863. A separag¢ao dos analitos foi realizada em uma
coluna capilar apolar DB-5MS (J & W Scientific, Folsom, CA, EUA) de 60 m x 0,25
mm, DI x 0,25 ym, df, fase estacionaria de 5%-fenil-poli (metil-siloxano). O gas de
arraste utilizado na analise foi o hélio (99,995%), com uma pressado de entrada na
cabecga da coluna de 16,47 psi. A temperatura do forno foi programada de 45 °C (5
min) a 4 °C/min até 150 °C (2 min), sendo aumentada a uma taxa de 5 °C/min até 250
°C onde se mantém isotermicamente por 5 min, e posteriormente aumentando para
10 °C/min até 275 °C, temperatura em que permanece constante durante 15 min.

Os espectros de massa foram obtidos por impacto de elétrons (El) a 70 eV de
energia. As temperaturas da camara de ionizagédo e linha de transferéncia foram
mantidas a 230-285 °C, respectivamente. Espectros de massa e correntes de ions,
(Total lon Current) foram obtidas em um analisador quadrupolo, através de varredura
automatica de frequéncia (full scan), na faixa de massa de m/z 40-350.

Os dados cromatograficos foram obtidos e processados com o sistema de dados
Hewlett-Packard MS ChemStation G17001DA (Versao D 00.01.27, 2002), que inclui a
base de dados Wiley, NIST e Adams, 2004.

2.5 Andlises das propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial
Todas as provas fisico-quimicas do 6leo essencial de M. amazonica DC.,
densidade, indice de refracao, solubilidade em etanol, rotacdo Optica, conteudo de

umidade, ponto de congelamento, ponto flash point, indice de acidez e indice de
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ésteres foram realizadas segundo as normas internacionais ISO (International
Standard Organization, 279, 280, 875, 592, 11021, 1041, TR 111018, 1242, 709).
Todos os reagentes utilizados nos ensaios foram de grau analitico. Para controlar a
temperatura nas analises onde é necessario manté-la constante foi usado um banho

refrigerado.

2.6 Atividade antioxidante do 6leo essencial por ABTS* e ORAC

2.6.1 Ensaio do catién-radical ABTS™:

A determinagdo da capacidade antioxidante dos O6leos essenciais e das
substancias controle (BHT e a-Tocoferol) foi realizado com base nos procedimentos
realizados por Re et al., (1999), foi empregada microscopia VIS a 750 nm, em um
leitor de microplacas Turner Biosystems Inc., ModulusTM Il Microplate Multimode
Reader, com 96 pocos. Uma solucido de cation radical ABTS™ foi preparado pela
mistura de uma solugéo de ABTS (7 mM) com persulfato de potassio (2,45 mM). A
mistura foi homogeneizada em ultrasson durante 30 minutos e deixou reagir por 24
horas a 4 °C, na auséncia de luz. A partir desta solucéo, diariamente, solucbes de
trabalho de 0,710 £ 0,003 absorcao foram preparadas.

A preparagdo do Trolox® (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-
carboxilico), para a curva de calibragao foi realizada com diluicdes de 10 a 100 uM em
etanol 96%.

O 6leo essencial foi diluido com etanol até que a sua adicdo a um volume de
solugao de ABTS* (absorvancia: 0,71 £ 0,03), resultando em uma inibicao entre 10 e
80% da absorvancia do branco. Para as substancias controle 1 mM das solug¢des
estoque foram preparadas, que também foram diluidas até inibicbes serem produzidas
entre 10 e 80%.

A porcentagem de inibicdo do 6leo essencial das substancias de referencia foi

calculada com a seguinte equacao:
Inhibicdo de Ar=750(%) = [1 —Ar/ Ao] X 100
Onde:

As : Absorbancia medida 30 min apds a adicdo do possivel antioxidante.
Ao : Absorbancia do branco de reagao (cation-radical sem inibir).
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A capacidade antioxidante foi determinada mediante a diminuigdo na coloragao azul-
esverdeada do cation radical de ABTS™, que reagem com o possivel antioxidante
(AH), gera o incolor ABTS (Campos e Lissi, 1999), como se segue:

ABTS* + AH < A + H*

Os valores da capacidade antioxidante das amostras foram expressas como
mol de Trolox® / g de amostra, tendo em conta a curva de calibragdo de Trolox®.

2.6.2 Capacidade de absorgéo do radical de oxigénio ORAC

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Huang et
al., (2002). Fluoresceina (FL), foi adicionado a diluicdes na microplaca, agitou-se e
incubou-se a 37 °C durante 15 minutos. Apods este tempo decorrido € adicionada
rapidamente uma solugdo AAPH, e a diminuicao na fluorescéncia de fluoresceina, em
fungdo do tempo foi registada. Medidas padrao Trolox® foi usado como controle, e foi
quantificada através da curva de calibragéo.

A resposta a capacidade antioxidante das amostras foi a area sob a curva
(ABC), em relagédo a curva do branco, o qual é diretamente proporcional ao valor
ORAC expressos em pmol Trolox® / g de amostra. O valor ABC foi calculado da
seguinte forma:

ABC= 05 + fi/fo+ ..... +fiffo +....... + faa/fo + 0.5(f35/fo)
Onde:

fo : Fluorescéncia inicial medida em 0 minutos.
fi : Fluorescéncia medida em tempo i.

ABC neta = ABC amosTtrA — ABC BRANCO.

O valor de ORAC é calculado com a seguinte equagao:

ABC ,,, " [Trolox]
ABC [AH]

ORAC =

Trolox
Onde:
ABCan : Area sob a curva, na presenga de antioxidante.

ABCrro0x: Area sob a curva de Trolox®.
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[Trolox] : Concentragdo de Trolox®.

[AH] : Concentracdo de antioxidante.

3. Resultados e discussao

3.1 Rendimento e propriedades fisico-quimicas 6leo essencial de M. amazonica.

O d6leo essencial de M. amazonica, apds extracao por hidrodestilacdo, apresentou
um rendimento de 0.65% para folhas frescas e de 0.96% para folhas secas, ambos
com aparéncia amarela e aroma agradavel. O rendimento do 6leo essencial de M.
amazonica foi favorecido pela secagem das folhas. Isto indica que se o processo de
secagem for bem conduzido, podera favorecer a eficiéncia do processo de extragéo
por hidrodestilagao.

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados fisico-quimicos do 6leo essencial
obtido de folhas frescas de M. amazonica. A criagao de uma ficha técnica para 6leos
essenciais possibilita cria o uso posterior para diferentes aplicagdes.

Pela ficha técnica criada para o Oleo essencial de M. amazonica pode ser
observado que o mesmo apresenta uma densidade abaixo de 1 g/cm3, o que indica
ser rico em terpenos, um ponto de congelamento que favorece seu armazenado por
um longo periodo além de ter a vantagem de ser utilizado em processos industrias
onde se utiliza baixas temperaturas. O seu percentual de umidade baixo o torna pouco
oxidavel e dificulta o ataque por fungos. Vale destacar ainda, que a sua solubilidade
em etanol pode ser aproveitado na industria de fragrancia, o que torna um 6leo com

prospeccgao para diferentes usos.
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Tabela 1

Propriedades fisico-quimicas do éleo essencial de folhas de Myrcia amazonica DC.

Norma Parametro avaliado Resultado
ISO 1242:1999 indice de acidez (mg de KOH/g de OE) 0,6
ISO 709: 2001 indice de ésteres (mg de KOH/g de OE)"2 1,50
ISO 279: 1998 Densidade relativa 0,927 + 0,001
ISO 280: 1998 indice de refragdo (np) 1,509 + 0,001
ISO 11021: 1999 Umidade (%) 0,5+0,1
ISO/TR 11018: 1997 Flash Point (°C) 92,5+ 1
ISO 1041: 1973 Ponto de congelamento (°C) <-20
ISO 592: 1998 Rotacao optica® 320+04

Solubilidade do OE em etanol (norma ISO 875, 1999)’
Concentragéo % (v/v) Etanol 95 %

V' (Solavel) 0,0-0,4 mL
V! (Opalescente) 0,4-0,5mL
V' (Solavel) 0,5-0,6 mL
VV (Opalescente) 0,6 -3,5mL
VV (Soltvel)’ 3,5-20mL

OE: Oleo essencial; 1 Massa de OE (2g); 2 tempo de fervura da agua (90 minutos); 3 Medicdo de
temperatura ambiente 24 + 2 °C em tubo de 10 cm de comprimento; *Precipitacdo de uma pequena
fragéo do OE.

3.2 Analise por GC-MS do ¢6leo essencial de folhas e extrato de flores de M.
amazonica DC.

Os constituintes quimicos do 6leo essencial de Myrcia amazonica DC., foram
avaliados em funcdo da planta fresca e seca. Como pode ser observado na tabela 2
0s compostos com maior quantidade relativa (%) para ambas as amostras foram
germacreno D (10.09 — 16.56 %), Germacreno B (9.59 — 11.09 %) para folhas frescas
e secas respectivamente e 1-Epi-Cubenol (14.72 folhas secas e 20.22% para folhas
frescas). Apesar dos Oleos essenciais obtidos com a planta seca apresentarem os
mesmos compostos majoritarios da planta fresca, o perfil e teor da composicao
quimica entre as amostras foram divergentes. Para o extrato das flores os mesmos
constituintes majoritarios foram observados, porém, estes em concentragdes mais
elevadas a excec¢ao de germacreno B (tabela 3). Estes resultados demonstram que
os constituintes majoritarios do OE da espécie, estao distribuidos em varias partes da
planta.

A presencga de germacreno D e B ja foi verificada em outras espécies de plantas
aromaticas, apresentando atividade antiinflamatéria e analgésica (Vieira et al., 2009),
atividade larvicida (Ramirez et al., 2011), atividade antibacteriana (Jimenez et al.,

2012) e atividade antiinflamatéria (Dambolena et al., 2011).
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Quantidade relativa (%) e identificagcdo dos componentes do OE de Myrcia amazonica DC.(folhas secas e frescas)
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Ir

Ir

exp. Quar]tidade Quaqtidade exp. Quan.tidade Quan.tidade
N° DB- Componentes relativa, %. relativa, %. N° DB- Componentes relativa, %. relativa, %.
Folha fresca. | Folha seca. Folha fresca. | Folha seca.
5MS 5MS
1 855 3Z-Hexenol 0.33 - 28 1502 Viridifloreno 0.50 0.58
2 868 N-Hexanol 0.16 - 29 1505 y-Patchouleno 0.60 0.62
3 937 a-Pineno 1.87 0.37 30 1507 Epizonareno 1.04 0.70
4 982 B-Pineno 1.57 0.39 31 1511 Biciclogermacreno 2.27 2.71
5 989 Myrceno 0.19 - 32 1516  ®-Amorfeno 2.31 2.45
6 1033 Limoneno 0.28 - 33 1528 y-Cadineno 3.7 5.66
7 1047 E-B-Ocimeno 0.13 - 34 1530 d-Cadineno 2.06 2.20
8 1200 B-Fenchyl alcool 0.14 - 35 1534 frans-Calameneno 0.76 0.98
9 1345 0-Elemeno 2.27 2.21 36 1546 Selina-3,7(11)-diene - 217
10 1381 a-Ylangeno 0.22 0.47 37 1550 a-Cadineno 1.96 2.35
1 1383 Ciclosativeno - 0.13 38 1559 Elixene 2.08 1.87
12 1387 a-Copaeno 0.17 0.28 39 1563 Silphiperfol-5-en-3-ol A 3.20 2.65
13 1398 B-Elemeno 2.50 2.56 40 1582 Germacreno B 9.59 11.09
14 1433 Copaeno 0.26 0.31 41 1600 Espatulenol 0.18 0.15
15 1436 E-Cariofileno 3.41 4.96 42 1603 Oxido de Cariofileno 0.44 0.25
16 1440 y-Elemeno 215 2.66 43 1612 a-Guaiol 1.30 0.37
17 1444 (3-Copaeno 0.26 0.29 44 1638 1-Epi-Cubenol 20.22 14.72
18 1447 a-Guaieno 0.31 0.57 45 1645 Muurola-4,10(14)-dien-1-3-ol 1.82 2.46
19 1454 6,9-Guaiadieno 0.44 0.65 46 1650 y-Eudesmol 1.06 0.44
20 1459 cis-Muurola-3,5-dieno 0.51 0.59 47 1660 a-Muurolol 6.21 3.36
21 1463 9-epi-B-Cariofileno 0.34 0.46 48 1673 a-Cadinol 2.52 1.42
22 1472 Humuleno 1.92 2.23 49 1676 a-Eudesmol 1.07 0.49
23 1476 trans-Muurola-4(14),5-dieno 0.79 1.00 50 1679 Selin-11-en-4-a-ol 0.38 0.26
24 1488 y-Muuroleno 0.89 1.46 51 1681 Bulnesol 0.46 0.30
25 1491 Valenceno - 0.47 52 1718 Alcanfor Juniper 1.16 0.49
26 1493 a-Amorfeno 1.62 - 53 1730 Isoespatulenol 0.15 0.45
27 1498 Germacreno D 10.09 16.56 54 1793 Drimenol 0.16 0.15




Tabela 3
Quantidade relativa (%) e identificagdo dos componentes do extrato de flores de Myrcia

amazonica DC..

N° Ir exp. DB-5MS Componentes relaﬁ\l::,n:/::.ji‘ljjres.
1 937 a-Pineno 2.1
2 982 B-Pineno 1.3
3 1035 Alcool benzilico 2.6
4 1047 E-B-Ocimeno 0.9
5 1116 Alcool fenil etilico 2.5
6 1198 Salicilato de metilo 1.2
7 1434 E-Cariofileno 6.1
8 1438 y-Elemeno 0.5
9 1453 Allo-aromadendreno 0.6
10 1470 Humuleno 2.1
11 1485 y-Muuroleno 1.3
12 1489 a-Elemeno 0.9
13 1494 Germacreno D 27.6
14 1497 0-Selineno 0.6
15 1503 B-Selineno 1.9
16 1509 a-Selineno 2.1
17 1514 0-Amorfeno 1.6
18 1525 y-Cadineno 5.9
19 1528 0-Cadineno 2.6
20 1533 trans-Calameneno 0.4
21 1544 Selina-3,7(11)-diene 0.6
22 1548 a-Cadineno 1.0
23 1552 B-Panasinseno 0.8
24 1559 Elixene 1.2
25 1576 Germacreno B 5.0
26 1599 Oxido de Cariofileno 0.5
27 1630 1-Epi-Cubenol 18.4
28 1636 N.I 0.7
29 1642 Muurola-4,10(14)-dien-1-3-ol 1.0
30 1655 a-Muurolol 2.1
31 1673 a-Cadinol 0.8
32 1680 Bulnesol 0.8
33 1686 Cadaleno 0.7
34 1846 N.I 1.6

N.I = Nao identificado
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3.3 Capacidade antioxidante do 6leo essencial de M. amazonica por ABTS* e

ORAC

A capacidade antioxidante de oleo essencial equivalente a Trolox® (TEAC)
representa a concentragéo da solugdo de Trolox® que tem a mesma capacidade de
consumo que os radicais livres de 6leo essenciais. Com a finalidade de comparar os
resultados de capacidade antioxidante do 6leo essencial que é obtido por meio de
métodos diferentes (ABTS* e ORAC) com uma curva padrao de referéncia, o
antioxidante Trolox® foi realizado em concentragdes de 10 mM a 100 mM utilizando
etanol absoluto como um solvente no caso de ABTS* e metanol com o método ORAC.
A partir da equacao de correlagdo com a qual a sua equivaléncia correspondente
Trolox® sdo expressos de acordo com o percentual de atividade antioxidante obtida
(tabela 4). Cada teste foi realizado em triplicata.

Os métodos também foram avaliados por dois dos antioxidante sintético mais
comumente usados BHT (hidroxitolueno butilado) e a-tocoferol, a fim de fazer uma
comparacgao dos resultados. Os resultados obtidos, mostram que o 6leo essencial de
M. amazonica apresenta uma capacidade antioxidante maior pelo método ORAC
comparado com o método ABTS™ ou seja, a composi¢ao do éleo essencial favorece

omecanismo de transferéncia de hidrogénio (TAH).

Tabela 4

Atividade antioxidante do 6leo essencial de folhas frescas de Myrcia amazonica DC. (Myrtaceae)
pelos métodos do radical ABTS* (2,2"- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) e ORAC (
capacidade de absorgao do radical de oxigénio) .

Valor ORAC VALOR ABTS*
Amostra
(mmol Trolox®/g sustancia) (mmol Trolox®/g sustancia)
Oleo essencial 1310 £ 11 290+7
a-Tocoferol 530+ 17 1510 + 48
BHT 330 +28 4200 + 231

BHT - antioxidante sintético (hidroxitolueno butilado); Trolox® (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-

2-carboxilico)
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4. Conclusoes

Com esta investigagao foi gerado o primeiro estudo fisico-quimico e da atividade
antioxidante do 6leo essencial obtido das folhas e flores de Myrcia amazonica DC.,
contribuindo para a caracterizagao da espécie prevendo usos futuro na industria de

produtos naturais.

O ¢leo essencial obtido pelo método de hidrodestilagao teve um alto rendimento,
e este valor de extragao é aceitavel comercialmente quando se compara com outras

espécies aromaticas.

A composicao do 6leo essencial nao foi alterada com o processo de secagem,

gerando uma vantagem no armazenamento da espécie seca.

Os compostos majoritarios do 6leo essencial de folhas e do extrato das flores de

Myrcia amazonica DC. foram Germacreno D, Germacreno B e 1-Epi-Cubenol.

Levando em consideracido os valores encontrados para as substancias de
referencia BHT e a-tocoferol (330 + 28 e 530 + 17 pmol Trolox®/ g substancia)
respectivamente, o 6leo essencial de Myrcia amazonica DC. apresentou a maior

atividade antioxidante pelo método ORAC (1310 + 11umol Trolox®/ g substancia).

No ensaio de catién-radical ABTS*, o 6leo essencial apresentou um resultado
abaixo (290 + 7 ymol Trolox®/ g substancia) dos obtidos pelos antioxidantes BHT e a-
tocoferol (4200 + 231 e 1510 + 48 umol Trolox® g substancia) respectivamente,
provavelmente devido a auséncia de compostos capazes de diminuir a absorbancia
do catién-radical ABTS*, assim o método ORAC foi o mais adequado para determinar

as propriedades antioxidantes do 6leo essencial avaliado.

Com base nas reacbes quimicas envolvidas nos ensaios utilizados para
determinar a capacidade antioxidante, o 6leo essencial preferiu 0 mecanismo de

transferéncia de um atomo de hidrogénio (HAT), em quanto que os antioxidantes
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sintéticos avaliados (BHT e a-tocoferol) preferem os mecanismos baseados na

transferéncia de elétrons.

Os resultados expostos neste trabalho auxiliardo estudos futuros para o

aproveitamento do 6leo essencial de Myrcia amazonica no campo agroindustrial.

Conflito de interesse

Os autores declaram que nao ha conflito de interesse.
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ANEXO A — Espectro de massas do composto Germacreno D, (Experimental e

Base de dados).
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ANEXO B — Espectro de massas do composto Germacreno B, (Experimental e
Base de dados).
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ANEXO C - Espectro de massas do composto 1-Epi-Cubenol, (Experimental e
Base de dados).
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ANEXO D - Registro de Identificagdo Botanica da espécie.

HERBARIO INPA

Manaus-Amazonas-Brasil

MYRTACEAE INPA: 250364
Myrcia amazonica DC.

Det.: Ramos, J.F. - marco 2013

Brasil, Para, Santarém: Comunidade Sao Bras. Solo
arenoso, vegetacao: savana, periodo seco.

2°30'46" S, 54°50'93" W

Arbusto, podendo atingir até 3 m de altura, Flor: com
coloragdo variando de branco para amarelo, folhas
pontiagudas, fruto pequeno e aredondado, caule liso.

Calao, V.Y.P. s.n.
12 outubro 2012
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